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RESUMEN

La industria floricola en el Ecuador utiliza el tiosulfato de plata (STS) con
el fin de conservar las flores de verano, pues este agente quimico retarda el
envejecimiento de las flores al inhibir la produccion de etileno. Este proceso es
fundamental en la comercializacion de las flores ya que cerca del 88% de la
produccion se destina para la exportacion. Sin embargo, el STS es un potente
productor de dafios ambientales. Por este motivo, es necesario buscar un
tratamiento innovador para la eliminacion del STS proveniente de las aguas de
post-cosecha. El tratamiento consiste de tres etapas. La primera etapa
comprende la biooxidacién del STS usando bacterias nativas. En la segunda
etapa, se emplean pellets del hongo C. cladosporioides para capturar el catidon
plata. El presente estudio investiga la tercera etapa del tratamiento e incluye la
evaluacion de la eficiencia de regeneracién de los pellets del hongo y el
proceso abidtico para recuperar la plata en su estado elemental desde la
solucién regenerante gastada. Mediante ensayos de equilibrio se ha
establecido que la méxima adsorcion del cation plata es de 16 mg/g de hongo
hamedo. Mientras que aplicando el andlisis estadistico ANOVA — 2 factorial, se
determind que el HNO3; — 4N, es la solucion regenerante con la que se logra
recuperar un 70% de la plata contenida en pellets del hongo. En la reduccion
de la plata elemental se utilizaron dos procesos: electrolisis y fotorreduccion
con oxido de titanio y luz ultravioleta. Los resultados obtenidos con ambos
procesos muestran que la plata es reducida en el 70,7% con electrélisis y
83,5% con fotorreduccion. El escalamiento del tratamiento en un prototipo de
laboratorio se llevo a cabo usando biorreactores grandes y empleando agua
residual de floricola. La eficiencia total del proceso es bastante buena de
manera que basado en estos resultados, se podria recomendar el
dimensionamiento, construccion, instalacion y operacion de una planta

prototipo en una floricola que utilice el STS en la etapa de post- cosecha.
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ABSTRACT

In Ecuador, the flower industry uses silver thiosulfate (STS) in order to
preserve summer flowers because this chemical has the ability to delay flower
oldness as it inhibits ethylene production. This process is needed for flowers’
commercialization because almost 88% of its production goes to exportation.
Nevertheless, STS is a powerful producer of environmental damages. For this
reason it is necessary to search for a novel treatment for STS elimination. The
proposed treatment contains three steps. The first deals with the biooxidation
of STS using native bacteria. In the second step, pellets of fungi C.
cladosporioides are used to capture silver ion. In this study, the third phase of
the treatment is investigated. It includes the assessment of the regeneration
efficiency of fungi pellets as well as the abiotic process to recover metallic silver
from the spent regeneration solution. Through equilibrium tests, it has been
established that the maximum silver adsorption capacity is 16 mg/g of wet fungi
(16 mg/g). While by applying statistical analysis: ANOVA — 2 factorial, it was
determined that with a solution of 4N-HNOg3;, 70% desorption of silver, retained
within fungi pellets, is reached. In the reduction of metallic silver were used two
processes: electrolysis and fotoreduction with titanium oxide and ultraviolet
light. The results of both processes show that silver is reduced in 70.7% with
electrolysis and 83.5% with fotoreduction. The scaling of the treatment in a
laboratory prototype was performed using large bioreactors with residual water
from the flower industry. The whole process efficiency is good so that based on
these results; it would be excellent idea to recommend the sizing, construction,
installment and operation of a prototype plant in any flower industry that uses

STS in the post-harvest stage.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1  Formulacién del problema

¢Como solucionar el problema generado por la dispersion de
contaminantes quimicos en el medio ambiente? La respuesta es lo que
llamamos biorremediacion. Para definir este término podemos decir que es el
uso intencional de microorganismos para la descontaminacion y detoxificacion
de contaminantes quimicos vertidos con conocimiento o accidentalmente en el

medio ambiente.

La industria floricola en el Ecuador utiliza el tiosulfato de plata (STS) en
la etapa de post — cosecha para prolongar la vida de las flores de verano, que
son sensibles al etileno, una hormona que es responsable de la senescencia
de la flor. La plata que forma parte del tiosulfato de plata, actda inhibiendo la
produccion de dicha hormona. Este proceso es indispensable para una mejor
longevidad floral, ya que cerca del 88% de la produccién se destina para la
exportacion; sin embargo los tratamientos antietilénicos con el catidén plata

implican contaminacion (Superintendencia de Bancos y Seguros, 2006).

En el Centro de Investigaciones Cientificas de la ESPE, se esta
trabajando en un proyecto para biorremover el STS desde las aguas residuales
proveniente del tratamiento en post — cosecha para flores sensibles al etileno,
empleando microorganismos. Las dos primeras etapas del proyecto han
logrado biooxidar el tiosulfato de plata con bacterias nativas y bioadsorber la
plata en el hongo Cladosporium cladosporioides; sin embargo todavia no se ha
resuelto el problema de contaminacion con plata, porque este cation ha sido
anicamente inmovilizado temporalmente en pellets del hongo y con el peligro
de que ocurra una desorcion del catién, si los hongos son abandonados a la
intemperie sin ningun confinamiento seguro se hace necesario la aplicacion de
una tercera etapa, en la que se pretende recuperar la plata acumulada en los
hongos empleando una solucion regenerante y reducir el cation plata al estado
elemental (Cumbal et al., 2008).



El tratamiento integral de estas aguas residuales, Figura 1.1 es una
alternativa biotecnologica bastante prometedora ya que muchas empresas
floricolas ecuatorianas a pesar de estar afiliadas a FlorEcuador, un programa
de autogestion que busca alcanzar el cumplimiento de normas sociales y
ambientales en fincas floricolas del Ecuador, no cuentan con una planta de
tratamiento para este tipo de aguas; sin embargo las mismas empresas que
comercializan el quimico sugieren la precipitacion y posterior separacion
utilizando filtros de vehiculos hasta saturarlos. Esto no resuelve el problema ya
que la plata Unicamente pasa de una fase liquida a una sdélida; en
consecuencia es necesaria la busqueda de métodos de eliminacién de la plata
como contaminante. Por ejemplo, provocar el cambio en su estado de

oxidacion de +1 a 0 ya que esta forma es inocua para el ambiente.

Por otra parte, la Legislacion Ambiental Ecuatoriana sugiere que los
limites maximos de descarga de agua contaminada con plata proveniente de la
Industria Floricola, sea 0,5 mg/L para alcantarillado y para otros causes de
agua 0,1 mg/L (FlorEcuador, 2008).

» Solucién de metales

l

Biomasa microbiana (o productos
Regeneracion de biomasa derivados y excretados) viva, . y

o producto muerta, libre, unicelular, Recirculacion
A inmovilizada, peliculas filamentosas, A
agregados, trozos (pellet)

)

Biomasa cargada de metal
(o precipitados y complejos de metal)

Descarga
descontaminada

——

Recuperacién no destructiva Recuperacion destructiva
Metal Metal

Figura 1.1 Principios basicos involucrados en la eliminacidn/recuperacion de metales de

soluciones acuosas por biomasa microbiana (Cafizares, 2000).



1.2 Justificacion del problema

En estado cationico (Ag®) la plata es liberada al medio ambiente como
resultado de las actividades naturales y antropogénicas, puede viajar grandes
distancias a través del aire y del agua. La lluvia arrastra los compuestos de
plata que se encuentran en los suelos hasta llegar a contaminar agua
superficial y subterranea. Debido a la recalcitrancia de la plata y su
permanencia en medios solidos y acuaticos, ha provocado la contaminacion de

aguas de consumo humano (Cafiizares, 2000).

En las floricolas ecuatorianas, la plata forma parte del tiosulfato de plata
(S203Ag2) compuesto que es muy utilizado en la etapa de post — cosecha de
las flores, principalmente para la conservacion de gypsophila, en donde actla
retardando el envejecimiento de la flor y ademas confiere ciertas caracteristicas

importantes de comercializacién (Verdugo et al., 2003).

Los compuestos de plata pueden tefiir de gris o de gris azulado algunas
partes de la piel o de los tejidos del cuerpo, esta enfermedad se llama "argiria"
y ocurre en personas que ingieren o inhalan compuestos de plata durante
mucho tiempo (varios meses o muchos afios). No obstante solo se considera
un problema cosmético. Un estudio con animales reporta que la exposicion
prolongada (125 dias) a niveles moderadamente altos de nitrato de plata en el
agua para beber puede tener un ligero efecto en el cerebro, ya que los
animales que estuvieron expuestos se comportaban de una manera menos
activa que aquellos que tomaron agua sin plata. Otro estudio encontré que
algunos de los animales que bebieron agua con niveles moderados de plata
durante la mayor parte de sus vidas (9 meses o mas) tenian el corazon mas
grande que lo normal. No se sabe todavia si estos efectos ocurririan en los
seres humanos. Algunos estudios en los sitios de trabajo indican que la plata
causa problemas en los riflones, pero se necesita estudiar a mas personas
expuestas a la plata para determinar si este metal es el causante de esos
efectos (ATSDR, 1990; Sanchez & Barahona, 2000).



La oxidacion del STS empleando bacterias nativas logra en primera
instancia la ruptura del quelato. Por una parte, el tiosulfato (S,03%), se oxida a
sulfato o azufre elemental, por la otra, el cation plata (Ag®), es liberado a la fase
acuosa. Empleando el hongo Cladosporium cladosporioides dicha plata es
capturada de la solucibn mediante un proceso netamente fisico, la
bioadsorcién. A fin de complementar el tratamiento del agua residual que
contiene el tiosulfato de plata, es necesario transformar el cation plata
contenido en los hongos a su estado elemental. Este proceso emplea una
solucion regenerante que causa la desorcion del cation desde los hongos y por
medio de dos mecanismos: la electrolisis y la fotorreduccién se obtiene plata en

su estado elemental.



1.3 Objetivos de lainvestigacion

1.3.1 Objetivo general del proyecto

Reducir el cation plata presente en la solucién regenerante aplicada al

hongo Cladosporium cladosporioides empleado en el proceso de biorremocién

del tiosulfato de plata (STS) contenido en el agua residual proveniente del

tratamiento en post — cosecha para flores sensibles al etileno.

1.3.2 Objetivos especificos

13211

1.3.21.2

1.3.2.1.3

13214

1.3.2.15

Mantener la cepa fungica del hongo Cladosporium cladosporioides.

Pelletizar hongos de Cladosporium cladosporioides para la

bioadsorcion del cation plata.

Encontrar una solucién regenerante que permita recuperar de los

hongos bioadsorbentes la mayor cantidad de plata.

Diseflar y experimentar un sistema basado en el concepto de

electrolisis para reducir el cation plata.

Diseflar y experimentar un sistema basado en la oxidacion

fotocatalitica de la plata utilizando luz UV.



1.4 Marco Tebérico
1.4.1 Plata

En el grupo Ib de la tabla periddica se sitda la plata, de simbolo Ag, un
metal de transicion de color blanco brillante. Se encuentra en la naturaleza
formando parte de distintos minerales generalmente en forma de sulfuro o
como plata libre, si bien es cierto que es un elemento basico que conforma
nuestro planeta, no obstante es escaso, su presencia representa una parte en
diez millones de corteza terrestre, de este modo su produccién se la obtiene
como subproducto del tratamiento de las minas de cobre, zinc, plomo y oro.
Desde el punto de vista quimico es un metal muy ddctil y maleable, posee una
de las mas altas conductividades eléctricas y térmicas, por ello es considerado
un conductor por excelencia, posee el color mas blanco y el mayor indice de
refraccion. Desde el punto de vista comercial es uno de los metales mas utiles,
de la produccion mundial de plata aproximadamente el 70% se emplea en
Orfebreria, el resto se lo utiliza en la Industria Fotogréafica, Quimica, Medicina y
Eléctrica (Monge et al., 2008; Baird, 2001).

1.4.2 Elementos traza

Entre los elementos traza potencialmente tdéxicos se encuentran: cromo
Cr y plata Ag (metales de transicién), arsénico As (metaloide) y selenio Se (no
metal). Estos elementos y algunos contaminantes organicos son considerados
como tal ya que tienen la capacidad de permanecer en los ecosistemas, es
decir, aunque dejen de ser adicionados, la cantidad ingresada no disminuye
(Revenga et al., 2005).

La caracteristica principal de los elementos traza es que, desde que
alcanzan un ecosistema, hasta que ejercen efectos en los organismos sufren
procesos complejos, regulados por multiples variables frecuentemente
interconectadas. Dichos procesos tienen lugar en el interior y exterior de los
organismos. En las aguas naturales pueden asociarse a ligantes organicos e

inorganicos para formar complejos. La calidad y cantidad de las especies
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quimicas estan influidas por factores fisicos (temperatura del agua, presion
atmosférica) y quimicos (dureza, alcalinidad, pH) y condicionan, a su vez la
biodisponibilidad (susceptibilidad para ser absorbidos por los organismos) y la

toxicidad de un elemento (Revenga et al., 2005).

La principal fuente de contaminacion con plata es la Industria
Fotografica, en el proceso de revelado fotografico, fijacion, estabilizacion,
blanqueado, se generan residuos liquidos que contienen plata en distintas
formas y concentraciones. Diferente configuracion de plata promueven
diferentes grados de toxicidad, la plata soluble en agua y que no estd unida a
ningun otro atomo mientras esta en solucion, es la forma mas toxica, por lo
contario los compuestos que no producen una concentracion considerable de
plata sin unién en el agua son de muchos 6rdenes y de magnitud menos toxica
(Kodak, 1999).

1.4.3 Inmovilizacién de metales por microorganismos

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos
resistentes y microorganismos tolerantes a metales. Los resistentes se
caracterizan por poseer mecanismos de detoxificacion codificados
genéticamente, inducidos por la presencia del metal. En cambio, los tolerantes
son indiferentes a la presencia o0 ausencia de metal. Tanto los microorganismos
resistentes como tolerantes son de particular interés como captores de metales
pesados en sitios contaminados, debido a que ambos pueden extraer los
contaminantes. La resistencia o tolerancia experimentada por microorganismos

es posible gracias a la accion de diferentes mecanismos (Vullo, 2003).



BIOACUMULACION
BIOMINERALIZACION

M2+
/ H,S+M* > MS
'\:2+ /
_ ) M** + CO,° > MCO;
Microorganismo — :—> +OH = M (OH),
i A /-) N J QUIMIOSORCION
MEDIADA POR

MICROORGANISMOS
HPO,” + M;*" > M,PO,
HPO,” + M;** > M,PO,

BIOTRANSFORMACION

o

Figura 1.2 Mecanismos de Interaccion entre metales pesados y microorganismos (Vullo, 2003).

La bioacumulacion, involucra un sistema de transporte de membrana
gue internaliza al metal presente en el entorno celular con gasto de energia.
Este consumo energético se genera a través del sistema H" — ATPasa. Una
vez incorporado el metal pesado al citoplasma, éste es secuestrado por la
presencia de proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas o
también puede ser internalizado dentro de una vacuola, como ocurre en
hongos (Fernandez, 2006; Lovley, 2000).

En la biomineralizacion, los microorganismos son capaces de precipitar
metales y radionuclidos como carbonatos e hidroxidos, mediante un
mecanismo de resistencia codificado en plasmidos. Este mecanismo aparece
por el funcionamiento de una bomba que expulsa el metal toxico presente en el
citoplasma hacia el exterior celular en contracorriente a un flujo de H* hacia el
interior celular. Esto produce una alcalinizacion localizada sobre la superficie
celular externa y por lo tanto la precipitacion del metal. Otra forma de precipitar
los metales es a través de la formacion de sulfuros o fosfatos, como resultado
de alguna actividad enzimatica celular (Soto, 2003; Sharma et al., 2000; Wang
et al., 1997).



La quimiosorcion mediada por microorganismos, es un término que se
utiliza para describir aquella clase de reacciones en donde los microorganismos
biomineralizan un metal, formando un depdsito primario. Este depdsito primario
funciona como nucleo de cristalizacion con la subsecuente deposicion del metal
de interés, promoviendo y acelerando asi el mecanismo de mineralizacién
(Lovley, 2000).

La biotransformacion, es un proceso que involucra un cambio quimico
sobre el metal, como por ejemplo en el estado de oxidacion o metilacion. Esta
transformacion biolégica de los metales pesados que resultan toxicos mediada
por enzimas microbianas puede dar como resultado compuestos poco solubles

en agua o bien compuestos volatiles (Srinath et al., 2002).

La biosorcion se refiere a la sorcion pasiva de los iones de metal por los
grupos funcionales presentes en la superficie celular. Los microorganismos
utilizados como biosorbentes, retienen los metales pesados a intervalos de
tiempo relativamente cortos al entrar en contacto con soluciones de dichos
metales (Gelber, 2004; Monge et al., 2008; Vullo, 2003).

Los mecanismos de biosorcion generalmente se basan en interacciones
fisico — quimicas, como: interacciones electrostaticas, intercambio idnico,
enlaces covalentes, puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Walls con
ligandos involucrados que incluyen grupos: carboxilo, hidroxilo, amino, fosfato
y sulfhidrilos pertenecientes a componentes de la pared celular. El proceso es
independiente del metabolismo ya que se trata de una naturaleza fisica, es un
mecanismo de cinética rapido y reversible, requiere un minimo de energia para
la activacion, 21 kJ/mol, no presenta una alta dependencia con la temperatura y
en muchos casos puede estudiarse en detalle mediante la construccion de los
modelos de isotermas de Langmuir y Freundlich (Navarro et al., 2006; Vullo,
2003; Cartaya et al., 2009).



1.4.4 Caracteristicas generales de Cladosporium cladosporioides

Es un hongo cosmopolita, posee conidiéforos de hasta 50 x 3 — 6 pm
con cadenas ramificadas elipsoides o cilindricas de extremos redondeados, se
forman por gemacion sucesiva del conidio anterior. Es de crecimiento lento, las
colonias son planas, finamente vellosas, aterciopeladas de color verde oliva a
pardo oliva, al reverso presentan un color negro oliva con una cicatriz. La
temperatura Optima de crecimiento varia entre 18 y 28°C y se reproducen a
valores de pH entre 4 — 8. Los conidios de cladosporium se encuentran en el
aire libre en las zonas templadas del planeta y pueden encontrarse en la
atmosfera a lo largo del afio (Aira et al., 2003; Allegrucci et al., 2007; Zdybel et
al., 2005).

Cuadro 1.1 Divisién Taxonémica del género Cladosporium

Reino: Fungi

Phylum:  Ascomycota

Clase: Dothideomycetes
Subclase: Dothideomycetidae
Orden: Capnodiales

Familia: Mycosphaerellaceae

Género: Cladosporium

Especie: C. cladosporioides
Fuente: MycoBank, 2008

La pared celular fangica esta compuesta por sustancias quimicas de

diversa naturaleza, las cuales se describen a continuacion:

a) Sales organicas e inorganicas: Se encuentran en baja proporcion, las sales
organicas pueden encontrarse constituidas tanto por cationes como por
aniones unidos a aniones o cationes inorganicos respectivamente.

b) Pigmentos: Son de tipo melanina, suelen estar asociados a la quitina y
estan relacionados con la resistencia a la lisis celular.

c) Lipidos: Se encuentran en una proporcién del 2 — 10%, son los encargados
de dotar de flexibilidad y textura a la pared celular.

d) Proteinas: En general son glicoproteinas con una parte glucidica unida por

medio de enlaces O — glucosidicos 6 N — glucosidicos.
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e) Glucidos: Constituyen mas del 80% en peso de la pared celular. La
composicién quimica de estos polimeros, o sus combinaciones cambia
segun el grupo taxondémico de los diferentes hongos. (Castillo et al., 2003;
Neuro, 1995; Vega, 2006).

Espacio Extracelular

NANOPROTEINAS

R —1,6 -Glucano

QUITINA
R —1,3 -Glucano

Espacio
Periplasmatico

Membrana
Plasmatica

Figura 1.3 Componentes de la pared celular en el género cladosporioides (Castillo et al., 2003)

1.4.5 Desorcion

La desorcion es el proceso contrario a la adsorcion, es la eliminacion de
materia desde un medio adsorbente usualmente para recuperar el material
adsorbido (Parra & Espinoza, 2007).

En las interacciones metal — biomasa las paredes externas de los
microorganismos captan los metales hasta un punto de saturacion y puede
darse reversibilidad de las reacciones de adsorcion frente a diferentes
fendbmenos, de ahi que se tiene una idea de la fuerza de asociacion del metal

con la superficie celular (Sanchez et al., 2003).
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1.4.6 Mecanismos paralareduccion de plata
1.4.6.1 Electrdlisis

La electrodlisis es un método de separacion de los elementos que forman
un compuesto a través de una reaccion quimica en la que uno de los agentes
reactivos es la electricidad. El proceso consiste en disolver una sustancia de un
determinado disolvente, con el fin de que los iones que constituyen dicha
sustancia estén presentes en la disolucidén, posteriormente se aplica una
corriente eléctrica a un par de electrodos conductores sumergidos en la
disolucién. El electrodo cargado negativamente se conoce como catodo y el
cargado positivamente como anodo (Senent, 1991).

1.4.6.1.1 Celda electrolitica

Una celda electrolitica es un recipiente que consta de un liquido
conductor llamado solucion electrolitica; ademas de dos electrodos de
composicién similar. La celda como tal no sirve como fuente de energia
eléctrica, pero puede conducir corriente desde una fuente de poder externa. Al
hacer pasar la corriente eléctrica cada electrodo atrae los iones de carga
opuesta, es decir los iones positivos de la soluciéon se mueven hacia el catodo y
los iones negativos hacia el anodo. La reduccion ocurre en el catodo y la

oxidacion en el anodo (Blog Electrénica, 2008).

Por ejemplo, en la electrdlisis de una solucion de cloruro de sodio NaCl,
el nimero de oxidacién del cloro pasa de -1 a 0 en el &nodo, y en el catodo el
namero de oxidacion del sodio pasa de +1 a 0. Cuando se da la oxidacién de
manera simultanea se da la reduccion, mediante este proceso se obtiene sodio

metalico y gas cloro (Senent, 1991; Blog Electrénica, 2008).
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1.4.6.1.2 Leyes de la electrdlisis

El cambio quimico efectuado por la electrdlisis tiene grandes analogias
con las reacciones quimicas normales por lo que se puede considerar que es
un balance de materia, un balance de energia y un proceso que se desarrolla

con un determinado mecanismo (Senent, 1991).

Las leyes que regulan el balance y la estequiometria del proceso las
formulé Michael Faraday en el afio 1833, la Primera Ley establece que “La
masa de un producto obtenido o de reactivo consumido durante la reaccién en
un electrodo es proporcional a la cantidad de carga que ha pasado a través del
circuito”, en la Segunda Ley se establece que “La cantidad de sustancia
transformada, a igualdad de intensidad y tiempo, depende de la naturaleza de
la misma y es proporcional a su equivalente electroquimico”. Con estos dos
enunciados se puede calcular la cantidad de energia para reducir un
equivalente gramo de una sustancia (Requeijo et al., 2002; Bustos, 2000;
Cantos, 2001).

El equivalente electroquimico es la masa de sustancia que se transforma
al paso de un coulombio de electricidad y se puede determinar como el
cociente entre el equivalente quimico de la misma y el nimero de Faraday (F =
96.490 coulombios). Desde el punto de vista molecular esta cantidad de
electricidad equivale a la que aporta un numero de electrones igual a la
constante de Avogadro y es la carga que debe existir en el equivalente gramo
de cualquier especie idnica (Requeijo et al., 2002; Mantell & Fernandez, 1980;
Donald et al., 1984).

masa atomica _ g
valencia

Equivalente quimico = :
Equi—-g (Ecuacioén 1.1)

equivalente quimico g
96.500 | Equi—g xC (Ecuacion 1.2)

Equivalente electroquimico =
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La unidad eléctrica que se emplea en fisica es el coulombio (C). Un
coulombio se define como la cantidad de carga que atraviesa un punto
determinado cuando se hace pasar un amperio de corriente durante un
segundo (Garritz & Chamizo, 2001; Donald el al., 1984).

Intensidad(A) = Coulombio = Amperiox segundo (Ecuacion 1.3)

Para que se produzca electrélisis hay que consumir una cierta cantidad
de energia en forma de energia eléctrica, igual al producto de la cantidad de
electricidad suministrada por la diferencia de potencial aplicada entre los
electrodos. Aunque el circuito electroquimico tiene una determinada resistencia
y parece légico que la intensidad aumente con la tensién aplicada entre los
electrodos, normalmente se observa, que no existe proporcionalidad entre
ambas, lo que indica que en el conductor electroquimico no se cumple la ley de
Ohm, sino que para tensiones bajas no se produce paso perceptible de
corriente ni electrélisis y que es necesario aplicar una tensién determinada en

cada caso para que este paso ya sea apreciable (Senent, 1991).

Al valor minimo de la tensién de electrdlisis se le llama tension de
descomposicion y la razon de que exista este minimo se debe al fenbmeno de
polarizacion que se produce tanto en el electrolito (polarizacién de
concentracion) como en los electrodos. La existencia de la polarizacion motiva
a que la electrdlisis se produzca siempre con un rendimiento energético no
completo, porque mientras la cantidad de sustancias transformadas depende
de la cantidad de electricidad (o sea, del producto de la intensidad por el
tiempo), la energia consumida depende del producto de esta cantidad de
electricidad por el voltaje aplicado, el cual serda mas alto cuanto mayor sea el
grado de polarizacién. Esta es la razon por la cual debe realizarse la electrolisis
mediante polarizacion lo mas baja posible, agitando el liquido, empleando
electrodos de gran superficie y en algunos casos sustancias llamadas

despolarizantes (Senent, 1991).
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1.4.6.1.3 Fundamentos de la electrdlisis de una solucion de plata

Con un ejemplo se explica el fundamento de electrolisis de una solucion
de plata, en el que se calcula los coulombios necesarios para depositar en el
catodo 30 g de plata cuando se hace pasar una corriente de 0,5A, a través de
una solucion de nitrato de plata AQNOs — 0,1M, durante 2 horas (Pau, 2002).

Célculo del equivalente quimico de la sustancia que se esta
transformando:

107,89
1Equi —g

Plata = =107,89/Equi —g (Ecuacion 1.4)

De acuerdo con las leyes de la electrdlisis, si 96.500 coulombios
depositan 107,8 g/Equi — g, con 30 gramos de plata, cuantos coulombios se

requerird aplicar al sistema:

96.500C — 107,89 /Equi — g
30g — 26.855,2C

(Ecuacion 1.5)
Si se hace pasar una corriente de 0,5 A, a través de 1L de disolucién de
AgNOs3; — 0,1M durante 2 horas. La masa de plata que se deposita en el catodo,

donde se produce la reduccién es:
Ag*(ac)+1le” — Ag(s) (Ecuacion 1.6)

La cantidad de carga eléctrica que ha circulado por el sistema se calcula

de la siguiente manera:
I =05A

A=0,59
s

t =2h — 7200s
Q=Ixt

Q= 0,5E x 7200s
S

(Ecuacion 1.7)

Q = 3600C
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Q = 3600C esta carga eléctrica es transportada por una cantidad de
sustancia de electrones n (e); por otra parte 1F (Faraday) es la carga eléctrica

que corresponde a una cantidad de sustancia de 1mol.

mole”  n(e’)
96500C 3600C

(Ecuacién 1.8)

n(e”) =0,037mol e~

La semireacccion de reduccion que ocurre en el sistema, permite realizar
un calculo quimico, para determinar la cantidad de sustancia de plata que se
deposita en el catodo:

Ag*(ac)+1le” — Ag(s)

1mole” 0,037mole”
1mol Ag™ n(Ag")

(Ecuacién 1.9)

n(Ag*)=0,037mol Ag”

Esta es la cantidad de plata que se deposita en el catodo expresada en

gramos.

n(Ag ") =4,00g Ag” (Ecuacién 1.10)

La concentracion del cation plata que se queda en disolucién cuando se

finaliza la electrdlisis, se determina tomando en cuenta la concentracion del
cation plata inicial en la reaccion de disociacion de la sal de nitrato de plata.

AgNO ,— Ag™ + NO, (Ecuacion 1.11)

Si inicialmente se tiene 0,1 mol/L de nitrato de plata también se tiene 0,1

mol/L del cation plata y 0,1 moles del i6n nitrato ya que la sal esta totalmente

disociada.

M(AgNO,) =M(Ag)=01mol Ag/L (Ecuacion 1.12)
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La concentracién del catidon plata que ha reaccionado y se ha depositado
en el catodo es:

M(Ag*)=0,037 mol Ag*/L (Ecuacion 1.13)

Al final del proceso electrolitico quedan especies sin reaccionar en la
disolucion:
M(Ag*) = (01— 0,037) mol Ag* /L
M(Ag*)=0,063mol Ag”* /L

(Ecuacion 1.14)

Electrodeposicion de plata llevada a cabo en una celda electrolitica, al
aplicar una corriente de 0,5A en una solucion de nitrato de plata AQNO3; — 0,1M

durante 2 horas (Figura 1.4).

Oxidacioén

AgNO, +H,0

H,O >H"+0OH"
AgNO*® — Ag*NO;

Figura 1.4 Electrodeposicion de plata (Pau, 2002).

1.4.6.2 Fotocatalisis

La fotocatalisis se basa en procesos fisico — quimicos capaces de
producir cambios profundos en la estructura quimica de los contaminantes,
este proceso forma parte de las nuevas tecnologias avanzadas de oxidacion
TAQ’s (Soriano et al., 2005; Rubiano & Laguna, 2004).
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La fotocatdlisis ha sido estudiada desde 1976, pero hasta mediados de
los afos 80 se plantea la posibilidad de aplicar estos procesos al tratamiento de
aguas contaminadas. Desde ese momento dicho proceso se ha constituido en
una excelente alternativa para el tratamiento de aguas contaminadas con

compuestos organicos. Entre sus ventajas se encuentran:

v’ La facilidad para el tratamiento de mezclas de compuestos (el método no es
selectivo).

v' Los tiempos cortos para la remocion.

v' La obtencién de efluentes de 6ptima calidad.

v’ Sus bajos costos de operacion.

v’ La facil adaptacion a diferentes condiciones.

Actualmente los estudios se enfocan en la busqueda de valores éptimos
para los diferentes parametros que afectan el proceso fotocatalitico, siendo
éstos: pH, temperatura, intensidad de radiacion, disefio del reactor, naturaleza
y concentracion del contaminante y agentes oxidantes que puedan mejorar la
reaccion; ademas se estudia a detalle la cinética de reaccion (Rubiano &
Laguna, 2004).

1.4.6.2.1 Fundamentos de la fotocatalisis heterogénea

Cuando se habla de fotocatdlisis se hace referencia a una reaccion
catalitica que involucra la absorcion de luz por parte de un catalizador o
substrato. En este caso se habla de fotocatalisis heterogénea porque las
fotorreacciones transcurren en la superficie del catalizador (en la interfase
liquido — sdélido 6 gas — sélido, respectivamente). La fotocatalisis heterogénea
permite la degradacién e incluso la mineralizacion de gran variedad de

compuestos (Berny et al., 2006).

semiconduc tor

contaminante + O, e >H,O0 + mineral  (Ecuacion 1.15)
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El proceso se basa en la excitacion de un solido fotocatalizador
sumergido en una solucién, mediante la absorcion de energia radiante (visible
o ultravioleta), que origina unas reacciones simultaneas de oxidacion y
reduccion en diferentes zonas de la region interfacial existente entre las dos

fases del semiconductor (Peir6, 2003).

La etapa inicial del proceso consiste basicamente en la generacion de
pares (electrén — hueco) en las particulas de semiconductor. Cuando un foton
con una energia hv que iguala o supera la energia del salto de banda del
semiconductor, incide sobre éste, se promueve un electron (e), de la banda de
valencia (BV) hacia la banda de conduccién (BC), generandose un hueco (h"),

en esta ultima banda (Peir6, 2003; Soriano et al., 2005).

Semiconduc tor —™ (e, h") (Ecuacion 1.16)

Los electrones que llegan a la banda de conduccion pueden desplazarse
dentro de la red del semiconductor. Asi mismo, también se desplazan los
lugares vacios (huecos) que han quedado en la banda de valencia. La
excitacion puede ser directa o indirecta segun la absorcién se produzca
directamente sobre el catalizador o las moléculas de algun compuesto
depositado en la superficie de este, siendo el primer caso el mas general y de
mayor aplicabilidad, cuyo mecanismo se describe en el esquema de la Figura
1.5 (Rubiano & Laguna, 2004; Villasefior, 2005).
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(A) é (B)\ (#)4 (=)
A Reducido @ @ D Oxidado

A

Figura 1.5 Procesos que ocurren en la interfaz semiconductor — electrolito bajo iluminaciéon UV
(Rubiano & Laguna, 2004).

Al absorberse un haz de luz suficientemente energético, se crean pares
hueco — electron, ellos deben migrar hacia la superficie y reaccionar con las
especies alli adsorbidas, siguiendo diferentes caminos (Figura 1.5 Ay B), en el
transcurso de su corto tiempo de vida medio (dada su inestabilidad), después
del cual, los pares que no logren reaccionar seguiran un proceso de
recombinacién acompafado de disipacion de energia en forma de calor, que
puede ocurrir tanto en la superficie como en el seno de la particula (Figura 1.5
C y D). La fuerza impulsora del proceso de transferencia electrénica en la
interfaz, es la diferencia de energia entre los niveles del semiconductor y el
potencial redox de las especies adsorbidas (Rubiano & Laguna, 2004;
Villasefior, 2005).

Es importante sefialar que la recombinacion es perjudicial para la
eficiencia de este proceso, dado que reduce el niumero de electrones y huecos
gue pueden ser transferidos a las especies adsorbidas en la superficie del

semiconductor (Berny et al., 2006).
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La captura de un electrén por parte de una especie A genera un anion
(A"); mientras que la captura de un hueco por parte de una especie D genera
un cation (D*). Estos radicales son muy reactivos y pueden reaccionar entre
ellos o con otros absorbatos e incluso pueden difundirse desde la superficie del
semiconductor hacia el interior de la solucion y participar en la reaccion quimica

en el seno de la fase acuosa (Peir6, 2003).

En la aplicacion del método al tratamiento de aguas, los huecos
fotogenerados pueden oxidar al contaminante por contacto directo de este con
la superficie del catalizador, o pueden reaccionar primero con especies como el
agua y el radical OH dando lugar a la formacion del radical OHe, que

posteriormente oxidara al contaminante (Peir6, 2003; Soriano et al., 2005).

h*sv +H ,0O(adsorbidg - OH" +H"
h"sv + OH ™ (superficial) -» OH"

(Ecuacion 1.17)

Al mismo tiempo, los electrones generados reaccionan con algun agente
oxidante, generalmente el oxigeno dado que el proceso fotocatalitico se lleva
normalmente a cabo en ambientes aerobios, aunque se pueden agregar otras
especies como el perdxido para favorecer esta reaccion y la eficiencia global
del proceso (Peird, 2003; Soriano et al., 2005; Doménech, 2001).

e +0,->0,
H,O, +e" ->0OH +OH°

(Ecuacioén 1.18)

Si las aguas contienen iones, tales como los metélicos nobles o
pesados, los electrones pueden reducirlos a un estado de oxidacién mas bajo,
e incluso precipitarlos como metales sobre el semiconductor (Peiro, 2003;
Soriano et al., 2005; Doménech, 2001).

M* +ne” —»M&"* (Ecuacion 1.19)
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Como puede deducirse, el proceso completo implica por lo menos una
reaccion de oxidacioén y una de reduccién, por lo que es necesario la presencia
de ambos tipos de especies, oxidante y reductora (Peird, 2003; Soriano et al.,
2005; Doménech et al., 2001).

1.4.6.2.2 Semiconductores

Los semiconductores de interés en fotocatalisis son sélidos
generalmente 6xidos, entre los mas utilizados se encuentran: TiO,, ZnO, CdS,
oxidos de hierro, WO3, ZnS, entre otros, los cuales son econdmicamente
asequibles, facilmente detectables en la naturaleza y pueden excitarse con luz

de no muy alta energia, A > 310 nm (Doménech et al., 2001).

Aungue cada aplicacion de fotocatalisis debe tratarse como un caso
particular, en general las situaciones para las cuales la técnica tiene mayores

posibilidades de aprovechamiento presentan las siguientes caracteristicas:

v' Concentracion maxima: Los procesos de fotodegradacién son
razonablemente eficientes cuando la concentracion del contaminante es
baja o media, hasta unos pocos cientos de mg/L, si bien el limite varia con
la naturaleza de los contaminantes, la fotocatélisis no es normalmente una
opcion conveniente si las concentraciones superan el valor de 1 g/L (a
Menos que se recurra a una etapa previa de dilucion).

v' Contaminantes no biodegradables: Este método es una buena alternativa
para tratar este tipo de contaminantes ya que los tratamientos bioldgicos,
aun siendo mas econdémicos, no pueden trabajarse en estos casos.

v' Contaminantes peligrosos presentes en mezclas de orgénicos complejos:
Cuando se trabaja con mezclas complejas, las ventajas comparativas del
método aumentan al aprovechar su caracteristica de escasa 0 nula
selectividad.

v' Contaminantes cuyo tratamiento convencional es dificil: ElI método
representa una alternativa novedosa en casos donde los métodos

convencionales son complejos y/o costosos (Anderson et al., 2000).
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1.4.6.2.3 Naturaleza de un semiconductor

El proceso de fotocatélisis se basa en la transferencia de carga a través
de la interfaz formada entre un semiconductor iluminado y una solucién acuosa.
En la interfaz: semiconductor — solucion hay una densidad local de carga
diferente a la del seno de ambas fases, produciéndose un campo eléctrico que
actua como fuerza impulsora en el proceso de transferencia de carga. La
interfaz tiene como rasgo distintivo la redistribucién de carga que se extiende
significativamente tanto del lado de la solucion como del lado del

semiconductor (Rubiano & Laguna, 2004).

(A) . B
E4 : (B) Jevoncoa t  ©
1 o [e]
: 3 é
| o)
' QO S O
© ©6 o 00 08%) Ooooc®
! I — \.
: —— — \-
! —— — >
— ' v bandas
: I — ./
1 ./
) —— — -
— 5 = —— —/K
DEE

Figura 1.6 Niveles electronicos resultante del enlace entre atomos idénticos (A) Orbitales
moleculares resultantes del solapamiento de dos atomos, cada uno con un Unico orbital
atomico (B) Cadenas de 4, 6 y n atomos (C) Densidad de estados de energia (DEE) para una

cadena infinita de &tomos (Rubiano & Laguna, 2004).

En los semiconductores los atomos constituyen una red tridimensional
infinita. El solapamiento de los orbitales atomicos va mas alla de los primeros
vecinos, extendiéndose por toda la red, resulta entonces una configuracién de
estados deslocalizados muy proximos entre si que forman bandas de estados
electronicos permitidos. La construccion de la configuracion electronica se

esquematiza en la Figura 1.6. Entre las bandas, hay intervalos de energia en
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los cuales no hay estados electronicos “permitidos”; cada uno de estos
intervalos es una “banda de energia prohibida” o gap. A los fines de la
fotocatalisis y de la mayoria de las propiedades quimicas y fisicas de los
sélidos, las bandas que limitan el gap de interés son la banda de valencia, de
menor energia, y la banda de conduccion, de mayor energia. Ambas bandas
surgen del solapamiento de los niveles atomicos de los electrones de valencia
y segun su grado de ocupacion contienen los niveles ocupados mas altos y los
niveles desocupados mas bajos (Soriano et al., 2005; Rubiano & Laguna,
2004).

(A) Metal (B) Semiconductor © (D)
A A A A
EF| = .
: _p bandas Tp< . cC
EC o
EFf-------- B9 EFf--------
Py Y vV b
valencia G
AR
[ttt
DEE DEE

Figura 1.7 Estructura de bandas y distribucion de electrones (A) Metal a OK (B) Semiconductor
intrinseco a 0 K (C) Esquema simplificado para semiconductor intrinseco a OK'y (D) A T » OK.

El griseado indica los estados ocupados por electrones (Rubiano & Laguna, 2004).

En el estado fundamental y a temperatura OK, los electrones ocupan
estos estados electronicos (dos electrones con spin opuesto por cada estado)
hasta un determinado valor de energia de Fermi (EF), quedando los estados
con energia mayor que EF desocupados, como se esquematiza en la Figura
1.7. La EF, coincide a OK con el potencial quimico de los electrones, a
temperaturas mayores, la excitacion térmica promueve electrones a niveles por

encima de EF y la fraccion de estados ocupados se extiende hasta EF + kBT
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(kB es la constante de Boltzmann y T la temperatura). Consecuentemente, se
desocupa una fraccion equivalente de estados en el intervalo EF — kBT
(Soriano et al., 2005; Rubiano & Laguna, 2004).

La posicion de EF con respecto a las bandas de valencia y de
conduccion distingue a los metales de los semiconductores y aislantes. Para
los primeros, EF cae dentro de la banda de conduccion mientras que para
semiconductores y aislantes, cae en la banda de energia prohibida. La
diferencia entre un semiconductor y un aislante est4 dada por el ancho de la
banda de energia prohibida (Eg). Para los semiconductores Eg, es
suficientemente pequefio como para que sea posible excitar (térmicamente,
con luz o con descargas eléctricas) electrones de la banda de valencia a la de

conduccién (Rubiano & Laguna, 2004).

La conductividad de un material esta directamente relacionada con la
existencia de portadores de carga, estos portadores en los metales son los
electrones en la banda de conduccién parcialmente llena (Figura 1.7 A) en los
semiconductores los portadores son los electrones en la banda de conduccién
y los huecos en la banda de valencia (D) Los electrones (ebc-) y los huecos
(hbv+) tienen cargas opuestas y por lo tanto, son acelerados en direcciones
opuestas en presencia de un campo eléctrico. Por convencioén, la energia de
las cargas negativas (electrones) aumenta hacia arriba; consecuentemente, la
energia de las cargas positivas (huecos) aumenta hacia abajo (Rubiano &
Laguna, 2004; Anderson et al., 2000).

La Figura 1.8 muestra los potenciales de banda en electrolito acuoso a
pH = 1 de los semiconductores mas utilizados (Rubiano & Laguna, 2004).
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Figura 1.8 Posicion relativa de los bordes de la banda de conduccién y de valencia de algunos

semiconductores (Rubiano & Laguna, 2004).

1.4.6.2.4 Dio6xido de titanio como catalizador

Un catalizador es una sustancia que esta presente en una reaccion
guimica en contacto fisico con los reactivos y acelera, induce o propicia dicha

reaccion sin actuar en la misma (Brown et al., 2004; Sanchez, 2004).

La fotocatalisis con didxido de titanio (TiO,) como fuente de excitacion
resulta ser una opcién bastante demandada en aplicaciones ambientales ya
gue este catalizador es un 6xido semiconductor con alta estabilidad en
ambientes quimicos agresivos, bajo irradiacion y tiene un bajo grado de
toxicidad. La eficacia del TiO, para la oxidacion de organicos y reduccion de

especies metalicas ha sido ampliamente estudiada (Rodriguez, 2003).

Diversos grupos en el mundo realizan investigacion a fin de superar las
dificultades que aun implica el uso de esta tecnologia. Disminuir la alta
recombinacién de pares electron — hueco, lograr que la absorcién de energia
por parte del catalizador sea corrida hacia la zona del espectro visible para un
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mejor aprovechamiento de la irradiacion y realizar la inmovilizacion del
catalizador son algunos de los aspectos a superar para incrementar la actividad
catalitica del TiO,, con la finalidad de facilitar su aplicacion en procesos

fotocataliticos (Soriano et al., 2005; Rubiano & Laguna, 2004).

La importancia del TiO, radica en que es bioldgica y quimicamente
inerte, econdémico, resistente a la corrosion quimica y la fotocorrosion, oxida
generalmente tanto los compuestos toxicos iniciales como los intermediarios
generados en las reacciones de oxidacion, no agota su fotoactividad tras una
Unica utilizacién por lo que puede ser reutilizado durante un largo periodo de
tiempo. También esta disponible en formas alotrépicas con alta foto — actividad
y puede ser colocado como una pelicula fina sobre un soporte sélido (Rubiano
& Laguna, 2004; Alberici, 1993).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes
2.1.1 Escuela Politécnica del Ejército

La Escuela Politécnica del Ejército participé con el financiamiento del
proyecto “BIORREMOCION DEL TIOSULFATO DE PLATA (STS) PRESENTE
EN EL AGUA RESIDUAL PROVENIENTE DEL TRATAMIENTO EN POST-
COSECHA PARA FLORES SENSIBLES AL ETILENO”, aprobado en el afio
2006.

2.1.2 Personas

El presente trabajo se desarroll6 con la colaboracioén cientifico — técnica
del Ing. Luis Cumbal, PhD y de la Dra. Blanca Naranjo asignados como
Director y Codirector respectivamente ademas con la colaboracién del Dr.

Vicente Delgado investigador asociado del CEINCI.

En las dos primeras etapas del proyecto participaron la Ing. Marlene
Tacuri y la Ing. Diana Flores quienes aislaron los cultivos bacterianos y el

hongo que constituy6 la materia prima para este trabajo.

2.2 Zonade estudio
2.2.1 Campo

Los microorganismos utilizados fueron aislados de localidades de la
serrania ecuatoriana, los hongos se aislaron de las instalaciones del IASA en la
parroquia Selva Alegre, Provincia de Pichincha y las bacterias del volcan

Tungurahua.
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El agua residual fue recolectada de la finca, La Mora perteneciente al
Grupo Esmeralda Hilsea Investments, ubicado en la parroquia ElI Quinche

Provincia de Pichincha.

2.2.2 Laboratorio

Los ensayos de este proyecto se desarrollaron en las instalaciones del
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigaciones Cientificas (CEINCI)
ubicado en la Escuela Politécnica del Ejército (ESPE), Sangolqui, Avenida El

Progreso s/n.

2.3 Periodo de investigacion

Este proyecto tuvo una duracion de 16 meses; iniciando en Abril del
2008 y culminando en Julio del 2009.

2.4 Disefio Estadistico

La investigacion que se llevd a cabo fue de tipo cuantitativo, debido a
que se cuantifico los valores de plata remanente en el agua sintética y residual.

2.4.1 Disefo parala adsorcion de plata en pellets del hongo

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar DCA, con cinco repeticiones

y un blanco para el control.

2.4.2 Disefo para la desorcidon de plata empleando diferentes soluciones

regenerantes
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Se utiliz6 un Arreglo con 2 factores CxR, dispuesto en un Disefio
Completamente al Azar, como se muestra a continuacion:
C: Concentracion

R: Regenerante

Tabla 2.1 Descripcién de los tratamientos utilizados en el proceso de desorcién del cation

plata contenido en pellets del hongo.

Concentriici()n Regenerante
mg Ag /L
20 CaS0,. 2H,0 — 0,02N (Sulfato de Calcio dihidratado)
50 NaCl — 1N (Cloruro de Sodio)
100 Ca (NO3),. 4H,0 — 1N (Nitrato de Calcio tetrahidratado)

HNO; — 4N (Acido nitrico)

Este disefio se empled con el fin de determinar si existe diferencias
estadisticas entre las soluciones regenerantes aplicadas a los hongos cargados
con el catidén plata y poder escoger el mejor tratamiento para llevar a cabo la

siguiente fase, oxidacién de la plata contenida en dicho regenerante.

2.5 Materiales y Metodologia
2.5.1 Obtencién de la cepa fungica

El hongo Cladosporium cladosporioides fue obtenido del cepario del
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigaciones Cientificas (CEINCI)
de la ESPE. Las cepas se encontraron en medio PDA en cajas petri, a partir de

las cuales se cultivd esporas.
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Figura 2.1 Cepa pura de Cladosporium cladosporioides (Anrango, 2009).

2.5.2 Preparacién de medios de cultivo

Se utilizé dos medios de cultivo para el crecimiento del hongo, medio
sélido para la propagacién de esporas y medio liquido para la obtencion de
pellets (Anexo A).

2521 Medio sélido para cultivo de esporas

Se utiliz6 el medio Agar — Papa — Dextrosa (PDA), reforzado con
cloranfenicol, fue preparado disolviendo el agar junto con el cloranfenicol
mediante agitacion y calentamiento. El medio disuelto se enfri6 a temperatura
ambiente y se dispensd 5 mL del medio en tubos de ensayo con tampén de
algodon, se procedié a autoclavar a 121 °C y una atmdésfera de presion por 15
minutos. Finalmente se dejé enfriar en forma inclinada.

25.2.2 Medio liquido para formacion de pellets

Se utilizé el medio Czapeck (Santana et al., 2005), los reactivos fueron
disueltos de manera consecutiva. Se ajust6 el pH a 5,6 + 0,1 con soluciones de
H,SO, — 0,1N y NaOH — 0.01N. Luego se dispens6 en erlenmeyers de 125 y
250 mL provistos de tapdn de algoddn, luego se autoclavd a 121 °C y una
atmosfera de presion por 45 minutos. Se enfrié hasta temperatura ambiente.
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2.5.3 Propagacion de esporas de C. cladosporioides

En un ambiente estéril y utilizando un asa bacterioldégica se inoculd
esporas de hongo desde el medio de cultivo puro contenido en cajas petri hasta
los tubos de ensayo con medio inclinado, se realizo la siembra en estriado y los
tubos fueron sellados con parafilm, finalmente se incubé por siete dias en una

incubadora casera a 28 °C.

2.5.4 Formacion de pellets de C. cladosporioides

Siguiendo el protocolo propuesto por Cumbal et al.,, 2008 para la
formacion de pellets, se inoculé esporas obtenidas en la seccién (2.5.1.2) en
medio Czapeck, seccidén (2.5.2.2) los erlenmeyers inoculados permanecieron
en una incubadora casera a 150 rpm y en un agitador orbital marca Barnstead
Lab — Line a 28°C por once dias.

Figura 2.2 Formacioén de pellets del hongo Cladosporium cladosporioides (Anrango, 2009)

2.5.5 Adsorcion del cation plata por pellets de C. cladosporioides

2551 Preparaciéon de soluciones con plata

Para cada ensayo, se prepard0 1L de solucion de nitrato de plata
(AgNOs) a diferentes concentraciones 20, 50 y 100 mg Ag*/L en frascos ambar
y se ajusté el pHa 6 +0,1.
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2552 Preparacion de la biomasa

De acuerdo a lo establecido por Cumbal et al., 2008 los ensayos de
adsorcién se llevaron a cabo con biomasa muerta. Los pellets obtenidos en la
seccién (2.5.4) se autoclavaron a 121 °C y una atmdsfera de presion por 40
minutos, se lavo con agua esterilizada para retirar el medio de cultivo y se
pesd 0,25 g (peso humedo) de pellets, para luego ser dispensados en las

diferentes concentraciones de plata.

2.55.3 Ensayos de Adsorcién

Los ensayos de adsorcion se llevaron a cabo en lotes, Cumbal et al.,
2008 con cinco repeticiones y un blanco para cada concentracion de plata. Se
dispensd 100 mL de solucion de plata en envases plasticos de 250 mL con
tapa — contratapa, a continuacion se resuspendid la biomasa, los frascos
fueron sellados y etiquetados. Finalmente se coloc6 en un agitador rotatorio

durante 3 dias a 40 rpm y cada dia se control6 el pH.

Luego, el contenido se sometidé a un proceso de filtrado, por una parte
la solucion de plata remanente se recogio en frascos a&mbar para cuantificar por
Espectrofotometria de Absorcion Atémica y determinar mediante un balance de
masa la cantidad de plata que el hongo ha podido bioadsorber y por otra, los
hongos fueron lavados con agua desionisada, se recogieron en tubos
eppendorf para llevarlos al siguiente proceso de desorcion.

Figura 2.3 (A) Proceso de filtrado. (B) Recoleccion de pellets del hongo en tubos eppendorf
(Anrango, 2009).
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Aplicando un balance de masa en la interfase liquido — solido se
determind el contenido de plata en la fase sélida (pellets del hongo).

V.-C,=V-C +m-q, (Ecuacion 2.1)
Vv
Ua :E(Co _Cf)

%Adsorcion = % =100

o
(Ecuacion 2.2)

Donde: V = Volumen, C, = Concentracion inicial, C; = Concentracion
final, m = masa del hongo en pellets, ga = capacidad de adsorcién.

2554 Cuantificacion de plata mediante Espectrofotometria de

Absorcion Atdmica

La concentracion de plata se midié utilizando el espectrofotometro Perkin
Elmer AA 100, con aire — acetileno como gas vehiculo para la combustién en
relacion 2:6 y a una longitud de onda de A = 334.3 nm. Previamente se calibré
el equipo mediante una curva lineal de calibracion, para ello se tomé en cuenta
cuatro puntos: 2.50, 5.00, 8.00 y 10.00 mg Ag‘/L de concentracién de plata,
partiendo de un estandar comercial, Silver Atomic Absorption Standard de 996
pg/mL de Ag en 1.0 wt % de HNOs.

Para comprobar la sensibilidad del equipo se pasé la solucion check
5.00 mg Ag'/L en la cual resulté una absorbancia de 0.168 nm, enseguida se
encero el equipo con HNO3; al 5%, y a continuacion se procedio a leer las

muestras.
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Figura 2.4 Medicion de plata en el Espectrofotometro de AA (Anrango, 2009).

2.5.6 Desorcion del cation plata contenido en pellets del hongo C.

cladosporioides

256.1 Preparacién de las soluciones regenerantes

Se prepar6 600 mL de cada solucion regenerante: sulfato de calcio
dihidratado (CaSO4. 2H,0 - 0,02N), cloruro de sodio (NaCl - 1N), nitrato de
calcio tetrahidratado (Ca (NOs),. 4H,O - 1N) y acido nitrico (HNO3 - 4N),

adicionalmente se midio el pH.

2.5.6.2 Ensayos de desorcion

De igual manera como en los ensayos de adsorcion estos ensayos se
llevaron a cabo en lotes; es decir se dispens6 100 mL de cada solucion
regenerante en frascos plasticos con tapa - contratapa y se agregoé los hongos
cargados con plata, los frascos permanecieron en un agitador rotatorio a 40

rpm durante 24 horas.
Para cuantificar la cantidad de plata que se ha desorbido en cada una de

las soluciones regenerantes, se procedié similar a lo descrito en la seccién
(2.5.5.4).
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2.5.6.3 Eleccién del regenerante 6ptimo

Para continuar con el siguiente proceso que es la reduccion de plata, fue
necesario tener en el regenerante la mayor cantidad de plata disuelta desorbida
de los pellets del hongo, de acuerdo con los valores de las mediciones en el
Espectrofotometro de Absorciéon Atdmica se calculé el porcentaje de adsorcion

empleando un balance de masa en la fase solida (pellets del hongo).

V-C,+m-q,=V-C +m-qp
m-q, -V -C, (Ecuacion 2.3)
S m

Op

%Desorcion = 9a =% x 100 (Ecuacion 2.4)
o

Donde: V = Volumen, C, = Concentracion inicial, m = masa del hongo en
pellets, ga = capacidad de adsorcion, C; = Concentracion final y qp = capacidad

de desorcion.

Aplicando el Disefio experimental descrito en la seccion (2.4.2) se
determind el porcentaje de desorcion y el regenerante 6ptimo el cual se utilizé
para los subsecuentes ensayos.

2.5.7 Electrolisis de la solucion regenerante
2571 Construccién de una celda electrolitica

La celda en la que se llevo a cabo la electrdlisis se construyd utilizando
un envase plastico de forma cilindrica de 4,5 cm de largo y 3,0 cm de diametro,
en la tapa con dos orificios se introdujeron los electrodos de grafito reciclados
de pilas Eveready usadas. La energia para el sistema la proporcioné una
fuente de poder marca Agilent — 115V, conectada a 10 cm de alambre
multifibra, amarillo (positivo) y verde (negativo), enlazados en paralelo por

medio de un dispositivo (lagarto) para cada electrodo.
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Figura 2.5 Celda electrolitica (Anrango, 2009).

25.7.2 Proceso electrolitico

En la celda electrolitica, se dispens6 50 mL de solucién regenerante
HNO3; — 4N, en la tapa se introdujo los electrodos de grafito de forma que
gueden paralelos y se hizo pasar una corriente de 6,0 V y 0,2 A durante 1
hora. Utilizando un multimetro marca EXTECH Instruments se comprobé el
paso de energia. Finalmente se retird los electrodos y aquel considerado como
catodo se seco al ambiente.

Para cuantificar la plata reducida se hizo dos mediciones en el
Espectrofotometro de Absorcion Atdmica: una, de una alicuota de la celda
electrolitica (plata remanente) y otra, de la digestion acida con HNO3 al 5% del
electrodo que contiene plata, ambas se midieron por Espectrofotometria de
Absorcion Atdmica para contrastar por diferencia la concentracion inicial de la

muestra.

2.5.8 Fotorreduccién con luz UV de la solucion regenerante
258.1 Lampara de luz UV

Para la fotorreduccion de plata contenida en la solucién regenerante se
utilizé una lampara de luz ultravioleta de 254 nm, 15 W y 18 pulg., marca
SYLVANIA, fue instalada en un cuarto con acceso restringido y obscuro.
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25.8.2 Activacion del catalizador

Se utilizé el TiO, como catalizador, segun Rubiano & Laguna, 2004
necesita de una etapa de activacion, de este modo en una caja petri se coloco
una fina capa del compuesto para posteriormente someterlo a radiacion UV

durante 3 horas.

Figura 2.6 Etapa de activacion del TiO, (Anrango, 2009).

2.5.8.3 Preparacién de las muestras

De acuerdo con la concentracion de plata contenida en la solucién
regenerante HNO3 — 4N, se procedio a pesar el TiO, pre — tratado en la seccién
(2.5.8.2) en concentraciéon 0,5 g/L. Como agente estabilizante se utilizd el
NaNOs; — 0,01IN. En un vaso de precipitacion de 250 mL se disolvio el
estabilizante al afladir 50 mL de solucion regenerante e inmediatamente se

agrego el TiO,.

2584 Proceso de fotorreduccion

Las muestras preparadas en la seccién anterior fueron irradiadas con luz
UV por 24 horas. Después se trasvaso a tubos falcom de 50 mL y se centrifugo

a 1500 rpm en una centrifuga marca IEC HN — SlI por 15 minutos.
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Similar al proceso electrolitico para cuantificar la cantidad de plata que
se ha reducido mediante este fendbmeno se hicieron dos mediciones, una del
sobrenadante se tomé una alicuota y otra del precipitado de hizo una digestion
acida con HNO3; 5% ambas fueron cuantificadas en el Espectrofotometro de
AA.

2.5.9 Prototipo a nivel de laboratorio para el tratamiento del STS

proveniente de la Industria Floricola

En la primera etapa del proyecto se construyo tres reactores para llevar

a cabo el tratamiento del agua contaminada con STS (ANEXO B).

2.59.1 Recoleccién y andlisis del agua residual

El agua contaminada con STS fue recolectada de la finca, La Mora
perteneciente al Grupo Esmeralda Investment, la muestra fue colectada del

area de post — cosecha para gypsophila.

En un frasco d&mbar se tom6 1L de agua residual y se analiz6 la
concentracion de tiosulfato por el método Yodométrico, la concentracion de
sulfatos por el método Turbidimétrico y la concentracién de plata mediante

Espectrofotometria de AA, adicionalmente se midi6 el pH.

2.5.9.2 Biooxidacion del STS por biomasa bacteriana

2.59.2.1 Cultivo de biomasa

Las cepa Tungurahua 1 fue obtenida del cepario del laboratorio de
microbiologia del CEINCI y se mantuvo subcultivando en medio sélido para su
propagacion y en medio liquido para ser utilizado en el proceso de biooxidacion
(Anexo C).

-39-



2.5.9.2.2 Biooxidacién en el reactor

El proceso de biooxidacion se lo llevd a cabo en el reactor R1-
Biooxidacion, con alimentacion de oxigeno para la agitacion proporcionado por
un motor de pecera marca POWERy 500, en él se dispensé 1L de agua
residual previamente analizada y se inoculé 25 mL de medio de cultivo con

Tungurahua 1. Se incubd por 5 dias a temperatura ambiente.

Diariamente se tomé una alicuota de 10 mL que fue centrifugada a 7500
rpm para sedimentar materia insoluble y en el sobrenadante se analizo la

concentracion de tiosulfato, sulfato y plata.

2.5.9.3 Bioadsorcién

Al sexto dia del proceso es trasladé el agua del reactor R1 —
Biooxidacién hacia el reactor R2 — Bioadsorcion mediante una bomba
peristaltica marca FLUID METERING INC, inmediatamente se procedido a
regular el pH a 6 + 0.1, para entrar en contacto con 2,50 g de pellets del
hongo, el medio circundante se agit6 a 100 rpm con un agitador mecénico
marca TALBOYS durante 3 dias controlando el pH.

Finalmente se abrié el efluente para evacuar el agua ya tratada y se
tomé una alicuota de muestra para cuantificar por Espectrofotometria de AA la
cantidad de plata remanente.

2594 Desorcién de plata contenida en pellets del hongo

Se prepardé 500 mL de HNO3; — 4N y se dispensé en el reactor R2 —
Bioadsorcién, mediante agitacion a 100 rpm nuevamente tomdé contacto la
biomasa cargada de plata con el regenerante, de este modo se llevd a cabo el
proceso de desorcion por 24 horas, al finalizar se tomé una alicuota para medir

la cantidad de plata remanente.
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2595 Fotorreduccién con luz UV

En la cuba de fotorreduccion se coloco 0,250 g de TiO, y se esparcio en
una fina capa, a continuacion fue irradiado con luz UV durante 3 horas para su
activacion. Se abrié el efluente del reactor R2 — Bioadsorcién para migrar la
solucion regenerante y se afiadio NaNO3; — 0,01M, se sometié bajo luz UV para
dar inicio al proceso fotocatalitico durante 24 horas. Finalmente se tomd una

alicuota para cuantificar la concentracion de plata que no ha reaccionado.

Figura 2.7 Prototipo para el tratamiento del agua residual de floricola (Anrango, 2009).
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Biomasa fangica
3.1.1 Cultivo del hongo C. cladosporioides

Se obtuvo cultivos nuevos del hongo C. cladosporioides en medio

sélido a partir de los cultivos puros (Figura 3.1).

Figura 3.1 (A) Cultivo en medio PDA inclinado. (B) Vista al estereoscopio del cultivo sembrado

en estriado (Anrango, 2009).

3.1.2 Formacion de pellets del hongo

Al cabo de once dias de inoculadas esporas en medio liquido se obtuvo
la biomasa en forma de pellets de 3.0 mm de diametro y 0,01 g
aproximadamente, Figura 3.2 (A). En la Figura 3.2 (B) se observa la estructura
de 0,25 g de hongos pelletizados, esta cantidad contiene alrededor de 20

pellets, estos fueron usados para los ensayos posteriores por sus buenas
caracteristicas en edad, tamafio y constitucion.
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Figura 3.2 (A) Formacion de pellets del hongo en erlenmeyers.

(B) Estructura de pellets del hongo vista al estereoscopio (Anrango, 2009).

3.2 Adsorcién del catién plata por pellets del hongo

Se dirigieron varios ensayos siguiendo la técnica de adsorcion
estandarizada por Cumbal et al., (2008), con la finalidad de saturar los hongos
con cationes plata. En la Figura 3.3 se observa la isoterma de adsorcién, notar

que la capacidad de adsorcion llega hasta un valor de 16 mg Ag‘/g de hongo.

18.0
16.0 ¢ L
14.0 -
—12.0 - - Agr = AgNO;
'&9100 | Wolumen = 100 mL
o Y- pH=6.0
§, 8.0 - V'S hongos pellets =0,25 g
<2
6.0 -
4.0 &
2.0 -
0.0 T T T T
0] 100 200 300 400 500
Ce (mg/L)

Figura 3.3 Isoterma de Adsorcién del cation plata por C. cladosporioides.

Por los resultados obtenidos en la Figura 3.3, se eligié trabajar en los
experimentos de adsorcion Unicamente con tres concentraciones de plata 20,
50 y 100 mg Ag'/L usando nitrato de plata (AgNOs) como reactivo para
preparar las diluciones. La Tabla 3.1, presenta las concentraciones de plata
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medidas antes y después del proceso de adsorcidon. Aplicando un balance de

masa en la interfase liquido — sélido, se determiné la capacidad de adsorcion

de plata (ga), en la fase sdlida (hongos pelletizados). Para una concentracion

de 20 mg Ag'/L la capacidad de adsorcién es 4,05 mg Ag‘/g, al aumentar la

concentracion de plata a 50 mg Ag'/L, se tiene un aumento en el valor de la

capacidad de adsorciéon a 6,03 mg Ag'/g. Si se duplica la concentracion de
plata en la fase liquida 100 mg Ag'/L, la capacidad de adsorcion también tiende

a duplicarse (ver Ecuacion 2.1).

Concentracion

Tabla 3.1 Bioadsorcién de plata por pellets del hongo

C.inicial C. equilibrio
mg Ag'/L

La Figura 3.4 muestra el porcentaje de adsorcion en los tres tratamientos

aplicados. Con una concentracion de 20 mg Ag'/L el porcentaje de adsorcion

es 53,64% y para las concentraciones de 50 y 100 mg Ag'/L, el porcentaje de

adsorcion es 70,31% y 71,26% respectivamente (ver Ecuacion 2.2).

80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

Adsorcion (%)

Volumen = 100 mL
pH=6,0

Hongos pellets = 0,25 g
t=3d

20 50 100

Concentracion de Ag* {mg/L)

Figura 3.4 Eficiencia de adsorcién del cation plata con C. cladosporioides.

-44 -



3.2.1 Diseio Completamente al Azar (DCA) aplicado al proceso de

adsorcion

En el programa SPSS version 15, se realizé un analisis de varianza con
los resultados obtenidos. La Tabla 3.2 contiene la estadistica descriptiva de la
poblacion muestreada: concentracion de plata, N indica el numero de
repeticiones realizadas en cada tratamiento; a continuacion las medias para los

tres tratamientos y la desviacion tipica (Anexo D).

Tabla 3.2 Estadistica descriptiva de los datos analizados en el proceso de adsorcion.

Concentracion N Media Desviacion Error Intervalo de confianza
mg Ag’/L tipica tipico para la media al 95%
Lim. Inferior Lim. superior
20 5 53,638 3,844414  1,7192742 48,864529 58,411470
50 5 70,314 2,312959  1,0343867 67,442081  73,185918
100 5 71,262 7,502894  3,3553962 61,945926  80,578073
Total 15 65,071 9,592951 2,4768893 59,758934  70,383732
3.21.1 Contraste de Levene para la homogeneidad de varianzas

La Tabla 3.3 indica el valor de significancia 0,03 para la homogeneidad
de varianzas, con lo cual se acepta la hipétesis nula y se comprueba que los

datos son validos para aplicar el ANOVA.

Tabla 3.3 Contraste de Levene para la homogeneidad de varianzas.

F Levene gll gl2 Sig.
4,79030572 2 12 0,03
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3.2.2 Analisis de varianza ANOVA aplicado al proceso de adsorcion

En la Tabla 3.4 se observa el valor de significancia (0,0001 < 0,05). Con
este resultado se rechaza la hipoétesis nula, debido a que las medias de los
tratamientos aplicados son diferentes, al existir estas diferencias es necesario

establecer pruebas de comparacion maltiple.

Tabla 3.4 ANOVA para el DCA con los porcentajes de adsorcion de plata

efectuado por pellets del hongo.

Fuente de Suma de o] Media

Variacion cuadrados cuadratica

Inter-grupos  982,65509 2 491,3275 19,28723 0,0001784
Intra-grupos  305,69088 12 25,47424

Total 1288,3459 14

3.22.1 Prueba de Tukey aplicada al proceso de adsorcién

En la Tabla 3.5 se muestra la prueba de Tukey al 5% realizada mediante
la comparacion de medias entre los tratamientos. Existen dos subconjuntos
bastante marcados. El valor de significancia 0,95 > 0,05 indica que los valores
de porcentaje que se encuentran en el subconjunto 1 son los mejores
estadisticamente, en este caso pertenecen a las concentraciones de 50 y 100
mg Ag'/L con 70,31% y 71,26% respectivamente.

Tabla 3.5 Prueba de Tukey aplicada al proceso de adsorciéon de plata

efectuado por pellets del hongo

Concentracion Subconjunto
mg Ag*/L para alfa = .05
20 5 53,638
50 5 70,314
100 5 71,262
Sig. 1 0,95273416

- 46 -



3.3 Desorcion del cation plata contenido en pellets del hongo

Varios ensayos se realizaron empleando diferentes soluciones
regenerantes: sulfato de calcio dihidratado, CaS0O4:2H,O — 0,02N, cloruro de
sodio, NaCl — 1N, nitrato de calcio tetrahidratado, Ca (NO3),-4H,O — 0.1N y
acido nitrico, HNO3 — 4N con el fin de eluir la mayor cantidad de plata contenida

en pellets del hongo.

En la Figura 3.5 se observa la velocidad de desorcion del cation plata
partiendo de un contenido inicial de plata en los hongos de aproximadamente
ga = 4 mg Ag'/g. Con HNO3, se logra una notable disminucion del catién plata
go = 1.0 mg Ag’/g; mientras que con NacCl, no existe ninguna variacién debido
a que transcurridas 24 horas presenta un gp = 3,60 mg Ag*/g; en cambio con
CaS04-2H,0 y Ca (NO3),-4H,0, la desorcion del catidon plata es hasta qp= 2,66

y o= 2,85 mg Ag*/g respectivamente (ver Ecuacion 2.3).

45 | & cCas0;'2H,0-002N g NaCl—1N Ca(NOs),"4H,0 —IN & HNO; - 4N
4 ®
H]Q,':\“:‘‘:“:‘III|:‘|:||:||:||:||:| o o o =
3,5 () o
_ IS
)
= 3 ® L S P
E se0 0 * * * *
c 2,5 [ ]
S
[ o
o
1,5 [
0000 00 [ J [ J [ J [ J
1
Volumen= 100 mL
0,5 Ag" = Hongos cargados con 20 mg Ag*/L

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 3.5 Perfil de desorcién de plata contenida en pellets del hongo

C. cladosporioides.
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La Figura 3.6 representa la cantidad de plata desorbida de los pellets del
hongo en porcentaje, en cada solucion regenerante se presenta tres barras
dependiendo de la capacidad de adsorcién de los hongos. Para el NaCl en los
tres casos el porcentaje es muy bajo, lo contario sucede con el HNO3 que para
las tres concentraciones de plata en pellets del hongo, el porcentaje de
desorcién supera el 60%; en cambio para las soluciones con calcio el

porcentaje es menor al 50% en todos los tratamientos (ver Ecuacion 2.4).

80.00
Volumen =100 mL
70.00 Ca SO,42H, 0 - 0,02N
NaCl - 1IN
60.00 Ca (NO3); -4H,0 - 1IN
® 5000 HNOs - 4N
c
‘Q
'S 40.00
2
& 30.00
20.00
10.00
0.00
Sulfatode Cloruro de Nitratode Acido
calcio Sodio calcio nitrico
m4,05mg/g 26.71 3.71 25.09 69.40
6,03 mg/g 17.35 4,51 24.37 70.92
12,11 mg/g 10.92 2.36 13.59 66.60

Figura 3.6 Porcentajes de desorcion del catién plata contenido en pellets del hongo

aplicando cuatro soluciones regenerantes.

3.3.1 Modelo 2 - factorial dispuesto en un Disefio Completamente al
Azar (DCA)

Los factores intersujetos (Anexo E) son los primeros datos que
proporciona el programa, en esta tabla se muestran los factores del disefio, la
nominaciéon que se adopt6 para cada uno de ellos y que a posterior nos servira

para entender los resultados que se muestran a continuacion.
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En la Tabla 3.6 la media mas alta es la del tratamiento: 50 mg/L — HNOs3
con un porcentaje de 72, 50 %; mientras que el valor mas bajo corresponde al

tratamiento: 50 mg/L — NaCl con un porcentaje de 2,65% (Anexo F).

Tabla 3.6 Estadistica Descriptiva de los datos aplicados al disefio 2 factorial.

Concentracion Regenerante Media Desuv. tip.
mg Ag'/g

4,05 CaSO0, 26,726 4,07026166 5
NaCl 3,712 1,05067597 5
Ca(NOs), 32,732 7,7379726 5
HNO; 69,82 1,79315365 5
Total 33,2475 24,6944447 20

6,03 CaSO0, 17,354 2,00038246
NaCl 2,652 0,58942345 5
Ca(NOs), 29,712 3,16499131 5
HNO; 72,502 2,54821899 5
Total 30,555 26,802361 20
12,11 CasoO, 11,798 1,34416145 5
NaCl 3,738 0,07981228 5
Ca(NOs), 28,158 3,4864122 5
HNO; 67,998 4,10283073 5
Total 27,923 25,5241467 20
Total CaSO0, 18,626 6,859556 15
NaCl 3,36733 0,831104 15
Ca(NOs), 30,2006 5,225545 15
HNO3 70,1066 3,354097 15
Total 30,5751667 25,3441182 60

3.3.1.1 Contraste de Levene para la homogeneidad de varianzas

En la Tabla 3.7 se observa el valor de significancia (0,001 < 0,05)
contrastado para la homogeneidad de varianzas en cada tratamiento:

concentracion — regenerante.

Tabla 3.7 Contraste de Levene para la homogeneidad de varianzas

F gll gl2 Significacion
3,41461217 11 48 0,00149126
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3.3.1.2 Anélisis de varianza del modelo 2 — factorial 4x3

En la Tabla 3.8 se muestra el ANOVA, el modelo corregido se refiere a
todos los efectos del modelo tomados juntos (factores, interaccion e
interseccién) el valor estadistico F (p= 1,4641x10™ < 0,05) indica que el modelo
utilizado presenta una parte significativa de la variacion observada en el

porcentaje de desorcion de plata contenida en los pellets del hongo.

Tabla 3.8 ANOVA para el experimento 2 - factorial realizado con los porcentajes de

desorcién del cation plata contenido en pellets del hongo.

Suma de Media Significacion
cuadrados tipo Il cuadratica
Modelo corregido 37367,4411 11 3397,0401 307,8341 1,4641E-40
Interseccién 56090,449 1 56090,449 5082,8228 2,3244E-50
Concentracion 283,515203 2 141,757602 12,8458371  3,4021E-05
Regenerante 36688,9278 3 12229,6426 1108,22979  2,6584E-44
Concentracion * 394,998117 6 65,8330194 5,96567826 0,00010284
Regenerante
Error 529,69416 48 11,035295
Total 93987,5843 60
Total corregida 37897,1353 59

Para el factor concentracién de plata la significancia es (3,4021x10 <
0,05) lo que indica que los grupos contenidos en este factor (4.05, 6.3, 12.11
mg Ag'/g) son significativamente distintos al evaluar el porcentaje de desorcion.
Del mismo modo para el factor regenerante la significancia es (2,6584x10™* <
0,05) esto indica que los grupos que conforman este factor (CaS0O4-2H,0,
NaCl, Ca (NO3)2-4H,O y HNO3) son significativamente diferentes al medir el

porcentaje de desorcion de plata.

En la misma tabla del ANOVA se hace referencia a la interaccion:
concentracion — regenerante que presenta un valor de (0,00010284 < 0,05)
esto significa que la interaccion tiene un efecto significativo sobre el porcentaje
de desorcion de plata contenida en pellets del hongo. El error tabulado es un

valor estimado de la varianza observada en las 60 muestras.
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3.3.1.3 Medias marginales de los porcentajes de desorcion

En la Tabla 3.9 se aprecia las medias de los porcentajes de desorcion
para el factor concentraciéon de plata, para una concentracion de 4,05 mg
Ag'/g el porcentaje es de 33,24% siendo el valor mas alto y 27,92% para una
concentracion de 12,11mg Ag*/g como el valor mas bajo.

Tabla 3.9 Medias estimadas del porcentaje de desorcion del catién plata

contenido en pellets del hongo para la concentracion.

Concentracion Media Error tip. Intervalo de confianza al
mg Ag'/g 95%.

Lim. Inferior Lim. Superior

4,05 33,2475 0,74280869 31,753983  34,741017

6,03 30,555 0,74280869 29,061483  32,048517

12,11 27,923 0,74280869 26,429483  29,416517

La Tabla 3.10 describe las medias de los porcentajes de desorcion del
cation plata aplicando cuatro soluciones regenerante, notar que el porcentaje
mas bajo se presenta al aplicar la solucion de NaCl — 1N y es de 3,36%, asi
mismo el valor mas alto en porcentaje es 70,10%, que le corresponde a la
solucién de HNO3 — 4N.

Tabla 3.10 Medias estimadas del porcentaje de desorcién del catién plata

contenido en pellets del hongo para el tipo de regenerante.

Regenerante Media Error tip. Intervalo de confianza al
95%.

Lim. Inferior Lim. Superior

CasO, 18,626 0,85772159 16,9014352 20,3505648

NaCl 3,367 0,85772159 1,64276848 5,09189818

Ca(NO3), 30,2006667 0,85772159 28,4761018 31,9252315

HNO3 70,1066667 0,85772159 68,3821018 71,8312315

En la Tabla 3.11 se presentan las medias estimadas del porcentaje de
desorcién para la interaccién: concentracion — regenerante, la combinacion

6,03 mg Ag’/g — HNOs, presenta el mejor porcentaje de desorcion.
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Tabla 3.11 Medias estimadas del porcentaje de desorcién del cation plata

contenido en pellets del hongo para la interaccion: concentracion - regenerante.

Concentracién

Regenerante

Error tip.

Intervalo de confianza al

95%.

mg Ag'/g

4,05 CasoO,
NacCl
Ca(NO3),
HNO;
Caso0,
NacCl
Ca(NOs),
HNO;
Caso0,
NacCl
Ca(NOs),
HNO;

6,03

12,11

26,726
3,712
32,732
69,82
17,354
2,652
29,712
72,502
11,798
3,738
28,158
67,998

1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738
1,48561738

Lim. Inferior
23,7389661
0,72496606
29,7449661
66,8329661
14,3669661
-0,33503394
26,7249661
69,5149661
8,81096606
0,75096606
25,1709661
65,0109661

Lim. Superior
29,7130339
6,69903394
35,7190339
72,8070339
20,3410339
5,63903394
32,6990339
75,4890339
14,7850339
6,72503394
31,1450339
70,9850339

3.3.1.4 Prueba de Tukey aplicada al proceso de desorcién

La Tabla 3.12 contiene los resultados de similitud entre las medias para
el factor concentracion de plata, notar que ninguna media se parece a la otra, al
contario cada una se ubica en un subconjunto distinto clasificado de acuerdo al

valor mayor del porcentaje.

Tabla 3.12 Prueba de Tukey aplicada al proceso de desorcién de acuerdo

a la concentracién de plata contenida en pellets del hongo

Concentracion I\ Subconjunto
mg Ag'/g
2 3 1
4,05 20 27,923
6,03 20 30,555
12,11 20 33,2475
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La Tabla 3.13 muestra los resultados de similitud entre las medias por el
tipo de regenerante, notar que existen cuatro subconjuntos, en el subconjunto 1
se ubica el regenerante con el mas alto porcentaje de desorcion 70,10%, cuyo

valor corresponde al HNO3; — 4N.

Tabla 3.13 Prueba de Tukey aplicada al proceso de desorcion del cation plata

contenido en pellets del hongo de acuerdo al tipo de regenerante

Regenerante N Subconjunto
1 2 3 4 1
NaCl 15 3,36733333
CaSO0, 15 18,626
Ca(NOs), 15 30,2006667
HNO; 15 70,1066667

3.3.1.5Grafico de perfil

En el grafico se observa que con el regenerante acido nitrico (HNO3; —
4N) se obtiene la media marginal mas alta en todas las concentraciones de
plata al evaluar el porcentaje de desorcion, de manera que este regenerante,
es el optimo para eluir en un alto porcentaje la plata contenida en pellets del

hongo.
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Figura 3.7 Grafico de perfil del tratamiento: concentracion — regenerante para la

desorcién de plata contenida en pellets del hongo

3.4 Regeneracién de pellets del hongo

Encontrado el regenerante Optimo se realizaron varios ensayos de
desorcion para recuperar el catién plata desde los hongos pelletizados. En la
Tabla 3.14, se observa la capacidad de adsorcién (ga) y la capacidad de
desorcién (gp), notar que gp siempre va a tener un valor mas bajo en

comparacion con ga Ya que este parametro es evaluado en la fase solida es
decir en los pellets del hongo (Ver ecuacion 2.1).

Tabla 3.14 Desorcion con HNO; — 4N

da(mg Ag7/g)  Ag'en HNO;  dgp(mg Ag'/g)

(mg/L)
4,05 6,25 1,20
6,03 10,13 1,74
12,11 20,64 4,22
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Después del proceso de desorcion se aprecia un cambio de coloracién
en los pellets del hongo, de verde oliva a anaranjado Figura 3.8. En la Tabla
3.15 se observa que la capacidad de adsorcion de los hongos en un segundo
ciclo no difiere considerablemente en las dos primeras concentraciones de
plata, correspondientes a 19,49 y 50,92 mg Ag'/L, mientras que para 100,56
mg Ag’/L se observa que la disminucion es cerca del 50%.

Figura 3.8 (A) Pellets del hongo en el proceso de adsorcién. (B) Pellets del hongo luego de

aplicar la solucion regenerante HNO; — 4N (Anrango, 2009).

Tabla 3.15 Adsorcién del catién plata por C. cladosporioides durante dos ciclos

Concentracién

(mg Ag'/L) (mg Ag/g) (mg Ag'/g)
19,49 4,05 3,76
50,92 6,03 5,95

100, 56 12,11 7,91
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3.5 Reduccién del cation presente en la solucién regenerante

3.5.1 Electrolisis de la solucion regenerante

Se efectuaron ensayos de electrdlisis preliminares con la finalidad de
estandarizar una técnica que permita reducir la mayor cantidad de plata
disuelta en el regenerante, para ello se probo diferente cantidad de corriente.
En la Figura 3.9 se observa la cinética de reduccion del catidén plata en funcién
del tiempo, partiendo de una concentracion de 10 mg Ag‘/L. Al aplicar 2V
(voltios) y 0,01A (amperios), la reduccion es minima, llega hasta un valor de
5,6 mg Ag'/L, a los 150 minutos del proceso. En cambio para 8V y 0,5A, existe
un marcado desgaste del electrodo aproximadamente a los 5 minutos de
iniciado el proceso. Si se aplica 6V y 0,23A, se observa una cinética que
decrece rapidamente hasta los 60 minutos y en adelante permanece constante
hasta los 150 minutos, bajo estas condiciones la concentraciéon de plata en

solucion es 1,85 mg/L al finalizar el proceso de electrolisis.

12,00 -
@ 2V-0,01A Volumen =50 mL
10,00 ** . 8V-05A pH=1,5
2 * o
800 - . 6V -0,23 A
—d
:, 6,00 - * *
V)
<
4,00 -
2,00 -
0,00 T T T |
0 50 100 150 200

Tiempo (min)

Figura 3.9 Electrdlisis aplicando diferente intensidad de corriente directa.
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Estandarizado el proceso electrolitico (6V y 0,2A) se ejecuto la cinética
de reduccion del catibn plata para lo cual se utilizaron diferentes
concentraciones de plata en el regenerante. En la Figura 3.10, se observa que:
para 6,25 mg Ag'/L el contenido de plata decrece hasta 2,21 mg Ag'/L, en
cambio para la concentracion de 10,12 mg Ag’/L, la disminucion de plata en
solucion es hasta 2,65 mg Ag'/L y para 20,64 mg Ag'/L la concentracion de

plata remanente es 1,25 mg Ag'/L.

25.00 -
* 6,24 mgiL Volumen = 50 mL
20.00 7 ®10.13 mgil pPH=15
Voltaje =6 V
20,64 mg/L e
Z15.00 - ¢ Amperaje = 0,2 A
[<Ts]
E
% 10.00 ®
<
]
L 2
5.00 - . .
e % 8 ¢ v
0.00 : | | |
0 20 40 60 80
Tiempo (min)

Figura 3.10 Cinética de electrdlisis de la solucidn regenerante.

Finalizado el proceso electrolitico, el electrodo en el que se deposita la
plata reducida a su estado elemental presenta una leve coloracion plateada en
sus alrededores y el electrodo considerado como anodo se desgasta dejando
en la solucidon regenerante restos de grafito, de manera que la solucién
electrolitica se vuelve de una coloracion negra — palida.

Figura 3.11 Electrodeposicion de plata en el electrodo de grafito (Anrango, 2009).
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Para cuantificar este fendbmeno se redisolvié el carbon considerado
como catodo en una solucion de HNO; al 0,5% y se determiné que las
concentraciones de plata en solucion acida fueron elevadas. En la Figura 3.12
se observa el porcentaje de reduccion del catidén plata, siendo la concentracion
de 20,64 mg Ag'/L en el regenerante gastado, la que alcanza un porcentaje del
81,88% de reduccion del cation plata. Notar que todos los tratamientos

sobrepasan el 50% de transformacion a plata metalica.

80.00

—
70.00 — —
60.00
50.00
40.00 -
30.00 -
20.00 - i
10.00 4 -

0.00 +

Reduccidn Ag* (%)

6 10 20

Concentracion de Ag* (mg/L) en HNO,

Figura 3.12 Porcentajes de reduccion del catién plata a través de electrolisis

3.5.2 Fotorreduccion con luz UV de la solucién regenerante

Diversos ensayos se llevaron a cabo con la finalidad de estandarizar la
técnica para la reduccion de plata contenida en la soluciébn regenerante
mediante luz UV como fuente de irradiacion. En la Figura 3.13 se observa la
influencia de la concentracion del catalizador, 6xido de titanio (TiO,) y el efecto
de la luz UV en la reduccion del metal para 4, 6 y 10 mg Ag'/L de plata
contenida en la solucién regenerante. La cinética de fotorreduccion para la
combinacion catalizador — luz UV muestra ser efectiva en la reduccion del
metal (la plata disuelta en el regenerante disminuye a 0,8 mg Ag'/L en el
transcurso de 24 horas y el resto se reduce a plata elemental) Es importante
notar que cuando se aplica Unicamente luz UV el tratamiento, la plata no se

reduce. Lo mismo sucede cuando solo se afiade TiO» al proceso (0,5 mg/L).
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Figura 3.13 Efecto de la luz UV y del catalizador TiO2, en la reduccidn del catiéon plata

contenido en la solucion regenerante

Se evalud la cantidad necesaria del 6xido de titanio para lograr un alto
porcentaje de reduccién, en la Figura 3.15 se observa la cinética de reduccion
del catibn plata empleando soluciones regenerantes con diferentes
concentraciones de plata. Cuando la cantidad de TiO, es baja 0,01g/L la
reduccion no es eficiente, pero si se aplica cantidades mayores o iguales a 0,5
g/L de TiO,, notar que la cinética de reducciéon de plata llega hasta valores de

0,8y 0,57 mg Ag'/L respectivamente.

12.00
‘ +001g/L Volumen =50 ml
10.00 - m05g/L pH=1,5
1.00/L UV =254 nm
- 8.00 -
S
Lo
E co0m
B ¢ ¥
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Figura 3.14 Cinética de fotorreduccién empleando diferentes cantidades de TiO»
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Segun lo descrito en las Figuras 3.13 y 3.14 se estandarizo la técnica
que facilitaria este proceso. Partiendo de concentraciones de plata colectadas
en la solucion regenerante y al cabo de 24 horas de irradiacion con luz UV, la
reduccion del metal tiende a cero. En la Figura 3.15 se observa que a una
concentracion de 6,25 mg Ag'/L la reduccion es hasta 0,01 mg Ag’/L, para
10,13 mg Ag’/L es 0,06 mg Ag*/L y para 20,64 mg Ag*/L es 0,21 mg Ag*/L.

25 ~

4 6,25mgiL Volumen = 50 mL
10,13 mg/L pH=15
20 - TiO,=0,5g/L
20,64 mg/L NaNOs= 0,01N
UV =254 nm

15 -

Ag* {mg/l)

10

O T T T T . T T T T T T - T T 1
0 2 4 6 g8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiempo (h)

Figura 3.15 Cinética de fotorreduccion con luz UV de la solucion regenerante

a diferentes concentraciones de plata.

Similar el proceso electrolitico para cuantificar este fenomeno, se
redisolvié el TiO, con plata reducida en HNO3; al 5%, y se obtuvo valores de
concentracion de plata altos, en efecto, se produce reduccion del catién plata y
esto se lo visualiza en la Figura 3.16, donde se observa el porcentaje de
fotorreduccion para las tres concentraciones de plata, en los tres casos el

porcentaje supera el 80%.
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Figura 3.16 Porcentajes de reduccién del cation plata presente en la solucién regenerante

mediante fotorreduccion con luz UV.

3.6 Prototipo a nivel de laboratorio para el tratamiento del STS
proveniente de la Industria Floricola.

3.6.1 Caracterizaciéon del agua residual de floricola

El agua colectada de la post — cosecha de la finca floricola presento los
componentes que se detallan en la Tabla 3.16

Tabla 3.16 Caracterizacion del agua residual proveniente de la Finca La Mora, Esmeralda

Hilsea Investment.

Parametros (mg/L)

Sulfatos (SO4)? 5,065
Tiosulfato (S,03)> 145,85
Ag’ 106,50

pH 5,24
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3.6.2 Biooxidacion del tiosulfato de plata (STS) con Tungurahua 1

En la Figura 3.17 se observa la variacion en la concentracion de sulfatos
durante cinco dias, notar que la concentracion aumenta hasta un valor de
171,14 mg/L, en cambio la variacibn en la concentracion del tiosulfato

disminuye hasta un valor de 85,36 mg/L.

180 +
160 ®  sulfato *
Tiosulfato
— 140 +
—
W
£ 120 Py
:E 100 . .
(=]
=z 80
'g 60 Volumen= 1L
2 pH=86,5
@ 40 - * Cultivo = 10 mL
20 - Bacteria = Tungurahua 1
Py Agitacion = 100 rpm
O T T T T T 1
0] 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

Figura 3.17 Biooxidacién del STS en el tratamiento del agua residual en un RCM

3.6.3 Adsorcion del cation plata en pellets del hongo

En la Figura 3.18 se observa la adsorcion del cation plata por pellets del
hongo, partiendo de una concentracion de 103,90 mg Ag*/L al cabo de 3 dias

se llega hasta una concentracion de 7,58 mg Ag’/L.

-62 -



120
;L Volumen= 1L

100 - pH=6,0
Pellets hongo = 2,50 g
= 80 - Agitacion =100 rpm
T
od
§__ 60 -
B ¢
< 40
20 - ¢
L 2
O T T T T T T |
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Tiempo {horas)

Figura 3.18 Variacién de la concentracion del cation plata en el proceso de adsorcion del

tratamiento del STS proveniente de la Industria Floricola.

3.6.4 Desorcion del cation plata contenido en pellets del hongo con
HNO3 — 4N.

La desorcién de cation plata contenido en los pellets del hongo describe
una cinética bastante regular. En la Figura 3.19 se observa que al cabo de 24
horas la concentracién de plata aumenta en la solucion regenerante hasta una

concentracion de 96,50 mg Ag'/L.

120
Volumen= 500 mL HNO3z- 4N
100 - pH=1.25 ¢
Pellets hongo = 2,509
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Figura 3.19 Variacién de la concentracién del cation plata en el proceso de desorcién del

tratamiento del STS proveniente de la Industria Floricola.
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3.6.5 Fotorreduccion con luz UV de la solucion regenerante

Con el cation plata disuelto en la solucidén regenerante se condujo el
ensayo de reduccion de plata. En la Figura 3.20 se observa la variacion de la
concentracion del cation plata durante el proceso de fotorreduccion, se observa
ademas que al término de 24 horas el cation plata a logrado reducirse en la
superficie del TiO, empleado como catalizador y en la solucion Unicamente
gueda una muy baja concentracion del catibn de aproximadamente 8,17 mg

Ag’/L teniendo en cuenta que se partié de una concentracion de 96,5 mg Ag'/L.

120
Volumen= 500 mL
100 - pH=1.25
E': ¢ TiO,=0,250 g
& NaNOs = 0,42 g
I 80 - UV= 254 mn
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Figura 3.20 Variacién de la concentracién de plata en el proceso de fotorreduccién del

tratamiento del STS preveniente de la Industria Floricola

En la Tabla 3.17 se resumen los valores de los parametros medidos en
cada fase de tratamiento del STS presente en el agua residual de post —

cosecha para flores sensibles al etileno.
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Tabla 3.17 Concentracion del catién plata Ag”, en cada proceso del tratamiento del agua

contaminada con STS

Biooxidacion

Sulfato Tiosulfato Plata Adsorcion Desorcién Fotorreduccion

(mg/L) (mg/t)  (mgAg'/L) (mg Ag'/L) (mg Ag'/L) (mg Ag'/L)
Afluente 5,065 145,85 106,5 103,5 0 95,1
Efluente 117,14 85,36 103,5 7,58 95,1 2,17
Eficiencia 95,67% 41,47% 2,44% 92,67% 98,73% 97,71%
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Biomasa en pellets del hongo C. Cladosporioides

En la Figura 3.2 (B) se presenta la estructura del hongo en forma de
pellets. El mecanismo de pelletizacion esta dado por dos fendbmenos claves, la
adhesion y la cohesion de particulas. Las uniones formadas entre las esporas
del hongo para formar el pellet pueden ser fuertes 6 débiles, dependiendo del
tiempo de agitacion, segun Cumbal et al., 2008, el tiempo Optimo para la
formacién de pellets es 11 dias a 150 rpm, debido a que las uniones deben ser
lo suficientemente fuertes para prevenir la desintegracion del pellet en
ambientes acidos (regeneracién) y permitir su posterior uso. La magnitud de
estas fuerzas de cohesion — adhesion estan determinadas por el tamafio de
particula, la estructura del granulo, el contenido de humedad y la tension
superficial del liquido (Palma & Allemandi, 2005). El propésito de tener granulos
de 1 a 3 mm radica en que los tamafios mas pequefios de particula proveen

mayor area adsorbente (Flores, 2001).

Es util destacar que con la pelletizacion se consigue un estado de
inmovilizacién natural, la biomasa asi acondicionada presenta uniformidad en
tamafo y estructura, la ventaja de la pelletizacion es que la biomasa puede ser
reutilizada por su facil manipulacion, lo manifiesta Flores, 2001 y Cafiizares,
2000. En esta investigacion los pellets del hongo C. cladosporioides son
usados como sorbentes en los ensayos de adsorcidn, por tal motivo siempre se

busco tener pellets con buenas caracteristicas.

4.2 Adsorcion del cation plata por pellets del hongo

En la Figura 3.3 se observa que el catién plata es removido del agua
sintética y es inmovilizado en la biomasa pelletizada. También se observa que
la capacidad de remocion que tienen los hongos no varia luego de alcanzar 16

mg Ag‘/g de hongo en peso himedo; es decir, que los grupos funcionales de
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los hongos que atrapan la plata se saturan. La saturacién de materiales que
remueven substancias se produce porque sus grupos reactivos son ocupados
en su totalidad. La pared celular fungica esta estructurada con macromoléculas
de B-glucano, quitina y manoproteinas dispuestas en capas (Fernandez, 2006).
En la regibn mas externa (aspecto fibrilar y muy electrodensa) esta presente la
quitina asociada a gluco-proteinas que contienen grupos funcionales tales
como: carboxilos, fosfatos, amidas, tioles e hidroxilos con pKa en el rango de 4
a 5, es decir que a pH mayor a 5 poseen predominantemente carga negativa
(Navarro et al, 2006), de manera que a pH = 6, valor estandarizado por
Cumbal et al, 2007, la superficie de los hongos exhiben sitios ligantes para
iones metalicos monovalentes, divalentes y hasta trivalentes segun sefiala
Sanchez et al., 2006.

La plata es un cation monovalente consecuentemente va ha ser ligado
por fuerzas electrostaticas a la superficie de los hongos pelletizados, esto

implica un fendmeno netamente superficial como se observa en la Figura 4.1.

Figura 4.1 Bioadsorcién del cation plata sobre la pared celular de C. cladosporioides

en forma de pellets (Anrango, 2009).
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4.2.1 Analisis estadistico aplicado al proceso de adsorcién

Una forma de validar la aplicacion del andlisis de varianza es mediante
el contraste de Levene (Martinez, 1995), de acuerdo al supuesto para la
homogeneidad de varianzas de los tratamientos aplicados, con un valor mayor
a 0,05 contrastado por Levene se acepta la hipotesis nula, misma que indica no
existir diferencia entre los tratamientos y que los resultados de la muestra son
producto exclusivamente de azar. Con los resultados obtenidos en el proceso
de adsorcion se tiene un valor de significancia 0,03 < 0,05 (Tabla 3.3); sin
embargo, se acepta la hipétesis nula porque este valor difiere en un 2% y esta

considerado dentro del rango normal.

Bajo la hipdtesis nula para el andlisis de varianza, la variabilidad entre
grupos no debera superar la variabilidad intra grupos. La Tabla 3.4 presenta un
valor de significancia de 0,0001<0,05, por lo que se rechaza la hipétesis nula
debido a que las medias de los grupos no son iguales, de este modo existe al
menos una diferencia entre las medias de los tratamientos aplicados y para

determinar esta diferencia se aplico la prueba de Tukey.

Mediante la prueba de Tukey (Tabla 3.5) se determin6 que a
concentraciones de 50 y 100 mg Ag'/L, se consigue un alto porcentaje de
adsorciéon 70,31y 71,26%, respectivamente. Estudios realizados por Novelo et
al., 2008 y Navarro et al., 2006, acerca de la remociébn metales pesados por
microorganismos indican que el porcentaje de adsorcion varia entre 37 y 97%,

dependiendo del biosorbente empleado.

4.3 Desorcién del catién plata contenido en pellets del hongo

La Figura 3.5 representa la velocidad de desorcion del cation plata (Ag”)
en funcion del tiempo con cada solucién regenerante. Empleando HNO3; — 4N,
la disminucion del catidon plata en los hongos pelletizados llega hasta una
concentracion de 1.0 mg Ag'/g, un estudio acerca de la cinética de adsorcién —

desorcion de metales indica que empleando &acidos o bases concentradas se
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logra un alto porcentaje de desorcién debido a que en el proceso de desorcion
se da una reaccion estequiométrica molar, es decir una mol del contaminante
por una mol del regenerante, ademas, teniendo en cuenta que tanto la
adsorcion como la desorcion son fendmenos de superficie donde intervienen

cargas electrostaticas (Barahona et al, 2005).

Utilizando NaCl — 1N como regenerante, no se logra disminucion del
cation plata contenido en los pellets del hongo, esta tendencia esta asociada al
equilibrio heterogéneo del i6n comun (Kotz, 1990). Al poner en contacto iones
cloruro CI' con cationes Ag* da como resultado el AgCl (precipitado) un sélido
gue puede permanecer adherido a la misma pared del hongo o si se encuentra
en solucién forma una fase insoluble debido a su constante de solubilidad, Kps
=1.8x10™"°.

Con las soluciones regenerantes preparadas a partir del -calcio:
CaS04-2H,0 — 0,02N y Ca (NO3)2-4H,0 — 1N, la desorcion de plata no es tan
significativa, este comportamiento se atribuye a la escasa concentracion de
iones calcio en la solucién regenerante, el sulfato de calcio es casi insoluble en
agua, Kps = 2,6x10™ a 25°C, de manera que existe muy poca posibilidad de

desplazar al cation plata por la ausencia de cationes calcio en solucion.

Por otra parte, el desplazamiento de un i6n por otro esta en funcién de
su dimensién, carga electrostatica, estructura, pH y temperatura (Battaner,
1993). Al momento de evaluar la competencia de iones por un cierto sitio de
afinidad en un sustrato, es muy importante tener en cuenta el radio atémico del
elemento para que ocurra un desplazamiento entre los iones competidores
(Leyva, 2005). En la Figura 4.2 se observa una interpretacion de lo que ocurre
en la pared celular del hongo cuando se emplea soluciones que contienen
iones monovalentes y divalentes que podrian desplazar al cation plata ligado a

la superficie celular del hongo.

Cuando la competencia es con el calcio la desorcion se puede
esquematizar como se presenta en la Figura 4.2 (A), el radio atémico del calcio

es 2.23 A mucho mayor al radio atomico de la plata, que es 1.75 A, de este

- 69 -



modo los cationes plata no pueden ser desplazados por el calcio porque son
mayores en tamafo. En la parte (B), se observa en cambio la competencia de
los cationes plata con el sodio, mismo que tiene un radio atomico de 2,23 A,
similar a lo que ocurre con el calcio, la diferencia de tamafio es el inconveniente
para este fendmeno, dado que puede haber desplazamiento; sin embargo el
sodio viene de la disolucion de la sal: NaCl, donde el CI"'y Ag® forman un
compuesto insoluble de manera que es imposible cuantificar la plata en
solucion. Finalmente en el apartado (C) se observa que el cation plata es
facilmente desplazado por el hidrégeno el cual tiene un radio atémico de 0,79 A
y al estar presente en demasia se hace facil el desplazamiento, a pesar de que

ambos son cationes monovalentes.

Figura 4.2 Mecanismo de desorcion del cation plata efectuado en la pared celular del hongo C.
cladosporioides en forma de pellets con diferentes soluciones como regenerantes (A) CaSO,
-2H,0 — 0,02N y Ca (NO3),-4H,0 — 1N (B) NaCl — 1N (C) HNO; — 4N (Anrango, 2009).
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Estudios realizados por Sanchez et al., 2008; Ramirez et al., 2002; Parra
& Espinoza, 2007 han demostrado que la pared celular de hongos pueden
bioadsorber metales reversiblemente y actuar de forma similar a como lo hacen
las resinas de intercambio i6nico. Dada la importancia del metal a recuperar la
plata, esta investigacion se enfoco en buscar una solucion regenerante con la
que se pueda eluir la mayor cantidad de plata bioadsorbida por pellets del
hongo. En la Tabla 3.6, se indica que utilizando una solucion de HNO3 — 4N, se
logra un 70% de desorcion del cation plata desde los pellets del hongo

cargados con diferentes concentraciones del metal.

4.3.1 Analisis Estadistico del modelo 2 — factorial dispuesto en un Disefio

Completamente al Azar para la desorcion

En la Tabla 3.6 se presenta la estadistica descriptiva del modelo
aplicado al proceso de desorcién de plata contenido en pellets del hongo.
Mediante el contraste de Levene (Tabla 3.7) con el valor de significancia 0,001
se rechaza la hipétesis nula para la homogeneidad de varianzas, sin embargo
con los resultados que se muestran a continuacion se puede afirmar que es
valido aplicar el disefio factorial a los datos de porcentaje de adsorcion

obtenidos.

En el ANOVA aplicado al disefio 2 — factorial 4x3 (Tabla 3.8), se describe

los valores de significancia para los tres efectos incluidos en el modelo:

1. Concentracion de plata en el hongo
2. Regenerante
3. Concentracion de plata en el hongo — Regenerante

Al haber encontrado que los datos estadisticos del nivel critico (F),
correspondientes a los efectos principales resultan significativos, es decir
existen diferencias entre los tratamientos, es de vital importancia realizar
comparaciones, con el fin de conocer las diferencias entre las medias de los

tratamientos y determinar aquella que sea Optima.
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En las Tablas 3.9, 3.10 y 3.11 se aprecian las medias estimadas del
porcentaje de desorcion de los factores y la interaccion. Con estas medias se
realiza la Prueba de Tukey. En la Figura 3.7 se verifica que la solucion
regenerante con la que se libera la mayor cantidad de plata contenida en

pellets del hongo, es el HNO3; — 4N.

4.4 Multiples ciclos de adsorcién —desorcion de los pellets del hongo

En la Tabla 3.15 se muestra la capacidad de adsorcién en el primero y
segundo ciclo de adsorcién. A una concentracion inicial de plata 100, 56 mg/L,
la capacidad de adsorcion en el segundo ciclo baja (7,91 mg/g). En cambio la
magnitud de desorcién a esta misma concentracion es moderadamente alta
(4,22 mg/g) (Tabla 3.14). Esto ultimo explica el porqué la capacidad de
adsorciéon en el segundo ciclo es baja, pues se cree que quedan varios sitios
reactivos ocupados con plata y que para una segunda adsorcidbn no estan
disponibles (Monge et al, 2008; Navarro et al, 2006 y Leyva et al, 2005).

Entonces si los hongos van a ser reutlizados en otros ciclos de
adsorcién es necesario conducir nuevos ensayos de biosorcién a fin de verificar
gue el biosorbente (pellets del hongo) regenerados mantienen su capacidad de
adsorcion. En esta investigacion, se comprob6 que la capacidad de adsorcion
en un segundo ciclo, no es afectada drasticamente en concentraciones
menores a 50 mg Ag'/L; mientras que para concentraciones mayores la

disminucion es cerca del 50%.

4.5 Reduccion del cation plata disuelto en la solucion regenerante
4.5.1 Electrdlisis de la solucién regenerante
En la Figura 3.9 se observa que la electrdlisis es un proceso eficiente

para reducir el cation plata a plata elemental contenido en la solucidon

regenerante cuando aplica 6V y 0,23A durante 60 minutos. Mientras que
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cuando se aplica una intensidad de corriente mas baja el proceso se hace lento
y se logra muy poca reduccion del cation en solucion (Pérez, 1991). Por otra
parte Netto, 2008 reporta que el HNO3z — 4N empleado como solucién
electrolitica es un buen conductor de corriente eléctrica. El catién plata que se
reduce a plata elemental esta disuelto en un exceso de é&cido y al aplicarse
una alta intensidad de corriente existe desgaste del electrodo, dificultando la
cuantificacion del metal, pues la solucién se mezcla con los finos del grafito,
haciéndose necesario filtrar la muestra para poder analizar la plata que queda

en solucidn.

En esta investigacion, la reduccion del catién plata a plata elemental
mediante la aplicacion del proceso electrolitico es bastante bueno (>60%). La
plata se acumula en el catodo como depdésitos solidos y es similar a la cantidad
de plata que se produciria estequiométricamente (ver Ecuacién 4.1) con esto
se afirma que mediante electrolisis se remueve plata elemental en forma de

depdsitos que se acumulan en el catodo.

4AQ* + 2H,0 - 4AQ° + O, + 4H" (Ecuacion 4.1)

4.5.2 Fotorreduccion con luz UV de la solucién regenerante

En la Figura 3.13 se observa el efecto de la luz UV y el catalizador en la
reduccion del cation plata. Es evidente que cuando estos dos elementos
actuan por separado, no se consigue reducir el cation plata presente en la
solucion regenerante. Ademas para que se produzca un cambio profundo en la
estructura quimica del contaminante, es necesario activar al catalizador por
medio de luz ultravioleta para generar el par electron — hueco (e’, h*) segun, lo
reporta Doménech, 2001. Los electrones libres pueden reducir facilmente los
iones metalicos que se encuentran en solucién acuosa y los puntos de carga
positiva, huecos reaccionan con las moléculas de agua y de oxigeno para
producir radicales OH, que a su vez reaccionan facilmente con los compuestos

organicos (Soriano et al, 2005).
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El TiO, empleado tiene una banda prohibida con una energia
aproximada de 3.9eV, la cual puede activarse con luz ultravioleta a longitudes
de onda A < 365 nm (Soriano et al., 2005). El TiO, que se utilizd6 para los
ensayos es una mezcla entre las dos fases cristalinas: anatasa — rutilo y en la
experimentaciéon se utilizé una longitud de onda de radiacién de 254 nm.
Ademas el tiempo estimado para la activacion del TiO, fue determinado
empiricamente, manejando como criterio principal, la reduccion total de la plata
en soluciébn. Como se observa en la Figura 3.13 a las 3 horas de iniciado el
proceso empieza a darse la reduccion de la plata. Este comportamiento en la
reduccion de la plata sugiere que el catalizador necesita de una etapa previa de

activacion (Rubiano & Laguna, 2004).

Adicionalmente, fue muy importante establecer la cantidad de TiO;
necesaria para lograr un alto porcentaje de reduccion. En la Figura 3.15 se
observa que a cantidades mayores a 0,5 g/L de TiO,, se logra una reduccién
completa del catidén plata. De acuerdo con Soriano et al, 2005, el proceso de
fotorreduccion es efectivo con una concentracion de 2 g/L de TiO,. Para una
solucion de 250 mL de AgNOg. Por consiguiente la concentracién de TiO, no es
un factor que influye en el mejoramiento del proceso, esto se evidencia al final
del proceso de fotorreduccién, pues en este estado, existe un conglomerado de
particulas de color rojizo (TiO, que reacciond) y aquella parte de catalizador

gue no reacciond presenta su color blanco normal.

Por otra parte el pH juega un papel muy importante en el proceso
fotorreductivo, como lo manifiesta Soriano et al., 2005, el valor de pH 6ptimo
para este proceso se encuentra en el rango de 0 — 8, ya que la mayor cantidad
de plata en este rango de pH se encuentra en forma idnica y
consecuentemente existe mayor factibilidad de reduccion a plata metalica. La
ecuacion 4.2 describe el proceso de fotorreduccion:

Ag* +TiO, - Ag° + TiIO, +h" (Ecuacion 4.2)
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Aplicando los siguientes parametros: concentracion de TiO, = 0,5 g/L y
24 horas de exposicion a luz UV, fue posible estandarizar la técnica para la
fotorreducciéon de la plata contenida en la solucién regenerante, como se lo

indica en la Figura 3.15.

4.6 Prototipo a nivel de laboratorio para el tratamiento del STS

proveniente de la Industria floricola

En la Figura 3.17, se muestra la fase de biooxidacion del STS presente
en el agua residual de floricola. En la figura se observa la variacién en la
concentracion de sulfatos y tiosulfato como funcion del tiempo. Notar que el
aumento en la concentracién de sulfatos es generado por la oxidacién del
tiosulfato, mediado por la bacteria Tungurahua 1, segun lo establecido por
Cumbal et al., 2008.

La segunda fase del tratamiento consistié en la bioadsorcion del cation
plata usando pellets del hongo C. cladosporioides. Este proceso se lo condujo
en un biorreactor acoplado un agitador mecanico que proporciond al reactor
una velocidad de rotacion de aproximadamente 100 rpm. Con este sistema se
logré un porcentaje de adsorcion del 92,67%, el cual es mayor al logrado con
los ensayos en lotes. La diferencia de porcentajes radica en la agitacion, pues

con los ensayos en lote la velocidad de agitaciéon fue de 40 rpm.

En la desorcion, tercera fase del tratamiento se obtiene un porcentaje de
recuperacion del cation plata del 98,73%, Esta elevada recuperacion del cation
ocurre por la mayor agitacion provocada al reactor. En consecuencia, se
comprueba que la agitacion es un parametro importante para estos dos
procesos de adsorcién y desorcion de la plata. Al existir movimiento de la fase
liguida con velocidades elevadas (>100 rpm), se reduce el espesor de la
pelicula del liquido en la interfase formada entre el seno del liquido y el solido
(pellets del hongo), de manera que se elimina la resistencia en la pelicula del
liquido y los cationes plata pueden facilmente alcanzar o liberarse de la pared

celular superficial del hongo.
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Finalmente con la fotorreduccion del cation plata a su estado elemental,
se alcanza una eficiencia del 97,71%. Los estudios realizados sobre reduccion
de plata por fotocatalisis demuestran que se logra una reduccion del 100% para
una concentracion 100 mg Ag'/L (Soriano et al.,, 2005). Los resultados
obtenidos con el prototipo de laboratorio son similares a los logrados con

pruebas en matraces, validando consecuentemente este prototipo.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

v La pelletizacibon de las esporas del hongo Cladosporium
cladosporioides es una forma de acondicionar a la biomasa que sera utilizada

como biosorbente en los procesos de adsorcion — desorcion de plata.

v La ventaja de utilizar pellets del hongo es por la uniformidad en

tamanfo, estructura, facil manipulacion y su reutilizacion.

v La remocion de plata mediante biomasa pelletizada es un
fendbmeno netamente fisico dado por fuerzas electrostaticas entre grupos

funcionales de las proteinas de la pared celular fungica y el cation plata.

v El pH es una variable determinante en el proceso de adsorcion,
debido a que el pKa de los grupos funcionales de la asociacion quitina —
glucoproteinas esta en el rango de 4 a 5; es decir que a pH mayor a 5 se
exhibe con predominancia carga negativa y de esta manera se da la captura

del catién plata.

v La pared celular fungica se satura del contaminante cuando ha
alcanzado una capacidad de adsorcion de 16 mg Ag‘/g de hongo en peso
humedo y mediante un analisis estadistico se determiné que la mayor
adsorcion de plata por pellets del hongo se consigue con concentraciones de

100 mg Ag'/L, presentando un porcentaje de adsorcion del 71, 26%.

v La desorcién de plata contenida en pellets del hongo ocurre
debido al desplazamiento del cation plata por los iones monovalentes (H*, Na*)

y divalentes (Ca™™) presentes en las soluciones regenerantes.
v Diferentes comportamientos se encontraron al aplicar cuatro

soluciones regenerantes en la desorcion del cation plata contenido en pellets

del hongo, mediante el andlisis estadistico se determind que el HNO3 — 4N, es
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el regenerante Optimo, con el que se logra liberar la mayor cantidad de plata
bioadsorbida por pellets del hongo.

v Aplicando el HNO3; — 4N a la biomasa cargada con diferentes
concentraciones de plata se logra un porcentaje de recuperacion del metal de
aproximadamente 70%, debido a que los iones hidrégeno tiene un radio
atomico pequefio y al estar presente en alta concentracion desplazan con

facilidad al cation plata.

4 Los pellets del hongo mantienen su capacidad de adsorcion tras
Su regeneracion para concentraciones menores a 50 mg Ag'/L; mientras que
para concentraciones mayores la capacidad disminuye en un 50%, esto ocurre
porque no se logra una desorcion completa a concentraciones de 100 mg
Ag’/L, es decir alin quedan sitios reactivos ocupados por cationes plata.

v Las mejores condiciones experimentales para la reduccion del
catibn plata mediante electrolisis son: 6V — 0,2A y 60 minutos. Con estas
condiciones el porcentaje de reduccion de plata es del 70,37%.

v Durante el proceso electrolitico el electrodo (catodo) en el cual se
deposita la plata elemental presenta una leve coloracién plateada en su
alrededor para cuantificar el fenébmeno de transformacion es necesario diluir el

electrodo en acido nitrico al 5%.

v El proceso de fotorreduccion consigue reducir el cation plata a
plata elemental, bajo las siguientes condiciones: longitud de onda (A= 254nm),
sélido semiconductor (TiO, = 0,5 mg/L), tiempo de exposicion (24 horas) y se

logra un porcentaje de reduccion del cation plata del 85,47%.

4 La intervencion de un sélido semiconductor TiO,, en el proceso
electrolitico es con finalidad de activar el par (electréon — hueco), los electrones
libres reducen al cation metélico y los huecos reaccionan con el agua y el

oxigeno para producir radicales OH.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

v Las bacterias y los hongos que fueron aisladas de la serrania
ecuatoriana deben ser mantenidas en un cepario para posteriores aplicaciones

0 para pruebas de un potencial prototipo a nivel industrial.

v Durante el proceso de pelletizacion del hongo, se debe tener muy
en cuenta el grado de agitacion y el volumen de medio que se va agitar a fin de

evitar una aglomeracién heterogénea de esporas.

v La plata es un elemento fotosensible a la luz visible de manera
que es recomendable trabajar en condiciones de obscuridad para evitar la
precipitacion de cualquier composicion del metal.

v Durante los ensayos de adsorcion, el control del pH es de vital
importancia ya que a un pH mayor a 9 la plata tiende a precipitar en cambio a
pH &cido la plata compite con los iones H™.

v Tener en cuenta las medidas de bioseguridad durante la
manipulacion de reactivos en especial del &cido nitrico, esto evitard problemas

de contaminacion por inhalacién de vapores o por contacto cutaneo.

v La exposicion del personal de laboratoristas a los rayos
ultravioletas debe ser minima y se debe proteger principalmente la vista con
gafas adecuadas y mascarilla debido a que en el ambiente se produce ozono

gue es muy perjudicial para la salud.
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ANEXOS

Anexo A: Medios para el cultivo de C.cladosporioides

Medio soélido para el cultivo de esporas

Nutriente Cantidad (g/L)

PDA 30.0
C11H12N2Cl,05 0,50
Agua destilada 10L

Medio liquido para formacién de pellets

Nutriente Cantidad (g/L)

NaNO3 3.00

KCI 0,50
MgS0,.7H,0 0.50
FeSO,.7H,0O 0,01
KoHPO, 0,10
C12H220 1.00
Agua destilada 10L
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Anexo B: Prototipo para el tratamiento del agua residual de floricola

1" Etapa: Biooxidacion 2% Etapa: Bioadsorcion

3" Etapa: Desorcion 4™ Etapa: Fotorreduccion




Anexo C: Medio de cultivo para la bacteria Tungurahua 1

Nutriente Cantidad (mg/L)
Na,HPO, 1,2
KH2PO,4 1.8
Mg SO,4. 7H,0 0,1
(NH4)2SO,4 0,1
CacCl, 0,03
FeCls 0,02
MnSQO, 0,02
Na,S,03 10,0
Agua destilada 10L
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Anexo D: Poblacién muestreada en el proceso de Adsorcién

Concentracion Porcentaje
(mg Ag™/L) Adsorcién (%)
20 53,16
20 47,86
20 57,94
20 56,21
20 53,02
50 66,33
50 71,88
50 71,1
50 71,88
50 70,38
100 65,98
100 61,28
100 73,66
100 75,56
100 79,83
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Anexo E: Factores intersujetos

(mg/L) Etiqueta del valor

Concentracion 20
50
100
Regenerante 1 CaS0,4:2H,0
2 NaCl
3 Ca (NO3),-4H,0
4 HNO3

20
20
20
15
15

15

1 = Sulfato de calcio heptahidratado
2 = Cloruro de Sodio
3 = Nitrato de calcio
4 = Acido nitrico
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Anexo F: Poblacién muestreada en el proceso de Desorcién

Concentracion Regenerante Porcentaje
(mg Ag'/L) Desorcion (%)
20 1 28,09
20 1 29,76
20 1 30,76
20 1 21,21
20 1 23,81
20 2 2,13
20 2 3,41
20 2 4,35
20 2 3,77
20 2 4,9
20 3 33,33
20 3 41,25
20 3 20,78
20 3 37,29
20 3 31,01
20 4 72,67
20 4 69,59
20 4 70,04
20 4 67,85
20 4 68,95
50 1 19,38
50 1 19,33
50 1 14,71
50 1 16,88
50 1 16,47
50 2 1,74
50 2 3,33
50 2 2,53
50 2 2,93
50 2 2,73
50 3 33,57
50 3 26,36
50 3 26,67
50 3 30,12
50 3 31,84
50 4 70,58
50 4 76,38
50 4 70,04
50 4 73,48
50 4 72,03
100 1 10,12
100 1 13,5
100 1 10,91
100 1 12,65
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100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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11,81
3,64
3,85
3,74
3,69
3,77

23,75

32,57

28,16

25,95

30,36

62,86

73,68

68,27

65,56

69,62
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