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1. RESUMEN

Los tensioactivos son el componente mas importante en la formulacién de productos de
limpieza tanto para productos domésticos como para productos industriales, comprendiendo
entre el 15y el 40% del contenido total de un detergente.

De acuerdo con la parte polar de la molécula, pueden clasificarse en cuatro grupos:
anionicos, catidnicos, no idnicos y anfotéricos; centradndose el presente trabajo en los anidnicos

y no iénicos

Hoy en dia, los detergentes normalmente contienen mezclas concretas de diferentes
tipos de tensioactivos de manera que se vea optimizada su detergencia o capacidad de
limpieza y sean inocuos para la piel. Sin embargo practicamente ninguno es inocuo para la

flora y fauna de ecosistemas acuaticos.

El uso masivo de tensioactivos en detergentes, y otros productos como las
formulaciones cosméticas por ejemplo, implica la necesidad de tensioactivos que sean

biodegradables y de la mas baja toxicidad posible.

La ecotoxicidad, definida como el impacto medioambiental de productos quimicos, es
sin embargo relativamente alta en el caso de tensioactivos como resultado de su actividad

superficial y su accién contra membranas bioldgicas (Jurado, 2011).

Esta constatado bibliograficamente (Narkis, N y Col., 1980; 1987) que el ozono es un
oxidante muy efectivo de tensioactivos. Sin embargo es raro producir una mineralizacion

completa, existiendo por tanto un alto numero de subproductos de la ozonizacién.

Los productos de la reaccién pueden ser mas o menos téxicos que el tensioactivo de
partida y presentar mayor o menor biodegradabilidad, por lo tanto en el presente trabajo fin de
master se ha ensayado la influencia que tiene el uso del ozono en la degradacién tensioactivos
aniénicos y no-iénicos, de cara a estudiar el impacto que tiene sobre la biodegradacién y la

toxicidad de los mismos.
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2. OBJETIVOS

En el presente Trabajo Fin de Méaster como objetivo fundamental se pretende analizar y
evaluar la biodegradabilidad y toxicidad de tensioactivos no i6nicos comerciales:
alquilpoliglucésidos (APG) y alcoholes grasos etoxilados (AGE) y tensioactivos aniénicos
comerciales: derivados de acidos alquil éter carboxilicos y lineal alquilbenceno sulfonato (LAS),

ampliamente utilizado en formulaciones comerciales, con objeto de comparacion y referencia.

e Seguimiento de la evolucion de la degradacién por ozono de distintas familias de
tensioactivos.

e Comparacién de la biodegradabilidad de distintas familias de tensioactivos antes y
después de ser ozonizados aplicando los métodos oficiales: ensayo estatico (UNE 55-
844-91)

e Comparacién de la toxicidad de distintas familias de tensioactivos antes y después de
ser ozonizados mediante ensayos de inhibicion con V.fischei y P.putida.
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3. INTRODUCCION

Los tensioactivos son el componente mas importante en la formulacién de productos de
limpieza tanto para productos domésticos como para productos industriales, comprendiendo
entre el 15 y el 40% del contenido total de un detergente. En el afio 2011 se consumieron en
torno a medio millén de toneladas de detergentes en Espafa.

Histéricamente, dos de los tensioactivos mas usados han sido los sulfonatos de
alquilbenceno lineal (LAS) y los alquilfenoles etoxilados (NPEO,). Sin embargo el hay un uso

creciente en el uso de tensioactivos no iénicos y de los llamados detergentes verdes.

Las propiedades conocidas de los tensioactivos y sus aplicaciones generales hacen

necesaria una forma eficiente y lo mas barata posible para su eliminacién y descomposicion.

Los métodos de eliminacion de tensioactivos pueden dividirse en tres grupos:

mecanicos, quimicos y fisicoquimicos, y biolégicos. Siendo los biolégicos los mas utilizados.

Sin embargo, hay tensioactivos que inhiben o disminuye la actividad microbioldgica en
biorreactores de depuracién, por lo cual el ozono, como etapa previa a los biorreactores de
degradacién en cualquier sistema de depuracién en el que existan tensioactivos en disolucion
puede ejercer un efecto positivo al degradar parte de los tensioactivos y transformarlos en

productos menos téxicos y mas biodegradables.

El presente trabajo fin de master se centra en la influencia que tiene el uso del ozono en
la degradacion de tensioactivos anidnicos y no-ibnicos, de cara al impacto sobre la

biodegradacién y la toxicidad de los mismos.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 21 de 312



3. INTRODUCCION Alejandro Burgos Cara

3.1. Clasificacion de los tensioactivos

Desde el punto de vista comercial los tensioactivos se venden de acuerdo a su uso, es
decir a su propiedad de mayor interés practico en cuanto a la aplicacion: jabén, detergente,
emulsionante, bactericida, inhibidor de corrosién, dispersante, tensoactivo, humectante, etc.

Sin embargo, la mayoria de los tensioactivos poseen varias de estas propiedades a la
vez y por lo tanto una clasificacién de este tipo seria muy confusa. Se prefiere clasificar los
tensioactivos de acuerdo a su tipo de molécula, mas particularmente en base al tipo de
disociacion de la molécula en solucion.

De acuerdo con su cabeza polar, pueden clasificarse en cuatro grupos: anionicos,
catiénicos, no iénicos y anfotéricos.

En el presente trabajo, los tipos de tensioactivos elegidos han sido:

e Tensioactivos anidnicos

e Tensioactivos no-idbnicos

3.1.1. Tensioactivos anidnicos

Son aquellos que en solucién acuosa se disocian en un anion anfifilo y un catién, el cual
es generalmente un metal alcalino o un amonio cuaternario. A este tipo pertenecen los
tensioactivos de mayor produccion: detergentes como alquilbenceno sulfonatos, jabones o

sales de acidos carboxilicos grasos, espumantes como el lauril éster sulfato etc.

De este tipo de tensioactivos se han elegido los siguientes tensioactivos:

e PETRELAS550 (LAS-Ri1.14), Cepsa; de la familia de los Alquiloenceno Sulfonato
Lineales.

e AKYPO®RLM-100 (EC-R1214E10), Kao Korporation de la familia de los Acidos Alquil Eter
Carboxilicos.

3.1.2. Tensioactivos no-iénicos

Por orden de importancia industrial vienen justo después de los anibénicos, cuya
produccion hoy en dia esta aumentando. En solucién acuosa no forman iones, ya que su parte
hidrofilica estd formada por grupos polares no ionizados como: alcohol, tiol, éter o éster. Una
gran parte de estos surfactantes son alcoholes o fenoles etoxilados (lavaplatos, champus).
Ciertos derivados del sorbitol producen tensioactivos no-toxicos para uso farmacéutico o
alimenticio.
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De este tipo de tensioactivos se han elegido los siguientes tensioactivos:

e Glucopone® 600 CS UP(APG-R12.14DP15), SIGMA de la familia de los
Alquilpoliglucésidos.

e FINDET® 1214N-23 (FAE-R12-14E11), Kao Korporation de la familia de los Alcoholes
Grasos Etoxilados.

3.2. Caracteristicas y propiedades de los tensioactivos utilizados

3.2.1. Alquil (poli) Glucésidos (APG)

Los alquil glucésidos y poliglucésidos son estables a pH alto, pero no a pH bajo ya que
se hidroliza la estructura liberando el azucar y el alcohol graso. Sus soluciones acuosas no
presentan una reduccion de hidrofilicidad al aumentar la temperatura, lo que los diferencia

notablemente de los tensioactivos etoxilados.

Estas y otras caracteristicas hacen que estas sustancias sean usadas en la formulacion
de detergentes para todo uso gracias al efecto sinérgico que se produce al asociarlos con
tensioactivos aniénicos, que es mas pronunciado que el observado con tensioactivos no-

idnicos clasicos.

Esta sinergia ha facilitado la formulacion de productos con la misma concentracion de
materia activa pero mas efectivos o productos con sustancias activas reducidas sin influir en su
calidad.

Han sido usados igualmente en la formulacion de productos de cuidado personal
valiéndose de su escasa agresividad contra la piel y el cabello, ademéas de su compatibilidad
ecoldgica. Estos compuestos son capaces de estabilizar espumas dando aspectos aun mas
cremosos que los obtenidos con alquil éter sulfatos

3.2.2. Alcoholes Grasos Etoxilados (AEG)

Los alcoholes grasos etoxilados son utilizados ampliamente por sus propiedades
humectantes y emulsificantes. Poseen propiedades Utiles como dispersantes, solubilizantes,
agentes emulsificantes y lubricantes para fibras.

Se utilizan en limpiadores de superficies duras, limpiadores para suelos, desengrasante

y en detergentes pesados liquidos y en polvo.
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3.2.3. Sulfonato de Alquilbenceno Lineal

Los sulfonatos de alquilbenceno lineales son muy solubles en agua, incluso a baja
temperatura, tienen muy buena accidon detersiva, elevado poder espumante, gran
biodegradabilidad, facilidad de procesado y escaso coste de fabricacion. Son muy estables y
compatibles con todo tipo de ingredientes presentes en los productos en los que se emplean.

En vista de sus buenas propiedades detergentes y el escaso impacto sobre el medio
ambiente, los sulfonatos de alquilbenceno lineales son muy usados para fabricacién de todo
tipo de detergentes para lavado de ropa y vajillas, champus, etc. Para estos usos, se usan
cadenas alquilicas de 10-13 atomos de carbono, pues las cadenas mas largas son poco
solubles. Los alquilbencenos con mas de 13 atomos de carbono son solubles en disolventes
organicos y se emplean como lubricantes en procesos de corte y taladrado, para fabricacion de

pesticidas, procesos de flotacion de minerales, etc.

3.2.4. Acidos Alquil Eter Carboxilicos

Se utilizan como tensioactivos de baja formacion de espuma, y en productos que van a

estar en contacto con piel y 0jos ya que son poco irritantes.
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3.3. Aplicaciones de los Tensioactivos

Los tensioactivos, poseen una gran versatilidad y se utilizan en multitud de aplicaciones:

productos farmacéuticos, formulaciones detergentes, operaciones con metales, flotacion,

alimentacion, etc.

En la Tabla 3.1 se muestran los diferentes campos de aplicacion en diversas industrias

y los tensioactivos mas utilizados en ellas (Ortega, 2009).

Tabla 3.1. Campos de aplicacion de los tensioactivos en la industria (Ortega, 2009)

TIPO DE INDUSTRIA

TENSIOACTIVO

CAMPOS DE APLICACION

Acilgliceroles

Esteres de sorbitano

Emulsionantes

) ) 5 . ) ) Humectantes
Alimentaria Copolimeros de éxido de etilenopropileno, i
) Antiespumantes
Alquilsulfatos, Esteres de o i )
o Limpieza de instalaciones
poliglicol
Nonilfenoles polietoxilados Humectacion/penetracion
Alcoholes grasos polietoxilados Desengrase
) Monoésteres de acidos grasos sulfatados  Curticion
Curtidos ) ]
Alquilsulfatos Tintura
Alquilnaftalensulfonatos, Ligninsulfonatos, Engrase

Aceites saturados

Pastas de pigmento

Pinturas, tintes y lacas

Condensados de naftalensulfonato y
formaldehido

Alquilsulfato, Dialquilsulfosuccinato
sadico, Alcoholes grasos polietoxilados,

Aminas polietoxiladas

Dispersion de pigmentos
Modificadores de fluidez

Emulsionantes de resinas

Alquilbenceno sulfonatos

Nonilfenoles polietoxilados, Esteres

Emulsificacion de plaguicidas y

herbicidas

Agricultura
fosfatados, Poliglicoles, Aceites Humectacién y dispersion
sulfatados Emulsiones oleosas
Emulsiones de cremas
Esteres de poliglicol cosmeéticas
Oxidos de amina Champues, geles
Cosmética Alcoholes grasos polietoxilados Jabones de tocador

Alquilpoliéter sulfatos, Alcano lamidas,

Alquilbetainas, Dialquilsulfosuccinatos

Solubilizantes de perfumes
Emulsionantes para aceites

esenciales
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Tabla 3.1. (Continuacion) Campos de aplicacion de los tensioactivos en la industria (Ortega, 2009)

TIPO DE INDUSTRIA

TENSIOACTIVO

CAMPOS DE APLICACION

Algquilbenceno sulfonatos
Olefin-silfonatos
Parafin-sulfonatos

Sulfatos de alcoholes grasos
polietoxilados

Detergentes en polvo
Detergentes liquidos
Estabilizadores de espuma
Productos limpieza de

Detergentes ) ) o
Alquil polieter sulfatos superficies duras
Oxidos de amina, Alquilfenoles Sanitarios
polietoxilados, Alcano lamidas, Productos lavavajillas
Sulfonatos de acidos grasos, Sales de Limpiadores textiles
amonio cuaternario
o Agentes humectantes de la
Esteres de poliglicoles
o pulpa
Alcoholes grasos polietoxilados o
] ] ) ] Eliminacion de espuma de la
Papelera Polipropilen-glicoles, Aminas |
pulpa

polietoxiladas, Nonilfenoles

polietoxilados

Emulsionantes de ceras

Reutilizacién del papel

Petréleo y derivados

Alquilpoliéter sulfatos
Ligno-sulfonatos

Alcano lamidas

Imidazolinas, Poliglicoles, Esteres
sulfonados, Alquilbenceno sulfonatos

Solubilizantes del agua e
inhibidores de corrosion
Ruptura de emulsiones
Dispersantes

Recuperacién del petréleo
Eliminacién de mareas negras

Plasticos y gomas

Alqguilbenceno sulfonatos

Alcoholes grasos polietoxilados
Alquilsulfatos

Copolimeros 6xido de etileno-propileno
Amidas polietoxiladas,
Dialquilsulfosuccinato sodico, Sales de

amonio cuaternario

Emulsionantes para la
produccién de emulsiones de
polimeros

Agentes antielectrostaticos
Modificadores de viscosidad
Controladores del olor

Polimerizaciéon en emulsion

Textiles

Alquilbenceno sulfonatos

Nonilfenoles polietoxilados

Sales de amonio cuaternario

Aceites naturales polietoxilados,
Alcoholes frasos polietoxilados,

Esteres de poliglicol, Esteres sulfonados,

Sulfonatos de petréleo

Detergentes y auxiliares de
humectacion

Agentes antielectrostéticos
Suavizantes y lubricantes
Aceites autoemulsionables

Jabones para limpieza en seco
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La detergencia es (al menos en cuanto a tonelaje) junto a la cosmética, la aplicacion
principal de los tensioactivos (Deleu, 2004). La perfumeria se relaciona como rama auxiliar de

éstos y en menor proporcion, el mercado de los alimentos y el de los farmacos.

Un detergente se define como aquel agente que es capaz de realizar una accion
detersiva, es decir, que es capaz de lavar. Por ejemplo, el agua pura es un detergente, ya que
por si sola puede lavar, aun sin ser ella misma un tensioactivo. Pero no obstante, los
detergentes comerciales son normalmente mezclas complejas de tensioactivos con otros
aditivos: alcalis, secuestrantes de iones, dispersantes, oxidantes, blanqueantes, colorantes,

perfumes, cargas, etc.

Otra ventaja muy importante que presentan los detergentes, es que al ser productos de
sintesis, pueden ser disefiados estructuralmente para aplicaciones concretas permitiendo una
gran flexibilidad en la fabricacién, independientemente del disefio completo de cada

formulacion especifica.

La Tabla 3.2 muestra composiciones orientativas de algunos ejemplos de formulaciones
detergentes.

Tabla 3.2. Composicion de algunos detergentes (Baildn, 2003)

PRODUCTO COMPOSICION

Tensioactivos anionicos (LAS y FAS), jabones, alcalis, secuestrantes,
Detergente textil lavadora dispersantes, blanqueantes basados en oxigeno, activadores,
blanqueantes 6pticos, enzimas, colorantes, perfume, cargas
Suavizante textil Tensioactivos catidnicos, perfume, colorante
. Tensioactivos anionicos (LAS y LESS), tensioactivos no iénicos
Lavavajillas manual ) )
(Dietanolamida de coco), conservante, perfume, colorante
o Tensioactivos no  idnicos, tensioactivos aniénicos, glicoles,
Limpia hogar
secuestrantes, perfume, colorante
Limpia cristales Alcoholes, tensioactivos aniénicos, perfume
Tensioactivos no idnicos, alcalis, secuestrantes, dispersantes, oxidantes,

Lavavajillas de maquina
colorantes
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3.4. Produccion y consumo de tensioactivos

La produccion mundial de tensioactivos alcanza unos 12.5 millones de toneladas por
afio, con un incremento anual estimado de 500.000 toneladas (Edser, 2006).

En Europa se estimé una produccion total de tensioactivos de 2.48 millones de
toneladas para el afio 2000, de los cuales un 49.6% corresponde a no iénicos, un 40.2% a
tensioactivos aniénicos, un 8.3% a catidnicos y un 1.8 % a la produccion de anfoteros (Umsicht,
2003). En 2007, la producciéon supero los 3 millones de toneladas Unicamente en Europa
Occidental (CESIO, 2008).

Considerando la produccién total de tensioactivos, alrededor del 60% corresponde a
tensioactivos utilizados en detergentes domésticos, mientras que un 30% es empleado en
aplicaciones técnicas e industriales, un 7% en limpieza industrial y 6% en productos de higiene
corporal (Edser, 2006). En la Figura 3.1 se representa el consumo total de tensioactivos para el
afio 2006 en las principales regiones del mundo.

4.2% 2.8%
6.9%

| Africa

8.6% 26.7% W EE.UU. Y Canada
@ Europa Occidental
M China

11.4% M@ Centro Europa y Europa Oriental
E Latino America

OJapon

@ Oriente Medio
15.6%

23.9%

Figura 3.1. Consumo mundial de tensioactivos durante el afio 2006. (Janshekar y Col., 2006).

3.4.1. El sector de detergentes en Espafia

El sector de detergentes y productos de limpieza fabrica una amplia variedad de
productos, la mayoria destinados al consumo domestico pero con una parte cada vez mas

importante de productos para uso industrial e institucional.

Es un sector orientado fundamentalmente al mercado nacional, cuyo comercio exterior,

aunque reducido, presenta un saldo positivo. Es un sector tipicamente transformador.

Master en Ciencia y Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | P&gina 28 de 312



3. INTRODUCCION Alejandro Burgos Cara

3.4.2. Evolucion del sector

Tras varios afos de pesimismo, el pensamiento actual del sector de la detergencia
refleja un claro optimismo dadas las buenas expectativas respecto a la evolucion futura del

sector. Ello es debido en parte al comportamiento del sector en 2010, que fue claramente mejor
gue en el afio 2009.

En lineas generales, los primeros meses del afio 2010 mostraron cifras algo mas
optimistas, ya que la consultara IRI, en su TAM de febrero de 2010 apuntaba un incremento del
0,7% en valor, si bien la reduccion de las unidades vendidas se situaba en el 1,3%.

Segun estos datos, las Unicas categorias que experimentaron crecimiento fueron las de
detergentes para el lavado a mano (3,4% en valor y 7,6% en volumen, aunque no pudieron
compensar el desplome del resto de productos de detergencia para la ropa), lavavajillas y
desinfectantes, y liquidos fuertes, todos con incrementos tanto en volumen como en valor
(Ingenieria Quimica, 2011).

En la Figura 3.2 se representa la evolucion del consumo de detergentes (excluidos los
jabones) en Espafia, durante los afios 2000-2012. Existe un claro un aumento del consumo
total de detergentes durante los ultimos afios, pasando de un valor de 340 a 427 millones de
kilogramos, lo que supone un aumento total del 80% (INE, 2012).

Produccién industrial
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Figura 3.2. Evolucién del consumo de detergentes en Espafia durante los afios 1993-2010. (INE, 2012).
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En 2005, se fabricaron mas de 2,5 millones de toneladas de LAS en todo el mundo,
esperando llegar a 3,4 millones de toneladas para 2010. Del consumo total de tensioactivos, un
40% corresponde a estos compuestos.

Asimismo, a nivel nacional, se observa un consumo fluctuante para los tensioactivos
anionicos, sin apenas incremento en valores absolutos durante la Gltima década (Fig. 3.3). Para
el resto de tensioactivos el consumo aumenta claramente, siendo mas acusado en el caso de
los tensioactivos catidnicos, superando ligeramente el consumo de anidnicos a partir del afio
2002 (INE, 2006).

Evolucién del consumo
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Figura 3.3. Evolucién del consumo de tensioactivos por tipo en Espafa durante los afios

1993-2010 (INE, 2012).
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3.5. Implicaciones medioambientales de los tensioactivos

Las aplicaciones y ventajas de los tensioactivos son ampliamente conocidas, tanto a
nivel industrial como a nivel econdmico y sanitario. Sin embargo, desde un punto de vista
medioambiental, estos son considerados como unos de los principales contaminantes de los

medios acuaticos.

Tras la utilizacion de tensioactivos, estos llegan, en el mejor de los casos a las
estaciones depuradoras a través de las aguas residuales urbanas e industriales, aunque
también hay que tener en cuenta que en determinados casos son vertidos directamente al

suelo, pudiendo llegar a las aguas superficiales.

Principalmente los tensioactivos se han usado: en la industria textil, con el propdsito de
adoptar procesos generales de limpieza, hilado, tejido y terminado de un amplio rango de
fibras; en la agricultura, como emulsificadores en la produccion de pesticidas liquidos y para
mejorar las propiedades de mojado y adhesion a los microrganismos indeseados; en la
industria papelera, como dispersante en el procesado de la pasta y para el destintado
(Talmage, 1998).

Muchos fendmenos indeseados en las aguas residuales estan relacionados con la
presencia de tensioactivos. Estos tienen una accion destructiva sobre la fauna y la flora
presente en las aguas superficiales provocando su eutrofizacién. Algunos tensioactivos
provocan la inhibicion del crecimiento de algas incluso a concentraciones de 1mg/L, y las dosis
toxicas en peces suelen estar en el rango de 2 a 8 mg/L (Ledakowicz, 2005). En humanos, los
tensioactivos presentan solo una ligera toxicidad, sin embargo pueden provocar alergias

cutaneas.

Durante el tratamiento de las aguas residuales, un elevado porcentaje de estos
compuestos es eliminado mediante procesos de biodegradacion y adsorcién en los solidos en
suspension presentes en las aguas, mientras que los metabolitos generados son dispersados

en los diferentes compartimentos ambientales (Ying, 2006).

Los metabolitos de tensioactivos no idnicos, como por ejemplo el nonilfenol o el
nonilfenol monoetoxilado, son especialmente peligrosos por su caracter disruptivo a nivel
endocrino y por lo tanto potencialmente dafiinos para el medioambiente (Fuerhacker y col.,
2001)

3.5.1. Normativa sobre tensioactivos y medio ambiente.

La primera legislacion fue establecida en Alemania en 1961, donde se exigia que la

biodegradabilidad de los tensioactivos anidnicos fuese del 80%. Posteriormente surgieron

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 31 de 312



3. INTRODUCCION Alejandro Burgos Cara

directivas relativas a la biodegradabilidad de tensioactivos utilizados en las formulaciones de
detergentes.

Actualmente el que esta en vigor es el Reglamento (CE) n°648/2004 del Parlamento
Europeo y del consejo de 31 de Marzo de 2004 sobre detergentes en su version consolidada
del 27 de Junio de 2009, que derogé las Directivas 73/404/CEE, 73/405/CEE, 82/242/CEE,
82/243/CEE y 86/94/CEE y la Recomendacion 89/542 de la Comision relativa al etiquetado de
detergentes, y con el que se armonizé de manera uniforme y simultanea la normativa de todos

los Estados miembros, simplificando futuras adaptaciones.

El objetivo principal de este reglamento es conseguir una mayor proteccion del medio
ambiente incluyéndose una legislacion mas restrictiva, abarcando todos los tipos de
tensioactivos e imponiendo para los detergentes unos métodos de ensayo mas estrictos sobre

la biodegradabilidad final, y no ya sobre la inicial.
De forma resumida el reglamento establece que:

e La biodegradabilidad primaria se considerara satisfactoria en un nivel minimo del 80 %,
medida de conformidad con los métodos de ensayo especificados en el Anexo Il

e La determinacion de los tensioactivos anionicos en los ensayos se realizara con el
analisis de sustancias activas al azul de metileno (MBAS).

o La determinacién de los tensioactivos no ionicos en los ensayos se realizara con el
método de sustancias activas al bismuto (BIAS).

e La determinacion de los tensioactivos catidénicos en los ensayos se realizara con el
analisis de sustancias activas al azul de disulfina (DBAS)

e La determinacion de tensioactivos anfotéricos en los ensayos se hara mediante analisis

utilizando los procedimientos siguientes:

1) Si no hay catibnicos: Método usado en la Republica Federal de
Alemania (1989) DIN 38 409-Teil 20.

2) En los demas casos: El método Orange Il (Boiteux, 1984).

e Los tensioactivos de los detergentes se consideraran biodegradables si el nivel de
biodegradabilidad (mineralizacion), es de al menos un 60 % en un plazo de 28 dias,

medida segun los métodos de ensayo especificados en el Anexo lll.
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3.5.1.1. Legislacién a nivel Estatal.

A nivel estatal la Legislacion (BOE, 1985) especifica que la biodegradabilidad de un
producto tensioactivo aniénico ha de ser de un 80% del porcentaje de biodegradacion de un
dodecil-benceno sulfonato sédico lineal.

Para los vertidos resultantes de la actividad industrial a los cauces publicos, el limite de
concentracion en tensioactivos aniénicos esta en el margen de 2-6 mg/L, dependiendo de las
caracteristicas del entorno (BOE, 1986); en cambio, para los vertidos industriales a la red de
saneamiento y que, por tanto, han de someterse posteriormente a un tratamiento en EDAR, se
admiten valores limites de concentracion de tensioactivos mas elevados, en el margen 10-30
mg/L, dependiendo de las Administraciones locales, y en su defecto, de las Comunidades

Autdbnomas.

La concentracion limite admisible para el contenido de tensioactivos en aguas
superficiales continentales empleadas en la obtencion de agua potable para el consumo

publico, esta entre 0.2 y 0.5 mg/L, segun el tipo de tratamiento a que se someta (BOE, 1988).

Para aguas ya tratadas que se destinan a consumo publico, la reglamentacion

establece una concentracion limite de tensioactivos anionicos de 0.2 mg/L (BOE, 1990).

3.5.1.2. Legislacion a nivel de Andalucia

En la Comunidad Auténoma Andaluza el Decreto 14/1996, de 16 de Enero, aprobé el
reglamento de calidad de las aguas litorales (BOJA, 1996). Tras definir el marco normativo de
actuacién para preservar y mejorar la calidad de las aguas litorales en la Ley de Proteccion
Ambiental de la comunidad andaluza, se establecen los limites de vertido y los métodos de

analisis correspondientes.

En el Anexo | del Reglamento se establece que no podran autorizarse vertidos al
dominio publico maritimo-terrestre cuya carga contaminante en detergentes supere los limites
siguientes: 5 mg/L (media mensual); 20 mg/L (media diaria) y 50 mg/L (valor puntual). Como
método de andlisis para detergentes se especifica la espectrofotometria de absorcion
molecular con un limite de deteccidon de 0.001 mg/L. Se trata por tanto de una legislacion
general que no distingue entre los distintos tipos de tensioactivos y que Unicamente contempla

un método de analisis de biodegradabilidad primaria y no final.
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En 1997 se publicé la Orden de la Consejeria de Medio Ambiente de 14 de Febrero de
1997, por la que se clasifican las aguas litorales andaluzas y se establecen los objetivos de
calidad de las aguas afectadas directamente por los vertidos (BOJA, 1997). Con arreglo a las
exigencias y limitaciones de vertidos establecidas en las normas comunitarias y en el
ordenamiento espafiol, se fijan para los detergentes los siguientes limites de vertido en funcién
de la clasificacion de las aguas: 100 ug/L (aguas especiales); 300 ug/L (aguas limitadas); 200

Mg/L (aguas normales); 200 pg/L (aguas menos limitadas).

3.6. Biodegradacidon de tensioactivos

3.6.1. Introduccion

La biodegradabilidad quimica es uno de los criterios mas importantes en la evaluacion
de riesgos ecotoxicoldgicos. (Scott and Jones, 2000). Esta estrechamente relacionada con la
estructura quimica del compuesto y es de gran importancia en el tratamiento biolégico de todo

tipo de aguas residuales, incluyendo éstas, las que contienen tensioactivos.

La biodegradacion de tensioactivos, como método bioldgico de eliminacion de
tensioactivos, es el método mas barato; sin embargo, en muchos casos los tensioactivos son
téxicos para los microrganismos que conforma los reactores bioldgicos de biodegradacion o las
biopeliculas. Por lo tanto, pese a que lo ideal seria producir tensioactivos que no fueran téxicos
y facilmente biodegradables.

La biodegradacion de uno de los tipos de tensioactivos mas usados, los alquilfenol
etoxilados conducen a un acortamiento de las cadenas etoxiladas hasta alquilfenol hasta, en
Gltima instancia nonil y octilfenol, los cuales tienen menor solubilidad en agua y se adsorben
sobre sedimentos y sélidos en suspension. El nonilfenol es aproximadamente 10 veces mas
téxico que su etoxilado precursor y se sabe que imita el comportamiento de los estrégenos
(Scott y Jones, 2000).

La biodegradacién y ecotoxidad de tensioactivos ha sido estudiada en las ultimas
décadas (Abd-Allah y Star, 1998; Balson y Felix, 1995; Fuerhacker y Col, 2001; Larson y
Games, 1981; Remde y Debus, 1996; Salanitro y Diaz, 1995; Scott y Jones, 2000; Vashon y
Schwab, 1982; Wagner y Schink, 1987; Zhang y Col., 1999)

Es bien sabido (Salanitro y Diaz, 1995; Zhang y Col., 1999), que los compuestos que
contienen anillos aromaticos son menos susceptibles a la descomposiciéon microbiolégica que

compuestos anélogos sin anillos de benceno.
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Del mismo modo, el tipo y longitud de la cadena hidrocarbonada son importantes.
Conforme aumenta la longitud de la cadena, aumenta la biodegradabilidad. La ramificacion de
las cadenas, provoca sin embargo un descenso de la velocidad de biodegradacion y la
susceptibilidad de ser biodegradado.

Los tensioactivos no i6nicos no son biodegradados en las plantas de tratamiento de
aguas convencionales, requiriéndose tratamientos quimicos que permitan alcanzar
concentraciones que se ajusten a los parametros de vertido legales. Por el contrario los
tensioactivos aniénicos como el LAS son facilmente biodegradados (Lechuga, 2005)

3.6.2. Biodegradabilidad en el medio acuatico

La biodegradacién constituye uno de los principales procesos de transformaciéon de los
compuestos xenobiéticos en el medio acuatico. Durante dicho proceso, los microrganismos
utilizan los tensioactivos como fuente de energia (procesos catabolicos) y/6 sustrato (procesos
anabolicos) (Ying, 2006).

En el proceso de biodegradacion de compuestos organicos intervienen numerosas
variables tales como las -caracteristicas fisico-quimicas del medio (oxigeno disuelto,
temperatura, pH, luz, concentracion de nutrientes, etc.), las caracteristicas fisico-quimicas del
compuesto (solubilidad, concentracién, etc.) y/6 los microrganismos presentes (tipos,

concentracion, etc.).

3.6.3. Evaluacion de la biodegradabilidad (Ensayos de biodegradacion)

Para medir o evaluar la biodegradabilidad se recurre a los ensayos de biodegradacién.
Los tres componentes esenciales en un ensayo de este tipo para tensioactivos son: el
tensioactivo, el método analitico para seguir el curso de la biodegradacién, y el agente
bioldgico. Estos tres componentes se combinan en muy variadas formas para obtener los
procedimientos de ensayo. Lo mas importante en un ensayo de biodegradacién es que sea un
método bioldgicamente correcto, que tenga en cuenta las propiedades especiales de los

tensioactivos y que sea reproducible y adecuado para los trabajos de rutina.

La eliminacion de las propiedades de los tensioactivos de comportarse como agentes
de superficie durante el tratamiento de aguas residuales ha llegado a ser un requerimiento
legal. Obviamente los primeros ensayos de biodegradacion fueron disefiados para que la
eliminacién de estas propiedades de superficie, debido a la transformacién microbiana, fuera
un criterio de eleccion en los ensayos. Aquellos detergentes que pasaban los ensayos de
biodegradacion, especificados en la legislacion, en efecto no causaban espuma durante el

tratamiento de aguas residuales ni presentaban problemas de toxicidad en los efluentes.
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La norma UNE 55-844-91 (NORMA UNE 55884:1991), describe el procedimiento de
ensayo de la biodegradabilidad de agentes tensioactivos adoptando los requisitos que
establecia la OCDE.

El procedimiento describe dos métodos de ensayo:

e El ensayo estéatico o de seleccion (Screening Test): consiste en un ensayo con un
matraz abierto, es relativamente rapido y sencillo. Se considera un ensayo de
aceptacion y no de rechazo. En un principio se disefi¢ para la seleccion de tensioactivos

anionicos “blandos”.

e El ensayo dindmico o de confirmacion (Confirmatory Test): est4 basado en la
simulacién de las condiciones existentes en una planta de depuracion que opera
mediante fangos activados. Es un ensayo que se usa para tensioactivos que no han
superado el ensayo estatico y permite confirmar o rechazar los resultados obtenidos en

este ensayo.

De forma general cabe hacer una distincion entre ensayos estaticos y dinamicos. Los
métodos estaticos son aquellos en los que las condiciones experimentales quedan fijadas
desde el principio del ensayo, y los microrganismos pasan por las distintas fases tipicas de su
desarrollo, se trata de un funcionamiento en discontinuo. En los métodos dindmicos se hacen
ajustes continuos o periddicos con objeto de mantener el desarrollo de los microrganismos en
fase exponencial o estacionaria; por ejemplo, alimentacién de los microrganismos por una

renovacion periddica o continua del medio.

El rigor del ensayo estatico viene determinado por la duracion del ensayo, el valor de
biodegradacién fijado para aceptar un tensioactivo y el inéculo utilizado. ElI valor de
biodegradacion para aceptar un tensioactivo se fij6 en un 80% a los 19 dias de ensayo, y la
cantidad de indculo debe ser tal que un tensioactivo aniénico “blando” (Marlon A), como patron
se toma alquilbenceno sulfonato lineal, se degrade entre 90-95 % en 14 dias. El nivel de
desaparicién de un tensioactivo aniénico “duro” del tipo tetrapropilénbenceno sulfonato debe

ser al menos del 35 % durante el tiempo de duracién del ensayo.

Existen otras metodologias de ensayo distintas basadas en el control de parametros
analiticos no especificos para seguir el curso de la biodegradacién y que ademas responderia
a cualquier residuo o intermedio de biodegradacién, indicando asi la extension de la
biodegradacioén ultima del tensioactivo ensayado. Estas metodologias estan recogidas en las
denominadas “Guias de Ensayos” para la degradacién y acumulacion de compuestos

tensioactivos que fueron elaboradas y recomendadas en 1981 (OECD, 1981). Las
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metodologias desarrolladas fueron posteriormente incorporadas a las Directivas de la Union
Europea para tensioactivos utilizados en productos de limpieza domésticos e industriales (CEE,
1973b y CEE, 1982)

Las guias de ensayos de la OCDE abarcan tres tipos de ensayos, que se realizan en fases

sucesivas, para determinar:

1. Biodegradabilidad facil
2. Biodegradabilidad inherente

3. Comportamiento en condiciones reales (ensayos de simulacion)

1. Biodegradabilidad facil (Ready Biodegradability):

Son los llamados RBTs (Ready Biodegradability Tests). Estan basados en parametros
de seguimiento de la biodegradacion no especificos tales como el carbono organico disuelto, el
consumo de oxigeno y/o produccion de CO.. En estos ensayos, al igual que en el ensayo
estético, el tensioactivo es la Unica fuente de carbono y se utiliza una cantidad relativamente

baja de biomasa microbiana.
Los ensayos recomendados para esta determinacion son los siguientes:

¢ Ensayo estatico o de seleccion modificado (Screening Test)

¢ Ensayo MITI modificado (1)

e Ensayo en reactor cerrado o botella cerrada (Closed Bottle Test)
e Ensayo de Sturm modificado

¢ Ensayo AFNOR modificado

Todos estos métodos tienen unas caracteristicas similares:

e EIl compuesto en estudio es la Unica fuente de carbono organico

¢ El medio esta compuesto sélo de nutrientes inorganicos

¢ Indculo de densidad celular < 106 células/ml

e Indculo sin pre-exposiciéon

e Duracion del ensayo inferior a 28 dias: para permitir la comparacion de los métodos, el
grupo de expertos fij6 un tiempo estandar de 28 dias para la duracion de los ensayos,

aunque originariamente cada método tenia una duracion diferente.
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Si se utilizan estos ensayos puede considerarse que una sustancia es “faciimente

biodegradable”:

e Cuando la disminucion de la materia activa, tras el ensayo, es superior al 80%
e Cuando la disminucién de algun otro pardmetro no especifico es superior al 60-
70%, esto es:
o COD (carbono orgénico disuelto) (70%),
o DBO (demanda bioquimica de oxigeno) (60%)
o CO: (60%).

Esta clasificacion es totalmente arbitraria de los tensioactivos que han pasado este tipo
de ensayos e informan sobre la biodegradabilidad Gltima de una sustancia en condiciones

“dificiles”.

Los ensayos mas estrictos publicados por la OCDE son los RBTs, ademas de los mas
importantes para uso practico. Las sustancias que resultan biodegradables por estos métodos,
se consideran que en el medio ambiente, sufrirdn una degradacion rapida y facil. Sin embargo,
y debido a las condiciones tan estrictas del ensayo, un resultado negativo no significa que la
sustancia no sea degradable, lo cual requeriria de ensayos mas amplios para su

determinacion.

2. Biodegradabilidad inherente (Inherent Biodegradability):

Si alguna o todas las condiciones de los ensayos de biodegradabilidad facil se suavizan,
el ensayo pasa a denominarse de “inherente biodegradabilidad”. Algunos de los factores que
pueden incrementar la probabilidad de la degradacién son: preexposicion del in6culo al
compuesto ensayado, mayores densidades celulares, reinoculacién, mayor duracion del

ensayo, etc...
En este grupo de ensayos se incluyen:

¢ Ensayo MITI modificado (Il)
¢ Ensayo SCAS madificado (Semicontinuous Active Sludge)

e Ensayo de Zahn-Wellens modificado

En los ensayos de biodegradabilidad inherente la densidad celular utilizada se encuentra
entre 107 y 108 células por cada mililitro. No existe un limite de duracion del ensayo puesto

gue se considera que la biodegradabilidad inherente es una propiedad especifica de un
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compuesto. Datos en torno al 20 % de disminucion de la materia activa tras el ensayo, pueden
considerarse como evidentes de una biodegradacion inherente primaria, y datos superiores al
70% en la disminucién de parametros no especificos (consumo de oxigeno, carbono organico

disuelto, etc...) son indicativos de una biodegradacién inherente total.

Las pruebas de biodegradacion inherente también permiten calcular la formacion de
compuestos intermedios. Estas pruebas indican si en condiciones éptimas una sustancia tiene
el potencial de biodegradarse, y un resultado positivo indica que la sustancia no persiste
indefinidamente. Si una sustancia no posee biodegradacion inherente se considera no

degradable (a menos que se degrade abiéticamente).

3. Pruebas de simulacion:

Dentro de este tipo de ensayos, encaminados a conocer el comportamiento de un

tensioactivo en condiciones ambientales reales, cabe destacar:

¢ Ensayo del “Porous Pot”

e Ensayo dinamico o de confirmacion modificado (Confirmatory Test)

Un tensioactivo, segun este tipo de ensayos, es totalmente biodegradable en una EDAR
con fangos activados, cuando su porcentaje de eliminacion del carbono organico disuelto sea

superior al 70%.

En 1981 se llevaron a cabo una serie de estudios comparativos de los RBTs para 44
compuestos diferentes encontrandose diferencias significativas en cuanto a su severidad o
rigor. El ensayo mas estricto fue el ensayo en reactor cerrado seguido de: ensayo MITI (1),
ensayo estatico modificado, ensayo AFNOR modificado y ensayo de Sturm modificado. Estos
dos ultimos ensayos son los menos estrictos debido a que utilizan una concentracion de

in6culo varios 6rdenes de magnitud superiores.

En 1985 comenzaron a revisarse las guias de ensayo publicadas en 1981, en especial lo
referente a los RBTs (301A-301E) en el sentido de armonizar todos los ensayos y para adoptar
un ensayo adicional que fuese adecuado para compuestos poco solubles, se propuso un
ensayo de respirometria manométrica como una simplificacion del ensayo MITI (I). 37
laboratorios participaron en un ensayo interlaboratorio para comprobar la validez de los

métodos propuestos.

Ademas de las condiciones expuestas, otra condicion arbitraria que se debe cumplir, es que

la degradacion del compuesto ensayado deberia tener lugar dentro de los 10 dias siguientes al
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comienzo del ensayo (14 dias para el ensayo en reactor cerrado), considerando como
comienzo de la degradacion aquel momento en el que desaparece el 10% del sustrato
adicionado. Es el llamado criterio “10 days-window” o principio de los diez dias. Este criterio
esta siendo cuestionado por numerosos investigadores y se presenta como inadecuado para
clasificar un compuesto como “facilmente biodegradable” en especial para mezclas comerciales
y compuestos de escasa solubilidad (Richterich, 2001). En la ultima legislacion europea, ya se
considera como un principio no deseable. La concentracion de compuesto y el in6culo es
menos favorable en el ensayo estatico modificado que en los otros ensayos, por lo tanto los

efectos toxicos reducen su aplicabilidad.

Algunos de los RBTs revisados en 1993 resultan muy apropiados para medir la
biodegradabilidad ultima. EI método en reactor cerrado resulta Gtil para tensioactivos aniénicos
y no iénicos de buena solubilidad. En 1994 Struijs (Struijs, 1994) hizo un estudio comparativo
entre los nuevos RTBs y el ensayo estatico de la OCDE, y observé que en el ensayo en reactor
cerrado las condiciones para la biotransformacion de un tensioactivo son similares o incluso
mas favorables que en el ensayo estatico, ya que la concentracion de inéculo es diez veces
mayor y la duraciéon del ensayo se prolonga de 19 a 28 dias. Se concluy6é que los RTBs
revisados deberian considerarse como métodos complementarios mas que como meros
sustitutos del ensayo estatico y dinamico. Por otra parte la aplicacién de los RTBs constituye
una doble seleccion para distinguir entre tensioactivos que son facilmente mineralizables y
aquellos que son rapidamente convertidos en intermediaos estables. Por tanto se propone un
sistema de ensayos de doble seleccién: el ensayo estatico de la OCDE y un ensayo adecuado

de entre los RTBs revisados.

En la misma época en la que se publicaron los RBTSs revisados de la OCDE se crearon una
serie de ensayos estandar de biodegradabilidad por la Organizacion Internacional para la

Estandarizacién (ISO), ensayos que son bastante similares a los creados por la OCDE.

En la tabla 3.3 se presenta una lista de métodos para la determinacion de la biodegradacion

total.
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Tabla 3.3. Lista de métodos para determinar la biodegradabilidad total.

A. Métodos revisados de la OCDE (facil biodegradabilidad)

301 A COD Die-Away

301 B Evolucion en la Produccién de CO:2 (Test de Sturm modificado)
301 C Ensayo MITIc (I) (DBO)

301 D Ensayo en Reactor Cerrado (DBO)

301 E Ensayo estatico de la OCDE Modificado (COD)

301 F Respirometria Manométrica (DBO)

B. Métodos de ensayo de la Unién Europea (facil biodegradabilidad)
C3 Ensayo estatico de la OCDE modificado (COD)

C4 Ensayo AFNOR modificado (NF T90/302) (COD)

C5 Ensayo de Sturm modificado (CO3)

C6 Ensayo en reactor cerrado (DBO)

C7 Ensayo MITIc (I) modificado (DBO)

C8 Demanda bioquimica de oxigeno (DBO)

C. Métodos de la Organizacion Internacional para la Estandarizacion (1SO)a
ISO 7827 Método mediante analisis de carbono organico disuelto
ISO 9408 Método mediante respirometria (demanda de oxigeno)

ISO 9439 Método mediante produccion de CO:

ISO/CD 10,707 Método en reactor cerrado

ISO/CD 10,634 Guia para sustancias insolubles

D. Métodos de la OCDE (inherente biodegradabilidad)

302 A Ensayo de lodos activos en discontinuo (SCAS) modificado (COD)
302 B Ensayo Zahn-Wellens-EMPAb modificado (COD o DQO)

E. Métodos de la Unién Europea (inherente biodegradabilidad)

Ensayo SCAS modificado

Ensayo Zahn-Wellens modificado

F. Métodos de la Organizacion Internacional para la Estandarizacion (ISO)a
ISO 9887 Ensayo SCAS

ISO 9888 Ensayo Zahn-Wellens

G. Métodos de la OCDE (simulacién)

303A Tratamiento aerobio de aguas residuales (COD)

H. Métodos de la Union Europea (simulacion)

Ensayo de simulacién de lodos activos (COD)

I. Métodos de la Organizacién Internacional para la Estandarizacion (ISO)a
ISO/TC147/SC5/MWG4 N140 Ensayo de simulacion de lodos activos (COD)
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3.6.4. Técnicas analiticas para el seqguimiento de la biodegradacion

Para la estimacion del progreso y la extension de la biodegradacién de un tensioactivo
en el sistema bajo observacion, existen multitud de métodos analiticos. Estas técnicas pueden
hacer uso de propiedades fisicas o quimicas del propio tensioactivo o de sus intermedios de
biodegradacion. También es posible medir funciones relacionadas tales como la cantidad de

oxigeno consumido o el CO; producido por los microrganismos.

Cada uno de los métodos analiticos tiene ventajas para su aplicacion, pero ninguno de
ellos esta exento de limitaciones. Muchos de estos métodos no son aplicables a
concentraciones excesivamente pequefias (0.1- 10 mg/L), concentraciones de interés en

investigacion ambiental y en ensayos de biodegradabilidad.

Métodos fisicos o0 no especificos:

Se basan en la medida de alguna propiedad fisica del sistema que contiene al
tensioactivo, tales como la formaciéon de espuma o la disminucion de la tension superficial. Se
les denomina métodos no especificos por no distinguir entre los tensioactivos anionicos,

cationicos o no iénicos. Revelan concentracion de tensioactivos en el intervalo entre 0.1 y 100

ppm.

Métodos quimicos o semiespecificos:

El principio de los métodos quimicos consiste en la formacion de un compuesto o
complejo con el tensioactivo para extraerlo (por transferencia de fases o precipitacién), seguido
de una determinacién colorimétrica o espectrofotométrica. El principal inconveniente que

presentan estos métodos es la baja sensibilidad a los homélogos de menor cadena carbonada.

A diferencia de los métodos fisicos, los quimicos distinguen entre las distintas clases de
tensioactivos, anionicos, catidnicos y no iénicos, pero dentro de cada clase no se distingue al
tensioactivo concreto de que se trata, por lo que también reciben el nombre de

semiespecificos.
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Métodos fisico-quimicos o especificos:

Son las técnicas instrumentales, basadas en la aplicacion de técnicas fisico-quimicas,
permiten distinguir entre los tensioactivos de una misma clase y determinar los diversos
componentes (oligdbmeros, homodlogos, isémeros...). Las técnicas cromatogréaficas han
resultado de gran utilidad por su selectividad, sensibilidad y versatilidad. La cromatografia
liquida y gaseosa de alta resolucién son actualmente las técnicas de uso méas extendido en el
andlisis especifico de tensioactivos, aunque también existen otras como espectroscopia de

infrarrojos, espectroscopia ultravioleta y técnicas traza.

Métodos metabdlicos y otros métodos no especificos

Algunas de estas técnicas son: DQO, DBO (técnicas de botella cerrada, respirometria),

COg, crecimiento bacteriano y toxicidad.

Merece especial importancia la toma de muestras en los ensayos de biodegradabilidad.
A causa de la capacidad de los tensioactivos de adsorberse en las superficies y sélidos en
suspension, es necesario extremar las precauciones a la hora de obtener muestras
representativas para su posterior analisis. Una precaucion en la toma de muestras es tomar
ésta exenta de espuma asi como rellenar completamente el recipiente de la muestra. En el
caso de que se tomara una alicuota de la muestra, el recipiente debe someterse a una
cuidadosa agitacion con un agitador magnético o invertir el recipiente hasta mezclar bien el

contenido.

En la mayoria de los ensayos de biodegradabilidad las muestras a analizar contienen
cierta cantidad de soélidos, suspendidos o no. Si se hace necesaria la separacién, es
conveniente centrifugar la muestra en lugar de filtrar. Si se utilizara la filtracion se aconseja
rechazar los primeros 10-20 ml de filtrado obtenidos con objeto de minimizar la adsorcién del
tensioactivo en el material filtrante. La conservacién de muestras antes de ser analizadas

puede hacerse mediante la adicion de mercurio, formaldehido, o mediante congelacion.

A continuacion se describen de forma general los principales métodos de andlisis para
medir biodegradacion primaria para tensioactivos aniénicos y no iénicos, que son las clases de

tensioactivos estudiados en este trabajo.

En el caso de los tensioactivos anidnicos, cuando se desea conocer el nivel de

tensioactivos totales en aguas residuales, el método analitico oficialmente reconocido es:
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e Azul de Metileno o MBAS (Sustancias activas al Azul de Metileno). Este método esta
basado en las modificaciones de Abbott (Abbott, 1962) del método de Longwell y
Maniece (1955). Permite medir un rango de concentraciones de 0.1-2.0 mg/L para 100
ml de muestra. El limite de deteccion estd en 0.02-0.05 mg/L. Es el método
colorimétrico mas usual para determinacion de tensioactivos aniénicos. El tensioactivo
anionico reacciona con un colorante catiénico para formar un par iénico que se extrae
bajo condiciones controladas de pH y agitacion, finalmente se realiza una medida
espectrofotométrica. La especificidad del método es baja: todos los sulfatos y sulfonatos
utilizados en preparaciones comerciales reaccionan positivamente. EI método del azul
de metileno para tensioactivos aniénicos ha sido oficialmente adoptado en Europa
(OEDC, 1976; CEE, 1982a).

e Métodos cromatogréficos: TLC (cromatografia de capa fina), GC (cromatografia

gaseosa) y HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién).

En el caso de los tensioactivos no idnicos, los tensioactivos comerciales con un grupo
etoxilado (representan el grupo mas importante de tensioactivos no idénicos) no son entidades
moleculares individuales, estan formados por un elevado nimero de homélogos y oligbmeros,
por tanto la determinacién analitica de tensioactivos no ibnicos a bajas concentraciones resulta
mas complicada que para tensioactivos aniénicos y catibnicos en tres sentidos: los
tensioactivos polietoxilados incluyen una gran variedad de sustancias quimicas, las
interferencias con otros materiales en muestras ambientales resultan mas complicadas, los
intermedios de biodegradacién no se identifican tan claramente como el tensioactivo de partida.
En muchas ocasiones se requiere una purificacion de las muestras en muestras ambientales.

Los métodos que se aplican cominmente al analisis de estos tensioactivos son:

¢ Yoduro de Bismuto, BIAS o Método de Wickbold. Es el método oficial europeo (OEDC,
1976; CE 648/2004) para analisis de tensioactivos no idnicos etoxilados en general,
expresandose como contenido en BiAS (Sustancias activas al yoduro de bismuto).

e Cobaltotiocianato o CTAS (Crabb, 1964)

e Métodos cromatograficos: TLC (cromatografia de capa fina), GC (cromatografia
gaseosa) y HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion).

e Meétodo propuesto por la American SDA (Matthijs, 1991).

e Método europeo normalizado para la determinacion de tensioactivos no i6nicos
(Matthijs, 1991).

o Potasio picrato o PPAS.

e Método del yodo/yoduro (Jurado, 2002).

e Meétodo de la Antrona (Qui, 2006)
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3.6.5. Variables que influyen en la biodegradacion

En un ensayo de biodegradacion intervienen numerosas variables que pueden tener
gran influencia en el resultado final obtenido como son: los microorganismos (tipo,
aclimatacion, concentracion), el medio de cultivo (tipo, concentracion), oxigeno, temperatura,

pH, luz, la concentracion del propio tensioactivo y el método analitico utilizado.

Los microrganismos que se utilizan en los métodos de ensayo de la biodegradabilidad
deben ser del tipo de los que realmente se encuentran en las aguas de rio, agua de mar, aguas
residuales y en los procesos de depuracién (autodepuracion y tratamiento bioldgico en plantas
depuradoras), de esta forma los resultados que se obtengan de los ensayos pueden ser
extrapolados a la realidad. Aunque son numerosos y variados los microrganismos existentes en
estos medios, las bacterias forman la mayor parte de su poblacion por desarrollarse mejor y

mas rapidamente que otros microrganismos.

La experiencia indica que los mejores resultados en los ensayos de biodegradacion se
obtienen con un inéculo polivalente de diferentes especies, ya que las poblaciones mixtas
proporcionan mas informacion para la prediccién del comportamiento de un tensioactivo en un
medio natural real. Las especies puras son apropiadas en los estudios de biodegradacién en

gue se quieran aclarar los mecanismos o0 secuencias de reacciones de la oxidacion bioldgica.

Ademads, la concentracion bacteriana es un factor muy importante en los ensayos de
biodegradabilidad, ya que afecta a la velocidad de degradacion, al periodo de aclimatacion, y
por consiguiente al tiempo total de la degradacion. Cuando la relacién de bacterias a
tensioactivo disminuye, el periodo de adaptacion aumenta y la velocidad de degradacion
disminuye.

En los métodos de ensayo de facil biodegradabilidad de la OCDE se hace alusién sobre
los siguientes aspectos; el in6culo debe provenir del medio ambiente, la densidad celular esta
limitada a alrededor de 106 células/mL en el medio de ensayo y el pretratamiento no debe
incluir una pre-exposicién del inéculo al compuesto a ensayar. En los métodos revisados de la
OCDE se admite un pre-acondicionamiento, lo que permite a los microorganismos aclimatarse
a las condiciones del ensayo elegido.

Puesto que los tensioactivos se usan principalmente en medios acuosos, los ensayos
mas importantes son los que ocurren en este medio. Ya que los métodos de ensayo de
biodegradabilidad suelen representar o simular en el laboratorio las condiciones naturales, se
debe utilizar en los ensayos agua de rio, mar o agua residual. Sin embargo, si se quieren
obtener ensayos reproducibles se recomienda el uso de aguas sintéticas a base de sustancias

organicas que suministren los elementos necesarios. En algunos casos se utilizan mezclas de
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medio natural y sintético y en otros casos medios sintéticos que reproducen condiciones
naturales y donde el detergente o el tensioactivo es la Unica fuente de sustancia organica, o
bien va acompafiado de otros nutrientes organicos que sirven para ayudar al normal desarrollo

de los microorganismos.

Puede ocurrir que, dependiendo del tipo de compuestos y la concentracion en el medio,
las bacterias inicien su metabolismo a base de otro compuesto organico mas asequible y no
degraden la molécula de tensioactivo hasta que dicho compuesto haya desaparecido

practicamente, con lo que la degradacién del tensioactivo se retarda de forma sensible.

Igualmente puede ocurrir que los nutrientes presentes en el medio actien como agente
bacteriostatico o bactericida, e incluso comportarse como uno u otro dependiendo de las

condiciones del ensayo.

La presencia de oxigeno libre en el medio es fundamental para el desarrollo de los
microorganismos aerobios, que lo utilizan como agente oxidante de los sustratos organicos. En
los métodos de ensayo y estudios de biodegradacion en medio aerobio, el medio se airea por
agitacion o por paso de una corriente de aire, en ningun caso se introduce oxigeno puro, ya
gue puede afectar al desarrollo de los microorganismos por pérdidas de las pequefias, pero
necesarias, cantidades de anhidrido carbodnico disuelto en el medio. Ademas es muy
importante la relacion existente entre el oxigeno disuelto disponible en el medio y el
tensioactivo, ya que éste puede impedir el paso del oxigeno del aire al medio de ensayo, esto
es importante sobre todo en las superficies estaticas, debido a que el tensioactivo se adsorbe
en las paredes. Otro efecto importante es la adsorcion del tensioactivo en las membranas
exteriores celulares de los microorganismos afectando de esta forma su permeabilidad al

oxigeno.

El intervalo de temperaturas dentro del cual pueden crecer y desarrollarse los
microorganismos es relativamente amplio, sin embargo, para cada organismo en particular,
este intervalo es pequefio. El aumento de la temperatura en los ensayos de biodegradacion
lleva consigo una disminucion del periodo de latencia o tiempo de adaptacion. Igualmente
influye sobre la concentracién limitante, pues aungue las curvas de degradaciéon en funcion del
tiempo sean andlogas, los valores de esta concentracién aumentan con la temperatura. Por lo
general, se suelen usar temperaturas en los ensayos de biodegradabilidad del orden de 20-25
°C.

La mayoria de las bacterias se adaptan y desarrollan dentro de intervalos de pH
relativamente amplios, sin embargo, existen algunos microorganismos cuyo desarrollo se

inhibe en medios acidos o alcalinos. Este factor no tiene importancia en los estudios de
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biodegradacion, ya que éstos se llevan a cabo, generalmente en medios neutros o ligeramente
alcalinos, que son los mas representativos de los medios naturales contaminados. Sin
embargo, se observa en los métodos de ensayo de laboratorio una cierta tendencia del medio a
cambiar hacia pH &cido como consecuencia de los cambios quimicos debido al desarrollo de la
poblacién bacteriana. Para amortiguar los cambios excesivos de pH a veces se afiaden al

medio soluciones tampon.

La luz tiene una influencia apreciable para el desarrollo de los microorganismos, siendo
esencial para ciertas especies de bacterias (fotosintéticas). Por lo general, en los métodos de
ensayo de la biodegradabilidad se recomienda la oscuridad o luz difusa.

Concentracion inicial de tensioactivo

Si una sustancia es utilizada por los microorganismos como sustrato, éstos solo se
desarrollan propiamente dentro de los limites especificos de concentracién. A concentraciones
muy bajas de sustrato, la velocidad de desarrollo es generalmente lenta, pero aumenta
progresivamente a medida que se incrementa su concentracion. Por encima de un cierto limite,

la velocidad de crecimiento se hace constante e independiente de la concentracion.

La concentracion de tensioactivo en el medio de ensayo es siempre del orden de partes
por millén (mg/L) y suele ser analoga, o ligeramente superior, a la concentracién normal en
aguas receptoras o residuales, de acuerdo con el método de ensayo empleado. En los ensayos
gue simulan condiciones naturales de aguas receptoras la concentracion suele ser de 5 mgi/L.
En cualquier caso, el limite inferior de concentracion vendra dado por la sensibilidad del
método analitico que se utilice y por la precision que se desee en los resultados. La
concentracion maxima dependera en cada caso del posible efecto toxico o inhibidor del

tensioactivo que pueda afectar al desarrollo de los microorganismos.

Al aumentar la concentracién de tensioactivo se observa un aumento significativo del
periodo de adaptacién y una disminucién de la velocidad de degradacién. Este hecho puede
ser debido a un efecto de interaccion bacteria-tensioactivo o a una disminucion de la solubilidad

del oxigeno disuelto en el medio.

Existen muchos ejemplos en bibliografia en los que se muestra cémo diversos
compuestos en concentraciones iniciales entre 20-100 mg/L presentan efectos inhibitorios

sobre su propio proceso degradativo, pero se degradan a concentraciones mas bajas.
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Dobarganes (Dobarganes, 1975), realiza ensayos de biodegradacién a escala de
laboratorio con alquilfenoles polietoxilados, demostrandose la influencia de las variaciones de
concentracion del tensioactivo en los resultados de degradacion obtenidos. Se comprueba la
existencia de un aumento significativo del periodo de induccién conforme aumenta la
concentracion, llegandose a concentraciones de tensioactivo donde este efecto es muy

pronunciado.

En los ensayos convencionales (facil e inherente biodegradabilidad) la concentracion
del compuesto a ensayar debe ser lo mas baja posible, siempre acorde con los limites de
deteccion del método analitico empleado, como se ha indicado. Una orientacion para
compuestos inhibidores, dada por la OCDE, es que la concentracion inicial (para lodo activo)
deberia ser de alrededor del 10% del valor de la EC50 (concentracion que provoca efecto
toxico sobre el 50% de la poblacion ensayada) cuando este valor es del orden de 300 mgl/L,
mientras que para compuestos mas inhibidores, habria que realizar ensayos de biodegradacion

con un rango de concentraciones iniciales.

En cualquier caso, las condiciones del ensayo de simulacion adoptadas han de ser
consideradas a la hora de interpretar y extrapolar los resultados obtenidos. Segun Jurado,
2007; Los resultados de este estudio demuestran que el proceso de biodegradacion esta
relacionado con la concentracion del tensioactivo inicial la CMC del tensioactivo. La
concentracion del tensioactivo puede ejercer un efecto inhibitorio mientras que la cantidad de
tensioactivo libre presente en el medio (fuente de carbono para los microrganismos

responsables de este proceso) depende de la CMC.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 48 de 312



3. INTRODUCCION Alejandro Burgos Cara

3.7. Toxicidad de tensioactivos

3.7.1. Introduccion

Al hablar de toxicidad nos limitaremos a los efectos toxicos causados por los
tensioactivos en el medio acuatico, es decir, hablamos de toxicidad acuatica. Quedan por tanto
al margen los posibles efectos adversos que se puedan provocar en otras areas, como son la
irritacion de la piel y la ingestién accidental.

Cabe destacar que existe una gran diferencia en la realizaciébn de los ensayos de
toxicidad en cuanto se refiere a llevarlos a cabo a un nivel de laboratorio o en el medio acuatico
real. En el primer caso, se establecen unas condiciones patrén, mientras que en el segundo
caso (ecotoxicidad), ejercen una gran influencia en los resultados una serie de variables tales

como: temperatura, oxigeno disuelto, pH, sélidos en suspension, etc.

La toxicidad acuatica de productos tensioactivos se estudia basicamente a través de

dos tipos de ensayo bien diferenciados: toxicidad aguda y toxicidad crénica.

Con el ensayo de toxicidad crénica se trata de determinar la concentracion de una
sustancia potencialmente tdxica, que causa algun efecto adverso durante una larga exposicion
a lo largo de la vida o ciclo bioldgico de una determinada especie. En el ensayo se observa la
mortalidad producida, inhibicién del crecimiento, pérdida de peso, deformaciones, efecto sobre

la reproduccion, etc. Los ensayos suelen realizarse sobre peces, microcrustaceos y algas.

La toxicidad aguda trata de determinar la concentracién de un compuesto quimico que
produce un efecto adverso a corto plazo (normalmente entre 24 y 96 horas) en un grupo de

organismos, tras una exposicion de los mismos al compuesto que es potencialmente toxico.

La evaluacion de la toxicidad se realiza a través de las correlaciones entre sucesivas
dosis del compuesto tdxico y el efecto adverso producido. Las medidas cominmente
empleadas son la ECs y la LCso, definidas como la concentracion del producto que inactiva o

causa la mortalidad, respectivamente, del 50% de los organismos con los gue se ensaya.

Existe una gran gama de especies utilizadas en estos ensayos de toxicidad: alevines de
peces (trucha y gripis), microcrustaceos (Daphnia, Artemia, Gammarus), algas (Chlorella,

Selenastrum) y bacterias (Pseudomonas, Photobacterium y Spirillum).

La experiencia demuestra que los ensayos de toxicidad con peces son excesivamente
costosos y laboriosos. Por ello, basado en las ventajas de su rapidez, sencillez y economia, se
eligen como métodos de ensayo las bacterias luminiscentes Vibrio fischeri y bacterias

Pseudomona putida.
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Estos ensayos estan perfectamente descritos en la bibliografia y normalizados por las
normas UNE, y estdn ganando gran aceptacion para la determinacion rapida y simple de la
toxicidad de compuestos quimicos en aguas superficiales y residuales, asi como en extractos
de matrices solidas.

La bibliografia existente en torno a la toxicidad medioambiental acuéatica de
tensioactivos es abundante, aunque resulta dificil unificar criterios por la gran variedad de
especies empleadas y por las diversas condiciones en que se realizan la mayoria de los
ensayos. No obstante, en algunos trabajos publicados se recogen, en forma de tablas, datos de
toxicidad de productos tensioactivos y del resto de componentes de una formulacién

detergente.

3.7.2. Mecanismos de toxicidad en organismos acuaticos

Los tensioactivos pueden producir efectos biolégicos o influir sobre la toxicidad de los
compuestos que los incluyen en sus formulaciones, lo cual puede ser llevado a cabo a través
de varios mecanismos (Cserhati, 2002; Tu & Randall, 2003):

e Reduccion de la tensién superficial entre la superficie (membranas biolégicas y
superficie foliar) y las gotas asperjadas.

e Alteracion de la permeabilidad de membranas bilégicas y barreras de difusion o
procesos de trasporte de membrana.

e Union a macromoléculas (péptidos, proteinas, fosfolipidos, ADN) generando un mal
funcionamiento de las mismas

¢ Interactuando con otros componentes de la formulacion.

Se ha establecido que las partes hidrofébicas e hidrofilicas de los tensioactivos aniénicos
pueden interactuar con subestructuras apolares y polares de macromoléculas tales como
proteinas (Xiao, 2000; Nielsen, 2000), celulosa, almidén (Cserhéti, 2002), péptidos y ADN, al
igual que insertarse en fragmento celulares como fosfolipidos de membrana generando un mal
funcionamiento celular (Cserhati, 2002) a su vez que pueden aumentar la permeabilidad de
membranas biolégicas hacia otros contaminantes presentes en el medio acuatico. La union de
tensioactivos anionicos a péptidos y proteinas puede alterar el plegamiento de la cadena
polipeptidica y alterar la carga superficial de la molécula generando, a su vez, una madificacién
de su actividad biol6gica (Cserhati, 2002). Los tensioactivos aniénicos influencian la actividad

enzimatica por unién a enzimas.
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3.7.3. Relacidon entre estructura y toxicidad

La toxicidad es muy dependiente de la longitud de la cadena hidrocarbonada y/o
etoxilada, asi como de la pureza de los compuestos quimicos ensayados. De forma general, la
toxicidad de los tensioactivos para células y animales acuéaticos aumenta con la longitud de
cadena etoxilada, aunque esta tendencia puede disminuir para longitudes de cadena de 14
atomos de carbono (Sandbacka, 2000).

Kimerle (Kimerle, 1977), al estudiar la toxicidad para los homologos del LAS encontro
gue la toxicidad aguda se incrementa al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada
como se aprecia en la Tabla 3.4 donde se muestra la ICso para los diversos homdlogos del
LAS.

Tabla 3.4. Valores de IC50 (mg/L) de diversos homologos del LAS frente a Daphnia magna.

HOMOLOGO  ICso, mg/L

Fenil Cyo 30-50
Fenil Cy1 20-30
Fenil Cy1> 8-20
Fenil Cy3 5-10
Fenil C14 1-3

Siendo ICs la concentracion que provoca efecto sobre el 50% de la poblacién ensayada

de Daphnia magna.

En general, los tensioactivos aniénicos de cadena lineal suelen presentar mayor
toxicidad aguda que los de cadena ramificada, si bien este efecto se ve compensado por una

mayor biodegradabilidad de los primeros (Kimerle, 1977).

Para el caso especifico del LAS, la toxicidad disminuye para los isomeros con el anillo
aromatico mas lejos del extremo de la cadena alquilica, es decir, que los 2-fenilos son mas

téxicos gue los isébmeros centrales.

La toxicidad de los tensioactivos no iénicos del tipo polietoxilados, se ve incrementada

al disminuir la longitud de la cadena etoxilada.

Comparando la toxicidad de los alcoholes grasos etoxilados con la de los alquilfenoles
etoxilados, estos Ultimos resultan menos toxicos, si bien sus productos resultantes de la

degradacion (nonilfenol sin etoxilar o con bajo grado de etoxilacion) parece que son un tanto
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“recalcitrantes”, por cuanto su biodegradacién es més lenta que la de los correspondientes

homélogos de alcoholes grasos sin etoxilar con 1 6 2 unidades de éxido de etileno.

La Tabla 3.5 muestra, para una serie de alcoholes grasos etoxilados y de nonilfenoles
polietoxilados, los valores de toxicidad frente a bacterias luminiscentes y frente a la Daphnia
magna (Ribosa, 1993)

Tabla 3.5. Datos comparativos de toxicidad frente a bacterias luminiscentes (ECso) y frente a Daphnia

magna (ICso) para alcoholes grasos y nonilfenoles polietoxilados. (Ribosa, 1993)

Unidades de OE Alcohol graso C12-C14 NPEO
ECso (mg/L) ICso (Mmg/L)  ECso (mg/L)  ICso (Mg/L)
2 0.1 1.3 8 2.5
0.6 2.1 100 7.6
1.6 3.0 150 14.0
10 3.5 4.6 325 19.1

En términos generales se puede decir que hay una serie de criterios comunes

aplicables a cualquier tipo de tensioactivo (Sanchez-Leal, 1995):

1. Latoxicidad que presentan los tensioactivos en aguas limpias resulta ser mayor que en
aguas contaminadas, debido a la adsorcion de los tensioactivos sobre la materia
organica en suspension de estas Ultimas, con lo que se reduce la cantidad de
tensioactivo en disolucion

2. Los metabolitos generados en el proceso de la biodegradacién resultan menos toxicos
que los productos de partida, con algunas excepciones, como el caso de los
alquilfenoles etoxilados.

3. Existe una relacién entre la biodegradacion y la toxicidad, por cuanto los productos mas
téxicos resultan ser los mas facilmente biodegradables.

4. La toxicidad de los tensioactivos se debe, fundamentalmente, a la desestructuracion
gue producen en las membranas celulares, lo que provoca un shock osmético y unas
alteraciones de la permeabilidad de las células; por ello se explica que la mayoria de los
tensioactivos resulten mas toxicos para especies de mayor organizaciéon biolégica como

peces que para las Daphnias.
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3.8. Efectos del Ozono sobre Tensioactivos

3.8.1. Introduccidn

En los ultimos 30 afios se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la aplicacion de
ozono para eliminar tensioactivos obteniéndose resultados muy prometedores (Delanghe y col,
1991; Gieldowska y col, 2002; Ledakowicz y Perkowski, 1997; Narkis y col, 1980; Perkowski y
Col, 1994, 2000; Ungar y col, 1997)

Una de las primeras ventajas a destacar del uso del ozono es que el equipo necesario
para llevar a cabo la ozonizacion requiere de instalaciones pequefias y siempre se va a

disponer de las materias primas para producirlo (aire, oxigeno).

Tanto tensioactivos “duros” como “blandos” se descomponen bastante, entre un 78% y un 98%
(A.Gieldowska-Bulska, 2004). La velocidad de descomposicion de los tensioactivos depende

generalmente de:

e La concentracion inicial de tensioactivo
e Su estructura quimica

e Ladosis equivalente de ozono

e Eltiempo de ozonizacion

e EIpH

e Latemperatura

Esta constatado bibliograficamente (Narkis, N y Col., 1980; 1987) que el ozono es un
oxidante muy efectivo de tensioactivos, especialmente en el tratamiento de cadenas de
oxietileno. Las moléculas con un alto nimero de grupo oxi-etilenicos se reducen, por norma
general, mas que en el caso de tensioactivos con cadenas cortas. (Gieldowska-Bulska y Col.,
2004).

Los productos principales de la ozonizacién suelen ser: acidos carboxilicos, aldehidos,
cetonas y éteres. Varios estudios (Niki y Col., 1983) mostraron que los alcoholes son oxidados
a los correspondientes grupos carbonilos, que las cadenas alifaticas son funcionalizadas por la

introduccidén de grupos hidroxilo y cetonas, y existe fragmentacion a acidos carboxilicos.

El andlisis de la ozonizacién de alcoholes etoxilados simples mostré (Brambilla y Col, 2004)
un descenso significante de la polaridad de la disoluciones. Este fenbmeno ocurre como
resultado del descenso de los grupos de cadenas polietoxiladas, principalmente transformadas
a acidos carboxilicos de cadena corta. También se detectaron hidroxi y di-hidroxi acidos

carboxilicos, ceto-acidos, acidos di-carboxilicos, acido glioxalico (formado como resultado de la
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oxidacion de acido acético y/o la ruptura de las cadenas de oxietileno), di-, tri- y tetraetilenglicol,
mono- y di-acidos correspondientes a di- y tri-etilenglicoles. Las cadenas alifaticas también
mostraron descomposicion acompafadas de la formacién de acidos carboxilicos. En todos los
casos, la velocidad de formacion de estos compuestos aumenta con el incremento del pH de la
disolucién como resultado de verse favorecidas las reacciones radicalarias, principalmente del
radical HOr

Cabe destacar el alto numero de derivados del ozono que se producen cuando este esta en
disolucién acuosa (Glace, 1986). Como puede verse en la figura 3.4 el ozono da lugar a un alto
namero radicales e iones.

Figura 3.4 Ciclo de los mecanismos de descomposicion del ozono en disolucién acuosa iniciado por el
ion hidroxilo. (Glace, 1986)

Ledakowicz y Col. (2005), encontraron que las cadenas polietoxiladas, responsables de
las propiedades de actividad superficial son degradadas por ozono, aunque en primera

instancia eran mas selectivas las reacciones entre el 0zono y los anillos aromaticos.

El ozono como tal (Os) ataca los anillos aromaticos, alquenos y alquinos. Calvosa y Col.,
(1991) encontraron que algunos componentes de una mezcla de productos en los que estaban
presentes grupos nonilo mostraron un incremento de la polaridad tras la ozonizacion respecto

de la mezcla sin ozonizar. Esto pudo probar la evidencia de la hidroxilacion de grupos
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aromaticos. Sin embargo el ataque de radicales HO-, incluso sobre grupos aromaticos, es mas
rapido (Pelizzetti y Col. 1993) que en el caso del ozono.

Ledakowicz y Col. (2005), confirmaron que existe un ataque simultdneo de las
estructuras aromaticas y del resto de cadenas.

Puede decirse por tanto que el uso de ozono en disoluciéon acuosa implica la existencia,
de como minimo, las reacciones mostradas en la tabla 3.6.

Tabla 3.6. Mecanismos de reaccién en la ozonizacion: etapas de reaccion

y constantes cinéticas (Zao W. y Col., 2011)

Reaccidn Constante cinética
03 + OH ~LHO* + 0y°- k1=7.0 x 101 M-! 5!
HOp =05~ + H K,=10-48
01402 205" + 05 ky=16x10° M1 5!
0y + H —HO,» ky=52x1010M-15-1k-3=33 x 10251
k-3
HO3*“40H + 0, ki=14x 10551
*OH + 03— HO,® ks=3.0 %109 M1 5!
HOs* 5. HO,* 4 03 ke=2.8 x 10%s!
HO4* + HO4*-Hy0; + 204 k7=5.0%10°M-151
HO4* + HO3*—%H,0; + 03 + 05 ks=5.0x 10° M1 51
HO4* + HO2*—%Hy0 + 03 + O3 ks=10"0 M5!
T +205-2p kp=108,810 exp(—15,538/RT) M~ 5!
T 4+ -0OH-2p ke=1.7 x 1010 M1 51

kp
P; + *OH—5final or more intermediate

En la ozonizacibn de tensioactivos, se produce por lo general modificaciones
estructurales a nivel molecular que provocan cambios en caracteristicas fisicoquimicas de los
tensioactivos, como la capacidad de espumado o la complejacibn con bismuto o
cobaltocianato, en el caso de tensioactivos no idnicos, incrementandose su solubilidad en
agua.

La ozonizacion de disoluciones de tensioactivo causa descensos en el TOC y COD
residuales, aunque hay estudios que muestran que dichos descensos son bajos, lo que implica
que el grado de mineralizacibn de tensioactivos tras la ozonizacion es mas bien bajo
(Ledakowicz, 2005). La ozonizacion de disoluciones de tensioactivos, no llega por tanto a una

mineralizaciébn completa hasta CO, y H,O (Narkis y Col., 1987). Puede decirse por tanto que el
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tratamiento, sélo con ozono, es inadecuado para la eliminacion total de tensioactivos, y en
particular de tensioactivos no ionicos.

3.8.2. Técnicas analiticas para el sequimiento de la ozonizacion

Las técnicas cromatograficas son de gran utilidad por su selectividad, sensibilidad y
versatilidad. La cromatografia liquida y gaseosa de alta resolucion son actualmente las técnicas
de uso mas extendido en el andlisis especifico de tensioactivos, aunque también existen otras
como espectroscopia de infrarrojos, espectroscopia ultravioleta y técnicas traza, por lo que a

priori podrian ser las mas adecuadas para estudiar los productos de la ozonizacion.

Sin embargo, dado el alto niumero de posibles reacciones existentes al ozonizar un
tensioactivo en disoluciéon acuosa, se requeriria un amplio trabajo previo de identificacion de
productos para cada familia de tensioactivos, la eleccion de patrones adecuados para su
cuantificacion y la seleccién del tipo de columna y condiciones de operacién adecuadas.
Puesto que esto requeriria un tiempo excesivo, asi como de unos costes asociados a dicha
investigacion, en este trabajo se ha optado por no estudiar los productos de la ozonizacion y

hacer el seguimiento de la ozonizacion evaluando Unicamente el tensioactivo de partida.

Para evaluar las concentraciones del tensioactivo de partida utilizado, se usan los
mismos métodos que para el seguimiento de la biodegradacién por métodos metabdlicos y
otros métodos no especificos (Apartado 3.6.3):

¢ Método del Azul de Metileno MBAS (Jurado, 2006)
e Método del Yodo/Yoduro (Jurado, 2002)
e Método de la Antrona (Qui, 2006)

Otros factores importantes a evaluar, en el seguimiento de la ozonizacion son:

e El grado de mineralizacién de la disolucién, es decir la cantidad de carbono organico
disuelto que se elimina de la disolucion por transformacion en CO2 y H20.

¢ Las modificaciones de la tensién superficial.

3.8.3. Biodegradacion vy toxicidad de tensioactivos tras la ozonizacion

La ozonizacion puede ser usada para transformar a los tensioactivos, sobre todo los no
iGnicos, en productos mas biodegradables y menos téxicos para los cultivos microbiolégicos de
reactores de biodegradacion.
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Sin embargo, hay estudios (Legube, 1989) que muestran que algunos de los productos
de la ozonizacién de varios contaminantes organicos, como los tensioactivos, pueden ser

incluso més téxicos que dichos compuestos sin ozonizar.

Ledakowicz y Col. (2005), concluyeron que a pesar de las diferencias entre la estructura
guimica de los distintos tensioactivos no-idnicos que ensayaron (Polietilenglicol 2,6,8-trimetil-4
nonanol éter, polietilenglicol nonil fenol éter, polietilenglicol cetil éter, polietilenglicol-mono-p-
(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenol-éter), su descomposicion en disolucién acuosa por ozono fue

bastante similar encontrando que:

e Los productos de la descomposicion de los tensioactivos tenian mayor toxicidad. Los
compuestos organicos de bajo peso molecular formados por la ozonizacion, como por
ejemplo el nonilfenoles polietoxilados de cadenas cortas, varios tipos de acidos,...
presentaron mayor toxicidad sobre bacterias bioluminiscentes Vibrio fischeri.

e La ozonizacion solo mejord ligeramente la biodegradabilidad de las disoluciones de

tensioactivos.

Sin embargo, esto no puede generalizarse, pues en funcion del tensioactivo de partida
se obtendran unos productos u otros. Es en este aspecto donde se centra el presente trabajo
fin de master, en la relacidn existente entre la estructura de un tensioactivo y la evolucién de la

biodegradabilidad y toxicidad tras ozonizar.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tensioactivos utilizados

Para llevar a cabo el presente Trabajo Fin de Master se han utilizado los siguientes
tensioactivos:

Tensioactivos anidnicos:

e Acido alquil éter carboxilico: EC-Ri1214E10 Suministrado por Kao.Corporation S.A, cuya
formula general es:

R — O(CH, — CH,0), — CH, — C00~X

Se comercializa con el nombre AKYPO® RLM100 y se utiliza como tensioactivo de baja
formacion de espuma, y en productos que van a estar en contacto con piel y ojos ya que

son poco irritantes.

Tabla 4.1. Propiedades del EC-R12.14E 10 utilizado.

Nombre L o % Materia
) Descripcion Quimica R n ] CMC, mg/L
Comercial Activa
AKYPO RLM100 Laureth-11 Carboxylic Acid C8-C10 10 90 =41,8

R: Longitud de cadena

n: Grado de etoxilacion

e Alquilbenceno sulfonato lineal: LAS-R11-14, suministrado por Petresa bajo el nombre de

PetreLAS550 y cuya formula general es:

CHR,R, — C4H, — SO3

Donde R;i y Rz son cadenas laterales.
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Tensioactivos no-iénicos:

e Alquilpoliglucésido (APG): APG-R12.14DP15 Suministrado por Henkel-Cognis, cuya

formula general es:

CH,OH
HO 0

HO CH,0H

DP: Grado de polimerizacién

OH

HO
OH OR

(DP-1) R: Grupo Alquil

Se comercializa bajo el nombre comercial GLUCOPONE® 600 CS UP y suele utilizarse

como detergente para lavanderias y lavavajillas y en otros productos de limpieza.

Tabla 4.2. Propiedades del APG-R1,.14DP1 5 utilizado.

CMC,
Nombre Comercial R DP  PMmedio® N HLB®  %Humedad®
mg

GLUCOPONE® 600 CSUP  C12-C14 1,59 386 12,7 46,6

R: Longitud de cadena

DP: Grado de polimerizacién

CMC: Concentracion micelar critica
HLB: Balance hidréfilo-lipofilo

@: Bravo (2005)

©®): Datos obtenidos por Altmajer (2004)

e Alcoholes grasos etoxilados (AGE): FAE-Ri214E1x  Suministrado por Kao-

Corporation.S.A, de férmula general:
R—-(0—-CH, —CH,), — OH

Este tipo de tensioactivo se comercializa como FINDET® 1214N-23, y se utiliza en
limpiadores de superficies duras, limpiadores para suelos, desengrasante y en detergentes

pesados liquidos y en polvo.
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Tabla 4.3. Propiedades del FAE-R1».14E1; utilizado.

Nombre Comercial ~ Descripcion Quimica R n HLB®) CMC, mg/L

Cl2 - 70%

FINDET® 1214N-23  Laureth-11 + Myreth-11 11 14,3 =88
C14 - 30%

R: Longitud de cadena carbonada

n: n° de unidades de 6xido de etileno
CMC: Concentracion micelar critica
HLB: Balance hidrofilo-lipofilo

®: Jurado (2007)
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4.2. Procedimiento para la ozonizacion

Se han utilizado dos formas de ozonizacion sin variaciones en el fundamente, variando
Unicamente el montaje experimental ligeramente para permitir ozonizar las cantidades
necesarias de disoluciones de tensioactivos en funcion del tipo de ensayo que se vaya a
realizar:

e Ensayos de biodegradacion

¢ Resto de ensayos

4.2.1. Fundamento

El procedimiento para ozonizar se basa en hacer burbujear una corriente gaseosa de
oxigeno y ozono sobre un recipiente adecuado y agitado que contiene una disolucion en la que

estan presentes los tensioactivos objetos de ensayo.

4.2.2. EQuipos

Los equipos utilizados han sido:

e Generador de ozono de Anseros modelo COM-AD-01 (Anseros GmbH, Tlbingen,
Alemania)

e Analizador de ozono de Anseros modelo Ozomat GM-6000

e Bario termostético de P.Selecta modelo Ultraterm

e Campana de extraccibn de gases con detector de ozono de ROMERO modelo
Flowtronic

e Caudalimetro de gases

4.2.2.1. Montaje experimental para ensayos de biodegradacion

Puesto que el ensayo de biodegradacion requiere una cantidad de 1.200 mL de la
disolucién de tensioactivo, se utiliza un matraz Erlenmeyer de 2.000 mL sobre el que, una vez
afiadidas todas las soluciones del ensayo de biodegradacién, el tensioactivo a ensayar y previo

a la adicién del inoculo de bacterias mixtas, se ozoniza.

En la figura 4.1 se muestra un esquema del sistema utilizado para la ozonizacién en

este tipo de ensayos.
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02

03+ 02 O3+ 02

gl

- —
EIFEILE
ANALIZADOR DE
OZONO
TRAMPAKI 1 TRAMPAKI 2
O3+ 02
BARIO TERMOSTATICO
o — — —
é_ O — CRCUTODEGAS

GENERADOR DE OZONO

Figura 4.1. Esquema de ozonizacion para los ensayos estaticos de biodegradacion

Procedimiento

w

© N o o A

10.

11.

Previo uso, todo el material se limpia siguiendo el procedimiento descrito en el protocolo
de limpieza.

Poner en marcha el sistema de termostatizado a la temperatura de ensayo.

Preparar el ensayo de biodegradacion estatico tal como se describe en el apartado
4.5.1 sin adicionar el inoculo de bacterias sobre un Erlenmeyer de 2L.

Colocar el iman en el Erlenmeyer y activar la agitacion.

Rellenar las trampas con 200mL de disolucién al 5% en peso de Ki

Activar el sistema de extraccion de gases de la campana

Abrir el flujo de oxigeno al sistema y fijar el caudal de ensayo

Encender el analizador y el generador de ozono asegurandose de que esta desactivada
la produccion de ozono.

Una vez operativo el analizador de ozono, y asegurandonos de que la sonda difusora
de ozono esta fuera del Erlenmeyer, fijar y activar la producciéon de ozono a la
concentracion deseada.

Cuando la concentracion de ozono este estabilizada en el valor deseado introducir la
sonda de burbujeo, fijada sobre el tapdn, en el Erlenmeyer; activar el cronometro y
ozonizar el tiempo deseado

Tras la ozonizacion se podra proseguir con el inoculo de bacterias para el ensayo de

biodegradacion estatico

PRECAUCION: El ozono es muy tdxico, siempre que se acceda al interior de la

campana de gases y sobre todo al finalizar la ozonizacién y quitar el tapén del Erlenmeyer, se

debera usar una mascara de gases de conformidad con la Norma Europea 405:2001.
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4.2.2.2. Montaje experimental para el resto de ensayos

Por lo general este es el sistema de ozonizacion que se utiliza para ensayos de

ozonizado.

En la figura 4.2 se muestra un esquema del sistema utilizado para la ozonizaciéon en

este tipo de ensayos.

—]

O3+ 02 O3+ 02

b =

ANALIZADOR DE OZONO

RECIPIENTE AGITADO TRAMPAKI 1 TRAMPAKI 2

]

|
|
|
Q3+ 02 I
|
|

= L5 -

EFRCE

CIRCUITO DE GAS

— —— —— — CIRCUITO DEL TERMOSTATO

GENERADCR DE OZONO

THERMOSTATIC BATH

o]

Figura 4.2. Esquema de ozonizacion general para muestras de tensioactivo.

Procedimiento

A continuacién se describen los pasos realizados para ozonizar:

w

N o g bk

Previo uso, todo el reactor se limpia siguiendo el procedimiento descrito en el protocolo
de limpieza.

Poner en marcha el sistema de termostatizado a la temperatura de ensayo.

Colocar el iman en el reactor, 200mL de la disolucién a ozonizar y poner la tapa del
reactor.

Rellenar las trampas con 200mL de disolucion al 5% en peso de K

Activar el sistema de extraccion de gases de la campana

Abrir el flujo de oxigeno al sistema y fijar el caudal de ensayo

Encender el analizador y el generador de ozono asegurandose de que esta desactivada
la produccion de ozono.

Una vez operativo el analizador de ozono, y asegurandonos de que la sonda difusora
de ozono esta fuera del reactor, fijar y activar la produccion de ozono a la concentracion

deseada.
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9. Cuando la concentracién de ozono este estabilizada en el valor deseado introducir la
sonda de burbujeo en el reactor, activar el cronometro y comenzar la toma de muestras

cuando corresponda.

Manipulaciéon de muestras

e Las muestras extraidas del reactor se vierten sobre viales de vidrio, cualquier vial de
materiales plasticos sufrira el ataque del ozono y sus derivados.

e Silas muestras no van a ser analizadas in situ, se congelan.
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4.3. Métodos de analisis

4.3.1. Analisis de tensioactivos

4.3.1.1. Método simplificado de analisis para determinacion de sustancias activas al azul de

metileno

Para la medida de la concentracion de tensioactivos aniénicos se ha tomado la
simplificacion propuesta por Lechuga, 2005 del método que se describe en la NORMA UNE EN
903: “Determinacion de agentes anidnicos de superficie por medicion del indice de azul de
metileno SAAM”. (Jurado E., 2002)

Fundamento del método

Se basa en la formacién de sales coloreadas del tensioactivo aniénico, en medio
alcalino, con azul de metileno (colorante catiénico). Estas sales se extraen con cloroformo y se
hace un tratamiento acido de la disolucion cloroférmica. Se eliminan las interferencias por
extraccion del complejo “sustancia aniénica-azul de metileno” contenido en la disolucién
alcalina, posteriormente se agita el extracto en presencia de una disolucién acidad de azul de

metileno y se mide espectrofotométricamente la absorbancia de la fase organica.

Reactivos y Disoluciones

e Cloroformo (CHCIs, P.A. de Panreac)

¢ Disolucién de azul de Metileno, estabilizada a pH ligeramente acido; se disuelven 0,1 g
de azul de metileno (C16H1sCIN3S.10H20 , P.A. de Panreac) en 100 mL de la disolucion
tampoén bérax 10 mM y pH 5-6. Esta disolucién se guarda en un frasco color topacio.

¢ Disolucién madre patrén de tensioactivo ; se prepara a 1 g/L Y pH neutro.

e Disolucién patrén de tensioactivo de 10 mg/L preparada por dilucion 1:100 de la
disolucién madre patrén.

e Solucién tampdn de tetraborato sédico (NazB40-, P.A. de Panreac) 50 mMy pH 10,5
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Procedimiento

En viales de vidrio para medidas espectrofotométricas de 10 mL de capacidad, se
adicionan 5mL de muestra, y se alcaliniza hasta pH 10 mediante la adicion de 200 pL de
tetraborato sédico 50mM y pH 10,5, a continuacion se anaden 100 uL de azul de metileno de 1
g/L estabilizado. Finalmente se adicionan 4 ml de cloroformo, y tras agitar, se esperan 5
minutos antes de medir la absorbancia a 650nm frente a aire o frente a un blanco con

cloroformo.

A titulo de ejemplo se muestra una recta de calibrado para el tensioactivo aniénico
LAS-R11.14 utilizado (figura 4.3).

1 LAS-R11-14

Absorbancia

Y =0,137665 + 0,170601 - X
R2 = 98,9593%

D | 1 L 1 1 | 1 L L L | 1 L L 1 | 1 L L L | 1 L L 1 |
0 1 2 3 4 ]

Concentracion, mg/L

Figura 4.3.- Recta de calibrado para el LAS segun el método simplificado de analisis para la

determinacion de sustancias activas al azul de metileno.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 69 de 312



4. MATERIALES Y METODOS Alejandro Burgos Cara

4.3.1.2. Método del carbono organico total (COD)

La determinacion del COD, se ha utilizado para llevar a cabo el seguimiento de la
biodegradabilidad durante el ensayo estéatico y para determinar el grado de mineralizacion de
los tensioactivos a distintos tiempos y condiciones de ozonizacién. Los resultados de carbono
organico disuelto servirdn para determinar la concentracion residual de tensioactivo que queda

en los ensayos estéaticos y observar como se biodegrada con el tiempo.

Fundamento del método

La medida se realiza con un equipo especifico, “TOC-V CSH” de la casa Shimadzu.

El método que usa el equipo TOC-V CSH para el analisis es el de combustién oxidativa,
es un método extensamente usado y recomendado por los estandares analiticos
internacionales. El principio de medida de este aparato consiste en determinar en primer lugar
el contenido en carbono total (TC), para seguidamente determinar el contenido de carbono

inorganico (IC), de modo que por diferencia se obtiene el valor del carbono orgéanico total.
TOC=TC-IC

En el caso de que la muestra sea filtrada para eliminar sélidos en suspension,
hablaremos de Carbono organico disuelto COD, el cual sera de referencia en la mayoria de los

analisis realizados.

Para la determinacion del carbono total el equipo cuenta con un reactor de combustion
tubular relleno de catalizador (cobre-platino) y calentado a 680°C. A este reactor se le aplica de
forma continua un gas portador (aire sintético de alta pureza) a un flujo controlado de 150
mL/min. Cuando la muestra es introducida mediante un inyector automético al reactor de
combustién, todo el carbono presente en la muestra es transformado en CO,. El gas portador,
gue contiene los productos de combustion del reactor, pasa por unos sistemas de
humidificacién y enfriamiento, un scrubber de halégenos, y finalmente pasa por una celda
localizada en el interior de un analizador de gases por infrarrojo no dispersivo (NDIR) donde el
CO; es detectado. EI NDIR emite una sefial de deteccion (analdgica) en forma de pico, cuya
area es calculada por un procesador de datos, siendo ésta proporcional a la cantidad de TC

presente en la muestra.

El carbono inorganico es determinado mediante un reactor IC en el que el gas portador
se encuentra fluyendo continuamente en forma de pequefas burbujas en el seno de una
solucion de acido fosférico al 25%. Al inyectar la muestra en el reactor, todo el carbono

presente en la misma en forma de CO; disuelto, carbonato o bicarbonato, es transformado en
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CO;, gaseoso que es arrastrado y detectado por el NDIR del mismo modo descrito
anteriormente para el TC.

A continuacién se muestra un diagrama de flujo del funcionamiento del equipo.

Backiion IC Reagent
Prevention Nexsel IC Reagent
Diluent.

o Supply Pump

Trap
. o
)

Phospharic Acid

: Light Source
i Backflow < IC Reagent
i . Slide TC
| Spamge Prevention Valve| ‘o,
|__# Solenoid ‘F| Injector |

CO:Absorber NDIR
Tandem Celt
-Halogen Sembber[l (Sample Cell)
Flow Contral .

Drain X
Solenoid

M
Capilary Dehumidifier s

v

ombustion Pure
r Tube (TC) Water ‘ i |
E QQQQJ) Trap

Drain Pot

Detector

Carrier Gas

Mass Flow

Controller Cooling Tubing

Humidifier

Figura 4.4. Diagrama de flujo del equipo “TOC-V CSH” de la casa Shimadzu.

Reactivos

Durante todo el andlisis se utilizan reactivos de calidad analitica reconocida, y agua
desionizada.

e Acido Clorhidrico. Utilizado para obtener un pH inferior a 3 durante el analisis del IC.

e Acido fosforico

e Hidroxido sodico. Utilizado como absorbedor del CO

e Agua desionizada. Utilizada por el equipo para las diluciones programadas y para la
limpieza y lavado del mismo.

e Disolucién patrén 1000 ppm IC, se disuelven 3.5 g de bicarbonato sédico y 4.41 g de
carbonato sédico en 1 L de agua.

e Disolucién patron 1000 ppm TC, se disuelven 2.125 g de biftalato potasico en 1L de
agua.
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Equipos

Medidor de TOC

Equipo para la determinacién del Carbono Organico Total (TOC), carbono inorganico

(IC) y carbono total (TC) “TOC-V CSH” equipado con un automuestreador y viales especificos,

de la casa Shimadzu y con las siguientes especificaciones.

Tabla 4.4. Especificaciones Técnicas TOC-V CSH

TOC

Modelo TOC
Método de medida

Funcionamiento

Tipo de muestras
Tipo de medidas
Limite de deteccién
Gama de Medicion
Presion

Tiempo de medida TC
Tiempo de medida IC
Tipo de Inyeccion
Volumen de inyeccion
Pretratamiento IC
Dilucion de la muestra
Gas de transporte
Presion del Gas
Rango de Temperatura
ambiente

Alimentacion eléctrica

Dimensiones

Peso

V CSH

Combustion oxidativa catalitica/celda de infrarrojos no
dispersiva

Independiente o controlado por PC

Liquidas (opcional sélido/gas)

Carbono inorgénico, carbono orgénico total, carbono total
50ug/L

0-3000 mg/L

CV 1.5% max.

3 min

3 min

Inyeccion automatica

10-2000 pL

Tratamiento y rociado automatico

Automatica de 2 a 50 veces

Aire de alta pureza

300-600 kPa

5-35°C

AC 100-127 + 10%, Max. 800 VA
AC 220-240 + 10%, Max. 1200 VA
(W)440x(D)560x(H)450 mm

40 kg aprox.
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Tabla 4.4. (Continuacidn) Especificaciones Técnicas TOC-V CSH

AUTOMUESTREADOR
Peso 14 kg aprox.
Tipo de viales 24 mL
N° de viales 93

dimensiones

(W)370x(D)540x(H)490 mm

A continuacion se muestra un grafico de la vision interior del equipo:

N OO oA WN P

. Inyector deslizante de la muestra
. Recipiente del reactivo de IC
. Valvula de solenoide

. Medidor de presion del gas portador

. Medidor del flujo del gas portador

. Mando de ajuste de la presion del

. Medidor del flujo del gas de purga

16 o O\\{\ \!_JO ;C_) // [h |
N . / VB
] > -!1 a=§
@A) RS

( i

O

5 |
[
©

14

13/Eo/ A
Ll

Front Door

-

/

12

11

Figura 4.5. Vista interior del equipo “TOC-V CSH” de la casa Shimadzu

. Control del flujo del gas portador

gas portador

13.
14.
15.
16.

9. Perilla de ajuste del flujo del gas de purga
10.
11.
12.

Depurador de halégeno
Humidificador

Bomba (para el suministro de reactivo
de IC)

Cubierta de la bomba de jeringuilla
Jeringuilla de 5mL

Vélvula de 8 puertos

Vélvula de 3 puertos
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Procedimiento

Calibracion vy puesta en funcionamiento del TOC:

Para la obtencion de los valores de TOC en mg/L se precisa determinar previamente los
valores de TC e IC en mg/L. Para ello se han de transformar los datos de &rea del detector
NDIR en unidades de concentracion con la ayuda de las correspondientes rectas de calibrado.

Para obtener las rectas de calibrado se emplean disoluciones patron TC e IC, y se
realizan rectas de calibrado a altas y bajas concentraciones. En funcion de la concentracion de

la muestra, el equipo utilizara una u otra para obtener el dato del TOC.

Preparacion de las muestras:

Las muestras que son extraidas del ensayo estatico al principio, final y durante su
desarrollo, son analizadas para determinar la concentracion de carbono organico disuelto

(COD) presente en ellas.

Las muestras previamente han de ser filtradas para eliminar los restos de materia con
contenido en carbono que puedan influir en la determinacion del COD, como las bacterias
presentes en el indculo. Se utilizan filtros Millipore White Halg de 0.45 um y 24 mm de
didmetro. Esto filtros se colocan en el interior de la unidad de filtracién y mediante una jeringa
se aplica la muestra a filtrar. La muestra ya filtrada se recoge en un vial especifico y se cubre

con una tapadera perforable por la aguja del automuestreador del “TOC-V CSH”.

Medida y toma de datos:

Una vez que se disponen de todas las muestras a analizar se colocan en el
automuestreador y se programa la aplicacion informatica del “TOC-V CSH” para que realice las

medidas oportunas de forma automatica.

Finalizadas las mediadas se obtienen los datos requeridos de TOC, IC o TC,
proporcionados por el equipo. Habra que tener en cuenta, que puesto que las muestras se han
filtrado, el valor del carbono organico total (TOC) que reporta el equipo se corresponde con el
valor del carbono organico disuelto (COD), pues cualquier fracciébn de carbono organico no

disuelto (sélidos organicos en suspension) ha sido eliminada durante la etapa de filtracion.
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4.3.1.3. Método de analisis de la ANTRONA para APG’s

Fundamento del Método

Se trata de un procedimiento adaptado de un método de andlisis de carbohidratos. La
antrona forma productos coloreados de color verde cuando se calienta conjuntamente con los
carbohidratos en una solucion acida. Bajo esas condiciones los APG (Alquil Poliglucésidos) son
hidrolizados a alcoholes grasos y carbohidratos, por tanto los APG pueden ser determinados
por el mismo método. La absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de
tensioactivo no iénico.

Reactivos y Disoluciones

e Soluciéon de Antrona: Se disuelven 1,4758g de Reactivo de Antrona calidad P.A de
Panreac sobre 100mL de Acido Sulftrico concentrado de calidad P.A de Panreac

e Disolucién madre de 100 mg/L del APG a determinar.

Procedimiento (Método Modificado (Qui, 2006))

En viales de vidrio para medidas espectrofotométricas de 10 mL de capacidad, se
adicionan 2mL de muestra de APG, a continuacion se afiaden 5 mL de solucion de antrona. La
mezcla se hidroliza durante 5 minutos a 100°C y entonces se enfria rApidamente en agua fria
durante 10 minutos. La absorbancia de la mezcla se determina espectrofotométricamente a

622nm frente a un blanco con agua destilada o similar a la utilizada en las muestras.

La recta de calibracién se puede utilizar al menos durante 6 meses siempre y cuando se
mantengan constantes las condiciones experimentales, especialmente el tiempo de
calentamiento.
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A titulo de ejemplo se muestra una recta de calibrado para el APG-R12.14DP15:

D,El‘ _ .I‘:'\PG-R12_1_¢DP1_5

Absorbancia
]
(%}
|

D_I . . . 1 . . . 1 . . . 1

Y =0,08208 + 0,00390355-X
R'2 =98,6457%

0 20 40 60

Concentracidn, mg/L

80

100

Figura 4.6.- Recta de calibrado para el APG-R12-14DP1 5 por el método de la Antrona.
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4.3.1.4. Método de analisis del Yodo-Yoduro para tensioactivos no iénicos

Se trata de un método semi-especifico para tensioactivos no iénicos (Jurado 2002), ya
gue dentro de esta clase de tensioactivos el método no distingue al tensioactivo concreto de
que se trata.

Fundamento del método

Se basa en la formacién de un complejo coloreado entre el tensioactivo no iénico y el
reactivo yodo-yoduro. Este complejo coloreado se determina espectrofotométricamente. La

absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de tensioactivo no iénico.

Reactivos y disoluciones

Durante todo el andlisis se utilizan reactivos de calidad analitica reconocida, y agua

destilada, o de pureza equivalente.

¢ Reactivo yodo-yoduro: se disuelve 1 g de yodo (calidad Q.P. de Panreac) y 2 g de
yoduro potésico (KI, calidad P.A. de Panreac) en 100 ml de agua. Esta solucién debe
conservarse en frasco de vidrio color topacio y se renueva cada 8 dias.

e Solucién madre patrén de tensioactivo no iénico de 1 g/L.

e Solucidn hija patrén de tensioactivo no idnico de 20 mg/L preparada por dilucion 1/50 de

la solucion madre patron.
Equipos
Espectrofotdémetro

Para la medida de la absorbancia se utiliza el espectrofotémetro Cary 100 Bio UV-
Visible de la casa comercial Varian, que permite realizar las medidas a 500 nm de longitud de

onda.

Procedimiento

Se afladen 0.25 ml de reactivo yodo-yoduro sobre 10 ml de la muestra problema, se
agita y se mantiene durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se mide la absorbancia frente

al aire a 500 nm en un espectrofotdmetro.

La evaluacion de los resultados se realiza por medio de una recta de calibrado, para

cada una de las medidas de la muestra, que da directamente el contenido de tensioactivo no
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ionico expresado en mg/L. La curva de calibrado debe prepararse con el tensioactivo no iénico

de que se trate en cada caso, puesto que es diferente para cada uno.

En la Figura 4.7 se muestra, a titulo de ejemplo, una recta de calibrado para el

tensioactivo FAE-R12.14E11.

1,6

1,2

0,8

Absorbancia

Figura 4.7.

- FAE-R12-14E11

Y =0,300006 +0,0591513 - X
R2=99 7358

0 4 8 12 16 20
Concentracion, mg/L

Recta de calibrado para el FAE-R12-14E11 por el método colorimétrico del yodo-yoduro
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4.4. Determinacion de los parametros de calidad de un método analitico

La validacién de una método analitico es el proceso que establece, mediante estudios
sistematicos de laboratorio, que las caracteristicas técnicas de dicho método cumplen las
especificaciones relativas al uso previsto de los resultados analiticos (Cuadros, 2002). Es decir,
validar implica demostrar la validez del método para el uso especifico al que se destine.

La validacién implica por tanto una comprobacion de la exactitud de los resultados que
genera el método de analisis en sus dos componentes (comprobacion de la veracidad y

estimacion de la precision), a través del establecimiento de los parametros de calidad.

Para comprobar la bondad del método analitico empleado, se determinan los
parametros de calidad utilizando el modelo de calculo propuesto por Cuadros y col. (Cuadros
1993, 1996), que se basan en la utilizacion del conjunto de datos obtenidos en un experimento

de calibracién como son:

Linealidad:

Es la ausencia de curvatura de la linea de calibracién. Tradicionalmente se ha venido
midiendo a partir de los coeficientes de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (R?).

Valores préximos a 1 indican una alta calidad de los datos analiticos.
La linealidad puede ser cuantificada a partir de la expresion:

LN = (1- %’”) 100 [4.1]

Donde Si/m es la desviacion estandar relativa a la pendiente.

Sensibilidad:

Hay dos formas de expresar la sensibilidad de un método analitico: la sensibilidad de
calibracion, que mide la relacién entre la sefial instrumental y la concentracion de analito; y la
sensibilidad analitica, que es la menor diferencia de concentracion que un método analitico
puede discernir. La primera se evalla a partir de la pendiente de calibracién, m; y la segunda a
partir de cociente S/m, donde S; es la desviacién estandar de regresion.
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Precision:

La precisién mide el grado de incertidumbre de un resultado analitico. Esta es debida a
la dispersién de la sefial del instrumento y al uso de valores de la pendiente y la ordenada en el
origen estimadas de la recta de calibracion para transformar la sefial instrumental medida en
concentracion. Matematicamente se expresa por la desviacion estandar relativa de la

concentracion, S¢/c y tiene un valor distinto a cada concentracion.

Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC):

El limite de deteccion es la menor concentracion que puede detectarse con razonable
certeza por un procedimiento analitico determinado. Es la concentraciéon de analito que da una

sefial, y, igual a la del blanco, yo, mas tres veces la desviacion estandar del blanco, Sy:

y=y9+3:-S, [4.2]

El limite de cuantificacion se define como la menor concentracion de analito que puede
ser determinada con aceptable exactitud. Se calcula de la forma descrita en la Ecuacion 4.2,

pero sustituyendo el 3 por 10.

En los métodos separativos, el error se evalia a partir del rendimiento (R,) de la
separacion, que se define como la relacién entre la cantidad, a, separada y la cantidad inicial

de a, ao.

R, =2 [4.3]
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4.4. Determinacion de la toxicidad

La determinacion de la toxicidad se ha realizado mediante los ensayos:

e LUMIStox, conforme a la NORMA UNE-EN ISO 11348-2 (UNE-EN ISO 11348-2),
utilizando bacterias marinas luminiscentes Vibrio Fischeri NRRL-B-11177 como

microrganismos de prueba.

e De inhibicién del crecimiento de Pseudomonas Putida, conforme a la NORMA UNE-EN
ISO 10712 (UNE-EN ISO 10712), utilizando baterias Pseudomonas Putida CECT 324
como microrganismos de prueba, obtenidas de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

4.4.1. Ensayo de toxicidad LUMIStox

La medida de la toxicidad mediante el ensayo LUMIStox, se ha realizado conforme a la
NORMA UNE-EN ISO 11348-2 (UNE-EN ISO 11348-2), utilizando bacterias marinas

luminiscentes Vibrio fischeri NRRL-B-11177 como microorganismos de prueba.

4.4.1.1. Fundamento

La medida de toxicidad se basa en la inhibicién de la intensidad luminosa de la bacteria
marina de la cepa Vibrio fisheri después de un determinado tiempo de exposicion con la

sustancia toxica y en comparacion con un control no téxico.

4.4.1.2. Reactivos y disoluciones

e Bacterias luminiscentes secadas en liquido de la cepa Vibrio fischeri NRRL-B-11177 de
DrLANGE. Deben almacenarse en congelador a -18 °C/-20 °C.

e Solucidn de reactivacion; glucosa/cloruro soédico tamponado a pH 7 de DrLANGE.

e Solucion de NaCl al 2 %.

e Cloruro sédico (NaCl, P.A. de Panreac).

4.4.1.3. Equipos

LUMIStox

Equipo de medicion, unidad de medida y andlisis para el test de bacterias luminosas en
los ensayos de toxicidad conforme a DIN/EN/ISO 11348-2 (UNE EN ISO 11348-2).
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Se utilizé el equipo LUMIStox 300 de DR. LANGE y cubetas de vidrio (LZP 187) de DrLANGE.

Unidad de incubacién

Bloque termostatizado a 15 °C para mantener a temperatura constante las muestras
utilizadas en el LUMIStox 300, cumple con la NORMA internacional ISO DIN 11348 (UNE EN
ISO 11348-2).

4.4.1.4. Procedimiento

Reactivacion de las bacterias luminiscentes

En primer lugar se descongela la solucién de reactivacién en un vaso de precipitado con
agua, se agita con energia y una vez descongelada se mantiene a 15 °C en la unidad de
incubacion durante 15 min. A continuacién se sacan las bacterias del congelador y se agita

suavemente el vial durante 2 min en un vaso de precipitado con agua a T< 25 °C.

Se afladen 0.5 ml de la solucidbn de reactivacion al vial de bacterias y se agita
suavemente hasta formar una suspension. Se mantiene el vial en la unidad de incubacion
durante 15 min. Se mezclan las bacterias en suspension con el resto de la solucion de
reactivacion y se homogeneiza suavemente. Una vez homogeneizado se afiaden 0.5 ml de

dicha solucién a las cubetas vacias del incubador y se termostatiza durante 15 minutos.

Las bacterias comienzan a emitir luz inmediatamente después de su reconstitucion y
estan listas para su utilizacién en el ensayo, ademas las bacterias reactivadas deben utilizarse

en un plazo inferior a 4 horas.

Preparacion de la muestra y de la serie de dilucién

En primer lugar se afiaden a la muestra 0.3 g NaCl en forma soélida por cada 15 ml de
agua. Se introducen 3 ml de muestra en la cubeta correspondiente del incubador. El pH de la
muestra debe ser de 7 = 0.2 de acuerdo con la normativa, si el pH es inferior a 6.0 0 superior a
8.0, se puede producir una inhibicién de la luz relacionada con el pH, en este caso se ajusta el
pH afiadiendo HCI o0 NaOH. Si las muestras presentan turbidez se filtran o centrifugan antes de

realizar el ensayo.

Para la serie de dilucion se introducen 1.5 ml de la solucion de NaCl al 2% en las
cubetas correspondientes y se van transfiriendo 1.5 ml desde la cubeta que contiene la

muestra hasta la cubeta en penditima posicion.
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Medida

En primer lugar se prepara el LUMIStox, para ello se selecciona el modo de medicion
EC, la prueba 480 y se cambian los valores de la concentracion de la muestra si es necesario.

A continuacién se mide la intensidad luminosa a tiempo cero y para tiempos de

incubacion de 15 y 30 minutos respectivamente. Todas las medidas se realizan por duplicado.

El tiempo de contacto de la suspensién de ensayo con las bacterias luminiscentes debe
ser el mismo para todas las muestras de la serie de dilucién, para ello debe transcurrir el

mismo intervalo de tiempo entre adiciones sucesivas, que suele ser de 20 segundos.

4.4.1.5. Evaluacion

Efecto Inhibidor sobre las bacterias luminiscentes

Los valores iniciales de intensidad luminosa, medidos para todas las muestras de
ensayo, se corrigen mediante un factor que tiene en cuenta la disminucién de intensidad
luminosa que se produce de forma natural, aln en ausencia de muestra toxica.

10 [4.4]
fi = 1.00)

Donde:

o fi: factor de correccion para el tiempo de incubacién de 15 o 30 minutos.

o Ip(0): intensidad luminosa a tiempo cero, antes de la adicion de la suspensién de
bacterias.

e 1(0): intensidad luminosa tras un tiempo de incubacién de 15 o 30 minutos.

La intensidad luminosa se expresa en unidades de luminiscencia relativa.

El efecto inhibidor de la muestra de ensayo para un tiempo de incubacién t, se calcula
mediante la expresion:

(@ -1 [4.5]

= 00
‘ Ioe(€)
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Donde:

Ioe(c) = fk - Io(c) [4.6]

Siendo fj, el factor de correccion promedio de las muestras de control.

Para la evaluacién de las relaciones concentracién/efecto, se calcula para cada nivel de
dilucién la funcion Gamma. Esta funcion Gamma es la razon entre la intensidad de luz perdida
por la solucién de bacterias y la que queda después de que éstas han sido expuestas a la

accion de una muestra toxica, y se puede evaluar por la ecuacion:

H i@ =1L [4.7]
© 100 — H, 1. (¢c)

I
Siendo:
e 1o(0) y I:(0): lecturas de intensidad luminosa de la cubeta que contiene concentracion 0 a
tiempo O y t.

o lp(c) e k(c): lecturas de intensidad luminosa en la cubeta que contiene concentracion c a

tiempo O y t.

De los resultados obtenidos se deduce una relacion lineal entre la funcién G y la

concentracion de tensioactivo empleado de la siguiente forma:
log(C) = b -log(I') + log(a) [4.8]
Una reduccion de luz del 50% corresponde a un valor de G = 1, ya que en este caso la

intensidad de luz perdida sera igual a la intensidad de luz remanente. En la Figura 4.8 se

presenta, a titulo de ejemplo, la linealizacion para el tensioactivo APG-R12.14DP15 sin ozonizar

100 4

y = 9,8096x0.7982
R2? =0,9909

0,1 1,0 10,0 1000
log GAMMA

Figura 4.8. Relacion lineal entre la funcidn G y la concentracion para el tensioactivo APG-R12.14DP1s
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4.4.1.6. Determinacion de los valores EC

El valor de la toxicidad se mide como EC50 y EC20 que son, respectivamente, la
concentracion de tensioactivo en mg/L que produce una inhibicién del 50% y del 20% después
de 15 6 30 minutos de exposicion con el toxico. Los valores de EC50 y EC20 se calculan dando
a G los valores 1y 0.25, respectivamente.
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4.4.2. Ensayo de toxicidad con Pseudomonas putida

La medida de la toxicidad mediante el ensayo con Pseudomonas putida, se ha realizado
conforme a la NORMA UNE-EN ISO 10712 (UNE-EN ISO 10712), utilizando bacterias
Pseudomonas putida CECT 324 de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia) como

microorganismos de prueba.

4.4.1.1. Fundamento

Las Pseudomonas putida son unas bacterias aerobias gram-negativas con flagelos
moéviles (de 0,7 um a 1,1 ym de diametro y de 2,0 yum a 4,0 um de longitud), con flagelacion
polar. Es un microrganismo representativo de los microrganismos heterotrofos en agua dulce y
es una de las cepas de mayor interés industrial entre las bacterias de genero Pseudomonas, ya
gue unido a su potencial de degradacién de compuestos aromaticos y xenobidticos, presenta la
capacidad de colonizar el sistema radicular de plantas, formar biopeliculas y de ser manejable

desde el punto de vista genético.

En este ensayo se realiza la determinacion del efecto inhibitorio del tensioactivo sobre la
Pseudomona putida mediante la medida del crecimiento celular bajo la influencia de varias
disoluciones de la muestra a ensayar, comparandolo con el crecimiento celular de un cultivo
obtenido bajo las mismas condiciones, pero sin el tensioactivo. Se determina la concentracion
celular por densidad 6ptica después de un periodo de 16 horas = 1h. Este procedimiento
corresponde al establecido por la Norma UNE-EN ISO 10712:1996.

4.4.1.2. Reactivos y disoluciones

e Bacterias Pseudomona putida CECT 324
e Solucion Nutriente: Preparar las soluciones de reserva I-IV y después esterilizarlas a
121°C durante 10min.
o Solucion I: Disolver los siguientes compuestos en agua y diluir hasta 500 mL
= 10,0 g de NaNO3
= 2,40 g de K:HPO,
= 1,20 g de KH2PO,4

= 1,00 g de extracto de levadura
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o Solucion II: Disolver los siguientes compuestos en agua y diluir hasta 500 mL
= 10,00 g de NaNOs
= 2,40 g de K;HPO,
= 1,20 g de KH,PO,

o Solucion llI: Disolver los siguientes compuestos en agua y diluir hasta 500 mL
= 40,0 g de D(+)-glucosa monohidratada (C6H1206-H20) para uso
microbioldgico y bioquimico.

o Solucion 1V: Disolver los siguientes compuestos en agua y diluir hasta 1000 mL
= 4,00 gde MgSO4-7H.0O
= 0,01 g de Citrato de Hierro (lll) granulado

Medio de nutriente para el cultivo madre (agar inclinado)

Disolver 18g de agar en agua por calentamiento

2. Anadir 50 mL de solucion I, 125 mL de Solucién 1ll, 100 mL de solucion IV y diluir con
agua hasta 1000 mL

3. Introducir cantidades de 6 a 10 mL del medio nutriente en tubos de cultivo mientras se
mantiene liquido, cerrar los tubos y esterilizar durante 10min a 121°C.

4. Dejar solidificar el medio nutriente en posicién inclinada y almacenar de 2 a 4 °C

Manejo del cultivo madre

Inocular los tubos de agar inclinado con una colonia de Pseudomona putida cada uno.

Iniciar nuevos cultivos madre con intervalos de una semana para mantener la cepa de ensayo.

Incubar los cultivos madre inoculados durante 24h a 25+4°C ( y almacenar a 25+4°C).
Después de la incubacién durante 24 horas puede producirse un pigmento verdoso. Este hecho

es normal y no indica contaminacion.
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4.4.1.3. Equipo

Todo material de vidrio y tapones que entren en contacto con los cultivos de ensayo
deberan esterilizarse antes de usarlos, si no se han esterilizado junto con las soluciones
nutrientes.

Los equipos necesarios para el ensayo de toxicidad seran:

e Espectrofotdmetro VARIAN Cary 100 Bio UV-Visible
e Microscopio de aumento minimo x100

e pH-metro

e Cabina de temperatura controlada

e Matraces de cultivo

e Autoclave

e Bafio termostatizado con agitacion

4.4.1.4. Procedimiento

Preparacion del precultivo

e Preparacion del medio de precultivo

Se esterilizan 900mL de agua destilada en un recipiente adecuado y se afiaden 25 mL

de cada una de las soluciones | y Ill, y 50 mL de la solucion IV.

Se distribuye el medio de precultivo en matraces Erlenmeyer de 250 mL para el cultivo

en condiciones estériles.

e Preparacion del inoculo para el precultivo

Se aclaran las células a partir del cultivo madre de agar inclinado una vez tengan 7 dias
con medio de precultivo estéril. Se diluye eta suspension celular con medio estéril de
precultivo para obtener una turbidez de 10 FNU en el precultivo, correspondiente a una
absorbancia de 0,02 medida a 610nm respecto a un blanco hecho con medio estéril de

precultivo.

Incubar durante 5+0,5 horas a 23+1°C.
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e Cuando la incubacién se haya completado, se diluye la suspensién bacteriolégica con el
medio de cultivo a ensayar para dar la turbidez especifica de 50 FNU, correspondiente a
una absorbancia de 0,10 medida a 610nm respecto a un blanco hecho con medio estéril
de precultivo.

El inoculo debe tomarse del precultivo durante la fase de crecimiento exponencial.

Preparacion de los cultivos a ensayar

Se utilizaran matraces de 250 mL en los que se colocara un volumen de 100 mL.

Se distribuye 2,5 mL de cada una de las solucién 1y lll y 5 mL de la solucién IV, el agua
de dilucién y el tensioactivo a ensayar en los matraces y se esteriliza en autoclave a 121°C

durante 10 min.

Posteriormente se afiade el inoculo, una vez que estan los matraces frios, de modo que
se tenga una concentracion inicial calculada de 5 FNU correspondiente a 10mL del inoculo
bacterioldgico preparado anteriormente. La concentracion de inoculo se comprueba con el

espectrofotdmetro sobre los blancos.
Se cierran los matraces con tapones estériles permeables al aire o tapas de aluminio.

Incubaciéon

Los cultivos de ensayo y de control se incuban a temperatura constante de 23+1°C en

oscuridad, durante 16 horas.

Se utiliza el bafio termostatizado con agitacion para mantener la temperatura constante

y que el vaivén evite la formacién de depédsitos de bacterias en las paredes de los matraces.
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4.4.1.5. Evaluacion de la inhibicién y determinacién de los valores EC

Después del periodo de incubacion de 16+1 hora, se realiza la medida de la turbidez.

El porcentaje de inhibicion de multiplicacion celular para cada concentracion se calcula
como

Bc_Bn
BC_BO

I =

[4.9]

Donde:

e B, es la turbidez de la biomasa al final del periodo de ensayo para la enésima
concentracion de la muestra de ensayo
e B.eslaturbidez de la biomasa al final del periodo de ensayo en el control

e Bpeslaturbidez de la biomasa a tiempo 0 en el control

Se representan los valores de inhibicion calculados frente a la concentracién. El valor de
ECso se obtiene para una inhibicion del crecimiento del 50%, de la linea recta a la que se
ajustan los datos entre el 20 y el 70% aproximadamente.
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4.5. Métodos de ensayo de |la biodegradabilidad

4.5.1. Ensayo estatico

Se utiliza este ensayo para determinar la biodegradabilidad de tensioactivos aniénicos y
no iénicos. Viene recogido en la NORMA UNE 55-844-91 (UNE 55-844-91); “Determinacién de
la biodegradabilidad de agentes tensioactivos no iénicos empleados en la fabricacion de

formulaciones detergentes”.

El método especificado en esta norma y sus anexos es el aprobado por la OCDE
(OECD, 1993b). El Reglamento (CE) n° 648/2004 de 31 de Marzo de 2004 sobre detergentes
reconoce como vdlido el citado método de la OCDE para determinar el indice de
biodegradabilidad de los tensioactivos anidnicos y no i6nicos contenidos en los detergentes
(Reglamento n°® 648, 2004). También se corresponde con en el anexo | de la Orden del
Ministerio de Industria y Energia del 5 de Septiembre de 1985 sobre “Actualizacion de la
determinacion de la biodegradabilidad de agentes tensioactivos utilizados en la preparacion de
los detergentes”, (BOE 1985).

4.5.1.1. Fundamento del método

Se trata de un ensayo tipo “matraz abierto” que permite determinar la biodegradabilidad
de tensioactivos. Los tensioactivos que se ensayan deben superar un porcentaje minimo
requerido para concluir que son biodegradables y que pueden utilizarse en aplicaciones
comerciales. Es un ensayo sencillo y relativamente rapido, puesto que dura 21 dias como
maximo y ademas puede efectuarse simultdneamente para diferentes tensioactivos o para

diferentes concentraciones de un mismo tensioactivo.

Consiste en inocular una pequefia cantidad de microorganismos aerobios, procedentes
de una poblacién mixta y aireada, en una mezcla formada por la disolucién nutriente, que es un
medio acuoso de composicidon quimica definida apto para el desarrollo microbiano, y la

disolucién de ensayo, que contiene los tensioactivos que se deseen ensayar.

La disolucién de ensayo debe estar libre de productos que puedan interferir en la
determinacion. Ciertos productos quimicos, presentes en los medios acuosos o en el aire
ambiente, pueden reducir, o incluso inhibir, la actividad de los microorganismos causantes de la

biodegradacion de los tensioactivos, retrasando el proceso o influyendo en el resultado final.

Entre estos productos se encuentran alcalis fuertes, metales toxicos, bactericidas y

disolventes organicos. Incluso los propios tensioactivos pueden inhibir la actividad de los
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microrganismos Si Se encuentran presentes en concentraciones suficientemente elevadas
(Jurado, 2004).

La muestra debe contener inicialmente una concentracién de tensioactivo igual o
superior a 5 mg/L y se coloca en un matraz conico de 2 L de capacidad. El control de los
microorganismos responsables de la biodegradacion se comprueba mediante ensayos
paralelos al tensioactivo problema, efectuados con tensioactivos anidnicos que sirven como
patrones de biodegradacién. El patron anionico utilizado ha sido el alquilbenceno sulfonato
lineal (LAS, C11-14). Se aplica a los matraces una agitacion continua de tipo orbital a razén de
125 carreras/vaivén que facilite la aireacion de su contenido. La temperatura se mantiene a 25
°C durante todo el ensayo.

4.5.1.2. Reactivos y disoluciones

Todos los productos quimicos utilizados en el ensayo son de calidad P.A. “calidad para
analisis” o P.R.S. “calidad del reactivo purisimo”, el agua es destilada o de pureza equivalente,
en cualquier caso exenta de sustancias tdxicas, especialmente de productos que contengan
cobre.

Disolucion Nutriente

Esta disolucion se prepara afiadiendo a 1 L de agua destilada 1 ml de cada una de las

cuatro disoluciones siguientes:

A. Se disuelven en 1000 ml de agua las siguientes cantidades de productos:
e 8.5 g de dihidrogenofosfato potasico (KH2PO4, P.A.) de Panreac.
e 21.75 g de monohidrégenofosfato dipotasico (K2HPO4, P.A.) de Panreac.
e 33.4 g de monohidrégenofosfato disddico dihidratado (Na2HPO4-2H20, P.R.S.) de
Panreac.

e 1.7 g de cloruro aménico (NH4CI, P.R.S.) de Panreac.

B. Se disuelven en 1000 ml de agua 22.5 g de sulfato magnésico heptahidratado
(MgS04-7H20, P.R.S.) de Panreac.

C. Se disuelven en 1000 ml de agua 27.5 g de cloruro célcico anhidro (CaCl2, P.A.) de

Panreac.
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D. Se disuelven en 1000 ml de agua 0.25 g de cloruro de hierro (lll) hexahidratado
(FeClI3-6H20, P.R.S.) de Panreac.

La disolucién nutriente se prepara inmediatamente antes de su uso en el ensayo de

biodegradacion.

Disolucién de tensioactivo a ensayar

Se prepara una disolucién de tensioactivo de 1g/L (disolucion madre) disolviendo éste
en agua desionizada (calidad Milli-Q con resistividad de 18.2 MQ-cm equivalente a la del agua
pura). Dependiendo del tensioactivo puede ser necesario someter la disolucién a un ligero
calentamiento. La disolucion de concentracion de tensioactivo requerida (entre 0-100 mg/L) se

obtiene por dilucién de la disolucion madre en agua desionizada.

Para el caso de tensioactivos que lo necesiten, se ajusta el pH a 7, mediante NaOH 1M
y/o HCI 1M.

Disolucién de tensioactivo aniénico (patrén blando)

A partir de una disolucion madre de 1g/L de LAS se obtiene por dilucion en agua

desionizada una disolucién hija de 5 mg/L que se empleara en el ensayo de biodegradacion.

In6culo

Aunque puede considerarse como inéculo adecuado cualquier fuente que proporcione
microorganismos aerobios de una poblacion mixta, el in6culo debe proceder preferentemente
de un efluente secundario de buena calidad, tomado de una planta de depuracion de agua con
tratamiento biolégico (fangos activos), que opere con vertidos urbanos en forma predominante.
El in6culo se tomd de la estacion depuradora de aguas residuales urbanas “UTE EDAR
GRANADA SUR”.

Es esencial al emplear el método por primera vez comprobar experimentalmente la
actividad del in6culo, para ello se realizaron ensayos (Lechuga, 2005) con el tensioactivo
aniénico patréon (LAS) utilizando cantidades variables de inéculo. De esta serie de ensayos
previos se dedujo la cantidad y el tipo de inGculo necesario para provocar una biodegradacion
del patron empleado, que debe estar comprendida entre el 90% y 95% dentro de los primeros

14 dias del ensayo, aungque normalmente solo se requieren de 7 a 10 dias.

Lechuga, (2005) ensay6 dos tipos de indculo: uno proveniente de fangos activados y

otro del efluente secundario de la EDAR. Las cantidades ensayadas de ambos in6culos fueron:
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5, 15y 20 ml en 1.2 L de disolucion nutriente, con 5 mg/L de tensioactivo anionico. Los
ensayos mostraron que en los 7 primeros dias se habia degradado el 100% del tensioactivo
utilizando como in6culo agua tratada. Se descartaron los fangos activados como in6culo y
cantidades de agua tratada mayores de 5 ml.

A continuacion ensay6 diferentes cantidades de in6culo proveniente del efluente
secundario (0.5, 1 y 2 ml) sobre LAS. Los resultados revelaron que con 0.5 ml de in6culo a los
5 dias se alcanza un 94 % de biodegradacion para el tensioactivo anionico. Por tanto
establecid, que en todos los ensayos estaticos de biodegradaciéon la cantidad de inéculo a
utilizar es de 0.5 ml por 1200 ml de disolucién nutriente, cumpliendo asi los requisitos de la

norma.

4.5.1.3. Equipos

En los ensayos estaticos de biodegradacion se utilizé el agitador orbital modelo Rotabit
de SELECTA. Se trata de una maquina agitadora por vaivén con capacidad para seis matraces
cbnicos que permite efectuar hasta 220 carreras de vaivén por minuto, con un recorrido de 5 a
10 cm cada una.

4.5.1.4. Preparacion de muestras

La muestra problema de tensioactivo aniénico o no iénico y la muestra control del
tensioactivo anionico patron se preparan de la siguiente forma: en un recipiente de vidrio de
volumen adecuado y perfectamente limpio (apartado 3.5.) se procede a la mezcla de la
disolucion nutriente y el volumen necesario de disolucién de tensioactivo a ensayar para
obtener la concentracion final deseada. A continuacion se afiaden 0.5 ml de inéculo por cada

1.2 L de mezcla a ensayar.

Antes de iniciar el ensayo, todo el volumen de muestra se somete a agitacién durante 1
hora y aireacién durante 15 minutos para homogeneizar el tensioactivo y evitar su acumulacion
en la interfase aire-agua, lo que podria determinar errores iniciales en la toma de muestra.

Ademas inicialmente la disolucién de ensayo no debe presentar espuma.

En todos los ensayos se prepara un blanco formado por la disoluciéon nutriente y el
inoculo, en cualquier caso exento de tensioactivo. También se somete a agitaciéon durante 1

hora y aireacion durante 15 minutos.
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4.5.1.5. Procedimiento y condiciones de operacion

Para ensayar la muestra problema y patrén, se introducen respectivamente 1.2 L de la
disolucién en sendos matraces cénicos de 2 L de capacidad; cada matraz se tapa con algodon
hidr6fobo para no impedir la circulacion de aire entre el interior del matraz y la atmésfera que lo
rodea.

Los matraces se colocan en el agitador orbital (SELECTA Rotabit) a 125 carreras de
vaivén por minuto. El continuo vaivén del agitador proporciona la agitaciébn necesaria para
mantener la disolucion aireada. La capacidad del agitador es de 6 matraces, por lo que
normalmente se coloca uno con la disolucién patrén y 5 con la muestra problema para el
estudio de la biodegradacién. En caso de que se ensayen dos tensioactivos diferentes se

coloca uno con la disolucién patrén y dos para cada tensioactivo.

El sistema de agitacion se dispone en una estancia oscura y termostatizada a 25° C + 1°
C equipada con resistencias eléctricas y refrigeracion ademas de control de temperatura, las
paredes se encuentran aisladas con poliuretano. La atmésfera ambiente debe mantenerse libre
de contaminantes y productos toxicos, especialmente de disolventes clorados. La camara
dispone de una lampara de radiacion ultravioleta que se conecta 1 hora antes del inicio del

ensayo para esterilizar la misma.

Los volimenes de muestra deben ser lo suficientemente grandes como para permitir el
analisis de la biodegradacién por el método analitico que corresponda. En cualquier caso las
muestras se depositan en material de vidrio perfectamente limpio o en frascos de plastico

asépticos.

Durante los ensayos de biodegradacion se toman diferentes muestras para la
determinacion del carbono total organico, la concentracion residual de tensioactivo y la tension

superficial.
A los 28 dias se da por finalizado el ensayo de biodegradacion.

En la Figura 4.9 se esquematiza el protocolo realizado y los métodos de analisis

empleados para la toma de muestras.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 95 de 312



4. MATERIALES Y METODOS | Alejandro Burgos Cara

)

w

;'.:-.-E't Concentracion Residual

s => TOC

[—

25 5C
/‘SEmL

i |

Tension Superficial

Figura 4.9. Protocolo de muestreo para el ensayo estatico de biodegradacion

4.5.1.6. Seguimiento de la biodegradacion

Para el tensioactivo problema se toman muestras durante los 28 dias que como maximo
dura el ensayo, siendo la primera de ellas la que sigue a la inoculacién, a esta muestra se le
denomina muestra a “tiempo cero”’. La frecuencia de la toma de muestras depende del

tensioactivo y de las medidas de carbono orgénico total.

Para el tensioactivo anionico utilizado como patrén se analiza la biodegradacion el
primer y quinto dia del ensayo tras la inoculacién, aunque también es posible seguir la
biodegradacion durante los 28 dias.

El seguimiento de la biodegradacion se observa mediante la disminucion del carbono
organico total medido, o del tanto por ciento de tensioactivo residual, evaluado por técnicas
espectrofotométricas.

Las determinaciones en el quinto dia sirven para dar una indicacion sobre si el inéculo
empleado es efectivo. Para que los resultados del ensayo sean validos, el patron blando de
tensioactivo aniénico debe biodegradarse hasta un valor comprendido entre 90 y 95% al cabo
de 14 dias de ensayo, si esto no sucede debe repetirse todo el ensayo (El experimento es

rechazado y se propone otro en las mismas condiciones).

En cualquier caso se aceptan como validos todos los ensayos en los que el % de

biodegradacioén del patron blando al cabo de 5 dias es mayor del 90%.
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4.6 Determinacion de la tensién superficial

4.6.1. Fundamento del método

Existen distintos métodos para medir la tension superficial, entre ellos estan los métodos

basados en la medicién de una fuerza y dentro

de estos el utilizado en concreto seria el

. . Vista lateral
método del plato (Wilhelmy) (Figura 4.10). dgg ;aegg

En este método se mide la fuerza hacia

abajo que sobre una placa lisa ejerce la Recipiente

- . de liquido
superficie o interfase a la cual se desea
determinar la tensién cuando esta placa toca

exactamente esa superficie o interfase. i

Figura 4.10. Esquema del método del plato para la

medida de la tensién superficial (Jean L. Salager, 2005)

4.6.2. Equipo

El equipo utilizado es un tensiémetro KRUSS TENSIOMETER K11 como puede verse
en la figura 4.11 acoplado a un bafio termostatizado (a la izquierda en la foto).

Figura 4.11. Fotografia del tensiometro KRUSS TENSIOMETER K11.

Master en Ciencia y Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 97 de 312



4. MATERIALES Y METODOS Alejandro Burgos Cara

4.6.3. Procedimiento

1. Antes de medir, lavamos muy bien los vasos que se vayan a utilizar tal y como se
describe en el apartado “4.8 Protocolo de limpieza” y quemamos la placa hasta ponerla

al rojo vivo para eliminar cualquier impureza organica.

2. Encendemos el equipo auxiliar de termostatizado y seleccionamos la temperatura de

consigna deseada.

3. Se vierte la muestra a la cual queremos determinar su tensién superficial en el vaso y se

coloca en tensiémetro.

4. Se selecciona en la interfaz grafica del equipo lo siguiente:
a. Metodo de medida: “Plate”
b. Numero de medidas: 30

c. Intervalo entre medidas: 0,5 segundos

Nos aseguramos de que la temperatura medida por el tensiémetro es la temperatura de

consigna deseada, en caso contrario se debe esperar hasta que esta se alcance.

5. Se ajusta la placa, con ayuda de la ruleta de posicién, en torno a 1mm por encima de la

interfase y se ejecuta la orden de medida en el tensiémetro.

6. Trascurridos unos 20 segundos, se muestra en la interfaz grafica el valor de la tension

superficial con su desviacién estandar y la temperatura a la que se ha medido.

7. La CMC (Concentracion micelar critica) puede obtenerse de la interseccion de las
rectas de las pendientes de la parte inicial y final de la curva obtenida al representar los
datos.
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4.7. Determinacion de la CMC por conductimetria

4.7.1. Fundamento del método

El método conductimétrico consiste en medir la conductividad (k) de disoluciones que
contienen distinta concentracién de un tensioactivo idnico. La representacion de los datos de
conductividad frente a concentracion de tensioactivo es una curva cuyas pendientes, antes y
después de la CMC, son diferentes. A titulo de ejemplo se muestra en la figura 4.12 la
representacion de los datos de conductividad frente a concentracion para el LAS-R11.14

I-AS'R11 -14

17

16

15

-
- N W b

Conductividad, pS/cm
o

7 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion, mg/L

Figura 4.12. Representacion de la conductividad frente a la concentracion para el LAS-R11-14

4.7.2. Equipo

El equipo utilizado para la medida de la conductividad ha sido un conductimetro de la
marca METERLAB modelo CDM210
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4.7.3. Procedimiento

Se afiaden volimenes conocidos de una disoluciéon del tensioactivo, de concentracion
conocida de forma sucesiva; agitando hasta que se estabilice la disolucion haciendo una
lectura de la conductividad después de cada una de las adiciones.

Una vez terminada la adicion de disolucion de tensioactivo, se obtiene una tabla de
volumen afadido y conductividad. A partir de los datos experimentales se calcula la
concentracion de tensioactivo después de cada una de las adiciones y se representa frente a la
medida de conductividad experimental correspondiente.

La CMC se estima segun el punto de corte de las rectas que se obtienen antes y
después de la CMC.
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4.8. Protocolo de limpieza

4.8.1. Limpieza del material corriente de laboratorio

Todo el material corriente de laboratorio, utilizado en ensayos o en analisis, se somete a
un protocolo de limpieza para eliminar cualquier resto de agentes de superficie que pueda
interferir en los resultados de los analisis. El protocolo seguido es el siguiente:

e Limpieza del material de vidrio con NOCHROMIX® (Persulfato de amonio y metales
traza) en H,SO4
e Enjuague con agua corriente.

e Enjuague final con agua desionizada.

Finalmente antes de usar el material, éste se seca en una estufa hasta que quede

perfectamente seco.
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

5.1. Métodos de analisis

5.1.1. Recta de calibracion para la determinacion del APG-R1,.14DP1 5

Tabla 5.1 Valores de absorbancia a distintas concentraciones de APG-R12-14DP1 5 utilizando el método de

la antrona
EXPERIMENTO C-2 Recta de calibrado para el APG-R12.14DP15
Tensioactivo: APG-R12-14DP15 Temperatura, °C:  Ambiente
Medida de la Concentracion: Antrona Blanco hecho con: Agua destilada

Absorbancia a distintas concentraciones de APG-R12.14DP15

[T], mg/L Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4
0 0,0479 0,1103 0,0916 0,1053
5 0,0952
10 0,1214

20 0,1458 0,1553

30 0,1826

40 0,2166 0,2374 0,2452

50 0,2764 0,2806 0,2776 0,292
60 0,3193 0,3147

70 0,3578

80 0,4027 0,3821 0,4176

90 0,4468

100 0,4499 0,4591 0,461 0,4612
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5.1.2. Recta de calibracion para la determinacion del LAS-R11.14

Tabla 5.2 Valores de absorbancia a distintas concentraciones de LAS-R11.14 utilizando el método del

Azul de Metileno

EXPERIMENTO C-2 Recta de calibrado para el LAS-R11-14
Tensioactivo: LAS-Ri1-14 Temperatura, °C:  Ambiente
Medida de la Concentracién: MBAS Blanco hecho con: Cloroformo

Absorbancia a distintas concentraciones de LAS-R11-14

[T], mg/L Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4

0 0,1679 0,179 0,1843 0,1221
0,5 0,2091 0,2059

1 0,3158 0,296 0,2938 0,2874
15 0,3969 0,425

2 0,4696 0,478 0,4281 0,4503
2,5 0,542 0,5506

3 0,6268 0,6622 0,6716 0,6029
3,5 0,7169 0,7774

4 0,8371 0,8763 0,7753 0,7987
4,5 0,9199 0,9362 0,9536

5 0,9824 0,9717 0,9856
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5.1.3. Recta de calibracion para la determinacion del FAE-R12.14E11

Tabla 5.3 Valores de absorbancia a distintas concentraciones de FAE-R12.14E11 utilizando el método del

Yodo/Yoduro
EXPERIMENTO C-3 Recta de calibrado para el FAE-R12-14E11
Tensioactivo: FAE-Ri2.14E11 Temperatura, °C: Ambiente
Medida de la
Concentracion: Yodo/Yoduro Blanco hecho con: Aire
Absorbancia a distintas concentraciones de FAE-R12.14E11
[T], mg/L Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5

0 0,3378 0,3433 0,3592 0,3701 0,3573
2 0,4254 0,4381
5 0,5933 0,6004 0,5835 0,5816
10 0,862 0,8672 0,8925 0,8573 0,8674
15 1,1317 1,1779 1,1956 1,2065 1,186
20 1,4602 1,5072 1,5096 1,4582 1,4871
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5.1.4. Recta de calibracién para la determinaciéon del EC-R1,.14E10

Tabla 5.4. Valores de absorbancia a distintas concentraciones de EC-Ri2-14E10 utilizando el método del
Azul de Metileno

EXPERIMENTO C-2 Recta de calibrado para el LAS-R11-14
Tensioactivo: EC-Ri214E10 Temperatura, °C:  Ambiente
Medida de la Concentracion: MBAS Blanco hecho con: Aire

Absorbancia a distintas concentraciones de LAS-R11-14

[T], mg/L Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4
0 0,1626 0,1506 0,1745
2 0,2515 -- 0,2914
4 0,3677 0,3692 0,4017
6 0,4971 0,5091 0,4756
8 0,6440 0,6144 0,6081
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5.2. Tension superficial

5.2.1. APG-R12.14DP1 5

Tabla 5.5. Datos de Tension superficial a diferentes concentraciones de APG-R12.14DP1.5 medidas a 25°C

EXPERIMENTO T-1 Tension superficial del APG-R15.14DP1 5

Tensioactivo: APG-R12-14DP15 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracién — Tension superficial

[T], mg/L Y media, MN/M Desv.Est [T], mg/L Y media, MN/M Desv.Est
0,000 69,940 0,365 41,284 31,767 0,351
0,998 66,225 0,427 45,455 31,850 0,071
2,982 58,400 0,000 49,550 30,900 0,265
4,950 53,250 0,443 53,571 30,600 0,436
6,903 49,167 0,058 57,522 30,400 0,173
8,841 46,120 0,396 61,404 29,750 0,495
10,763 43,800 0,700 68,966 29,700 0,000
12,671 41,800 0,346 76,271 29,550 0,354
14,563 40,100 0,906 83,333 29,300 0,000
16,441 39,125 0,634 90,164 28,867 0,208
18,304 37,733 0,208 96,774 28,550 0,212
20,154 36,725 0,386 115,385 28,250 0,212
21,989 36,550 0,208
23,810 35,660 0,792
28,302 34,400 0,794
32,710 32,633 0,321
37,037 32,325 0,310
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5.2.2. LAS-R11-14

Tabla 5.6. Datos de Tension superficial a diferentes concentraciones de LAS-R11.14 medidas a 25°C

EXPERIMENTO T-2 Tension superficial del LAS-R11.14

Tensioactivo: LAS-Ri1.14 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracién — Tension superficial

[T], mg/L Ymedia, MN/m Desv.Est [T], mg/L Ymedia, MN/m Desv.Est
0,000 70,500 0,704 34,749 47,960 0,207
0,000 70,467 0,252 36,609 47,740 0,230
0,999 69,850 0,071 40,307 47,180 0,319
1,996 69,400 0,300 43,977 46,280 0,192
4,975 64,600 0,265 47,619 45,050 0,300
7,937 60,933 0,569 51,233 44,800 0,255
11,858 58,700 0,265 54,820 44,325 0,206
15,748 56,667 0,503 58,380 43,620 0,249
19,608 54,900 0,058 61,914 43,250 0,129
19,608 54,900 0,707 65,421 43,150 0,265
21,526 53,867 0,058 68,901 43,000 0,000
23,438 53,180 0,319 74,074 42,700 0,100
25,341 52,060 0,462 79,190 42,000 0,141
27,237 51,400 0,346 84,249 41,667 0,351
29,126 50,760 0,581 89,253 41,075 0,403
31,008 49,920 0,295 94,203 40,925 0,350
32,882 48,360 0,365 102,334 40,225 0,340
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Tabla 5.6.(continuacién) Datos de Tension superficial a diferentes concentraciones de LAS-R11-14
medidas a 25°C

EXPERIMENTO T-2 Tension superficial del LAS-R11.14

Tensioactivo: LAS-R11.14 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracién — Tension superficial

[T], mg/L Y media, MN/m Desv.Est [T], mg/L Y media, MN/M Desv.Est
110,320 39,400 0,834 221,184 36,140 0,114
118,166 39,500 0,115 230,769 37,200 0,361
125,874 39,260 0,207 253,731 36,700 0,346
133,449 38,400 0,141 275,362 36,200 0,600
140,893 38,525 0,236 295,775 35,500 0,100
148,211 38,250 0,058 324,324 35,600 0,000
155,405 37,950 0,100 350,649 34,600 0,361
162,479 37,700 0,183 375,000 34,150 0,071
169,435 37,200 0,212 411,765 34,867 0,306
176,277 37,200 0,200 444,444 34,933 0,208
180,328 38,000 0,200 473,684 35,000 0,424
186,330 37,000 0,183 500,000 33,933 0,208
193,548 38,067 0,153 523,810 33,267 0,451
196,141 36,575 0,222

206,349 37,800 0,100

208,861 36,475 0,222

218,750 37,633 0,306
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5.2.3. FAE-Ri>.14E11

Tabla 5.7. Datos de Tension superficial a diferentes concentraciones de FAE-R1214E11 medidas a 25°C

EXPERIMENTO T-3 Tension superficial del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: FAE-Riz-14E11 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracién — Tension superficial

[T], mg/L Y media, MN/m Desv.Est [T], mg/L Y media, MN/M Desv.Est
0,000 69,367 0,252 10,490 35,900 0,000
0,998 48,950 0,212 10,978 36,000 0,283
1,992 48,833 0,351 11,466 35,200 0,141
2,982 45,150 0,212 11,952 34,767 0,451
3,968 43,450 0,071 12,438 34,267 0,208
4,950 42,133 0,231 12,922 33,450 0,071
5,000 44,950 0,212 13,406 33,550 0,212
5,495 41,450 0,212 13,889 33,300 0,000
5,988 39,850 0,354 14,371 33,350 0,071
6,481 39,850 0,071 15,000 32,700 0,141
6,972 39,300 0,141 15,968 32,300 0,283
7,463 38,850 0,071 16,932 32,500 0,141
7,952 37,350 0,071 17,893 31,650 0,071
8,441 37,200 0,141 18,849 32,100 0,000
8,929 36,350 0,071 20,000 34,600 0,141
9,415 35,950 0,071 20,958 34,100 0,000
10,000 37,250 0,071 21,912 33,733 0,321
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Tabla 5.7. (Continuacion) Datos de Tensién superficial a diferentes concentraciones de FAE-R12.14E11
medidas a 25°C

EXPERIMENTO T-3 Tension superficial del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: FAE-Riz-14E11 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracion — Tension superficial

[T], mg/L Y media, MN/M Desv.Est [T], mg/L Y media, MN/M Desv.Est
22,863 32,550 0,071
23,810 32,700 0,283
100,000 32,73 0,145
500,000 32,750 0,212
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5.2.4. EC-Ri2.14E10

Tabla 5.8. Datos de Tension superficial a diferentes concentraciones de EC-R12.14E10 medidas a 25°C

EXPERIMENTO T-3 Tension superficial del EC-R12.14E10

Tensioactivo: EC-Ri12-14E10 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracion — Tension superficial

[T], mg/L Y media, MN/m Desv.Est [T], mg/L Y media, MN/M Desv.Est
5 52,18 0,536 75 31,54 0,462
10 47,12 0,342 100 30,7 0,235
25 38,66 0,279 200 31,18 0,110
30 36,72 1,064 250 31,34 0,055
40 35,04 0,777 300 31,2 0,071
50 33,4 0,430 400 31,04 0,167
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5.3. Conductividad

Tabla 5.9. Datos de Conductividad a diferentes concentraciones de LAS-R11-14 medidas a 25°C

EXPERIMENTO T-5 Tension superficial del LAS-R11.14

Tensioactivo: LAS-Ri1-14 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracion — Tensién superficial

[T], mg/L K, uS/cm [T], mg/L K, uS/cm [T], mg/L K, uS/cm
0,00 7,59 32,88 11,08 63,67 14,20
2,00 8,00 34,75 11,25 65,42 14,33
3,98 8,19 36,61 11,44 67,16 14,47
5,96 8,38 38,46 11,63 68,90 14,69
7,94 8,57 40,31 11,82 70,63 14,85
9,90 8,74 42,15 12,00 72,36 15,01
11,86 8,93 43,98 12,17 74,07 15,18
13,81 9,15 45,80 12,35 75,79 15,35
15,75 9,38 47,62 12,56 77,49 15,52
17,68 9,59 49,43 12,74 79,19 15,60
19,61 9,79 51,23 12,92 80,88 15,74
21,53 9,97 53,03 13,08 82,57 15,90
23,44 10,16 54,82 13,25 84,25 16,17
25,34 10,36 56,60 13,43 85,92 16,32
27,24 10,54 58,38 13,65 87,59 16,50
29,13 10,72 60,15 13,83 89,25 16,66
31,01 10,89 61,91 14,02 90,91 16,83
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.9.(Continuacion) Datos de Conductividad a diferentes concentraciones de LAS-R11.14 medidas
a 25°C

EXPERIMENTO T-5 Tension superficial del LAS-R11.14

Tensioactivo: LAS-Ri1-14 Temperatura, °C: 25

Calidad del agua: Destilada

Datos de Concentracion — Tensién superficial

[T], mg/L K, uS/cm [T], mg/L K, uS/cm [T], mg/L K, uS/cm
92,56 17,01 119,72 19,62 145,30 22,14
94,20 17,19 121,27 19,77 146,76 22,29
95,84 17,34 122,81 19,92 148,21 22,41
97,47 17,50 124,34 20,06 149,66 22,54
99,10 17,63 125,87 20,21 151,10 22,67
100,72 17,78 127,40 20,35 152,54 22,82
102,33 17,95 128,92 20,50 153,98 22,95
103,94 18,10 130,43 20,62 155,41 23,08
105,55 18,25 131,94 20,78 156,83 23,21
107,14 18,41 133,45 20,97 158,25 23,34
108,73 18,55 134,95 21,11 159,66 23,50
110,32 18,70 136,44 21,28 161,07 23,62
111,90 18,85 137,93 21,44 162,48 23,77
113,48 19,00 139,41 21,59 163,88 23,89
115,04 19,18 140,89 21,73 165,28 24,01
116,61 19,33 142,37 21,86 166,67 2414
118,17 19,48 143,84 21,99 168,05 24,27
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

5.4. Ozonizacion de tensioactivos

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para los ensayos de ozonizacion
realizados segun el procedimiento descrito en el apartado 4.2, quedando recogidos en las
tablas los datos de las condiciones experimentales bajos las que se llevaron a cabo los
ensayos.

5.4.1. APG-R12.14DP1 5

Tabla 5.10. Concentraciones residuales de APG-R12-14DP1.5 para el ensayo de ozonizacion

EXPERIMENTO E-1.1 Concentraciones Residuales de Tensioactivo
Tensioactivo: APG-R12-14DP15 Temperatura, °C: 25
Concentracion Oz, g/Nm® 113 pHinicial: 8
Caudal de Oz, Ln/h: 5 Concentracion
Medida de la Concentracion: Antrona inicial, mg/L: 80 (+2%Sal)

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.

0 80,00 81,57 80,00 80,52 0,91
2,5 74,98 72,35 71,22 72,85 1,93

5 68,10 70,37 66,28 68,25 2,05
7,5 63,61 65,00 64,45 64,35 0,70
10 58,95 63,44 57,85 60,08 2,96
15 52,30 50,70 50,11 51,04 1,13
20 41,61 46,53 44,27 44,14 2,46
25 41,51 38,12 39,82 2,39
30 33,98 31,80 30,50 32,09 1,76
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Tabla 5.11. TOC residual para el ensayo de ozonizacién del APG-R12.14DP15

EXPERIMENTO E-1.2 Concentraciones Residuales de Tensioactivo
Tensioactivo: APG-R12.14DP1s Temperatura, °C: 25
Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pH inicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5
Medida de la
Concentracion: TOC-V CSH

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Tierr'wpo, Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media | Desv.Est. Mineralizacion,
min %
0 23,04 23,99 25,36 24,13 1,17 0,00
2,5 22,10 23,12 23,14 22,79 0,59 8,75
5 21,85 23,54 23,45 22,95 0,95 7,53
10 22,87 22,84 23,85 23,19 0,57 5,95
20 21,45 22,38 23,13 22,32 0,84 8,79
30 20,04 20,52 21,02 20,53 0,49 17,11
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Tabla 5.12. Evolucién de la tension superficial para el ensayo de ozonizacion del APG-R12.14DP1s

EXPERIMENTO E-1.3 Tensioén superficial
Tensioactivo: APG-R12-14DP15 Temperatura, °C: 25
Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pHinicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5

Medida de la Tensién Superficial:  Kriiss K11 Mk1

Tension superficial, mN/m

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.
0 29,50 30,50 30,10 30,03 0,503
2,5 32,78 31,40 -- 32,09 0,976
5 35,10 32,70 35,50 34,43 1,514
10 38,60 36,30 40,90 38,60 2,300
20 45,30 44,90 55,30 48,50 5,892
30 47,60 54,10 57,60 53,10 5,074
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Alejandro Burgos Cara

5.2.2. LAS-R11-14

Tabla 5.13. Concentraciones residuales de LAS-R11.14 para el ensayo de ozonizacion

EXPERIMENTO E-2.1

Concentraciones Residuales de Tensioactivo

Concentracion Oz, g/Nm3
Caudal de Oz, Ln/h :

Medida de la Concentracion:

Tensioactivo:

LAS-R11-14

113
5
MBAS

Temperatura, °C: 25

Concentracion

pH inicial:

inicial, mg/L:

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.

0 80,00 80,00 80,00 80,00 0,000
2,5 -- 59,90 -- 59,90 --

5 37,70 -- 37,00 48,60 16,400
7,5 -- 38,83 -- 43,99 7,299
10 26,98 31,59 31,22 32,68 2,221
15 23,93 25,17 24,31 24,74 0,614
20 21,06 22,66 20,66 23,62 3,543
25 20,94 20,83 18,34 19,58 1,757
30 17,00 -- -- 17,00 --
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Tabla 5.14. TOC residual para el ensayo de ozonizaciéon del LAS-R11-14

EXPERIMENTO E-2.2 Concentraciones Residuales de Tensioactivo
Tensioactivo: LAS-Ri1-14 Temperatura, °C: 25
Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pH inicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5
Medida de la
Concentracion: TOC-V CSH

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Tien'wpo, Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media | Desv.Est. Mineralizacion,
min %
0 25,75 25,35 27,12 0,00 0,928 0,00
5 24,35 22,73 23,96 9,14 0,846 9,14
10 24,53 23,03 24,24 8,17 0,796 8,17
15 23,73 23,29 24,5 8,54 0,612 8,54
20 23,24 22,93 24,42 9,75 0,786 9,75
25 23,15 22,65 24,12 10,60 0,747 10,60
30 22,97 22,46 23,61 11,71 0,576 11,71
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Tabla 5.15. Evolucién de la tension superficial para el ensayo de ozonizacion del LAS-R11-14

EXPERIMENTO E-2.3

Tension superficial

Tensioactivo: LAS-Ri1-14 Temperatura, °C: 25

Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pHinicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5

Medida de la Tensién Superficial:  Kriiss K11 Mk1

Tension superficial, mN/m

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.
0 41,70 41,8 41,8 41,77 0,058
5 45,20 45,30 45,50 45,40 0,141
10 42,30 43,50 44,40 43,40 1,054
15 41,30 42,70 43,30 42,43 1,026
20 43,70 43,60 43,40 43,57 0,153
25 45,30 45,90 46,20 45,80 0,458
30 46,20 47,10 47,50 46,93 0,666
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5.2.3. FAE-Ri>.14E11

Tabla 5.16. Concentraciones residuales de FAE-R1214E11 para el ensayo de ozonizacion

EXPERIMENTO E-3.1

Concentraciones Residuales de Tensioactivo

Tensioactivo:
Concentracion Oz, g/Nm?
Caudal de Oz, Ln/h :

Medida de la Concentracion:

FAE-R12-14E11 Temperatura, °C: 25

113 pH inicial: 8
5 Concentracién
Yodo/Yoduro inicial, mg/L: 80

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Alejandro Burgos Cara

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.

0 80,00 80,00 80,00 80,00 0,000
2,5 34,72 31,72 28,17 31,54 3,279

S 19,46 20,75 18,35 19,52 1,202
7,5 12,65 14,67 13,46 13,59 1,021
10 10,62 11,99 11,80 11,47 0,746
20 8,35 8,46 8,23 8,35 0,115
30 7,70 7,09 7,57 7,45 0,321
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Tabla 5.17. TOC residual para el ensayo de ozonizacion del FAE-R12.14E11

EXPERIMENTO E-3.2 Concentraciones Residuales de Tensioactivo
Tensioactivo: FAE-Ri2-14E11 Temperatura, °C: 25
Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pH inicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5
Medida de la
Concentracion: TOC-V CSH

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Tiempo, i ) ) . Mineralizacion,
] Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.
min %
0 46,93 49,17 49,56 48,55 1,42 0
2,5 44,5 46,77 48,07 46,45 1,81 4,33887134
S 45,21 47,68 47,85 46,91 1,48 3,37772896
10 45,63 48,39 47,95 47,32 1,48 2,53329672
20 44,57 46,98 46,64 46,06 1,30 5,12838116
30 42,63 44,45 4415 | 43,74 0,98 9,00663188
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Tabla 5.18. Evolucién de la tension superficial para el ensayo de ozonizacion del FAE-R1214E11

EXPERIMENTO E-3.3 Tensioén superficial
Tensioactivo: FAE-Riz-14E11 Temperatura, °C: 25
Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pHinicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5

Medida de la Tensién Superficial:  Kriiss K11 Mk1

Tension superficial, mN/m

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.
0 32,40 32,50 32,40 32,43 0,06
2,5 29,20 30,40 29,70 29,77 0,60
S 28,60 29,00 29,10 28,90 0,26
10 30,00 30,50 30,90 30,47 0,45
20 30,90 31,50 33,20 31,87 1,19
30 32,77 33,40 35,70 33,96 1,54
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Alejandro Burgos Cara

5.2.4. EC-Ri2.14E10

Tabla 5.19. Concentraciones residuales de EC-Ri12-14E10 para el ensayo de ozonizacion

EXPERIMENTO E-4.1

Concentraciones Residuales de Tensioactivo

Tensioactivo: EC-Ri12-14E10
Concentracion Oz, g/Nm® 113
Caudal de Oz, Ln/h: 5

Medida de la Concentracion: MBAS

Temperatura, °C: 25

pHinicial: 8

Concentracion

inicial, mg/L: 80

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.
0 78,18 83,93 81,12 79,08 6,136
2,5 46,57 47,79 45,67 46,68 1,064
5 33,32 29,74 30,15 31,07 1,957
7,5 29,19 25,00 27,34 27,18 2,102
10 -- = 24,50 24,50 =
15 20,26 17,29 19,45 19,00 1,537
20 72,18 12,38 13,23 12,81 0,599
25 46,57 83,93 81,00 79,08 6,136
30 33,32 47,79 45,67 46,68 1,064

Master en Ciencia y Tecnologia de Coloides e Interfases

Junio 2012 | Pégina 126 de 312



5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.20. TOC residual para el ensayo de ozonizacién del EC-R1214E10

EXPERIMENTO E-4.2 Concentraciones Residuales de Tensioactivo
Tensioactivo: EC-Ri2.14E10 Temperatura, °C: 25
Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pH inicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5
Medida de la
Concentracion: TOC-V CSH

Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L

Tierr'wpo, Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media | Desv.Est. Mineralizacion,
min %
0 43,44 41,38 42,99 42,60 0,002 0,000
2,5 42,04 42,72 41,98 42,25 0,411 0,833
5 41,21 41,22 41,12 41,18 0,055 3,329
7,5 -- -- 40,34 40,34 -- 5,309
10 39,911 39,576 39,76 39,75 0,168 6,696
20 40,14 - - 40,72 0,824 4,411
30 -- 39,33 38,94 39,14 0,276 8,137
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Tabla 5.21. Evolucién de la tension superficial para el ensayo de ozonizacion del EC-R12.14E10

EXPERIMENTO E-4.3 Tensioén superficial
Tensioactivo: EC-R12-14E10 Temperatura, °C: 25
Concentraciéon Os, g/Nm® 113 pHinicial: 8

Caudal de Oz, Ln/h: 5

Medida de la Tensién Superficial:  Kriiss K11 Mk1

Tension superficial, mN/m

Tiempo, min Replica 1 Replica 2 Replica 3 Media Desv.Est.
0 34,8 34,1 34,3 34,40 0,36
2,5 40,5 39,5 40,7 40,23 0,64
5 37,3 36,7 36,5 36,83 0,42
10 34,7 35,1 34,9 34,90 0,20
20 32,0 32,3 32,1 32,13 0,15
30 38,8 38,3 38,4 38,50 0,26
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5.5. Biodegradabilidad de tensioactivos

En las Tabla 5.22 y 5.23 se muestran los resultados experimentales que se han obtenido en los
ensayos de biodegradaciéon. En estas tablas se muestra el tensioactivo ensayado, el tipo de
ensayo y el método de analisis utilizado.
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Alejandro Burgos Cara

5.5.1. Biodegradabilidad del APG-R1,.14DP15

Tabla 5.22. Ensayo Estéatico de Biodegradabilidad para el APG-R12-14DP1 5

EXPERIMENTO B-1

Concentraciones Residuales de Tensioactivo

Tensioactivo:
Ensayo de Biodegradacion:
Medida de la Concentracion:

APG-R12.14DP15

Estatico

Antrona

Condiciones Iniciales del Ensayo

N° Matraz - Curva 1 2 3 4 5
Concentracion: 15 mg/L 15 mg/L 15 mg/L 35 mg/L 35 mg/L
No No
S Ozonizado Ozonizado S Ozonizado
Tiempo de Oz, min: -- 15min 30min -- 15min
% de Ogs: - 75% 75% - 75%
Caudal de Oz, Ln/h : - 5 5 - 5
Tiempo, h Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L
0 15,00 9,38 8,42 35,70 20,30
16 15,37 8,26 4,26 33,85 15,31
24,5 14,66 7,94 -- 31,55 --
40,25 13,17 = 1,15 27,49 --
44,75 12,71 - 0,10 22,30 10,68
112 11,25 2,04 0,00 21,15 —
122 9,50 1,16 16,71 1,08
136 8,14 0,00 14,98 --
163,5 6,94 13,82 --
192,5 - - 0,60
212 - 14,64 0,00
281 - -
306 - -
338,5 - -
380,5 1,08 5,37
456 0,00 -
505 --
623,25 0,00
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Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.22. (Continuacion) Ensayo Estéatico de Biodegradabilidad para el APG-R12.14DP15

EXPERIMENTO B-1

TOC

Tensioactivo:
Ensayo de Biodegradacion:
Medida de la Concentracion:

APG-R12.14DP1 5
Estatico
TOC

Condiciones Iniciales del Ensayo

N° Matraz - Curva 1 2 3 4 5
Concentracion: 15 mg/L 15 mg/L 15 mg/L 35 mg/L 35 mg/L
No No
. Ozonizado Ozonizado . Ozonizado
Tiempo de Oz, min: -- 15min 30min - 15min
% de Ogs: - 75% 75% - 75%
Caudal de Oz, Ln/h : - 5 5 - 5
Tiempo, h TOC, mg/L

0 4,669 6,784 6,317 7,783 11,7

16 4,629 6,82 6,975 9,978 12,54

24,5 5,034 5,615 4,972 10,46 11,45

40,25 4 3,583 3,351 7,445 8,464
44,75 3,661 3,165 3,606 7,063 6,762

112 2,375 3,027 2,248 5,953 6,654

122 2,409 3,181 2,02 7,286 6,12

136 3,247 2,222 3,715 5,957 4,378

163,5 1,958 2,484 2,303 5,449 2,994

192,5 1,532 1,733 1,783 5,006 2,205

212 0,927 1,267 1,2 4,553 2,063

281 1,365 1,172 0,907 4,064 2,574

306 0,996 1,236 1,242 3,869 2,231

338,5 0,767 1,682 1,159 3,526 1,534

380,5 0,712 1,287 1,349 3,603 1,76

456 0,601 1,058 0,924 2,933 1,418

505 0,761 1,412 1,23 3,246 1,76
623,25 0,653 1,204 1,034 3,002 1,521

648 0,604 1,135 0,968 2,954 1,256
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Tabla 5.22. (Continuacion) Ensayo Estéatico de Biodegradabilidad para el APG-R12.14DP15

EXPERIMENTO B-1 Tension Superficial
Tensioactivo: APG-R12:14DP15
Ensayo de Biodegradacion: Estatico

Condiciones Iniciales del Ensayo

N° Matraz - Curva 1 2 3 4 5
Concentracion: 15 mg/L 15 mg/L 15 mg/L 35 mg/L 35 mg/L
No No
Ozonizado Ozonizado Ozonizado Ozonizado Ozonizado
Tiempo de Oz, min: - 15min 30min = 15min
% de Os: -- 75% 75% -- 75%
Caudal de Os, Ln/h : -- 5 5 = 5
Tiempo, h Tension Superficial, mN/m
0 56,20 46,20 41,35 55,30 58,05
16 46,20 49,90 48,37 55,90 56,65
24,5 54,15 42,85 41,70 55,95 58,65
40,25 62,65 42,40 42,10 63,50 51,25
44,75 51,75 48,20 41,30 55,95 55,90
112 65,85 62,10 42,50 58,60 57,75
122 69,37 50,80 49,40 55,35 63,20
136 64,80 59,50 49,20 62,90 59,70
163,5 65,80 64,30 52,00 65,60 66,50
192,5 68,20 67,00 55,00 65,80 69,10
212 67,90 -- 57,40 68,30 69,90
281 69,00 65,90 56,60 69,60 67,10
306 69,40 67,60 59,80 69,50 68,00
338,5 67,20 63,90 60,70 65,00 64,70
380,5 67,10 67,50 60,20 68,50 65,00
456 68,20 65,60 65,10 68,50 66,30
505 67,90 66,00 64,00 69,20 68,50
623,25 68,20 67,50 65,30 68,50 67,90
648 69,40 68,20 66,10 69,30 68,90
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5.5.2. Biodeqgradabilidad del LAS-R11.14

Tabla 5.23. Ensayo Estéatico de Biodegradabilidad para el LAS-R11-14

EXPERIMENTO B-2

Concentraciones Residuales de Tensioactivo

Tensioactivo:
Ensayo de Biodegradacion:
Medida de la Concentracion:

LAS-R11-14
Estatico

Antrona

Condiciones Iniciales del Ensayo

N° Matraz - Curva 1 2 3 4 5
Concentracion: 15 mg/L 15 mg/L 15 mg/L 35 mg/L 35 mg/L
No No
S Ozonizado Ozonizado S Ozonizado
Tiempo de Oz, min: -- 15min 30min -- 15min
% de Ogs: - 75% 75% - 75%
Caudal de Oz, Ln/h : - 5 5 - 5
Tiempo, h Concentraciones Residuales de Tensioactivo, mg/L
0,00 15,34 0,60 0,00 35,00 6,74
15,83 - = = 32,41 6,30
25,83 12,47 - - 32,13 5,09
39,83 10,23 0,13 = 28,42 5,21
63,83 11,65 0,00 - 32,70 --
87,83 11,05 = - 33,64 4,72
92,83 11,65 - - 26,16 3,49
159,83 2,09 = - 6,23 --
183,83 0,71 - - 0,47 0,17
208,33 0,49 - - 0,08 0,27
259,33 0,08 - - 0,30 0,00
332,83 0,00 - - 0,00 --
382,33 - - - - --
495,83 - - - - --
551,83 -- -- -- -- --
663,83 - - - - --
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Tabla 5.23. (Continuacion) Ensayo Estéatico de Biodegradabilidad para el LAS-R11-14

EXPERIMENTO B-2

TOC

Tensioactivo:
Ensayo de Biodegradacion:
Medida de la Concentracion:

LAS-R11-14
Estatico
TOC

Condiciones Iniciales del Ensayo

N° Matraz - Curva 1 2 3 4 5
Concentracion: 15 mg/L 15 mg/L 15 mg/L 35 mg/L 35 mg/L
No No
. Ozonizado Ozonizado . Ozonizado

Tiempo de Oz, min: -- 15min 30min - 15min
% de Ogs: - 75% 75% - 75%

Caudal de Oz, Ln/h : - 5 5 - 5

Tiempo, h TOC, mg/L

0,00 4,204 3,501 2,987 10,03 10,29
15,83 4,058 2,693 3,083 9,432 7,744
25,83 4,35 2,946 4,324 111 8,532
39,83 4,663 3,653 3,061 11,59 8,22
63,83 4,202 3,006 2,214 10,72 7,461
87,83 4,047 2,222 1,831 10,49 7,541
92,83 3,971 1,385 1,562 10,21 7,487
159,83 3,113 1,071 0,828 6,867 8,275
183,83 3,272 1,261 0,7 6,349 7,114
208,33 2,521 0,92 0,856 6,079 7,871
259,33 2,541 1,596 0,455 6,867 6,05
332,83 2,664 0,785 1,132 5,723 5,995
382,33 2,351 1,167 0,675 5,442 5,518
495,83 3,795 0,889 0,566 5,655 5,774
551,83 2,753 -- 0,9 5,7 1,048

663,83 2,041 0,696 0,702 6,003 --
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Tabla 5.23. (Continuacion) Ensayo Estéatico de Biodegradabilidad para el LAS-R11-14

EXPERIMENTO B-2 Tensién Superficial
Tensioactivo: LAS-R11-14
Ensayo de Biodegradacion: Estatico

Condiciones Iniciales del Ensayo

N° Matraz - Curva 1 2 3 4 5
Concentracion: 15 mg/L 15 mg/L 15 mg/L 35 mg/L 35 mg/L
No No
Ozonizado Ozonizado Ozonizado Ozonizado Ozonizado
Tiempo de Oz, min: -- 15min 30min -- 15min
% de Os: -- 75% 75% -- 75%
Caudal de Os, Ln/h : -- 5 5 = 5
Tiempo, h Tension Superficial, mN/m
0,00 47,25 59,85 62,20 39,20 62,30
15,83 -- 62,90 59,50 40,20 53,20
25,83 45,15 55,65 57,80 39,30 50,00
39,83 43,65 57,60 55,50 39,00 48,20
63,83 43,30 59,45 56,70 38,20 54,30
87,83 46,35 56,15 56,60 39,90 52,20
92,83 46,95 60,45 61,00 40,10 51,10
159,83 56,95 60,50 64,30 49,70 53,30
183,83 61,00 63,75 56,90 53,40 48,10
208,33 59,20 66,90 52,70 54,20 47,10
259,33 55,90 66,00 53,40 54,40 46,10
332,83 53,70 61,10 52,00 52,60 51,40
382,33 56,80 49,50 49,10 56,80 58,20
495,83 58,50 44,50 54,10 58,70 54,50
551,83 64,60 57,80 46,20 54,40 52,70
663,83 64,90 43,90 54,30 60,10 51,40
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5.6. Toxicidad de Tensioactivos

En las siguientes tablas se muestran los resultados experimentales que se han obtenido en los

ensayos de toxicidad realizados sobre las muestras de los ensayos de ozonizacion.

5.6.1. Toxicidad del APG-R1,.14DP15

Tabla 5.24. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

APG-R12-14DP1 5 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-1.0B15

Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 500

Tiempo de Oz, min: | --

Concentracion Oz, g/INm?3 | -

Temperatura, °C:

Caudal de O3, Ln/h :

Resultados experimentales Replica 1

TEST R lo It % Inhibicién
mg/L
B1 CONTROL 912,3 1102,0 0,00%
B2 0,98 947,2 1036,0 9,45%
B3 1,95 928,8 996,2 11,21%
B4 3,91 930,3 810,1 27,91%
B5 7,81 911,4 632,9 42,51%
B6 15,63 905,8 416,3 61,95%
B7 31,25 885,6 238,7 77,69%
B8 62,50 927,5 86,7 92,26%
B9 125,00 927,7 4,2 99,63%
B10 250,00 964,9 1,1 99,90%
fc 1,20793
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Tabla 5.24. (Continuacién) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de

incubacion con APG-R12-14DP15 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-1.0C15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 500 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Resultados experimentales Replica 2

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/L

c1 CONTROL 927,5 1160,0 0,00%
C2 0,98 977,5 1080,0 11,66%
c3 1,95 1121,0 1216,0 13,27%
c4 3,91 912,0 833,9 26,89%
C5 7,81 921,1 638,5 44,57%
C6 15,63 914,3 4428 61,28%
C7 31,25 930,6 256,3 77,98%
c8 62,50 918,3 77,8 93,23%
C9 125,00 887,4 6,2 99,44%

C10 250,00 960,9 1,4 99,89%
fc 1,25067
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Tabla 5.25. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
APG-R12-14DP15 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-1.0B30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 250 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Resultados experimentales Replica 1

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/L
B1 CONTROL 912,3 1127,0 0,00%
B2 0,98 947,2 1079,0 7,79%
B3 1,95 928,8 1036,0 9,71%
B4 3,91 930,3 850,6 25,99%
B5 7,81 911,4 680,9 39,52%
B6 15,63 905,8 453,5 59,47%
B7 31,25 885,6 263,3 75,93%
B8 62,50 927,5 83,6 92,71%
B9 125,00 927,7 4,9 99,57%
B10 250,00 964,9 1,1 99,91%
fc 1,23534
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Tabla 5.25. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de

incubacion con APG-R12-14DP15 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-1.0C30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 250 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/Nm? | --

Resultados experimentales Replica 2

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/L

c1 CONTROL 927,5 1180,0 0,00%
C2 0,98 977,5 1144,0 8,01%
c3 1,95 1121,0 1251,0 12,28%
c4 3,91 912,0 880,8 24,09%
C5 7,81 921,1 678,5 42,10%
C6 15,63 914,3 472,2 59,41%
C7 31,25 930,6 287,3 75,73%
c8 62,50 918,3 79,3 93,21%
C9 125,00 887,4 4,9 99,57%

C10 250,00 960,9 1,3 99,90%
fc 1,27224
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Tabla 5.26. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
APG-R12.14DP15 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-1.1B15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 848,0 1114,0 0,00%
B2 512 801,8 962,4 8,63%
B3 256 849,7 1116,0 0,02%
B4 128 807,3 968,6 8,67%
BS 64 810,7 914,6 14,12%
B6 32 845,8 945,1 14,94%
B7 16 796,6 799,9 23,56%
B8 8 806,4 799,9 24,49%
B9 4 837,9 695,2 36,84%
B10 2 793,8 366,0 64,90%
fc 1,31368
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Tabla 5.26. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 o0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-1.1C15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
C1 o0 806,1 910,6 0,00%
Cc2 512 839,4 1007,0 -6,20%
C3 256 850,5 1012,0 -5,33%
C4 128 792,9 931,8 -4,03%
C5 64 779,0 808,9 8,08%
C6 32 836,0 923,6 2,20%
C7 16 839,0 847,4 10,59%
C8 8 847,4 830,1 13,28%
C9 4 781,7 507,9 42,48%
C10 2 858,6 426,4 56,04%
fc 1,12963
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Tabla 5.27. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
APG-R12.14DP15 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-1.1B30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 848,0 1146,0 0,00%
B2 512 801,8 960,0 11,40%
B3 256 849,7 1116,0 2,81%
B4 128 807,3 939,5 13,89%
B5 64 810,7 939,0 14,29%
B6 32 845,8 912,8 20,14%
B7 16 796,6 822,0 23,64%
B8 8 806,4 796,3 26,93%
B9 4 837,9 669,1 40,91%
B10 2 793,8 352,5 67,14%
fc 1,35141
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Tabla 5.27. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 o0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-1.1C30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
C1 o0 806,1 984,5 0,00%
Cc2 512 839,4 954,0 6,94%
C3 256 850,5 1024,0 1,42%
C4 128 792,9 936,3 3,31%
C5 64 779,0 854,4 10,20%
C6 32 836,0 890,5 12,78%
C7 16 839,0 864,8 15,60%
C8 8 847,4 831,4 19,67%
C9 4 781,7 509,6 46,62%
C10 2 858,6 398,0 62,05%
fc 1,22131
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Tabla 5.28. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
APG-R12.14DP15 0zonizado 15 minutos

EXPERIMENTO T-1.2B15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 15 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 1208,0 1353,0 0,00%
B2 512 1139,0 1246,0 2,33%
B3 256 1161,0 1242,0 4,49%
B4 128 1233,0 1258,0 8,91%
BS 64 1167,0 1158,0 11,41%
B6 32 1187,0 1156,0 13,05%
B7 16 1079,0 1076,0 10,97%
B8 8 1154,0 1035,0 19,92%
B9 4 1217,0 682,4 49,94%
B10 2 1181,0 173,5 86,88%
fc 1,12003
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Tabla 5.28. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 0zonizado 15 minutos

EXPERIMENTO T-1.2C15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 15 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion

C1 o0 1152,0 1226,0 0,00%
Cc2 512 1175,0 1229,0 1,72%
C3 256 1187,0 1276,0 -1,01%
C4 128 1163,0 1156,0 6,60%
C5 64 1059,0 103,0 --
C6 32 1228,0 1216,0 6,95%
C7 16 1191,0 1062,0 16,21%
C8 8 1180,0 1027,0 18,22%
C9 4 1207,0 645,4 49,76%

C10 2 1174,0 161,4 87,08%
fc 1,06424
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Tabla 5.29. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
APG-R12.14DP15 0zonizado 15 minutos

EXPERIMENTO T-1.2B30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 15 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 1208,0 1345,0 0,00%
B2 512 1139,0 1248,0 1,59%
B3 256 1161,0 1239,0 4,15%
B4 128 1233,0 1172,0 14,63%
BS 64 1167,0 1157,0 10,96%
B6 32 1187,0 1140,0 13,74%
B7 16 1079,0 1094,0 8,94%
B8 8 1154,0 1005,0 21,78%
B9 4 1217,0 680,5 49,78%
B10 2 1181,0 248,7 81,09%
fc 1,11341
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.29. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 0zonizado 15 minutos

EXPERIMENTO T-1.2C30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

APG-R12.14DP1 5
Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Tensioactivo:
Ensayo de Toxicidad:

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 15 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
C1 o0 1152,0 1247,0 0,00%
Cc2 512 1175,0 1276,0 -0,32%
C3 256 1187,0 1254,0 2,40%
C4 128 1163,0 1219,0 3,17%
C5 64 1059,0 998,1 12,93%
C6 32 1228,0 1197,0 9,95%
Cc7 16 1191,0 1063,0 17,55%
C8 8 1180,0 937,6 26,60%
C9 4 1207,0 648,0 50,40%
C10 2 1174,0 232,0 81,74%
fc 1,08246
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.30. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
APG-R12.14DP15 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-1.3B15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 25 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 926,3 1014,0 0,00%
B2 512 996,3 1088,0 0,24%
B3 256 850,0 888,4 4,52%
B4 128 931,5 937,2 8,09%
B5 64 912,2 899,3 9,94%
B6 32 962,2 971,4 7,78%
B7 16 923,5 882,3 12,72%
B8 8 979,9 839,3 21,76%
B9 4 953,6 577,2 44,71%
B10 2 995,5 474,6 56,45%
fc 1,09468
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.30. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-1.3C15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 25 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
C1 o0 949,1 1073,0 0,00%
Cc2 512 987,5 1046,0 6,31%
C3 256 942,1 952,0 10,62%
C4 128 997,4 1067,0 5,37%
C5 64 941,9 939,9 11,73%
C6 32 969,9 991,3 9,60%
C7 16 969,3 936,7 14,52%
C8 8 937,8 784,1 26,04%
C9 4 977,9 610,2 44,81%
C10 2 913,8 483,9 53,16%
fc 1,13054

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 149 de 312



5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.31. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
APG-R12.14DP15 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-1.3B30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 25 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 926,3 1084,0 0,00%
B2 512 996,3 1128,0 3,25%
B3 256 850,0 919,1 7,60%
B4 128 931,5 942,6 13,53%
BS 64 912,2 905,9 15,14%
B6 32 962,2 974,2 13,48%
B7 16 923,5 904,3 16,32%
B8 8 979,9 856,4 25,32%
B9 4 953,6 591,4 47,00%
B10 2 995,5 502,5 56,87%
fc 1,17024
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.31. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-1.3C30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 25 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
C1 o0 949,1 1082,0 0,00%
Cc2 512 987,5 1128,0 -0,20%
C3 256 942,1 961,7 10,46%
C4 128 997,4 1094,0 3,79%
C5 64 941,9 1008,0 6,13%
C6 32 969,9 993,2 10,18%
C7 16 969,3 989,7 10,44%
C8 8 937,8 791,1 26,00%
C9 4 977,9 623,6 44,06%
C10 2 913,8 503,2 51,70%
fc 1,14003
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.32. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
APG-R12.14DP15 0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-1.4B15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 1127,0 1239,0 0,00%
B2 512 1140,0 1216,0 2,98%
B3 256 1144,0 1223,0 2,76%
B4 128 1154,0 1188,0 6,36%
BS 64 1146,0 1196,0 5,07%
B6 32 1036,0 1077,0 5,44%
B7 16 1128,0 995,6 19,72%
B8 8 1135,0 84,8 93,20%
B9 4 1118,0 232,7 81,07%
B10 2 1131,0 717,9 42,26%
fc 1,09938
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.32. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 o0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-1.4C15 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
C1 o0 1163,0 1284,0 0,00%
Cc2 512 1112,0 1181,0 3,80%
C3 256 1190,0 1242,0 5,47%
C4 128 1149,0 1231,0 2,96%
C5 64 1137,0 1204,0 4,09%
C6 32 1180,0 1191,0 8,58%
Cc7 16 1192,0 1115,0 15,27%
C8 8 1188,0 128,4 90,21%
C9 4 1127,0 270,3 78,28%
C10 2 1186,0 694,3 46,98%
fc 1,10404
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.33. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

APG-R12.14DP15 0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-1.4B30

Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Ensayo de Toxicidad:

Tensioactivo:

APG-R12.14DP1 5

Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L:

Concentracién Oz, g/Nm3

Tiempo de Oz, min:

80

30
113

Temperatura, °C:

Caudal de O3, Ln/h :

25

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 1127,0 1230,0 0,00%
B2 512 1140,0 1193,0 4,11%
B3 256 1144,0 1222,0 2,13%
B4 128 1154,0 1165,0 7,50%
BS 64 1146,0 1186,0 5,18%
B6 32 1036,0 1088,0 3,77%
B7 16 1128,0 982,3 20,21%
B8 8 1135,0 171,7 --
B9 4 1118,0 342,1 ——
B10 2 1131,0 698,8 43,39%
fc 1,09139
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.33. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de
incubacién con APG-R12.14DP15 o0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-1.4C30 Toxicidad del APG-R12.14DP1 5

Tensioactivo: | APG-R12-14DP15

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 2

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion

C1 o0 1163,0 1273,0 0,00%
Cc2 512 1112,0 1161,0 4,62%
C3 256 1190,0 1222,0 6,18%
C4 128 1149,0 1225,0 2,60%
C5 64 1137,0 1181,0 5,11%
C6 32 1180,0 1169,0 9,49%
C7 16 1192,0 1089,0 16,54%
C8 8 1188,0 221,6 -
C9 4 1127,0 381,7 =
C10 2 1186,0 698,8 46,17%
fc 1,09458
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

5.6.2. Toxicidad del LAS-R11-14

Tabla 5.34. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

LAS-R11-14 Sin ozonizar

EXPERIMENTO T-2.0B15 Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 250 Temperatura, °C: | _.

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3, Ln/h: |

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Resultados experimentales Replica 1

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l
B1 CONTROL 2063,0 1918,0 0,00%
B2 0,98 1965,0 1850,0 -1,27%
B3 1,95 1896,0 1771,0 -0,47%
B4 3,91 2062,0 1912,0 0,26%
B5 7,81 1946,0 1782,0 1,50%
B6 15,63 1752,0 1317,0 19,15%
B7 31,25 1799,0 409,1 75,54%
B8 62,50 1866,0 378,4 78,19%
B9 125,00 1963,0 195,0 89,32%
B10 250,00 1951,0 212,9 88,26%
fc 0,92971
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.34. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de

incubacioén con LAS-R11-14 Sin 0zonizar

EXPERIMENTO T-2.0C15 Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 250 Temperatura, °C: | _.

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Resultados experimentales Replica 2

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l
c1 CONTROL 2030,0 1945,0 0,00%
C2 0,98 2120,0 2023,0 0,41%
c3 1,95 2047,0 1923,0 1,95%
c4 3,91 1991,0 1891,0 0,87%
C5 7,81 1959,0 1785,0 4,90%
C6 15,63 1995,0 1751,0 8,39%
C7 31,25 1880,0 590,8 67,20%
c8 62,50 1939,0 275,8 85,15%
C9 125,00 2006,0 230,7 88,00%
C10 250,00 1976,0 84,3 95,55%
fc 0,95813
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.35. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

LAS-R11-14 Sin ozonizar

EXPERIMENTO T-2.0B30 Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 250 Temperatura, °C: | _.

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/Nm? | --

Resultados experimentales Replica 1

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l
B1 CONTROL 2063,0 1797,0 0,00%
B2 0,98 1965,0 1769,0 -3,35%
B3 1,95 1896,0 1724,0 -4,39%
B4 3,91 2062,0 1971,0 -9,74%
B5 7,81 1946,0 1774,0 -4,66%
B6 15,63 1752,0 1162,0 23,86%
B7 31,25 1799,0 395,2 74,78%
B8 62,50 1866,0 356,5 78,07%
B9 125,00 1963,0 171,7 89,96%
B10 250,00 1951,0 177,6 89,55%
fc 0,87106
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.35. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de

incubacioén con LAS-R11-14 Sin 0zonizar

EXPERIMENTO T-2.0C30 Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 250 Temperatura, °C: | _.

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Resultados experimentales Replica 2

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l

c1 CONTROL 2030,0 1820,0 0,00%
C2 0,98 2120,0 2101,0 -10,54%
c3 1,95 2047,0 1958,0 -6,69%
c4 3,91 1991,0 1987,0 -11,31%
C5 7,81 1959,0 1781,0 -1,40%
C6 15,63 1995,0 1689,0 5,57%
C7 31,25 1880,0 479,1 71,58%
c8 62,50 1939,0 256,8 85,23%
C9 125,00 2006,0 216,4 87,97%

C10 250,00 1976,0 70,6 96,02%
fc 0,89655
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.36. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

LAS-R11-14 0zonizado 5 minutos

EXPERIMENTO T-2.1B15
y T-2.1C15

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 5 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 921,0 984,7 0,00%
B2 16 927,2 939,8 5,20%
B3 8 987,3 891,1 15,58%
B4 4 966,9 748,9 27,56%
B5 2 973,1 513,6 50,63%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 921,0 984,7 0,00%

C2 32 1024,0 1062,0 3,00%

C3 16 986,1 1003,0 4,87%

C4 8 980,6 882,3 15,84%

C5 4 974,9 776,6 25,49%

C6 2 948,2 537,8 46,95%

fc 1,06916
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.37. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

LAS-R11-14 0zonizado 5 minutos

EXPERIMENTO T-2.1B30
y T-2.1C30

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 5 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 921,0 996,7 0,00%
B2 16 927,2 932,1 7,11%
B3 8 987,3 922,5 13,66%
B4 4 966,9 781,5 25,31%
B5 2 973,1 528,8 49,79%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 921,0 996,7 0,00%

C2 32 1024,0 1090,0 1,64%

C3 16 986,1 996,7 6,60%

C4 8 980,6 921,2 13,19%

C5 4 974,9 804,6 23,74%

C6 2 948,2 527.4 48,60%

fc 1,08219
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.38. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
LAS-R11-14 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-2.2B15
y T-2.2C15

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 998,5 1034,0 0,00%
B2 16 935,3 946,2 2,31%
B3 8 982,3 898,4 11,68%
B4 4 971,7 772,6 23,22%
B5 2 969,2 502,1 49,97%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 998,5 1034,0 0,00%
C2 32 964,9 1014,0 -1,48%
C3 16 949,1 979,5 0,34%
C4 8 922,1 868,3 9,07%
C5 4 962,8 777,2 22,05%
C6 2 1006,0 537,6 48,40%
fc 1,03555
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.39. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
LAS-R11-14 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-2.2B30
y T-2.2C30

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 998,5 1025,0 0,00%
B2 16 935,3 934,6 2,66%
B3 8 982,3 904,0 10,35%
B4 4 971,7 807,0 19,10%
B5 2 969,2 526,4 47,09%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 998,5 1025,0 0,00%
C2 32 964,9 998,5 -0,81%
C3 16 949,1 1010,0 -3,67%
C4 8 922,1 870,7 8,02%
C5 4 962,8 790,6 20,01%
C6 2 1006,0 560,8 45,70%
fc 1,02654
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.40. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

LAS-R11-14 0zonizado 15 minutos

EXPERIMENTO T-2.3B15
y T-2.3C15

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo:

Ensayo de Toxicidad:

LAS-R11-14
Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracion inicial, mg/L:

Concentracién Oz, g/Nm3

Tiempo de Oz, min:

80 Temperatura, °C:
15 Caudal de Oz, Ln/h :
113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 717,5 721,8 0,00%
B2 16 733,5 737,8 0,01%
B3 8 739,5 692,5 6,91%
B4 4 722,4 584,3 19,60%
B5 2 716,0 386,4 46,36%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 717,5 721,8 0,00%
C2 32 781,2 765,9 2,54%
C3 16 754,1 765,5 -0,91%
C4 8 704,6 681,3 3,88%
C5 4 737,6 583,7 21,34%
C6 2 754,6 386,4 49,10%
fc 1,00599
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.41. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
LAS-R1114 0zonizado 15 minutos

EXPERIMENTO T-2.3B30
y T-2.3C30

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 15 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 717,5 720,1 0,00%
B2 16 733,5 738,6 -0,33%
B3 8 739,5 677,2 8,76%
B4 4 722,4 612,9 15,46%
B5 2 716,0 387,8 46,03%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 717,5 720,1 0,00%
C2 32 781,2 786,1 -0,26%
C3 16 754,1 755,6 0,16%
C4 8 704,6 705,5 0,23%
C5 4 737,6 602,4 18,62%
C6 2 754,6 384,0 49,30%
fc 1,00362
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.42. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
LAS-R11-14 0zonizado 20 minutos

EXPERIMENTO T-2.4B15
y T-2.4C15

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 20 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucion
Bl 0 1247,0 1390,0 0,00%
B2 16 1219,0 1245,0 8,37%
B3 8 1198,0 1120,0 16,13%
B4 4 1218,0 925,6 31,82%
B5 2 1216,0 658,0 51,46%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 1247,0 1390,0 0,00%

C2 32 1259,0 1369,0 2,45%

C3 16 1319,0 1322,0 10,08%

C4 8 1273,0 1147,0 19,17%

C5 4 1293,0 1008,0 30,06%

C6 2 1299,0 701,0 51,59%

fc 1,11467
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.43. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
LAS-R11-14 0zonizado 20 minutos

EXPERIMENTO T-2.4B30
y T-2.4C30

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 20 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 1247,0 1411,0 0,00%
B2 16 1219,0 1265,0 8,29%
B3 8 1198,0 1164,0 14,13%
B4 4 1218,0 1005,0 27,08%
BS 2 1216,0 654,2 52,45%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 1247,0 1411,0 0,00%
C2 32 1259,0 1431,0 -0,45%
C3 16 1319,0 1366,0 8,47%
C4 8 1273,0 1214,0 15,72%
C5 4 1293,0 1068,0 27,00%
C6 2 1299,0 715,0 51,36%
fc 1,13151
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.44. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

LAS-R11-14 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-2.5B15

y

T-2.5C15

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo:

Ensayo de Toxicidad:

LAS-R11-14
Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.:

15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80

Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min:

Concentracién Oz, g/Nm3

25
113

Caudal de O3, Ln/h :

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 717,5 758,1 0,00%
B2 16 712,8 690,1 8,37%
B3 8 723,8 608,3 20,46%
B4 4 743,0 312,6 60,18%
B5 2 761,2 388,2 51,73%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 0 717,5 758,1 0,00%
C2 32 702,6 715,0 3,69%
C3 16 720,9 693,5 8,95%
C4 8 759,7 629,2 21,61%
C5 4 735,2 1050,0 -35,17%
C6 2 760,3 369,2 54,04%
fc 1,05658
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Alejandro Burgos Cara

5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Tabla 5.45. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
LAS-R1114 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-2.5B30
y T-2.5C30

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de O3z, min: | 25 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 717,5 740,2 0,00%
B2 16 712,8 662,1 9,96%
B3 8 723,8 606,2 18,82%
B4 4 743,0 327,3 57,30%
BS 2 761,2 411,3 47,62%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 717,5 740,2 0,00%
C2 32 702,6 690,5 4,74%
C3 16 720,9 670,9 9,79%
C4 8 759,7 607,8 22,45%
C5 4 -- -- --
C6 2 760,3 395,4 49,59%
fc 1,03164
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.46. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
LAS-R1114 0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-2.6B15
y T-2.6C15

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 1250,0 1358,0 0,00%
B2 16 1056,0 994,6 13,30%
B3 8 1206,0 1121,0 14,44%
B4 4 1231,0 902,6 32,51%
B5 2 1329,0 723,4 49,90%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion
dilucién

C1 o0 1250,0 1358,0 0,00%
C2 32 1187,0 1197,0 7,18%
C3 16 1274,0 1304,0 5,79%
C4 8 1304,0 1148,0 18,96%
C5 4 1297,0 1014,0 28,04%
C6 2 1267,0 718,9 47,77%

fc 1,0864
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.47. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
LAS-R1114 0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-2.6B30
y T-2.6C30

Toxicidad del LAS-R11.14

Tensioactivo: | LAS-Ri1-14
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucion
Bl 0 1250,0 1357,0 0,00%
B2 16 1056,0 1040,0 9,28%
B3 8 1206,0 1187,0 9,34%
B4 4 1231,0 964,7 27,81%
B5 2 1329,0 721,5 49,99%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion
dilucién

C1 o0 1250,0 1357,0 0,00%
C2 32 1187,0 1217,0 5,56%
C3 16 1274,0 1315,0 4,92%
C4 8 1304,0 1194,0 15,66%
C5 4 1297,0 1085,0 22,94%
C6 2 1267,0 702,9 48,90%

fc 1,0856
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

5.6.3. Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tabla 5.48. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

FAE-R12-14E11 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-3.0B15
y T-3.0C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | -

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3, Ln/h: |

Concentracién Og, g/Nm?3 | ---

Resultados experimentales Replica 1

Concentracion, -
TEST lo It % Inhibicion
mg/L

B1 CONTROL 1095,0 1173,0 0,00%
B2 5 1128,0 976,7 19,17%
B3 10 1194,0 791,8 38,09%
B4 20 1184,0 412 .4 67,49%
B5 40 1211,0 146,3 88,72%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucion

C1 CONTROL 1095,0 1173,0 0,00%

C2 2,5 1190,0 1098,0 13,87%

C3 5 1148,0 957,1 22,17%

C4 10 1148,0 743,5 39,54%

C5 20 1161,0 462,3 62,83%

C6 40 1305,0 90,2 93,55%

fc 1,07123
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.49. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

FAE-R12-14E11 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-3.0B30
y T-3.0C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | -
Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de Oz, Ln/h : | -
% de 03 |-

Resultados experimentales Replica 1

Concentracion, o
TEST lo It % Inhibicion
mg/L
Bl CONTROL 1095,0 1203,0 0,00%
B2 5 1128,0 1064,0 14,14%
B3 10 1194,0 929,4 29,15%
B4 20 1184,0 503,8 61,27%
B5 40 1211,0 169,1 87,29%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 CONTROL 1095,0 1203,0 0,00%

C2 2,5 1190,0 1173,0 10,28%

C3 5 1148,0 1029,0 18,41%

C4 10 1148,0 863,8 31,51%

C5 20 1161,0 561,6 55,97%

C6 40 1305,0 98,7 93,11%

fc 1,07123
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.50. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 2,5 minutos

EXPERIMENTO T-3.1B15
y T-3.1C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 2 5 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucion
Bl 0 1153,0 1332,0 0,00%
B2 16 1128,0 860,0 34,00%
B3 8 1193,0 625,1 54,64%
B4 4 1058,0 371,4 69,61%
B5 2 1185,0 145,6 89,36%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 1153,0 1332,0 0,00%

C2 32 1136,0 1039,0 20,83%

C3 16 1202,0 727,1 47,64%

C4 8 1186,0 668,2 51,23%

C5 4 1200,0 389,9 71,87%

C6 2 1226,0 148,7 89,50%

fc 1,15525
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.51. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 2,5 minutos

EXPERIMENTO T-3.1B30
y T-3.1C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 2 5 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién

Bl L 1153,0 1332,0 0,00%

B2 16 1128,0 1064,0 18,35%
B3 8 1193,0 769,2 44,19%
B4 4 1058,0 449,8 63,20%
B5 2 1185,0 154,1 88,74%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 1153,0 1332,0 0,00%

C2 32 1136,0 1118,0 14,81%

C3 16 1202,0 715,2 48,50%

C4 8 1186,0 798,4 41,73%

C5 4 1200,0 498,4 64,05%

C6 2 1226,0 168,7 88,09%

fc 1,15525
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.52. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 5 minutos

EXPERIMENTO T-3.2B15
y T-3.2C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 5

% de Os: | 75

Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 1314,0 1487,0 0,00%
B2 16 1226,0 945,1 31,88%
B3 8 1393,0 -- --
B4 4 1349,0 390,2 74,44%
B5 2 1295,0 163,7 88,83%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 1314,0 1487,0 0,00%
C2 32 1400,0 1208,0 23,75%
C3 16 1319,0 946,0 36,62%
C4 8 1466,0 739,1 55,45%
C5 4 1462,0 393,4 76,22%
C6 2 1368,0 163,7 89,43%
fc 1,13166
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.53. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
FAE-R12.14E11 0zonizado 5 minutos

EXPERIMENTO T-3.2B30
y T-3.2C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 5

% de Os: | 75

Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 1314,0 1487,0 0,00%
B2 16 1226,0 945,1 31,88%
B3 8 1393,0 -- --
B4 4 1349,0 390,2 74,44%
B5 2 1295,0 163,7 88,83%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 1314,0 1487,0 0,00%
C2 32 1400,0 1208,0 23,75%
C3 16 1319,0 946,0 36,62%
C4 8 1466,0 739,1 55,45%
C5 4 1462,0 393,4 76,22%
C6 2 1368,0 163,7 89,43%
fc 1,13166
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.54. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-3.3B15
y T-3.3C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién

Bl L 1320,0 1333,0 0,00%

B2 16 1223,0 982,0 20,49%
B3 8 1259,0 646,8 49,13%
B4 4 1307,0 404,5 69,35%
B5 2 1387,0 169,7 87,88%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 1320,0 1333,0 0,00%

C2 32 1362,0 1204,0 12,46%

C3 16 1327,0 939,4 29,90%

C4 8 1372,0 733,5 47,06%

C5 4 1382,0 392,1 71,90%

fc 1,13166
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.55. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-3.3830
y T-3.3C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucion

Bl 0 1320,0 1333,0 0,00%

B2 16 1223,0 1001,0 18,95%
B3 8 1259,0 640,0 49,66%
B4 4 1307,0 395,1 70,07%
B5 2 1387,0 155,6 88,89%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion
dilucién

C1 o0 1320,0 1333,0 0,00%
C2 32 1362,0 1234,0 10,28%
C3 16 1327,0 929,3 30,65%
C4 8 1372,0 730,4 47,28%
C5 4 1382,0 379,4 72,81%
C6 2 -- - --
fc 1,009
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.56. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-3.4B15
y T-3.4C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de O3z, min: | 25 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucion
Bl 0 605,7 626,7 0,00%
B2 16 606,6 4245 32,36%
B3 8 565,8 343,6 41,31%
B4 4 585,8 181,3 70,09%
B5 2 593,4 89,5 85,42%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 605,7 626,7 0,00%

C2 32 588,7 528,9 13,17%

C3 16 605,0 451,3 27,90%

C4 8 596,2 363,6 41,06%

C5 4 607,3 199,0 68,33%

C6 2 586,2 86,0 85,82%

fc 1,03467
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.57. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 25 minutos

EXPERIMENTO T-3.4B30
y T-3.4C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de O3z, min: | 25 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 605,7 634,1 0,00%
B2 16 606,6 467,3 26,41%
B3 8 565,8 404,9 31,64%
B4 4 585,8 218,1 64,44%
B5 2 593,4 64,4 89,63%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 605,7 634,1 0,00%

C2 32 588,7 549,9 10,77%

C3 16 605,0 520,7 17,79%

C4 8 596,2 422,3 32,34%

C5 4 607,3 237,4 62,66%

C6 2 586,2 62,2 89,86%

fc 1,04689
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.58. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-3.5B15
y T-3.5C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 566,1 594,5 0,00%
B2 16 603,9 4457 29,72%
B3 8 631,5 361,1 45,55%
B4 4 620,5 212,2 67,44%
B5 2 625,3 133,0 79,75%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 566,1 594,5 0,00%

C2 32 610,9 567,1 11,60%

C3 16 614,9 475,6 26,35%

C4 8 649,9 374,7 45,10%

C5 4 612,3 190,6 70,36%

C6 2 603,3 124,3 80,38%

fc 1,05017
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.59. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
FAE-R12-14E11 0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-3.5B30
y T-3.5C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | FAE-R12-14E11
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5
% de O3: | 75

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 566,1 619,7 0,00%
B2 16 603,9 528,4 20,07%
B3 8 631,5 433,1 37,35%
B4 4 620,5 205,0 69,82%
B5 2 625,3 112,6 83,55%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 566,1 619,7 0,00%

C2 32 610,9 587,6 12,13%

C3 16 614,9 562,7 16,40%

C4 8 649,9 450,3 36,71%

C5 4 612,3 170,4 74,58%

C6 2 603,3 105,1 84,09%

fc 1,09468
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

5.6.4. Toxicidad del EC-R12,14E10

Tabla 5.60. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

EC-R12-14E10 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-4.0B15

Toxicidad del EC-R12.14E10

Ensayo de Toxicidad:

Tensioactivo:

EC-R12-14E10
Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 500

Tiempo de Oz, min: | --

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Temperatura, °C:

Caudal de O3, Ln/h :

Resultados experimentales Replica 1

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l
B1 CONTROL 517,6 679,5 0,00%
B2 0,98 489,2 633,2 1,40%
B3 1,95 502,6 613,2 7,06%
B4 3,91 517,7 549,5 19,15%
B5 7,81 516,9 380,0 44,00%
B6 15,63 519,8 239,4 64,92%
B7 31,25 534,0 134,1 80,87%
B8 62,50 511,7 85,0 87,35%
B9 125,00 525,1 44,0 93,62%
B10 250,00 545,8 20,7 97,11%
fc 1,31278
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.60. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de

incubacién con EC-R12-14E10 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-4.0C15 Toxicidad del EC-R12.14E10

Tensioactivo: | EC-R12-14E10
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 500 Temperatura, °C: | _.

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Resultados experimentales Replica 1

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l
c1 CONTROL 483,9 660,9 0,00%
C2 0,98 505,9 649,8 5,96%
c3 1,95 533,3 621,6 14,66%
c4 3,91 538,3 569,1 22,59%
C5 7,81 523,5 413,4 42,18%
C6 15,63 540,7 241,3 67,32%
C7 31,25 530,1 148,1 79,54%
c8 62,50 523,9 92,0 87,14%
C9 125,00 562,7 50,5 93,43%
C10 250,00 575,6 20,0 97,46%
fc 1,36577
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.61. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

EC-R12-14E10 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-4.0B30 Toxicidad del EC-R12.14E10

Tensioactivo: | EC-R12-14E10
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 500

Tiempo de Oz, min: | --

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Temperatura, °C:

Caudal de Og, Ln/h :

Resultados experimentales Replica 1

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l
B1 CONTROL 517,6 681,6 0,00%
B2 0,98 489,2 603,5 6,32%
B3 1,95 502,6 582,7 11,96%
B4 3,91 517,7 569,0 16,54%
B5 7,81 516,9 405,3 40,46%
B6 15,63 519,8 256,9 62,47%
B7 31,25 534,0 163,9 76,69%
B8 62,50 511,7 100,4 85,10%
B9 125,00 525,1 49,3 92,87%
B10 250,00 545,8 21,0 97,09%
fc 1,31685
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.61. (Continuacion) Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de

incubacién con EC-R12-14E10 sin ozonizar

EXPERIMENTO T-4.0C30 Toxicidad del EC-R12.14E10

Tensioactivo: | EC-R12-14E10
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizacion

Concentracion inicial, mg/L: | 500 Temperatura, °C: | _.

Tiempo de Oz, min: | -- Caudal de O3z, Ln/h : | -

Concentracién Og, g/INm?3 | --

Resultados experimentales Replica 1

TEST Sl lo It % Inhibicién
mg/l
c1 CONTROL 483,9 628,5 0,00%
C2 0,98 505,9 636,5 3,13%
c3 1,95 533,3 585,8 15,43%
c4 3,91 538,3 530,2 24,17%
C5 7,81 523,5 456,8 32,82%
C6 15,63 540,7 264,3 62,37%
C7 31,25 530,1 171,4 75,11%
c8 62,50 523,9 106,4 84,36%
C9 125,00 562,7 57,3 92,16%
C10 250,00 575,6 21,2 97,17%
fc 1,29882
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.62. Ensayo de inhibicién del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
EC-Ri12.14E10 0zoOnizado 2,5 minutos

EXPERIMENTO T-3.1B15
y T-3.1C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | EC-R12-14E10
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 2 5 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 725,6 719,9 0,00%
B2 16 762,4 496,7 34,33%
B3 8 730,9 378,4 47,82%
B4 4 661,0 237,7 63,75%
B5 2 666,4 136,4 79,37%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion

dilucién

C1 o0 725,6 719,9 0,00%

C2 32 712,9 572,2 19,10%

C3 16 632,4 438,2 30,16%

C4 8 684,3 365,8 46,12%

C5 4 433,8 176,2 59,06%

C6 2 607,0 125,6 79,14%

fc 0,9921
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.63. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

EC-R12-14E10 0zonizado 2,5 minutos

EXPERIMENTO T-3.1B30
y T-3.1C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Ensayo de Toxicidad:

Tensioactivo:

EC-R12-14E10

Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracion inicial, mg/L:

Concentracién Oz, g/Nm3

Tiempo de Oz, min:

80 Temperatura, °C:
2,5 Caudal de Oz, Ln/h :
113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 725,6 707,7 0,00%
B2 16 762,4 521,9 29,81%
B3 8 730,9 422,7 40,70%
B4 4 661,0 287,3 55,44%
BS 2 666,4 157.,8 75,72%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 725,6 707,7 0,00%
C2 32 712,9 576,6 17,07%
C3 16 632,4 464,9 24,63%
C4 8 684,3 419,6 37,13%
C5 4 433,8 201,2 52,45%
C6 2 607,0 139,2 76,49%
fc 0,9753
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.64. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

EC-R12-14E10 0zonizado 5 minutos

y T-3.2C15

EXPERIMENTO T-3.2B15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | EC-R12-14E10

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 5 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 466,7 485,0 0,00%
B2 16 522,4 317,1 41,59%
B3 8 476,6 223,2 54,94%
B4 4 514,2 148,8 72,15%
BS 2 575,5 85,1 85,77%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 466,7 485,0 0,00%
C2 32 576,9 417,2 30,41%
C3 16 498,9 316,3 38,99%
C4 8 486,0 231,8 54,10%
C5 4 485,5 154,4 69,40%
C6 2 430,0 79,8 82,15%
fc 1,039
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.65. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

EC-R12-14E10 0zonizado 5 minutos

EXPERIMENTO T-3.2B30
y T-3.2C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | EC-R12-14E10
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 5 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucion

Bl 0 466,7 4923 0,00%

B2 16 522,4 343,2 37,.72%
B3 8 476,6 256,9 48,90%
B4 4 514,2 164,5 69,67%
B5 2 575,5 76,4 87,42%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion
dilucién

C1 o0 466,7 492,3 0,00%
C2 32 576,9 419,0 31,15%
C3 16 498,9 331,8 36,95%
C4 8 486,0 262,5 48,80%
C5 4 485,5 174,0 66,02%
C6 2 430,0 68,7 84,86%

fc 1,0548
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.66. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con
EC-R1214E10 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-3.3B15
y T-3.3C15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | EC-R12-14E10
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 10 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién

Bl L 726,8 733,7 0,00%

B2 16 741,2 495,4 33,79%
B3 8 723,2 363,9 50,16%
B4 4 726,4 245,9 66,47%
B5 2 742,1 148,2 80,22%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién

C1 o0 726,8 733,7 0,00%
C2 32 597,4 458,1 24,04%
C3 16 752,6 527,3 30,60%
C4 8 727,2 402,6 45,16%
C5 4 774,6 267,8 65,75%
fc 1,009
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.67. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con

EC-R12-14E10 0zonizado 10 minutos

EXPERIMENTO T-3.3830
y T-3.3C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Ensayo de Toxicidad:

Tensioactivo:

EC-R12-14E10

Inhibicién del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracion inicial, mg/L:

Concentracién Oz, g/Nm3

Tiempo de Oz, min:

80 Temperatura, °C:
10 Caudal de Oz, Ln/h :
113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 726,8 748,0 0,00%
B2 16 741,2 561,1 26,44%
B3 8 723,2 448,6 39,73%
B4 4 726,4 3214 57,01%
BS 2 742,1 168,1 77,99%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 726,8 748,0 0,00%
C2 32 597,4 491,8 20,01%
C3 16 752,6 561,5 27,51%
C4 8 727,2 474,1 36,65%
C5 4 774,6 348,6 56,27%
C6 2 634,6 145,4 77,74%
fc 1,029
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Alejandro Burgos Cara

Tabla 5.68. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 15 minutos de incubacién con

EC-R12-14E10 0zonizado 30 minutos

y T-3.5C15

EXPERIMENTO T-3.5B15

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | EC-R12-14E10

Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 15

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25

Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

TEST Féctor de lo It % Inhibicion
dilucion
B1 o0 531,9 524,0 0,00%
B2 16 527,9 363,3 30,14%
B3 8 517,6 251,3 50,72%
B4 4 525,7 157,0 69,68%
BS 2 511,1 83,1 83,49%
Resultados experimentales Replica 2
TEST FaTcto.r de lo It % Inhibicion
dilucién
C1 o0 531,9 524.,0 0,00%
C2 32 553,1 418,7 23,16%
C3 16 601,4 386,4 34,78%
C4 8 568,1 274,0 51,04%
C5 4 578,8 172,5 69,75%
C6 2 538,9 91,5 82,77%
fc 0,9851
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Tabla 5.69. Ensayo de inhibicion del crecimiento de V.fischeri a 30 minutos de incubacién con
EC-R12-14E10 0zonizado 30 minutos

EXPERIMENTO T-3.5B30
y T-3.5C30

Toxicidad del FAE-R12.14E11

Tensioactivo: | EC-R12-14E10
Ensayo de Toxicidad: | Inhibicion del crecimiento de Vibrio fischeri

Condiciones del ensayo de inhibicion

Tiempo de incubacién, min.: | 30

Condiciones de ozonizaciéon

Concentracién inicial, mg/L: | 80 Temperatura, °C: | 25
Tiempo de Oz, min: | 30 Caudal de Oz, Ln/h: | 5

Concentracion Os, g/Nm3 | 113

Resultados experimentales Replica 1

Factor de L
TEST o lo It % Inhibicion
dilucién
Bl L 531,9 561,3 0,00%
B2 16 527,9 392,7 29,51%
B3 8 517,6 293,0 46,36%
B4 4 525,7 173,3 68,76%
B5 2 511,1 66,2 87,73%

Resultados experimentales Replica 2

TEST FaTcto.r de lo I % Inhibicion
dilucién

C1 o0 531,9 561,3 0,00%
C2 32 553,1 433,9 25,66%
C3 16 601,4 415,5 34,53%
C4 8 568,1 310,0 48,29%
C5 4 578,8 189,9 68,91%
C6 2 538,9 68,7 87,92%
fc 1,055
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6. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

6.1. Desarrollo de meétodos de analisis para la determinacion de la

concentracion de tensioactivos.

6.1.1 Método simplificado de analisis para la determinacién del LAS-Rj1.14 como

tensioactivo anionico (MBAS).

La recta de calibracion se realizo, segun el método descrito en el apartado 4.3.1.1.,
como puede verse en la figura 6.1

SOLUCIONES o
PATRON ———————| 5 mide muestra) Cubsta de vidtio tedonds 1 e
0-5mgi Tampon tetraborato sédico 50 mM,

[ Dn Baslca, 200 pl

«————— MB, Dn Acida, 100 ul

[«———————— CHCl,, 4ml

Reposar
5min

—  Fase Acuosa

—_— Fase CHCI,

MEDIDA
650 nm

Figura 6.1. Procedimiento analitico simplificado para la determinacion de tensioactivos anionicos.
(Lechuga, 2005)
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Los pardmetros de calidad del método analitico propuesto se han calculado a partir de

rectas de calibrado obtenidas en el rango de concentracion de tensioactivo comprendido entre

0 y 5 mg/L. En la figura 6.2 se muestran, a titulo de ejemplo, los valores de absorbancia

medidos a 650 nm frente a un blanco con cloroformo a distintas concentraciones de

tensioactivo.

Absorbancia

LAS-R11-14

Y =0,137665 + 0,170601 - X
R2 =98,9593%

0 1 2 3 4 5
Concentracién, mg/L

Figura 6.2. Recta de calibrado obtenida para el LAS-R11-14 utilizando el metodo simplificado de las

sustancias activas al azul de metileno

Para las rectas de calibracién (Figura 6.2) se ensaya un ajuste lineal por minimos

cuadrados ordinarios (OLS) que minimiza la distancia de los residuos a la recta de regresion.

La curva de calibracion se muestra en la Figura 6.2 y los pardmetros del andlisis de regresién:

desviacion estandar de la ordenada en el origen S,, de la pendiente Sy, de regresién S, el

coeficiente de correlacion r y el coeficiente de determinacion R?; se muestran en la tabla 6.1.

“a” es la ordenada en el origen y “b” la pendiente de la recta de regresion.

Tabla 6.1. Parametros del analisis de regresion para el LAS-R11.14

a 0,1377
b 0,1706
Sa 0,009152
Sb 0,003092
Sr 0,02897

r 0,9948
R? 98,9593%
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El valor-P de la ANOVA es menor que 0,05 (P=0,0000), por lo que hay una relacion
estadisticamente significativa entre Absorbancia y Concentracion con un nivel de confianza del
95,0%.

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el 98,9593% de la
variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacién es igual a 0,9948, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables. El error estdndar del estimado muestra que la
desviacion estandar para los residuos es de 0,02897.

El modelo de regresion OLS solo es aplicable si los datos de partida cumplen una serie
de requisitos previos tales como: aleatoriedad e independencia de la variable de respuesta,
normalidad de la variable de respuesta, ausencia de errores aleatorios en la variable
independiente, linealidad e igualdad de varianzas u homocedasticidad. Generalmente se
asumen como ciertos los tres primeros y s6lo se comprueban la linealidad y la
homocedasticidad.

Linealidad y homocedasticidad

La linealidad “in line” describe la ausencia de curvatura en la linea de calibracion. La
prueba de falta o carencia de ajuste (Lack of Fit) esta disefiada para determinar si el modelo
seleccionado es adecuado para describir los datos observados, o si deberia usarse un modelo
mas complicado. La prueba se realiza comparando la variabilidad del modelo actual contra la
variabilidad entre observaciones a valores replicados de la variable independiente X. Dado que
el valor-P para la falta de ajuste es mayor o igual que 0,05 (P.0r=0,1523), el modelo parece ser

adecuado para los datos observados no habiendo una diferencia estadisticamente significativa.

Gréfico de Residuos

28 |
o .
S [,
g Lors . *
% . . ,
— [ ]
E 08¢ . ° °
3 r ° ° o
o 02 ° s
> r [ ]
'?J -® ' : ° ° d ° L4
¢ -l2F °
C . . .
22k, , , . .
0 1 2 3 4 5

Concentracion, mg/L

Figura 6.3. Grafico de residuales la recta de calibracion del LAS-R11.14
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La linealidad “on-line” mide la dispersién de los datos alrededor de la linea de
calibracion y determina el rango de valores para los cuales se cumple que existe una relaciéon
lineal entre la sefal y la concentracion. La linealidad “on-line” se puede evaluar a partir del
coeficiente de determinacion R?, la desviacion estandar relativa de la pendiente (Su/b) y a partir
de la expresion:

[6.1]

S
LINoL (%) = (1 - gb) -100

Los valores obtenidos para estos parametros son, respectivamente: 98,9593; 0,01812 y
LINoL(%)=98,1876

La curva de calibraciéon obtenida en funcion de la concentracion viene dada por la

ecuacion:

A650 = 0,137665 + 0,170601 . [LAS - R11_14] [62]

Sensibilidad

Hay dos formas de expresar la sensibilidad de un método analitico: la sensibilidad de
calibracion (SENSca) que mide la relacion entra la sefial instrumental y la concentracién de
analito y la sensibilidad analitica (SENSana) que es la menor diferencia de concentracién que un
método analitico puede discernir (a la sensibilidad analitica también se le conoce con el
nombre de resolucion). La primera se evalGa a partir de la pendiente de calibracion (b) y a la

segunda a partir de cociente S//m. Los valores obtenidos para la sensibilidad son:

unidades de absorbancia

SENS., = b =0,1706
cal mg/L [6_3]

S
SENS, . = Fr = 0,1698 mg/L [6.4]
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Que indican, respectivamente, que un incremento de la concentraciébn de 1 mg/L
supone un aumento de la sefial analitica de 0,1706 unidades y que el método distingue
cambios de concentracion de 0,1698 mgl/L.

Precision

La precision mide el grado de incertidumbre de un resultado analitico. Es debida a la
dispersion de la sefial del instrumento y al uso de valores de la pendiente y la ordenada en el
origen estimados a partir de la recta de calibracion para transformar la sefial instrumenta

medida en concentracion.

Matematicamente se expresa por la desviacion estandar relativa de la concentracion
(Sc/c) y tiene un valor distinto a cada concentracion. A partir de los datos de calibrado se puede

obtener S; para cada concentracion a partir de la expresion:

o= JE )+ o

Donde n es el numero de puntos de la recta de calibrado, m el numero de replicas, c la

concentracion de tensioactivo y ¢ la concentracion media de tensioactivo en el intervalo de
concentraciones considerado. En la tabla 6.2 se muestran los valores de S para cada valor de

concentracion.

Tabla 6.2. Valores de precisién obtenidos en el rango de valores de 0 a 5 mg/L

Concentracién

mail Sc Sc/c
0,0 0,09491 ==
0,5 0,12799 0,25598
1,0 0,09663 0,09663
1,5 0,12927 0,08618
2,0 0,09831 0,04916
2,5 0,13053 0,05221
3,0 0,09997 0,03332
3,5 0,13178 0,03765
4,0 0,10160 0,02540
4,5 0,11353 0,02523
5,0 0,11425 0,02285

n=11, ¢=25mg/L
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Limites inferiores

Limite de deteccién (DL)

Es la menor concentraciébn que puede detectarse con razonable certeza por un
procedimiento analitico determinado. Utilizando la aproximacion de la IUPAC, el limite de
deteccion se calcula a partir de la expresion:

DL = 3- S [6.6]

El valor obtenido para el limite de deteccién es de 0,28 mg/L.

Limite de cuantificacion (QL)

Representa la minima concentracion cuantificable por el método analitico. Se calcula a

partir de la expresion

QL = 10 - S, [6.7]

El valor obtenido para el limite de cuantificacion es de 0,95 mg/L.

Los parametros de calidad obtenidos en el método simplificado de sustancias activas al
azul de metileno demuestran que este procedimiento es adecuado para el andlisis del
LAS-R1114.
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6.1.2. Método de analisis de la Antrona para APG’s

La recta de calibracion se realizo, segun el método descrito en el apartado 4.3.1.3.,

como puede verse en la figura 6.4:

SOLUCIONES f Cubeta de vidrio redonda 10 mL

PATRON | 2 mL de muestra ]
0 - 100 mglL

k— 5 mL de solucién de antrona

Hidrolizar

5 min Enfriar
100°C 10 min
Medida
622 nm

Figura 6.4. Procedimiento analitico simplificado para la determinacién de APG’s

Los pardmetros de calidad del método analitico propuesto se han calculado a partir de
rectas de calibrado obtenidas en el rango de concentracién de tensioactivo comprendido entre
0 y 100 mg/L. En la figura 6.5 se muestran, a titulo de ejemplo, los valores de absorbancia
medidos a 622 nm frente a un blanco con agua destilada a distintas concentraciones de

tensioactivo.

06 APG-R13.14DPy 5
0,5 —
04 —

0,3 -

Absorbancia

Y =0,08208 + 0,00390355-X
RA2 = 98,6457%

0,2

01 |t

0 1 L L L I L L L I L L L 1 L L L I L L L I
0 20 40 60 80 100

Concentracién, mg/L

Figura 6.5. Recta de calibrado obtenida para el APG-R12-14DP1 5 utilizando el metodo de la antrona.
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Para las rectas de calibracion (Figura 6.5) se ensaya un ajuste lineal por minimos
cuadrados ordinarios (OLS). Los parametros del analisis de regresién se muestran en la tabla
6.3:

Tabla 6.3. Parametros del analisis de regresion para el APG-R12.14DP15

a 0,08208

b 0,003904
Sa 0,005520
Sh 0,00008970
S 0,01642

r 0,9932
R? 98,6457%

El valor-P de la ANOVA es menor que 0,05 (P=0,0000), por lo que hay una relacion
estadisticamente significativa entre Absorbancia y Concentracion con un nivel de confianza del
95,0%.

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el 98,6457% de la
variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacion es igual a 0,9932, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables. El error estandar del estimado muestra que la

desviacion estandar para los residuos es de 0,01642.
Linealidad y homocedasticidad

El valor-P para la falta de ajuste es mayor o igual que 0,05 (P.or=0,9515), el modelo

parece ser adecuado para los datos observados no habiendo una diferencia estadisticamente

significativa.

25 Grafico de Residuos .

o C

g 1,5 - -

N N

= C * *

% 05 __‘ . -

2 r - . L] ».

|_|Uj r . - L .

o 05 - ) . .

k=] L .

3 15 - . .
-2,5 ‘ . : : .

0 20 40 60 80 100

Concentracién, mg/L

Figura 6.6. Grafico de residuales la recta de calibracion del APG-R12.14DP1s
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El error absoluto medio (MAE) es de 0,01229 siendo el valor promedio de los residuos.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay alguna
correlacion significativa basada en el orden en el que se presentan los datos. Puesto que el
valor-P (Pow=0,2098) es mayor que 0,05, no hay indicacién de una autocorrelacion serial en los
residuos con un nivel de confianza del 95,0%.

Los valores de la linealidad “on-line”, segun la ecuacion [6.1], obtenidos son:
R? = 98,9593% ;(Sw/b) = 0,01812 y LINoL(%)=98,1880

La curva de calibracion obtenida en funcion de la concentracion viene dada por la

ecuacion:

Agso = 0,08208 + 0,003904 - [APG — Ry,_14DP; 5] [6.8]

Sensibilidad

Segun las ecuaciones [6.3] y [6.4] se obtiene que: un incremento de la concentracion de
1 mg/L supone un aumento de la sefial analitica de 0,003904 unidades y que el método

distingue cambios de concentracién de 4,2059 mg/L.

Precision

En la tabla 6.4 se muestran los valores de S. para cada valor de concentracion,

obtenidos segun la ecuacion [6.5]:

Tabla 6.4. Valores de precisidn obtenidos en el rango de 0 a 100 mg/L para el APG-R12.14DP1 5

Concentracién

mall Sc Sc/c
0 0,17556 --
5 0,31695 0,06339
10 0,31697 0,03170
20 0,23254 0,01163
30 0,31704 0,01057
40 0,19661 0,00492
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Tabla 6.4. (Continuacion) Valores de precision obtenidos en el rango de 0 a 100 mg/L

para el APG-R12-14DP1s

Concentracion

malL Sc Sc/c
0,17591 0,00352 0,17591
0,23276 0,00388 0,23276
0,31720 0,00453 0,31720
0,19686 0,00246 0,19686
0,31728 0,00353 0,31728
0,16256 0,00163 0,16256

Limites inferiores

Limite de deteccién (DL)

n=12, ¢=50mg/L

El valor obtenido para el limite de deteccion segun la ecuacion [6.6] es de 0,5267 mg/L.

Limite de cuantificacion (QL)

El valor obtenido para el limite de cuantificacion segun la ecuacion [6.7] es de

1,7556 mg/L.

Los paradmetros de calidad obtenidos en el método de la antrona para el analisis de

APG’s demuestran que este procedimiento es adecuado para el andlisis del APG-R12.14DP1 5
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6.1.3. Método de analisis del Yodo-Yoduro para tensioactivos no idnicos

La recta de calibracion se realizo, segun el método descrito en el apartado 4.3.1.4.,

como puede verse en la figura 6.7:

SOLUCIQNES Cubeta de vidrio redonda 20 mL
PATRON 10 mL de muestra
0-20mglL

— 0,25 mL de solucién Yodo/Yoduro

Agitar Reposar
1 min 5 min
T2 Ambiente
Medida
500 nm

Figura 6.7. Procedimiento analitico para la determinacion de tensioactivos no iénicos por el método del

yodo/yoduro.

Los pardmetros de calidad del método analitico propuesto se han calculado a partir de
rectas de calibrado obtenidas en el rango de concentracion de tensioactivo comprendido entre
0 y 20 mg/L. En la figura 6.8 se muestran, a titulo de ejemplo, los valores de absorbancia

medidos a 500 nm frente a un blanco con aire a distintas concentraciones de tensioactivo.

1,6 - FAE-R12.14E11

12
s
O -
[
e |
£08 -
2 | Y = 0,300006 + 0,0591513 - X
< = d.-:ﬂ::'/ AD= 0,

0al =2 RA2=99 7358%

0 __l L L L 1 L L L 1 L L L L L L 1 1 1 1 |

0 4 8 12 16 20
Concentracion, mg/L

Figura 6.8. Recta de calibrado obtenida para el FAE-R12-14E11 utilizando el método del yodo/yoduro
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Para las rectas de calibracion (Figura 6.8) se ensaya un ajuste lineal por minimos
cuadrados ordinarios (OLS). Los parametros del analisis de regresién se muestran en la tabla
6.5:

Tabla 6.5. Pardmetros del analisis de regresion para el FAE-R12-14E11

a 0,3000

b 0,05915
Sa 0,01041
Sh 0,0007861
S 0,02074
r 0,9987
R? 99,7358%

El valor-P de la ANOVA es menor que 0,05 (P=0,0000), por lo que hay una relacion
estadisticamente significativa entre Absorbancia y Concentracion con un nivel de confianza del
95,0%.

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el 99,7358% de la
variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacion es igual a 0,9987, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables. El error estandar del estimado muestra que la

desviacion estandar para los residuos es de 0,02074.
Linealidad y homocedasticidad

El valor-P para la falta de ajuste es mayor o igual que 0,05 (PLor=0,0562), el modelo
parece ser adecuado para los datos observados no habiendo una diferencia estadisticamente
significativa.

Grafico de Residuos
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Figura 6.9. Grafico de residuales la recta de calibracion del FAE-R12-14E11
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El error absoluto medio (MAE) es de 0,01563 siendo el valor promedio de los residuos.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay alguna
correlacion significativa basada en el orden en el que se presentan los datos. Puesto que el
valor-P (Pow= 0,0538) es mayor que 0,05, no hay indicacién de una autocorrelacion serial en
los residuos con un nivel de confianza del 95,0%.

Los valores de la linealidad “on-line”, segun la ecuacién [6.1], obtenidos son: R? =
99,7358% ;(Swv/b) = 0,01329 y LINoL(%)=98,6710%

La curva de calibracion obtenida en funcion de la concentracion viene dada por la

ecuacion:

A650 = 0,3000 + 0,05915 * [FAE - R12_14E11] [69]

Sensibilidad

Segun las ecuaciones [6.3] y [6.4] se obtiene que: un incremento de la concentracion de
1 mg/L supone un aumento de la sefial analitica de 0,05915 unidades y que el método

distingue cambios de concentracién de 0,3506 mg/L.
Precision

En la tabla 6.6 se muestran los valores de S; para cada valor de concentracion,

obtenidos segun la ecuacion [6.5]:

Tabla 6.6. Valores de precisién obtenidos en el rango de 0 a 20 mg/L para el FAE-R12-14E11

Concentracién

mall Sc Sc/c
0 0,39008 --
2 0,39057 0,19528
5 0,25510 0,05102
10 0,23457 0,02346
15 0,23658 0,01577
20 0,23858 0,01193

n=6, ¢ =10 mg/L
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Limites inferiores

Limite de deteccién (DL)

El valor obtenido para el limite de deteccion segun la ecuacion [6.6] es de 1,1704 mg/L.

Limite de cuantificacion (QL)

El valor obtenido para el limite de cuantificacion segun la ecuacion [6.7] es de
3,9008 mg/L.

Los parametros de calidad obtenidos en el método del yodo/yoduro para el andlisis de
tensioactivos no iénicos demuestran que este procedimiento es adecuado para el andlisis del
FAE-R12.14E11
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6.1.4 Método simplificado de andlisis para la determinacion del EC-Ri».14E10 como

tensioactivo anionico (MBAS).

La recta de calibracion se realizo, segun el método descrito en el apartado 4.3.1.4.,

como puede verse en la figura 6.10:

SOLUCIONES
PATRON

0-8 mgn

Cubeta de vidrio redonda 10 ml
—eepr| & Ml d@ Muestra

Tampén tetraborato sédico 50 mM,
e Dn Basica, 200 ul

4————————— MB, Dn Aclda, 100 ul

4~ CHCl,, 4mi

Y

Agitar

1 min
Reposar
5min

———>  Fase Acuosa

—_— Fase CHCI,

MEDIDA
650 nm

Figura 6.10. Procedimiento analitico para la determinacion del EC-R12-14E10 por el método del MBAS.

Los parametros de calidad del método analitico propuesto se han calculado a partir de

rectas de calibrado obtenidas en el rango de concentracion de tensioactivo comprendido entre

0 y 20 mg/L. En la figura 6.10 se muestran, a titulo de ejemplo, los valores de absorbancia

medidos a 650 nm frente a un blanco con aire a distintas concentraciones de tensioactivo.
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Figura 6.11. Recta de calibrado obtenida para el EC-R12-14E10 utilizando el método del MBAS

Para las rectas de calibracién (Figura 6.11) se ensaya un ajuste lineal por minimos
cuadrados ordinarios (OLS). Los parametros del analisis de regresidn se muestran en la
tabla 6.7:

Tabla 6.7. Pardmetros del analisis de regresion para el EC-R12-14E10

a 0,15764
0,05708
Sa 0,008152
Sh 0,001617
S 0,01739
r 0,99522
R? 99,0465%

El valor-P de la ANOVA es menor que 0,05 (P=0,0000), por lo que hay una relacion
estadisticamente significativa entre Absorbancia y Concentracién con un nivel de confianza del
95,0%.

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el 99,0465% de la
variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacion es igual a 0,99522, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables. El error estdndar del estimado muestra que la

desviacion estandar para los residuos es de 0,01739.
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Linealidad y homocedasticidad

El valor-P para la falta de ajuste es mayor o igual que 0,05 (PLor= 0,7057), el modelo
parece ser adecuado para los datos observados no habiendo una diferencia estadisticamente
significativa.

Gréfico de Residuos
2,8 -

1,8 —

Rediduo Estudentizado

0 2 4 6 8
Concentracion, mg/L

Figura 6.12. Grafico de residuales la recta de calibracion del EC-R12-14E10

El error absoluto medio (MAE) de 0,0137183 es el valor promedio de los residuos. El
estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si hay alguna
correlacion significativa basada e el orden en que se presentaron en su archivo de datos. Dado
gue el valor-P es mayor o igual que 0,05, no hay indicacién de una posible correlacion serial
con un nivel de confianza del 95,0%.

Los valores de la linealidad “on-line”, segun la ecuacion [6.1], obtenidos son:
R? = 99,0465% ;(Sw/b) = 0,028329 y LINo(%)=97,1671%

La curva de calibracién obtenida en funcion de la concentracion viene dada por la

ecuacion:

Agso = 0,15764 + 0,05708 - [EC — Ry5-14E10] [6.10]

Sensibilidad

Segun las ecuaciones [6.3] y [6.4] se obtiene que: un incremento de la concentracion de
1 mg/L supone un aumento de la sefial analitica de 0,05708 unidades y que el método

distingue cambios de concentracién de 0,3046 mg/L.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 215 de 312



6. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES Alejandro Burgos Cara

Precision

En la tabla 6.8 se muestran los valores de S para cada valor de concentracion,
obtenidos segun la ecuacion [6.5]:

Tabla 6.8. Valores de precision obtenidos en el rango de 0 a 8 mg/L para el EC-R12-14E10

Concentracion

malL Sc Sc/c
0 0,19019 --
2 0,23076 0,11538
4 0,19845 0,04961
6 0,20245 0,03374
8 0,20638 0,02580

n=5, ¢=4mg/L

Limites inferiores

Limite de detecciéon (DL)

El valor obtenido para el limite de deteccion segun la ecuacion [6.6] es de
0,57057 mg/L.

Limite de cuantificacion (QL)

El valor obtenido para el limite de cuantificacion segin la ecuacion [6.7] es de
1,9019 mg/L.

Los pardmetros de calidad obtenidos en el método del yodo/yoduro para el analisis de
tensioactivos no iénicos demuestran que este procedimiento es adecuado para el andlisis del
EC-R1214E10

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 216 de 312



6. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES Alejandro Burgos Cara

6.2. Determinacion de las CMC para los tensioactivos ensayados

Para la estimacion de las CMC de cara a ver la influencia que tiene este pardmetro
sobre la biodegradacion y la toxicidad, antes y después de los ensayos de ozonizado; se
utilizaron los procedimientos descritos en los apartados 4.6 y 4.7 obteniéndose los datos
recogidos en el apartado 5.2

A continuacion se muestran las estimaciones de los valores de CMC para cada uno de
los tensioactivos ensayados, utilizado agua destilada igual que la usada en el resto de ensayos;
y a 25°C.

6.2.1 APG-R12.14DP15

En la figura 6.13 puede verse la representacion de los valores de tension superficial

obtenidos a distintas concentraciones de APG-R1,.14DP15 en disolucion.

APG-R12.1,DP45

&)
o
1

i
(6]
I

CMC = 28,88 mg/L

Tensién superficial, mN/m
w B
()] o

w
o
1

N
a

Concentracion, mg/L
Figura 6.13. Tensién superficial frente a concentracion del APG-R12.14DP15 a 25°C y célculo de la CMC

6.2.2. LAS-R11.14

En la figura 6.14 puede verse la representacion de los valores de tension superficial

obtenidos a distintas concentraciones de LAS-R11.14 en disolucion.
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Figura 6.14. Tension superficial frente a concentracion del LAS-R11-14 a 25°C y célculo de la CMC.

Puesto que no hubo un valor pronunciado en el cambio de pendientes (figura 6.14),
siendo mas bien una transicién suave se optd también por la determinacién de la CMC por

métodos conductimétricos (figura 6.15).

LAS-R11.14

17

16

15

- A
- N W A

Conductividad, pS/cm
o

7 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion, mg/L

Figura 6.15. Conductividad frente a concentracion del LAS-R11.14 a 25°C y célculo de la CMC.

El valor medio estimado para la CMC del LAS-R11.14 a 25°C es de 25,47 mg/L.
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623 FAE'R12-14E11

En la figura 6.16 puede verse la representacion de los valores de tension superficial
obtenidos a distintas concentraciones de FAE-R12.14E11 en disolucion.

FAE'R1 2-14E11
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CMC =16,73 mg/L

Tension superficial, mN/m
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1|

w
N
1

w
o

1 10 100 1000
Concentracion, mg/L

Figura 6.16. Tension superficial frente a concentracion del FAE-R12-14E11 a 25°C y calculo de la CMC.
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6.2.6. EC-R12-14E10

En la figura 6.17 puede verse la representacion de los valores de tension superficial
obtenidos a distintas concentraciones de EC-R12.14E10 en disolucion.

EC'R1 2-14E10

50 A
45 4
40 4
35 4
O —=

30 - =
CMC =63,71 mg/L

]
]
m
]

Tension superficial, mN/m

20 T T T T T T
5 50

Concentracién, mg/L

500

Figura 6.17 Tension superficial frente a concentracion del EC-R12-14E10 a 25°C y calculo de la CMC.

6.2.5. Conclusiones

De las figuras anteriores se desprende la tabla 6.9 en la que se muestra a modo de
resumen los valores de CMC de las disoluciones de tensioactivos ensayados a 25°C, con agua

destilada.

Tabla 6.9. CMC's de los tensioactivos ensayados

Tensioactivo CMC, mg/L
APG-R12.14DP1 5 28,88
LAS-R11-14 25,47
FAE-R12.14E11 16,73
EC-R12.14E10 63,71
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6.3. Influencia de la ozonizacidon sobre los tensioactivos ensayados

A continuacion se muestran las gréficas de la evolucion de:

e La concentracion residual de tensioactivo
e El carbono organico disuelto residual

e Latension superficial

en funcion del tiempo de ozonizacién para los distintos tensioactivos ensayados segun
el procedimiento descrito en el apartado 4.2

Puesto que el equipo analizador de ozono, interrumpe el flujp de ozono para
recalibrarse de manera aleatoria, se midieron los valores de concentracion (113 g/Nm?®) y para
llevar a cabo las ozonizaciones se utilizo una corriente de by-pass al analizador, evitando asi la

interrupcién de la ozonizacion.

6.3.1 APG-R12.14DP1 5

Este tensioactivo en particular presentd numerosos problemas a la hora de ser
ozonizado en el reactor de 200 mL descrito en el apartado 4.2.2.2. Al activar la corriente
gaseosa de ozono se formaba una cantidad excesivamente alta de espuma, llegando incluso a
ser arrastrada hacia las trampas de KI.

Por otro lado el analisis de tensioactivo residual, segun el procedimiento descrito en el
apartado 4.3.1.3., mostr6 que al formarse la espuma la concentracion en el seno de la
disolucion disminuia bastante como puede verse en la figura 6.18 induciendo un error a la hora

de determinar la verdadera degradacion de tensioactivo por el ozono.
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APG-R1.14DP; 5
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Figura 6.18. Porcentaje de tensioactivo residual normalizado, ozonizado a 5Ln/h, 25°C y distintos

porcentajes de NaCl.

Para reducir la cantidad de espuma que se formaba al ozonizar se hicieron ensayos con
distintos porcentajes de NaCl, encontrandose que a partir de un 2% de NaCl se evitaba la

excesiva formacién de espuma (figura 6.18).

Esto, unido a que una concentracion de sal del 2% es la usada en los ensayos de
toxicidad LUMIStox (apartado 4.4.1.), motivd que los ensayos de ozonizacion para el APG-Riz-

14DP15 se hicieran con un 2% de NaCl.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para la ozonizacién de una
concentracion inicial 80 mg/L de APG-R12-14DP15 usando un 2% de NaC y ozono con un caudal

de 5Ln/h y a una temperatura de 25°C.

Se toma una concentracion inicial de 80 mg/L ya que concentraciones superiores
ensayadas, pese al uso de un 2% de sal, inducian un espumado incontrolable dentro del
reactor. Por ello la concentracién de 80 mg/L es la elegida para el estudio de la influencia de la

ozonizacion sobre los tensioactivos.
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Figura 6.19. Evolucién de la concentracion de APG-R12.14DP15 0zonizado a 5Ln/h, 113g03/Nm3, 25°C y

con un 2% de NacCl.

Del analisis de la concentracion residual de tensioactivo al ser ozonizado se encontro
gue disminuia progresivamente con el tiempo de ozonizacion observandose que no se alcanza
una eliminacion completa del tensioactivo en 30 minutos.

Respecto de la variacion del contenido de carbono organico disuelto (COD) en la
disolucion, que puede verse en la figura 6.20 como a tiempos cortos hay un sobredescenso del
contenido en COD motivado por la formacion inicial de una capa superficial de espuma al

comenzar los ensayos de ozonizacién, donde estara presente ese sobredescenso de la
disolucion.

Transcurridos los primeros 5 minutos del ensayo de ozonizacion desaparece casi por
completo la espuma superficial lo cual provoca ese aumento ficticio de COD en torno a los 10
minutos, debido principalmente a que el tensioactivo que se desplaz6 hacia la fase de espuma
vuelve a la fase acuosa de reaccion.
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APG-R12.1,DP4 5
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Figura 6.20. Evolucién media de la concentracion de carbono organico disuelto de los ensayos de

ozonizacion del APG-R12.14DP15

Como puede verse tanto en las figura 6.20 como en la figura 6.21, la disminucién del
contenido en COD es muy inferior al porcentaje de disminucion de la concentracion del
tensioactivo de partida. Esto corrobora que la mineralizacion de tensioactivo no es completa.

De hecho como se aprecia en la figura 6.21 la mineralizacién alcanzada es baja.
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Figura 6.21. Mineralizacion media de los ensayos de ozonizacion del APG-R12-14DP1s
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Esta tendencia a valores de mineralizacion alcanzados bajos fueron también encontrado
por Ledakowicz, 2005.

Se plantea por tanto que el APG-R1,.14DP15, al verse degradado por el ozono y su
multiples reactivos asociados, genera una serie de productos intermedios llegandose en ultima
instancia a la mineralizacién completa (CO- y H,0).

Respecto a la tension superficial y como puede verse en la figura 6.22, la degradacion
del APG-R1214DP15 lleva a un aumento de la misma a medida que aumenta el tiempo de
exposicién al ozono.

Esto indica que los productos intermedios que se producen en la degradacion del
APG-R1,-14DP1 5, presentan menor actividad superficial teniendo por tanto una mayor tension

superficial.
58 - APG'R12-14DP1.5

53 H

48

38 -

33 H

Tensién superficial, mMN/m

28 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de ozonizacion, min

Figura 6.22. Evolucién de la tensién superficial en los ensayos de ozonizacién del APG-R12.14DP15

Podemos concluir, que en general se encuentra que existe una tendencia clara a
aumentar la tension superficial a medida que transcurre la ozonizacién sobre el tensioactivo
APG-R12.14DP15
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6.3.2. LAS-Ri1.14

A continuaciébn se muestran los resultados obtenidos para la ozonizaciébn de una
concentracion inicial 80 mg/L (impuesta por los requisitos de ozonizacion para el APG-Ri»-
14DP15) de LAS-R11.14 usando ozono con un caudal de 5Ln/h, una concentracion de 113g/Nm?3y
a una temperatura de 25°C.

LAS-R1.14
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Concentracion residual, mg/L
N w B a (=23 ~ 024
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Tiempo de ozonizacién, min

Figura 6.23. Evolucién de la concentracion de LAS-Ri1.14 0zonizado a 5Ln/h, 113gOs/Nm?3 y 25°C

Del analisis de la concentracién residual de tensioactivo al ser ozonizado se encontrd
gue a mayor tiempo de ozonizacion la disminucién de la concentracion de tensioactivo es

mayor no llegandose a una degradacion completa transcurridos los 30 minutos.

Respecto de la variacion del contenido de carbono orgénico disuelto (COD) en la
disolucién, que puede verse en la figura 6.24 como a tiempos cortos hay un sobredescenso del
contenido en COD motivado por la formacion inicial de una capa superficial de espuma al
comenzar los ensayos de ozonizacién, donde estara presente ese sobredescenso de la
disolucion.

Transcurridos los primeros 10 minutos del ensayo de ozonizacion desaparece casi por
completo la espuma superficial lo cual provoca ese aumento ficticio de COD en torno a los 15
minutos, debido principalmente a que el tensioactivo que se desplazo hacia la fase de espuma

vuelve a la fase acuosa de reaccion.
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Figura 6.24. Evolucién de la concentracion de carbono organico disuelto en los ensayos de ozonizacién
del LAS-R11-14

Como puede verse tanto en las figura 6.24 como en la figura 6.25, la disminucién del
contenido en COD es muy inferior al porcentaje de disminucion de la concentracion del
tensioactivo de partida. Esto corrobora que la mineralizacion de tensioactivo no es completa.
De hecho como se aprecia en la figura 6.25, la mineralizacién de la disolucién alcanzada es
baja.

Nuevamente, esta tendencia a valores de mineralizacion alcanzados bajos, se
corresponde también con los reportados por Ledakowicz, 2005.

Se plantea por tanto que el LAS-R11.14, al verse degradado por el ozono y su multiples
reactivos asociados, genera, al igual que el APG-Ri2.14DP1s5, una serie de productos

intermedios llegandose en ultima instancia a la mineralizacion completa (CO2 y H,0).
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Figura 6.25 Mineralizacion en los ensayos de ozonizacién del LAS-R11-14

Respecto a la tension superficial y como puede verse en la figura 6.26, la degradacion
del LAS-Ri114lleva a unas variaciones de tensién superficial que presentan maximos y minimos
relativos tambien encontrados por Jurado, 2011; conduciendo, a altos tiempos de ozonizacion,
hacia un incremento de la tension superficial respecto de la inicial.
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Figura 6.26. Evolucion de la tension superficial en los ensayos de ozonizacién del LAS-R11-14
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Inicialmente en torno a los 5 minutos, hay un incremento de la tension superficial,
probablemente debido en parte a la movilizacion del tensioactivo hacia la capa de espuma
inicial que se forma y a la rotura inicial del tensioactivo que conlleve a productos con menos

actividad superficial.

Sin embargo, la capa de espuma inicial formada, no persiste tanto tiempo (t<5min)
como para justificar valores superiores de tension superficial en torno a los 10 minutos, por lo
gue dichos valores superiores de tension superficial se relacionan con productos intermedios
de menor actividad superficial.

Los productos intermedios han resultado imposibles de identificar y cuantificar,
aconsejandose utilizar técnicas cromatografias para su identificacion en investigaciones

posteriores.

La existencia de dichos minimos relativos en la evolucién de la tension superficial puede
explicarse por la aparicion de productos intermedios con mayor actividad superficial, teniendo

el oxigeno presente en el medio una gran influencia sobre su aparicion.

Pasados los 20 minutos de ozonizacion se aprecia como la evolucién de la tension
superficial vuelve a corresponderse con la que podria esperarse tedricamente, presentando un
incremento de la tensién superficial cuanto menor es la cantidad de oxigeno presente en el

medio.
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633 FAE'R]_Z{]_AE]_]_

A continuaciébn se muestran los resultados obtenidos para la ozonizaciébn de una
concentracion inicial 80 mg/L de FAE-Ri214E11, cantidad impuesta por los ensayos de
ozonizacion del APG-R12.14DP1 5, usando ozono con un caudal de 5Ln/h, una concentracion de
113 g/Nm3y a una temperatura de 25°C.

FAE'R1 2-14E11
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Figura 6.27. Evolucién de la concentracion de FAE-R12.14E11 0zonizado a 5Ln/h, 113gOs/Nm? y 25°C

Del analisis de la concentracién residual de tensioactivo al ser ozonizado se encontro
gue disminuia progresivamente con el tiempo de ozonizacion observandose que no se alcanza

una eliminacion completa del tensioactivo en 30 minutos.

Respecto de la variacion del contenido de carbono organico disuelto (COD) en la
disolucién, que puede verse en la figura 6.28 como a tiempos cortos (t=5min) hay nuevamente
un sobredescenso del contenido en COD motivado por la formacion inicial de una capa
superficial de espuma al comenzar los ensayos de ozonizacion, donde estara presente ese

sobredescenso de la disolucion.

Transcurridos los primeros 5 minutos del ensayo de ozonizacion desaparece casi por
completo la espuma superficial lo cual provoca ese aumento ficticio de COD en torno a los 10
minutos, debido principalmente a que el tensioactivo que se desplazo hacia la fase de espuma

vuelve a la fase acuosa de reaccion.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 230 de 312



6. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES Alejandro Burgos Cara
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Figura 6.28. Evolucién de la concentracién de carbono organico disuelto en los ensayos de 0zonizacion
del FAE-R12-14E11

Como puede verse tanto en la figura 6.28 como en la figura 6.29, la disminucion del
contenido en COD es muy inferior al % de disminucion de la concentracion del tensioactivo de
partida. Esto corrobora que la mineralizacion de tensioactivo no es completa. De hecho como
se aprecia en la figura 6.29 la mineralizaciéon de la disolucion alcanzada es nuevamente
bastante baja.

Se plantea por tanto que el FAE-Ri2.14E11, al verse degradado por el ozono y su
multiples reactivos asociados, genera, al igual que los anteriores tensioactivos, una serie de
productos intermedios llegandose en ultima instancia, y aunque en un bajo porcentaje, a la
mineralizacion completa (CO2 y H20).
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Figura 6.29. Mineralizacion en los ensayos de ozonizacién del FAE-R12.14E11

Respecto a la tension superficial y como puede verse en la figura 6.30, la degradacion

del FAE-Ri1214E11 lleva a una disminucion inicial de la tensién superficial, hasta un minimo

alcanzado en torno a los 5 minutos; seguida de un incremento progresivo de la misma.

36

Tensién superficial, mN/m
W w w w (3] [9V]
o — N w S 18]

N
[<e]

28

FAE'R12-14E11

5 10 15 20 25 30
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Figura 6.30. Evolucién de la tensién superficial en los ensayos de ozonizacion del FAE-R12-14E11
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El descenso observado en la tension superficial no ha podido ser justificado con los
datos experimentales disponibles, aunque légicamente se relaciona con los productos
intermedios de la degradacion del tensioactivo con el ozono. La caracterizacion mediante
técnicas cromatograficas, en un siguiente paso de la investigacion, ayudaria a la discusiéon de
este fendmeno.

Segun lo estudiado por Ledakowicz, 2005; lo mas probable es que los grupos éter
sufran una degradacion hacia diversos compuestos polietoxilados de cadena corta y varios
tipos de acidos de mayor actividad superficial, explicAndose por tanto la disminucion inicial en
la tension superficial.
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6.3.4. EC-R12.14E10

A continuaciébn se muestran los resultados obtenidos para la ozonizaciébn de una
concentracion inicial 80 mg/L de EC-Ri214Ei1, cantidad impuesta por los ensayos de
ozonizacion del APG-R1.14DP1 5, usando ozono con un caudal de 5Ln/h, una concentracion de
113 g/Nm3y a una temperatura de 25°C.
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Figura 6.31. Evolucién de la concentracion de EC-R12-14E10 0zonizado a 5Ln/h, 113gOs/Nm? y 25°C

Del analisis de la concentracion residual de tensioactivo al ser ozonizado se encontro
gue disminuia progresivamente con el tiempo de ozonizacion observandose que no se alcanza
una eliminacion completa del tensioactivo en 30 minutos.

Respecto de la variacion del contenido de carbono organico disuelto (COD) en la
disolucioén, que puede verse en la figura 6.32, se aprecia que a diferencia de los anteriores
tensioactivos ensayados, éste no ha presentado un maximo inicial de mineralizacion. Esto se
debe a que la espuma formada durante la ozonizacion ha sido practicamente nula.
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Figura 6.32. Evolucién de la concentracion de carbono organico disuelto en los ensayos de ozonizacién
del EC-R12-14E10
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Figura 6.33. Mineralizacion en los ensayos de ozonizacién del EC-R12-14E10

Como se aprecia en las figuras 6.32 y 6.33 la mineralizacién alcanzada sigue siendo
baja lo cual plantea que el EC-Ri..14E10, al verse degradado por el ozono y su mdltiples

reactivos asociados, genera, al igual que los anteriores tensioactivos, una serie de productos
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intermedios llegandose en ultima instancia, y aunque en un bajo porcentaje, a la mineralizacion
completa (CO2 y Hx0).

Respecto a la tension superficial y como puede verse en la figura 6.30, la degradacion
del EC-Ri1214E10lleva a un aumento inicial de la tensién superficial, hasta un maximo alcanzado
en torno a los 2,5 minutos; seguida de un descenso hasta un minimo relativo continuando con

un incremento progresivo de la misma.

EC-R;,.44E
” 12-14E10
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w
N
1

30 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo de ozonizacién, min

Figura 6.34. Evolucién de la tensién superficial en los ensayos de ozonizacién del EC-R12-14E10

Estas variaciones en la tension superficial durante la ozonizacion, y aunque
nuevamente resulta imposibles de concretar con exactitud, se debe a la existenicia de

productos intermedios derivados de la ozonizacion con diferentes actividades superficiales.

El descenso que se produce hasta el minimo existente a los 20 minutos se relaciona
nuevamente con lo estudiado por Ledakowicz, 2005; es decir, lo mas probable es que los
grupos éter sufran una degradacion hacia diversos compuestos polietoxilados de cadena corta
y varios tipos de acidos de mayor actividad superficial, explicandose por tanto la disminucién en

la tensién superficial.
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6.3.5. Cinéticas de degradacion

Partiendo de la premisa de que el numero de reacciones es elevado y no se conocen
todos los reactivos y productos que intervienen en la ozonizacion, se ha hecho un estudio de la
cinética global de degradacion del tensioactivo inicial al ozonizar con el objetivo de conocer su
orden de reaccion y ver si hay diferencias en dicho valor segun el tipo de tensioactivo.

La cinética del proceso especifico seria del tipo:

———=ky - [03]" - [TI™ + k2 - [OH]* - [T]™ + --- [6.10]

Donde:

[T] es la concentracién de tensioactivo
[O3] es la concentracion de ozono

[OH] es la concentracion de radicales OH
ki son contantes cinéticas de la reaccion i

t el tiempo

Pero puesto que se desconocen la mayoria de parametros de las reacciones
intermedias existentes en la ozonizacion, asi como el tipo y cantidad de reactivos que atacan al
tensioactivo inicial; se ha tomado la siguiente simplificacion (partiendo de la hip6tesis de que
los reactivos permanecen a concentracion constante con el tiempo) que representa la cinética
de degradacion global del tensioactivo inicial:

d[T] [6.11]

= K..-[TI®
pral Rt

Donde Kg es la constante cinética global de degradacion que abarca todos los

parametros desconocidos.
Integrando la ecuacién 6.11 se obtiene que:

Para n=1

AN [6.12]
Ln <m> =K;-t
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Para n#1

[ _ [To]* " [6.13]

Dadas estas dos expresiones se ajustaron los datos obtenidos para los ensayos de
ozonizacién obteniéndose los datos recogidos en la tabla 6.10

Tabla 6.10. Parametros cinéticos de la degradacién de los tensioactivos ensayados.

Tensioactivo n Error n Ko Error Kg R?
APG-R12.14DP1 5 1,01754 0,14362 0,02759 0,01625 0,98627
LAS-R11-14 2,43455 0,15407 3,6127E-4 2,0679E-4 0,95792

FAE-R1214E11 2,26939 0,14746 0,00291 0,00149 0,99715
EC-Ri12.14E10 2,73011 0,21117 2,0391E-4 1,60513E-4  0,99313

Observando los resultados obtenidos, mostrados en la tabla 6.10, del ajuste a la ecuacion

6.13 segun los ordenes de reaccion obtenidos; se observa que:

o EI APG-R12.14DP15 parece tener un orden de reaccion medio de 1

o EILAS-R11-14Y el FAE-R12.14E11 parecen tener un orden de reaccion medio de 2

Bajo estas premisas se realizaron los ajustes, mostrados en la tabla 6.11, fijando dichos

ordenes de reaccion.

Tabla 6.11. Parametros cinéticos de la degradacion de los tensioactivos ensayados fijando el orden de

reaccion.

Ko Error Kg R?
0,02938 7,74995E-4 0,9864
0,00183 7,62892E-5 0,9863
0,00755 4,34767E-4  0,99562
0,00319 2,87273E-4 0,9756

Tensioactivo
APG-R12.14DP15
LAS-R11-14
FAE-R12.14E11
EC-R1214E10

N N N | S

Del mismo modo se presentan dichos ajustes en las figuras 6.35, 6.36, 6.37 y
6.38, observandose como dichos modelos cinéticos predicen bastante bien el proceso

de degradaciéon global
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Figura 6.35. Ajuste del modelo cinético propuesto para el APG-R12-14DP15
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Figura 6.36. Ajuste del modelo cinético propuesto para el LAS-R11-14
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Figura 6.37. Ajuste del modelo cinético propuesto para el FAE-R12.14E11
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Figura 6.38. Ajuste del modelo cinético propuesto para el EC-R12-14E10

Como puede verse en estas tres ultimas figuras, los modelos cinéticos propuestos
explican bastante bien la cinética de degradacion primaria de los tensioactivos ensayados,

habiéndose encontrado que para el APG-R1,.14DP15 el orden de reaccion es inferior al resto.
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6.3.6. Conclusiones

Comparando el progreso de la ozonizacion de los tensioactivos ensayados (apartado
6.3), se encuentra que las disoluciones, a igual concentracion inicial de tensioactivo, que
contienen anillos en sus moléculas (LAS-R11-14 Y APG-R12.14DP15), son mucho mas resistentes
a la descomposicién por ozono que compuestos sin anillos aromaticos como el FAE-R12.14E11 0
el EC-R12.14E10.

La degradacion final alcanzada ha resultado mayor en el caso del LAS-R11-14, cOmMo
tensioactivo aniénico con anillos aromaticos, respecto del resto del APG-R12.14DP15, como
tensioactivo no iénico con anillos glucosidicos. Esto indica una mayor resistencia a la

descomposicion por ozono de los anillos glucosidicos respecto de los anillos aromaticos.

El ozono molecular, sin tener en cuenta reactivos secundarios producidos por la
descomposicion del ozono, ataca principalmente a grupos con dobles enlaces como los
presentes en los anillos aromaticos del LAS-Ri114 lo cual justifica por tanto la mayor
degradacion de éste respecto del APG-R12.14DP15 y la diferencia existente en los 6rdenes de

reaccion.

El ozono en una primera etapa de la reaccién se centra en atacar anillos, como fase
anterior a la de formacion de reacciones radicalarias (Ledakowicz, 2005), lo cual puede ser el
motivo de que se alcancen degradaciones del tensioactivo de partida inferiores en el
APG-R12.14DP15 y el LAS-R11-14 debido a una cierta inhibicién sobre las reacciones radicalarias

caracterizadas por ser mas rapidas y poco selectivas (Glace, 1986)

Las diferencias existentes entre tensioactivos sin anillos en su estructura es mas
compleja de explicar, sugiriéndose realizar andlisis de identificacion de los productos de la

0zonizacion y productos intermedios en investigaciones posteriores.

Por otro lado y teniendo en cuenta los valores finales de concentracién residual
alcanzados parece que la presencia del grupo acido carboxilico en el EC-Ri2.14E10 parece
ofrecer cierta resistencia a la degradacion respecto del FAE-Ri12.14E11 teniendo en cuenta que

ambos poseen mas 0 menos el mismo grado de etoxilacion.
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6.4. Influencia de la o0zonizaciobn sobre la biodegradabilidad de

tensioactivos

Para el estudio de la biodegradabilidad se ha seleccionado el ensayo estatico (apartado
4.5.1) en el que se sigue la evolucion de la biodegradacion final mediante la medida del
carbono orgénico total (apartado 4.3.1.2), con el equipo Shimadzu TOC-V CSH.

Se eligio el APG-R12-14DP15 como tensioactivo de caracter no i6nico y el LAS-R11-14 como

tensioactivo anionico, evaluandose:

e La concentracion residual de tensioactivo
e El carbono organico disuelto

e Latension superficial

6.4.1. Parametros caracteristicos del proceso de biodegradacion.

A fin de poder comparar los diferentes ensayos de biodegradacion se han definido una

serie de parametros caracteristicos para los perfiles de biodegradacion (Jurado, 2007).

El tiempo de latencia (t.) es el tiempo que tardan en aclimatarse los microrganismos
no adaptados al nuevo sustrato; suele corresponder con el periodo de tiempo durante el cual se
produce un cambio suave de la concentracion residual. Para cada ensayo de biodegradacion
se calcula trazando dos tangentes a la curva de biodegradacion para las etapas de adaptacion

y biodegradacion (figura 6.39). El tiempo de latencia es el punto de corte de ambas rectas.

140 ~
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%Tensioactivo residual
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Figura 6.39. Determinacion gréfica del tiempo de latencia sobre la curva de biodegradacion
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El periodo de latencia o aclimatacion previo al proceso biodegradativo de compuestos
organicos en el medio acuatico puede tener varias causas tales como la falta de nutrientes, la
induccion enzimatica, predacién por protozoos, mutacion de especies, el crecimiento de una
poblacién microbiana capaz de metabolizar el sustrato, o simplemente la adaptacion a la
presencia de agentes toxicos.

El tiempo de vida media (ti2) es el tiempo para el cual la concentracién de sustrato
disminuye a la mitad desde el inicio del proceso de biodegradacién. Por lo tanto también se
contabiliza el tiempo de latencia. Al igual que el tiempo de latencia, el tiempo de vida media se
calcula mediante métodos graficos sobre la curva de biodegradacion.

La Velocidad media de biodegradacion (Vw) se ha calculado como el cociente entre
un porcentaje de biodegradacion alcanzado y el tiempo transcurrido para alcanzar ese valor de
biodegradacién. Para que los datos procedentes de los diferentes ensayos sean comparables
entre si, se ha fijado un valor de biodegradacion del 50 % y se ha medido el tiempo que tarda
en alcanzarse dicho valor de biodegradacién. Este parametro puede dar idea de la rapidez con
la que esta transcurriendo el proceso de biodegradacién, ademas esta velocidad media por

unidad de tiempo permite comparar todos los ensayos.

La concentracién de tensioactivo residual (Sr) es la concentracion que no ha sido
degradada por los microorganismos, y representa la concentracion de tensioactivo que no es
metabolizable. Se calcula como el valor medio de la concentracion de tensioactivo al final del

ensayo cuando ésta permanece practicamente constante con el tiempo de biodegradacion.

La biodegradabilidad del tensioactivo (B) se define como el porcentaje de

tensioactivo biodegradado a las 50 horas del ensayo.
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6.4.2. Biodegradabilidad primaria.

A continuacion se presentan los perfiles de biodegradacion primaria obtenidos para los
tensioactivos ensayados antes y después de ozonizar durante 15 minutos con un caudal de
5Ln/h de la fase gaseosa con una concentraciéon de ozono en la misma de 113 g/Nm3,

La concentracion de tensioactivo se expresa como porcentaje de tensioactivo residual y
como porcentaje de biodegradacion.

El porcentaje de tensioactivo residual y de biodegradaciéon se calculan a partir de las
siguientes expresiones:
[S]e

%Tensioactivo residual = —— - 100 [6.14]

[STo

Slo—1[S
%Biodegradacion = %~ 100 [6.15]
0

Donde:

e [S]; es la concentracion de sustrato en un instante t

e [S], es la concentracion de sustrato al inicio del ensayo
Todos los perfiles de biodegradacién obtenidos presentan tres fases bien diferenciadas:

1. Fase de aclimatacién de los microrganismos, caracterizada porque la concentracién de
tensioactivo se mantiene practicamente constante. En esta primera etapa, y debido a la
acumulacion y adsorcion del tensioactivo en las interfases, se observan algunas
variaciones de la concentracion de tensioactivo residual.

2. Disminucién rapida de la concentracion de tensioactivo debido a la metabolizacion por
parte de los microrganismos del mismo.

3. Periodo donde la concentracién de tensioactivo residual permanece practicamente
constante, aunque puede continuar la biodegradacién de los metabolitos producidos

durante el proceso de biodegradacion.

A continuacién se muestran los resultados y discusidn sobre los tensioactivos ensayados.
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Figura 6.40. Tensioactivo residual en el ensayo estatico para concentraciones de APG-R12.14DP1.5 por
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Figura 6.41. Biodegradacion primaria en el ensayo estatico para concentraciones de APG-R12.14DP1s

por encimay debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.
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Figura 6.42. Concentracion residual de APG-R12.14DP15 en el ensayo estatico para concentraciones por

encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Para este tensioactivo en concreto se observa como tras ozonizar, la biodegradabilidad
aumenta considerablemente requiriéndose en torno a un 25% del tiempo necesario para
alcanzar una biodegradabilidad primaria del 100% respecto del tensioactivo sin ozonizar. Esto
en parte es motivado por el descenso de la concentracion de tensioactivo de partida como

efecto de la ozonizacion, como puede verse en la figura 6.42.

En la figura 6.41 se observa como, tanto para valores de concentracién por encima y
por debajo de la CMC, para el tensioactivo APG-Ri2.14DP1s la velocidad media de

biodegradacién primaria aumenta tras ozonizar.

Puede decirse por tanto que para el APG-Ri2.14DP1s la o0zonizacién influye
positivamente en este aspecto, ya que aumenta la velocidad media de biodegradacion del
tensioactivo y disminuye su tiempo de vida media. Esto parece indicar que existe una sinergia
en la biodegradacion primaria del APG-R12.14DP15 provocada por los subproductos de la

ozonizacion.

La biodegradacién esta también influenciada simultAneamente por otros parametros tales como
la CMC. En este caso el ensayo con una concentracion de tensioactivo por encima de la CMC

(28,88 mg/L) presenta mayor biodegradabilidad primaria.
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Figura 6.43. %Tensioactivo residual en el ensayo estético para concentraciones de LAS-R11-14 por
encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

LAS-R11.14

100

e (@] ®
o o o

Biodegradacion primaria, %
N
o

—&—15mg/L
---8---15mg/L ozonizado
——35mg/L
—--A---35mg/L ozonizado

12 16
Tiempo, dias

o
EN
[o2]

20 24 28

Figura 6.44. %Biodegradacion primaria en el ensayo estatico para concentraciones de LAS-R11-14 por

encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.
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Figura 6.45. Concentracion residual de LAS-R11-14 en el ensayo estatico para concentraciones por

encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Para este tensioactivo en concreto se observa como tras ozonizar, la biodegradabilidad
aumenta considerablemente requiriéndose en torno a un 37,5% del tiempo necesario para
alcanzar una biodegradabilidad primaria del 100% respecto del tensioactivo sin ozonizar para
una concentracion inicial de 15 mg/L. Esto en parte es motivado por el descenso de la

concentracion de tensioactivo de partida como efecto de la ozonizacién, como puede verse en
la figura 6.45.

En la figura 6.43 se observa como en este caso, sélo para valores de concentracion por
debajo de la CMC, la velocidad media de biodegradacion primaria aumenta tras ozonizar.

Puede decirse por tanto que para el LAS-Ri11-14 la 0zonizacion influye positivamente en
este aspecto, ya que aumenta la velocidad media de biodegradacién del tensioactivo y
disminuye su tiempo de vida media. Esto parece indicar que existe una sinergia en la
biodegradacién primaria del LAS-Ri1-14 provocada por los subproductos de la ozonizacion
cuando la concentracion inicial es inferior a la CMC.

En este caso el ensayo con una concentracién de tensioactivo por encima de la CMC
(25,51 mg/L) no presenta un notable aumento de la biodegradabilidad, pero al menos no se ve

disminuida tras la ozonizacion.

Habr& que fijarse por tanto en su biodegradacion ultima (apartado 6.4.3) para concluir el
efecto existente, sobre la biodegradacion, al ozonizar por encima de la CMC
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6.4.3. Biodegradabilidad ultima.

A continuacién se presentan los perfiles de biodegradacién final obtenidos para los
tensioactivos ensayados. La evolucion de la concentracién se expresa como COD residual y
como porcentaje de biodegradacion final alcanzado.

La concentracion de carbono organico total residual y la biodegradacion final se
calculan a partir de las siguientes expresiones:
[COD];

%CODresidual = m 100 [616]

[COD], — [COD],
[COD],

%Biodegradacion ultima = [6.17]

Donde:

e [CODJ: es la concentracién de carbono organico total en un instante t

e [COD]o es la concentracién de carbono organico total al comienzo del ensayo

Todos los perfiles de biodegradacion final obtenidos presentan tres fases bien

diferenciadas:

1. Fase de aclimatacion de los microrganismos, caracterizada porque la concentracion se
mantiene practicamente constante o experimenta un ligero aumento. En esta primera
etapa, y debido a la acumulacién y adsorcién del tensioactivo en las interfases, se
observan algunas variaciones de la concentracion de tensioactivo residual.

2. Disminucién rapida de la concentracién debido a la metabolizacién por parte de los
microrganismos.

3. Periodo donde la concentracion residual permanece practicamente constante.

Se ha encontrado que para todos los tensioactivos a las concentraciones ensayadas, el
porcentaje de biodegradacion final alcanzado es superior al 60 %. La legislacion vigente
(Reglamento CE n° 648, 2004) exige que se alcance un nivel minimo del 60 % de
biodegradacion final antes de 28 dias cuando se aplica uno de los métodos recogidos en el
Anexo lll del Reglamento (CE) n°® 648/2004. Si cumple con esta condicion el tensioactivo puede

considerarse como biodegradable.
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Figura 6.46. %COD residual en el ensayo estético para concentraciones de APG-R12-14DP1.5 por encima

y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.
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Figura 6.47. %Biodegradacion ultima en el ensayo estético para concentraciones de APG-R12.14DP1.5 por

encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.
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Para este tensioactivo se aprecia como la biodegradacién ultima de las muestras
ozonizadas aumenta inicialmente, para el ensayo por debajo de la CMC (28,88 mg/L) mas que

para el ensayo por encima de la CMC, respecto de las muestras sin ozonizar.

Tabla 6.12. Valores de mineralizacion a distintos tiempos para el APG-R12.14DP15 en el ensayo estatico

de biodegradacién.

APG-R12-14DP15

[T]o, mg/L % Min. 4h % Min. 5h % Final Min.

Biodegradacion 15 o4 62 85.97

35 28 33 65.47
Biodegradacion 15 56 63 82.27
+ Ozonizacion 35 49 58 87.27

Sin embargo, y como puede verse en la tabla 6.12, a tiempos por encima de los 10 dias
se aprecia como esta tendencia se invierte siendo la muestra ozonizada por encima de la CMC

la que presenta un mayor incremento de la biodegradacion respecto de la muestra sin ozonizar.
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Figura 6.48 % COD residual en el ensayo estético para concentraciones de LAS-R11-14 por encima 'y

debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.
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Figura 6.49 %Biodegradacién dltima en el ensayo estatico para concentraciones de LAS-R11-14 por

encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.
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Para este tensioactivo se aprecia como la biodegradacién ultima de las muestras
ozonizadas aumenta inicialmente, para el ensayo por debajo de la CMC (25,47 mg/L) mas que
para el ensayo por encima de la CMC, respecto de las muestras sin ozonizar como puede
verse en la tabla 6.13.

Tabla 6.13. Valores de mineralizacion a distintos tiempo para el LAS-R11.14 en el ensayo estatico de

biodegradacion.

LAS-R11.14
[T]o, mg/L % Min. 4h % Min. 5h % Final Min.
. L, 15 7 12 43.34
Biodegradacion 35 5 10 4317
Biodegradacion 15 43 50 77.43
+ Ozonizacion 35 29 31 45.73

Observando los datos recogidos en la tabla 6.13 se aprecia como se mantiene la
tendencia a aumentar la biodegradacion final, mas para la muestra ozonizada por debajo de la

CMC, respecto de la muestra sin ozonizar, que la muestra por encima de la CMC.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 253 de 312



6. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES Alejandro Burgos Cara

6.4.4. Parametros caracteristicos del proceso de biodegradacidon calculados

En la tabla 6.14 se muestran los anteriores parametros caracteristicos, descritos en el
apartado 6.4.1, calculados para el APG-R1,.14DP15y para el LAS-R11.14

Tabla 6.14. Parametros caracteristicos del proceso de biodegradacion en el ensayo estatico para el
APG-R12.14DP15Yy para el LAS-R11-14

APG-R12.14DP1 5

So, mg/L t|_, h t1/2, h V|v|, %/h B, % Min, %

Biodegradacion 15 23 142 0.352 22 85.97
35 16 108 0.463 15 65.47

Biodegradacion 15 -- 72 0.694 90 82.27
+ 0zonizacion 35 -- 43 1.163 23 87.27

LAS'R11-14

So, mg/L t. h ti2, h Vwu, %/h B, % Min, %

Biodegradacion 15 86 125 0.400 15 43.34
35 53 130 0.385 29 43.17

Biodegradacion 15 == 24 2.083 33 77.43
+ 0zonizacion 35 58 99 0.508 55 45.73

Se observa como para el APG-R12-14DP1 5 la 0zonizacién reduce el tiempo de vida media
del tensioactivo, siendo de un 50,7% para la concentracion por debajo de la CMC (28,88mg/L)
y un 39,8% para la concentracion por encima de la CMC respecto del tiempo de vida medio

para la biodegradacién alcanzada sin ozonizar.

Para el LAS-R11.14 S€ observa una reduccién en el tiempo de vida media del tensioactivo
hasta un 19,2%, para la concentracion inicial por debajo de la CMC (25,47mg/L); y hasta un
76,15% para la concentracién inicial por encima de la CMC; respecto del tiempo de vida media

para la biodegradacién alcanzada en ambos casos sin ozonizar.

Puede establecerse por tanto que la reduccion del tiempo de vida media tras la
0zonizacién se acentlla mas en el caso de estar el tensioactivo aniénico de partida por debajo

de la CMC y el tensioactivo no iénico por encima de la CMC.

Respecto a la mineralizacién final alcanzada se aprecia como para el APG-R12.14DP13s,
no se observa una variacion significativa por debajo de la CMC, alcanzandose valores
relativamente altos de mineralizacion; y encontrdndose que para valores por encima de la
CMC, disminuye la mineralizaciéon en la muestra sin ozonizar, produciéndose un aumento de la

mineralizacién alcanzada en la muestra ozonizada.
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Respecto a la mineralizacion final alcanzada se aprecia como para el LAS-R11.14, no se
observa una variacion significativa por encima de la CMC, alcanzandose valores relativamente
bajos de mineralizacion; y encontrandose que para valores por debajo de la CMC, se produce
un aumento de la mineralizacion alcanzada en la muestra ozonizada respecto de la no

0zonizada.

Esto puede estar relacionado con la presencia de tensioactivo residual en el medio, el
cual puede ejercer un efecto inhibitorio pese a que el tensioactivo libre presente en el medio
(fuente de carbono para los microrganismos responsables de este proceso) depende de la
CMC (Jurado, 2007).

6.4.5. Conclusiones

Para los dos grupos de tensioactivos ensayados (aniénicos, LAS-R11-14 ; y no iénicos, APG-
Ri12-14DP15) se ha encontrado que la ozonizaciéon induce una reduccién del tiempo de vida
media del tensioactivo de partida (tabla 6.12). Dicha reduccién se acentla mas en el caso de
estar el tensioactivo aniénico de partida por debajo de la CMC y el tensioactivo no iénico por

encima de la CMC.

La mineralizacién final alcanzada es superior en el caso del APG-R1,.14DP15, aumentando
para tensioactivos no iénicos por encima de la CMC y para tensioactivos aniénicos por debajo
de la CMC.

El APG-R12.14DP1 5 presenta un mayor aumento de la biodegradacién, tanto primaria como

ultima, tras ser ozonizado.
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6.5. Influencia de la ozonizacidon sobre la toxicidad de tensioactivos

Se han utilizado los ensayos de inhibicion con bacterias Vibrio fischeri y con bacterias
Pseudomona putida para evaluar el grado de toxicidad de los tensioactivos, antes y después de
ozonizar, tal como aparece recogido en el apartado 4.4.

6.5.1 Inhibicion del crecimiento sobre bacterias bioluminiscentes Vibrio fischeri

El ensayo con bacterias bioluminiscentes V.fischeri y el calculo de la ECso a un tiempo
de 15 minutos estan recogidos en el apartado 4.4.1. Del mismo modo los correspondientes
resultados de los ensayos realizados quedan recogidos en el apartado 5.6.

Los valores de ECs, calculados para distintos tiempos de ozonizaciéon, no se
corresponden con la concentracion de tensioactivo presente, pues este se ve degradado a
medida que se expone a la ozonizacién, aumentando el nimero de productos existentes en la

muestra.

Se ha representado por tanto la inversa del factor de dilucién, de la muestra sometida a
ensayo, midiendo la inhibicién provocada sobre la intensidad luminica desprendida por las
bacterias V.fischeri, y se ha procedido a ajustarlo a la ecuacion modificada 6.18 analoga a la

ecuacion 4.8. Cuanto mayor sea el factor de dilucion, mayor sera la toxicidad de la muestra.

log(1/F) = b - log(I') + log(a) [6.18]

A continuaciéon se muestran las distintas linealizaciones de la inversa del factor de
dilucion aplicado a la muestra y la funcibn Gamma obtenidas para los tensioactivos ensayados

para tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.

Los puntos representan los resultados experimentales (valores medios de dos réplicas)
y la linea el ajuste de la ecuacién 6.18 a los datos, para los tensioactivos APG-R12.14DP1 s,
LAS-Ri11.14 Y FAE-R12.14E11 antes y después de ser ozonizados, segun el procedimiento descrito
en el apartado 4.2.2.1, usando concentraciones iniciales de tensioactivo de 80mg/L segun lo
discutido en el apartado 6.3 y con un caudal de 5 Ln/h de ozono, con un 75% de ozono y 25%

de oxigeno; y a una temperatura de 25°C.

Posteriormente, para relacionar el efecto que ha tenido la ozonizacién sobre la
toxicidad, se ha representado el factor de dilucién de la muestra sometida a ensayo que induce
una inhibicion del 50% sobre las bacterias V.fischeri, asi como el valor de ECso correspondiente
al tensioactivo de partida. Cuanto mayor sea el factor de dilucion, mayor sera la toxicidad de la

muestra.
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Puesto que en andlisis previos de toxicidad con tensioactivos sin ozonizar, se usaron
concentraciones distintas a las empleadas en los ensayos de ozonizacion, el valor a tiempo 0
del factor de dilucion se ha calculado como el equivalente al que produciria una inhibicion del

50% teniendo en cuenta una concentracion de muestra de 80 mg/L similar a la usada en los
ensayos de ozonizacion.

6.5.1.1. APG-R12.14DP15

En la figura 6.50 se muestran las distintas linealizaciones de la concentracion y la

funcion Gamma obtenidas para el APG-R12.14DP15 a tiempos de incubacion de 15 y 30
minutos.

APG-Ry;1,DP, 5 APG-R,;.44DP; 5
1000 - tiempo de incubacion 15min 1000 - tiempo de incubacion 30min

100 - 100 A
o o
E’ 10 4 E’ 10 A

1] y = 9,5034x0.8238 4 y = 10,2879x0.7757
R?=0,9917 R2=0,9857
0,1 T T 1 0,1 T T 1
01 1 10 100 0,1 1 10 100
log GAMMA log GAMMA

Figura 6.50. Graficas de concentracion — funcion Gamma para el APG-R12.14DP15 Sin 0zonizary a

tiempos de incubacién de 15 y 30 minutos.

De la figura 6.50 se obtiene el valor de ECsy del APG-Ri2.14DPi15 sin ozonizar,
equivalente a una concentracion de 9,50mg/L.

El factor de dilucion equivalente al que produciria una inhibicién del 50% teniendo en
cuenta una concentracion de muestra de 80 mg/L similar a la usada en los ensayos de
ozonizacion seria de 8,421.

A continuacion, en la figura 6.51, se muestran las distintas linealizaciones de la inversa
del factor de dilucion aplicado a la muestra y la funcibn Gamma obtenidas para el

APG-R12.14DP1 5 a distintos tiempo de ozonizaciéon y para tiempos de incubacién de 15 y 30
minutos.
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Figura 6.51. Graficas de inversa del factor de dilucion — funcion Gamma para el APG-R12-14DP15

ozonizado a distintos tiempos y a tiempos de incubacién de 15 y 30 minutos.
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Figura 6.51. (Continuacion) Graficas de inversa del factor de dilucién — funcion Gamma para el

APG-R12.14DP15 0zonizado a distintos tiempos y a tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.

En la tabla 6.15 se muestra la evolucion de la ECso para un tiempo de incubacién de 15

minutos a diferentes tiempos de ozonizacion para el APG-R12.14DP1 5

Tabla 6.15. Evolucién de la ECso a 15 minutos de incubacion y diferentes tiempos de ozonizacion para el
APG-R12.14DP15

Tiempo de ozonizado, min ECso, mg/L
0 9,50
10 27,13
15 22,88
25 29,76
30 42,46

Para este tensioactivo se encontré6 una clara tendencia a disminuir su toxicidad a
medida que aumentaba su exposicion a la ozonizacion, como puede deducirse de la figura 6.52

de la disminucién del factor de dilucién necesario para que se induzca una inhibicion sobre el
crecimiento de las bacterias V.fischeri del 50%
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EC., = 9,50 mg/L
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Figura 6.52 Evolucion del factor de dilucion correspondiente a la ECso a 15min con V.fischeri en los

ensayos de ozonizacion del APG-R12-.14DP1s

La toxicidad alcanzada a los 30 minutos de ozonizaciéon resulta un 350% inferior a la

existente sin ozonizar.
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6.5.1.2. LAS-R11.14

En la figura 6.53 se muestran las distintas linealizaciones de la concentracion y la
funcion Gamma obtenidas para el LAS-R11.14 a tiempos de incubacién de 15 y 30 minutos.

LAS-Ry1.1g LAS-Ry.1g
1000 - tiempo de incubacion 15min 1000 - tiempo de incubacion 30min
100 - o 100 -
m|
) ]
_g‘ 10 - _8" 10
y = 32,0308x%.7532
y = 33,5341x0.4294 R2?=0,9892
1 R? = 0,9502 L
0,1 T T T 1 0,1 T T 1
0,001 0,01 01 1 10 01 1 10 100
log GAMMA log GAMMA

Figura 6.53. Gréficas de concentracion —funcién Gamma para el LAS-R11-14 Sin 0zonizar y a tiempos de

incubacioén de 15 y 30 minutos.

De la figura 6.53 se obtiene el valor de ECso del LAS-R11-14 Sin 0zonizar, equivalente a
una concentracion de 33,53 mg/L.

El factor de dilucion equivalente al que produciria una inhibicién del 50% teniendo en
cuenta una concentracidon de muestra de 80 mg/L similar a la usada en los ensayos de
ozonizacion seria de 2,386.

A continuacion, en la figura 6.54, se muestran las distintas linealizaciones de la inversa
del factor de dilucion aplicado a la muestra y la funcion Gamma obtenidas para el LAS-Ri1.14 a
distintos tiempo de ozonizacion y para tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.
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Figura 6.54. Gréficas de inversa del factor de dilucién — funcibn Gamma para el LAS-R11-14 0zonizado a

distintos tiempos y a tiempos de incubacién de 15 y 30 minutos.
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Figura 6.54. (Continuacion) Gréficas de inversa del factor de dilucion — funcion Gamma para el

LAS-R11-14 0zonizado a distintos tiempos y a tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.

En la tabla 6.16 se muestra la evolucion de la ECso para un tiempo de incubacion de 15
minutos a diferentes tiempos de ozonizacion para el LAS-R11.14
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Tabla 6.16. Evolucién de la ECso a 15 minutos de incubacion y diferentes tiempos de ozonizacion para el

LAS-R11.14
Tiempo de ozonizado, min ECso, mg/L
0 33,53
5 41,72
10 41,90
15 40,95
20 39,06
25 3451
30 42,73

Para este tensioactivo se encontr6 una tendencia no tan clara a disminuir su toxicidad a
medida que aumentaba su exposicion a la ozonizacién, como puede verse en las variaciones
del factor de dilucién necesario (figura 6.55) para que se induzca una inhibicion sobre el

crecimiento de las bacterias V.fischeri del 50%.

LAS-R11.14

]l

ECs, = 33,53 mg/L

EC50, Factor de dilucion

-
[e2]

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de ozonizacién, min

Figura 6.55. Evolucién del factor de dilucion correspondiente a la ECso a 15min con V.fischeri en los

ensayos de ozonizacion del LAS-R11-14
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En la figura 6.55 se observa un descenso inicial de la toxicidad seguido de un aumento
hasta un maximo relativo en torno a los 25 minutos, a continuaciébn se muestras un nuevo

descenso de la misma.

El aumento de la toxicidad a los 25 minutos ha de deberse, con total seguridad, a la
aparicion de productos intermedios en la degradacion del tensioactivo con una elevada

toxicidad.

En el apartado 6.2.2 se observo como habia un maximo relativo inicial en la tension
superficial seguido de un minimo relativo en torno a los 20 minutos, en la curva de ozonizacién
andloga a las condiciones utilizadas en la ozonizacién de los ensayos de inhibicion. Dicha
aparicion de un minimo relativo de tension superficial justifica el aumento de toxicidad
encontrado en torno a los 25 minutos, debido a la influencia que tiene sobre la toxicidad
(Hisano, 2010).
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6.5.1.3. FAE-R12-14E11

En la figura 6.56 se muestran las distintas linealizaciones de la concentracion y la

funcion Gamma obtenidas para el FAE-R1,.14E11 a tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.

FAE-Ry;.14E 44 FAE-R1;.14E 44
100 - tiempo de incubacion 15 min 100 - tiempo de incubacion 30 min
O
L L
~ 10 A 10 -
o)) o))
o o
y= 12 3801)(0-6"0 y= 13,5953)(0'6538
R>=0,9895 = R? = 0,9598
1 T 1 1 T 1
0,1 1 10 01 1 10
log GAMMA log GAMMA

Figura 6.56. Gréficas de concentracién —funcién Gamma para el FAE-R12.14E11 Sin ozonizar y a tiempos

de incubacién de 15y 30 minutos.

De la figura 6.56 se obtiene el valor de ECso del FAE-R12-14E11 Sin 0zonizar, equivalente
a una concentracion de 12,38 mg/L.

El factor de dilucion equivalente al que produciria una inhibicién del 50% teniendo en

cuenta una concentracidon de muestra de 80 mg/L similar a la usada en los ensayos de
ozonizacion seria de 6,462.

A continuacion, en la figura 6.57, se muestran las distintas linealizaciones de la inversa
del factor de dilucién aplicado a la muestra y la funcion Gamma obtenidas para el FAE-R12.14E11
a distintos tiempo de ozonizacion y para tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.
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Figura 6.57. Graficas de inversa del factor de dilucion — funcibn Gamma para el FAE-R12.14E11 0zonizado

a distintos tiempos y a tiempos de incubacién de 15 y 30 minutos.
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Figura 6.57. (Continuacién) Graficas de inversa del factor de dilucién — funcion Gamma para el

FAE-R12.14E11 0zonizado a distintos tiempos y a tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.

En la tabla 6.17 se muestra la evolucién de la ECso para un tiempo de incubacion de 15
minutos a diferentes tiempos de ozonizacién para el FAE-R12-14E11

Tabla 6.17. Evolucién de la ECso a 15 minutos de incubacion y diferentes tiempos de ozonizacion para el
FAE-R12-14E11

Tiempo de ozonizado, min ECso, mg/L
0 12,38
2,5 8,92
5 8,34
10 10,55
25 10,88
30 11,25
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Para este tensioactivo se encontré un incremento inicial de la toxicidad, similar a los

encontrados por Ledakowicz, 2004; sobre tensioactivos no idnicos con grupos etoxilados.

Sin embargo en el presente trabajo, se ha encontrado que dicho incremento de la
toxicidad, presenta un maximo (figura 6.58) tras el cual, una seguida exposiciéon al ozono
reduce la toxicidad.

I:AE'R1 2-14E11

12 1

10 A

6 I ECy=12,38 mgiL

ECsq, Factor de dilucién

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de ozonizacién, min

Figura 6.58. Evolucién del factor de dilucién correspondiente a la ECso a 15min con V.fischeri en los

ensayos de ozonizacion del FAE-R12-14E11

En la figura 6.58 se observa como en torno a los 4 minutos aparece el valor maximo de
toxicidad, volviéndose la muestra en torno a un 10% mas toéxica.

Esto vuelve a estar relacionado con la existencia de productos intermedios en la

degradacién del tensioactivo, mas toxicos que el tensioactivo de partida.

Segun lo estudiado por Ledakowicz, 2005; lo mas probable es que los grupos éter
sufran una degradacion hacia diversos compuestos polietoxilados (como el nonilfenol
polietoxilado de alta toxicidad) de cadena corta y varios tipos de acidos, de mayor actividad
superficial. La disminucion inicial en la tension superficial implica, segun lo predicho por Hisano,
2010; un aumento de la toxicidad.
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6.5.1.4. EC-R12-14E10

En la figura 6.59 se muestran las distintas linealizaciones de la concentracion y la
funcibn Gamma obtenidas para el EC-R12.14E10 @ tiempos de incubacién de 15 y 30 minutos.

EC-R,;.14E4; sin ozonizar EC-R,;.14E4y sinozonizar

1000 - tiempo de incubacion 15 min 1000 - tiempo de incubacién 30 min
100 | 100 -
© %)
g 10 g 10
L y = 12,7903x0577 11 y = 14,3888x0.897
Rz =0,9905 R?=0,9945
D,1 T T T 1 0,1 T T 1
0,01 0,1 1 10 100 0.1 1 10 100
log GAMMA log GAMMA

Figura 6.59. Gréficas de concentracién — funcién Gamma para el EC-R12-14E10 sin ozonizar y a tiempos

de incubacién de 15y 30 minutos.

De la figura 6.59 se obtiene el valor de ECso del EC-R12-14E10 Sin 0zonizar, equivalente a
una concentracion de 12,79 mg/L.

El factor de dilucion equivalente al que produciria una inhibicién del 50% teniendo en

cuenta una concentracidbn de muestra de 80 mg/L similar a la usada en los ensayos de
ozonizacion seria de 6,255.

A continuacion, en la figura 6.60, se muestran las distintas linealizaciones de la inversa
del factor de dilucién aplicado a la muestra y la funcion Gamma obtenidas para el EC-R12-14E10
a distintos tiempo de ozonizacion y para tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.
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Figura 6.60. Graficas de inversa del factor de dilucion — funcibn Gamma para el EC-R12-14E10 0zonizado

a distintos tiempos y a tiempos de incubacién de 15 y 30 minutos.
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Figura 6.60. (Continuacion) Gréficas de inversa del factor de dilucién — funcion Gamma para el

EC-R12.14E10 0zonizado a distintos tiempos y a tiempos de incubacion de 15 y 30 minutos.

En la tabla 6.18 se muestra la evolucion de la ECso para un tiempo de incubacién de 15
minutos a diferentes tiempos de ozonizacién para el FAE-R12-14E11

Tabla 6.18. Evolucién de la ECso a 15 minutos de incubacion y diferentes tiempos de ozonizacion para el
FAE-R12-14E11

Tiempo de ozonizado, min ECso, mg/L
0 12,79
2,5 11,04
5 8,18
10 9,49
30 9,66

Para este tensioactivo se encontré un incremento inicial de la toxicidad, similar a los
encontrados por Ledakowicz, 2004; sobre tensioactivos no ibnicos con grupos etoxilados.

Sin embargo en el presente trabajo, se ha encontrado que dicho incremento de la

toxicidad, presenta un maximo (figura 6.61), tras el cual una seguida exposicion al ozono
reduce la toxicidad.
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EC'R12-14E10

16

ECsy, mg/L
b

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de ozonizacién, min

Figura 6.61. Evolucién del factor de dilucion correspondiente a la ECso a 15min con V.fischeri en los

ensayos de ozonizacion del FAE-R12-14E11

En la figura 6.61 se observa como en torno a los 5 minutos aparece el valor maximo de
toxicidad, volviendose la muestra en torno a un 40% mas toxica.

Esto vuelve a estar relacionado con la existencia de productos intermedios en la
degradacién del tensioactivo, mas toxicos que el tensioactivo de partida. Encontrdndose que la
descomposicién de dichos productos intermedios por ozono resulta en otros compuestos
menos toxicos.
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6.5.1.5. Conclusiones

La toxicidad de los distintos tensioactivos ensayados no siempre disminuye como cabria
esperar tras ser degradado el tensioactivo por el ozono. Algunos de los productos intermedios
de la ozonizacién resultan mas téxicos que el tensioactivo de partida, tal y como predijo
también Ledakowicz, 2005.

El APG-R12.14DP15 ha resultado ser el nico que presenta una disminucion progresiva
de su toxicidad salvo un leve incremento de la toxicidad en torno a los 15 minutos. Del mismo
modo se encontro que el APG-R12.14DP15, probablemente por esa disminucion progresiva de la
toxicidad, ha resultado ser mas biodegradable tras ser ozonizado (apartado 6.4).

Aungue su cinética de degradacion (apartado 6.3.4) ha resultado ser mas lenta que la
del resto de tensioactivos ensayados y presenta una menor degradacion del tensioactivo de
partida, ha llegado a disminuir su toxicidad haciéndose a los 30 minutos en torno a un 350%
menos toxico respecto a la muestra sin ozonizar, en comparaciéon con el LAS-Ri1.14 (30%
menos toxico), el FAE-Ri214E11 (10% mas toxico) y el EC-Ri214E10 (40% mas toxico) como
puede verse en la figura 6.62

400 Reduccion de la toxicidad

250 -
200 -
150 |
100 -

50 -

Reduccién de toxicidad respecto de la inicial, %

APG-R12-14DP1.5 LAS-R11-14 FAE-R12-14E11 EC-R12-14E10

Figura 6.62. Porcentaje de reduccion de la toxicidad tras 30 minutos de ozonizacién para los

tensioactivos ensayados.

De la figura 6.62 se pone de manifiesto que los tensioactivos con grupos aromaticos

como el LAS-R11.14 0 grupos glucosidicos como el APG-R12.14DP15; en general, tensioactivos
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con grupos de anillo presentan una disminucién de la toxicidad. Mientras que por otro lado los
grupos éter, presentes en el FAE-R12.14E11 y el EC-R12.14E10; ¥ derivados de acidos carboxilicos,

presentes en el EC-R12-14E10; conducen a un incremento de la toxicidad.

Esto nos lleva a la conclusion de que los productos de la ozonizacion a 30 minutos de
grupos anillo presentan una toxicidad inferior a la que presenta el tensioactivo de partida y que
los productos de la ozonizacion a 30 minutos de grupos éter y derivados de acidos carboxilicos
presentan una toxicidad mayor.

Puede establecerse por tanto una serie de variacion de la toxicidad en funcion de los
grupos presentes en el tensioactivo (figura 6.63)

ACIDO ETER ANILLO ANILLO

CARBOXILICO AROMATICO GLUCOSIDICO
PRODUCTOS | o | __ PRODUCTOS
MAS TOXICO GRUPO PRESENTE EN EL TENSIOACTIVO MENOS TOXICO

Figura 6.63. Serie de evolucion final de la toxicidad en procesos de ozonizacién en funcién del grupo

presente en el tensioactivo.

El porqué, la presencia de un grupo induce un aumento o una disminucion de la

toxicidad, estara justificada por los diversos productos producidos durante la ozonizacion.

En tensioactivos con grupos éter lo mas probable es que se formen compuestos
polietoxilados de cadena corta y acidos, posibles responsables de la disminucién de la tension
superficial y responsables seguros del aumento de la toxicidad; analogos a los encontrados, en
tensioactivos de estructura similar, por Ledakowicz, 2005.

Por otro lado Hisano, 2010; relaciono la influencia de la tensién superficial como
indicador de la toxicidad de un tensioactivo, por lo que teniendo en cuenta lo propuesto por
Ledakowicz, 2005 e Hisano, 2010; y observando la figura 6.64, puede verse como existe una
clara relacién entre la toxicidad y tension superficial.

Master en Cienciay Tecnologia de Coloides e Interfases  Junio 2012 | Pagina 275 de 312



6. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES Alejandro Burgos Cara

45 4 APG-R12_14DP1_5 70 14 FAE-R12_14E11 - 35
£ E
5 60= 12 4 M5
e =
i 50_— 10 - F 33__
o 0 ©
402 <2 g T L 325

t A

5 2 b
35 = 6% -3 2
o 2 11‘ g w
NS5 R 44y 2 30 5
‘I[J-E 2 B gg-g
& @ 2

0 - 0 0 L 28

45 LAS-R1-1_14 - 48 - 42
E £
a1z S 40Z
asE 0 E
T 1 A 385
I G G
o BRel= 8 , =
E > 36 o
S S5 6 5
5 z L u®
< - 435 4 <
% e £z 32 2
o F 42£ 2 k5

20 . . 4 0 . . 30

0 10 20 30 0 10 20 30
Leyenda: —a—FEC&0 --g-- Tensién superficial

Figura 6.64. Evolucion de la tension superficial y la ECso en funcién del tiempo de ozonizado para los

distintos tensioactivos ensayados.

Podemos concluir por tanto que la formacién de productos intermedios con mayor
actividad superficial (menor tensién superficial) induce por tanto un aumento de la toxicidad

(disminucién del valor de ECsyo).
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6.4.2. Inhibicion del crecimiento sobre bacterias Pseudomona putida

Puesto que el método de determinacion de la inhibicién del crecimiento sobre este tipo
de bacterias esta basado en la medida de la turbidez de la muestra, se encontré el problema de
que los tensioactivos no idnicos APG-R12.14DP15 Yy FAE-R12.14E11 presentaban una variacion en
su turbidez con el paso del tiempo, por lo que resulto imposible la determinacién del grado de
inhibicién de sobre el crecimiento de la muestra.

A titulo de ejemplo se muestra en la figura 6.65 los resultados del ensayo de inhibicion
realizados para el APG-R12.14DP1 5

AI:,(3'R12-14DP1.5

45

o - N N w W B
o [$)] o &) o &) o
1 1 1 1 1 1 1

O
O

Inhibicién del crecimiento, %

a
1

] O

o

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentracion, mg/L

Figura 6.65. Inhibicién del crecimiento de P.putida a diferentes concentraciones de APG-R12.14DP1s

Como puede observarse el % de inhibiciébn del crecimiento calculado varia de manera
desordenada sin guardar una relacién con la concentracion presente. La turbidez de la muestra
se ve afectada de varios factores

1. Laturbidez que aparece en la disoluciones de tensioactivo con el paso del tiempo
2. Laturbidez que produce el crecimiento de Pseudomonas putida.

Se pudo establecer la relacién entre la variacién de la turbidez tras 16h en funcion de la
concentracion, sin embargo, la accion de las bacterias modificaba dicha concentracién por lo
gue se acabo por descartar los métodos basados en la turbidez para determinar la inhibicion
del crecimiento sobre estos tensioactivos.
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6.4.2.1. LAS-R11.14

Observando los resultados obtenidos para los ensayos de inhibicion del crecimiento con
P.putida recogidos en el apartado 5.6, y puesto que a valores bajos de concentracién no hay
inhibicién apreciable y a valores muy altos la inhibicion es practicamente del 100%, se propone
un modelo de ajuste sigmoidal, en particular la funcién sigmoidal de Boltzman (ecuacién 6.19),
en el que se reproducen todos estos fenébmenos.

AL — A
y= X—Xg + A2 [6.19]
1—e dx

En la figura 6.66 puede verse el sentido grafico de la ecuacion 6.19

y=A2

(x0, (A1+A2)/2)

v''=(A2-A1)/4dx
y=A1

Figura 6.66. Significado grafico de la ecuacién sigmoidal de Boltzman

Donde:
e A1=0%
e A,=100%

e X se corresponde con un 50% de inhibicion (ECso)

dx es la pendiente de la parte correspondiente a la linea recta
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Para el ensayo de inhibicion del tensioactivo sin ozonizar se obtuvieron los datos

representados en la figura 6.67, donde queda recogido también el valor de ECsg igual a 48,60
mg/L.

LAS-Ry1.14
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ua]

00}
o
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Figura 6.67. Porcentaje de inhibicidn para el ensayo de inhibicion del crecimiento con Pseudomonas

putida para el LAS-R11-14 Sin ozonizar.

6.4.2.2. LAS-R11.14 0zonizado

Respecto al ensayo realizado de inhibicién del crecimiento de LAS-R11.14 0zonizado, se
expuso una muestra de 250mg/L a una corriente de ozono de 5Ln/h con un 75% de ozono y un
25% de oxigeno durante 15 minutos y a una temperatura de 25°C.

Tras la ozonizacion de la muestra de tensioactivo se procedi6é a realizar el ensayo de
inhibicion segun el procedimiento descrito en el apartado 4.4.2 procediendo a realizar las

correspondientes diluciones a partir de la muestra ozonizada.

En la figura 6.68 puede verse la representacion de los resultados obtenidos y el valor de
ECso calculado (107,63 mg/L).
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Figura 6.68. Porcentaje de inhibicién para el ensayo de inhibicion del crecimiento con Pseudomonas

putida para el LAS-R11-14 0zonizado.

6.4.2.3. Conclusiones

Como puede verse en la tabla 6.19 el ensayo con P.putida corrobora que la ozonizacion
del tensioactivo LAS-R11.14 conduce a una disminucion de la toxicidad, volviéndose en torno a
un 120% menos toxico (30% menos toxico con V.fischeri).

Tabla 6.19. Valores de ECso para el LAS-R11-14 antes y después de ozonizar

Tiempo de ozonizado, min ECso, mg/L
0 48,60
15 107,63
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6.5. Influencia de la tensidén superficial sobre la toxicidad de tensioactivos

Diversos autores (Hisano, 2010, Oya 2008,2010) han reportado estudios sobre la
influencia de la tension superficial sobre la toxicidad, estableciendo la existencia de un rango
de valores de tension superficial sobre los que distintos tensioactivos, en distintas condiciones,
presenta los valores de ECso para distintos tipos de ensayos de inhibicién.

6.5.1. Tension superficial frente a concentracion de los tensioactivos ensayados

La figura 6.69 muestra las curvas de tensién — concentracion de tensioactivo, obtenidas
segun lo descrito en el apartado 4.6; asi como los valores de ECso obtenidos para V.fischeri a

15 minutos de incubacion de los tensioactivos sin ozonizar.

Tension superficial frente a concentracion de tensioactivoy
valores de EC;, con V.Fischeri a 15 minutos de incubacién

70 B

65
0 LAS-R;p1s
O EC-Rizq4Eqo
0 FAE-Ryz14E

A AGP-Ry5.14DPy 5

em A Valores de ECy,

Tension superficial, mN/m

25 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion de tensioactivo, mg/L

Figura 6.69. Tensidn superficial — concentracién de tensioactivo y valores de ECso para V.fischeri a 15

minutos de incubacién

Como puede verse el valor de ECso se presenta en los tensioactivos ensayados por

debajo de una tensién superficial de 50 mN/m.

6.5.2. Conclusiones

Cabe destacar que los valores de ECsp se sitlan por debajo de una tensién superficial en
torno a 50 mN/m. Esto confirma lo predicho por Hisano, 2010; indicando que la tensién
superficial parece ser un buen indicador de la toxicidad de un tensioactivo. A menor tension

superficial se espera un mayor indice de toxicidad, pues se conoce (Hisano, 2010) que un
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descenso de la tension superficial aumenta la permeabilidad celular de las distintas especies
acuaticas como contramedida al descenso de tension superficial, provocando la muerte de

dichas células.

A igual tension superficial los tensioactivos no ibnicos son menos toxicos que los anionicos.
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Figura 6.41. Biodegradacion primaria en el ensayo estatico para concentraciones de

APG-R12.14DP1 5 por encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.42. Concentracién residual de APG-Ri214DP1s en el ensayo estatico para

concentraciones por encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.43. %Tensioactivo residual en el ensayo estatico para concentraciones de LAS-R11-14

por encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.44. %Biodegradacion primaria en el ensayo estatico para concentraciones de

LAS-R11.14 por encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.45. Concentracion residual de LAS-R11.14 €n el ensayo estatico para concentraciones

por encimay debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.46. %COD residual en el ensayo estatico para concentraciones de APG-R12.14DP15

por encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.47. %Biodegradacion Uultima en el ensayo estatico para concentraciones de

APG-R12.14DP1 5 por encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.48 % COD residual en el ensayo estatico para concentraciones de LAS-Rii1-14 por

encima y debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.

Figura 6.49 %Biodegradacion ultima en el ensayo estatico para concentraciones de LAS-R11-14

por encimay debajo de la CMC, antes y después de ozonizar.
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