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Resumen

RESUMEN

El fenol es un contaminante comunmente encontrado en aguas residuales industriales.
El objetivo de este estudio fue biodegradar el fenol presente en un agua residual
sintética con granulos aerobios utilizando un reactor discontinuo de alimentacion
secuenciada. Este se inocul6 con lodos activados provenientes de una planta tratadora
de aguas residuales domésticas. Una vez obtenidos los granulos, se aclimataron a
diferentes concentraciones de fenol hasta alcanzar 700 mg/L. Para observar el efecto
de la inhibicion sobre los granulos, se estudid la cinética de biodegradacion en
matraces agitados con distintas concentraciones de fenol, y se observo la produccién
de un metabolito intermediario (semialdehido 2-hidroximucdénico). Asi mismo, se estudio
el efecto de las distintas concentraciones de aclimatacion de fenol sobre la velocidad
especifica de degradacion (gs) y sobre la produccion de exopolisacaridos (polisacéaridos,
PS y proteinas, PN). Se observo que las concentraciones de PS y PN aumentaron
conforme se incrementé la concentracion de fenol, a lo cual se puede atribuir la
resistencia de los granulos contra el fenol; lo anterior condujo también a una notable
disminucién en la relacion PN/PS. Se obtuvo una buena degradacion del fenol ya que
los granulos fueron inhibidos sélo a altas concentraciones de fenol, y un efecto positivo
sobre la gs. Se concluye que los granulos aerobios son aptos para degradar fenol a
altas concentraciones y que la aclimatacion contribuye a que los granulos segreguen

sustancias exopoliméricas que les sirven como barrera protectora hacia el fenol.
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1. INTRODUCCION

El agua es un recurso natural renovable cuyo contenido de fenol representa un riesgo
potencial para el medio ambiente y la salud humana. Una fuente de emision de dicho
contaminante hacia el ambiente son las numerosas industrias que lo usan como materia
prima. La eliminacién de fenol se realiza mediante procesos que se clasifican en dos
grupos: los fisicoquimicos y los biolégicos. Sin embargo, el uso de tratamientos no
biol6gicos puede ser un inconveniente, ya que eleva los costos y puede llevar a la

formacion de subproductos peligrosos.

La degradacién biologica se prefiere debido a sus bajos costos, y a que conduce a la
mineralizacion del fenol en CO, y H,O. El tratamiento biolégico de aguas residuales
fendlicas se lleva a cabo principalmente en sistemas continuos de lodos activados
aerobios. No obstante, estos procesos se ven afectados por cargas elevadas de fenol,

ya que se trata de un sustrato toxico e inhibitorio para los microorganismos.

La granulacion aerobia es una nueva forma de inmovilizacion celular para el tratamiento
de aguas residuales. Los granulos microbianos aerobios cultivados en un reactor de
alimentacion secuenciada (sequencing batch reactor, SBR) poseen una estructura
microbiana compacta y fuerte, buena sedimentabilidad y alta retencién de biomasa. Por
lo general, los sistemas de granulacion aerobia requieren un arranque total de tres
meses, pero es conveniente aclimatar ain mas tiempo los indculos provenientes de
lodos activados a la presencia de fenol. Estos largos periodos de arranque representan
un problema para la aplicacién industrial de la granulacion aerobia. Por lo tanto, es de
particular importancia estudiar los efectos de la aclimatacion al fenol en granulos

aerobios.

El objetivo de este trabajo fue cultivar en un SBR los granulos con una fuente de

carbono facilmente asimilable, como el etanol, y someterlos luego a un periodo de
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aclimatacion para incrementar su potencial de degradacion y lograr la remocion de fenol
a concentraciones superiores a 700 mg/L. Los resultados permitiran obtener aguas
residuales con una concentracion de fenol dentro de los limites establecidos por las

normas mexicanas de medio ambiente para su descarga.
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2. MARCO TEORICO

2.1 El fenol en el medio acuético

El fenol es un compuesto organico aromatico (Fig. 2.1) que en su forma pura es un
sélido de incoloro a blanco; el producto comercial, que contiene cierta cantidad de agua,
es un liguido. Tiene un olor dulce y alquitranado caracteristico. El fenol empieza a ser
detectado por las personas cuando se encuentra a concentraciones aproximadas de 40
ppb en el aire y de 1 a 8 ppm en el agua. El fenol se evapora mas lentamente que el
agua (ATSDR, 1998).

OH

Figura 2.1. Estructura del fenol

El fenol se obtiene industrialmente a partir del alquitran del carbén; también por la fusion
del benzosulfonato de sodio con hidroxido de sodio o por el calentamiento del
monoclorobenceno con hidréxido de sodio a altas presiones. El fenol es un material de
utilidad industrial para la obtencion de diversos productos, tales como pinturas,
pesticidas, plasticos, productos farmacéuticos, aceite de refinerias, llantas, piel y
petroquimicos, entre otros (Fang y Chen, 1997; Murialdo et al., 2003). Por lo anterior, se

le encuentra con frecuencia en el medio acuatico.
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El fenol y sus derivados se han asociado con efectos agudos y cronicos para la salud
humana (ATSDR, 1998). Asi, el fenol se encuentra en la lista de las 275 sustancias mas
peligrosas, establecida en 1991 por la Agencia Ambiental de Estados Unidos, EPA
(Bravo y Paez, 1998). La EPA también recomienda que el nivel de fenol en aguas
superficiales (lagos, arroyos) no exceda 3.5 mg/L para evitar consumir agua o peces
contaminados (ATDSR, 1998).

En México, su concentracién en agua potable no debe ser superior a 0.3 mg/L segun la
modificacion a la NOM-127-SSA-1994 (INE, 2000), mientras que los Criterios
Ecoldgicos de Calidad del Agua establecen los limites maximos especificados en la

Tabla 2.1 para los diferentes usos del agua.

Tabla 2.1. Criterios ecologicos de calidad del agua para el fenol

Uso del agua Limite maximo permisible
[mgiL]
Fuente de abastecimiento de agua potable 0.300
Recreativo con contacto primario 0.001
Proteccion de la vida acuatica (agua dulce) 0.100
Proteccion de la vida acuatica (agua marina) 0.060

2.1.1 Propiedades fisicas y quimicas del fenol

La capacidad para formar enlaces de hidrégeno fuertes con las moléculas de agua
confiere a los fenoles una solubilidad moderada en agua. En la tabla 2.2 (Rippen et al.,
1989) se resumen las propiedades fisicas y quimicas de este compuesto.




Tabla 2.2. Propiedades fisicas y quimicas del fenol
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Férmula empirica:

Masa molecular relativa:
Densidad:

Densidad relativa del gas:
Punto de ebullicion:
Punto de fusién:

Presion de vapor:

Punto de inflamacién:
Temperatura de ignicion:
Limites de explosividad:
Umbral de olor:

Solvalisis:

CsHsO
94.11¢

1.07 g/lcm*®a 20°C

3.24

181.75°C

40.8°C

0.2 hPa a 20°C

3.5 hPa a 50°C

54 hPa a 100°C

82°C

595°C

1.3-9.5% V

0.18 mg/m® = 0.046 ppm

En agua: 82 g/L

se disuelve facilmente en alcohol, éter, cloroformo, grasas y

aceites esenciales

2.1.2 Biodegradacion del fenol

La biodegradacién aerobia del fenol es llevada a cabo por diferentes rutas, gracias a la

mediacion de una amplia variedad de microorganismos.

La biodegradacion del fenol inicia con una reaccion de canalizacion, que prepara el

anillo aromético para su ruptura y posterior conversién en moléculas precursoras y/o en

CO.. Esta conversion genera energia, ya sea en forma de ATP o de poder reductor (i.e.,
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NADH). Las reacciones de canalizacion producen moléculas de menor estabilidad
termodinamica que los sustratos, lo cual se logra por la insercién de oxigeno en forma
de un grupo hidroxilo. Esta importante etapa de la biodegradacion es catalizada por una
monooxigenasa, la cual introduce uno de los atomos de oxigeno de la molécula de Oy,
al tiempo que reduce el otro a H,O (Gibson et al., 1968). En el Anexo A se presenta un

esquema con las rutas de biodegradacion aerobia del fenol.

El catecol asi formado es el principal intermediario en el catabolismo del fenol. Este
compuesto puede posteriormente fisionarse de dos maneras, debido a lo cual existen
las rutas conocidas como orto y meta. En la ruta orto, el anillo se rompe al interior del
enlace diol y se produce acido mucénico, mientras que en la ruta meta la ruptura ocurre
en un enlace adyacente al enlace diol y se genera el semialdehido 2-hidroximucoénico
(2-HMAS). Ambas rupturas son catalizadas por dioxigenasas, las cuales, a diferencia de
las monooxigenasas, insertan los dos atomos de oxigeno del O, en el catecol. Se ha
reportado que la ruta meta caracteriza la biodegradaciéon de fenol por parte de
Pseudomonas pickettii, P. putida, Ralstonia eutropha y Ochromonas danica, mientras
que Acinetobacter calcoaceticus, Candida tropicalis, Rhodotorula rubra y Trichosporon
cutaneum utilizan la via orto (Semple y Cain, 1996; Komarkova et al., 2003; Shalaby,
2003). En general, la ruta orto es utilizada por microorganismos asociados al suelo, y
particularmente en grupos bacterianos asociados a plantas, i.e., Rhizobium vy
Bradyrhizobium spp. (Ramirez-Cerén, 2005), por lo que es mas probable que los

microorganismos de los lodos activados utilicen la via meta.

En la ruta meta, después de que se rompe el anillo debido a la accién de la enzima
catecol 2,3-dioxigenasa, el 2-HMAS puede degradarse de dos distintas formas. En la
primera, el 2-HMAS se oxida para dar el &cido 2-hidroximuconico, que es
descarboxilado a través de la accidon de las enzimas isomerasa y descarboxilasa para
dar el &cido 2-oxopenta-4-enoico. En la segunda, el 2-HMAS se fracciona por hidrolisis
para producir el acido formico y el acido 2-oxopenta-4-enoico, y que es degradado por

hidratacion a 4-hidroxi-2-oxovaleriato y después a acetaldehido y piruvato por
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mediacion de una aldolasa. Estos productos siguen oxidandose al incorporarse al ciclo
de Krebs (Bugg y Winfield, 1998).

2.2 Tratamiento bioldgico de aguas residuales

Las aguas residuales son ricas en materia organica y deben ser tratadas antes de ser
descargadas al medio acuético. Se utiliza una variedad de procesos biologicos para su
tratamiento, los cuales pueden basarse en el uso de biomasa en suspension o de

biopeliculas.

2.2.1 Procesos con biomasa en suspension

En estos sistemas los microorganismos se encuentran libres dentro del reactor. Son
muy aplicados, pero su mayor inconveniente consiste en que, frecuentemente,
presentan problemas de sedimentabilidad, debido a lo cual los microorganismos se
escapan con el efluente y deterioran su calidad. Los procesos mas conocidos son los de
lodos activados, los procesos continuos de alimentacion secuenciada (SBR) y las

lagunas.

2.2.1.1 Proceso de lodos activados

El proceso de lodos activados (Fig. 2.2) consiste en poner en contacto en un reactor el
agua residual, la biomasa y aire en abundancia, en condiciones de agitacion suficientes
para mantener la biomasa en suspension y asegurar un buen contacto con el oxigeno
del aire. Después de un tiempo de reaccion, la masa de los lodos activados se lleva a
un sedimentador secundario, donde se separa del agua clarificada. Una parte de los
lodos activados se recircula al reactor para mantener la concentracidon de biomasa

requerida y el resto se elimina como purga. El proceso de lodos activados convencional
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es el mas utilizado cuando se desea un efluente de calidad, se dispone de suficiente
terreno y los volumenes a tratar son importantes. Sin embargo, el bajo tiempo de
retencién hidraulica lo hace sensible a las descargas téxicas puntuales (Rigola-Lapenia,
1999).

Sedimentador Sedimentador
Agua primario Tangque de secundario
residual _ aireacién

"

v - ! — 5 Agua
ﬂ'd_ 0 s o ?_‘ ' tratada

Recirculacion de lodos

£ Lodos

m residuales
=

Figura 2.2. Esquema de un sistema de lodos activados

Fuente: www.rema.com.mx/images/sistema_lodos.gif

2.2.1.2 Procesos discontinuos de alimentacién secuenciada

En un sistema SBR (Sequencing Batch Reactor) con biomasa suspendida, la aireacion
y la clarificacion son llevadas a cabo secuencialmente en el mismo tanque. El ciclo de
operacion de un SBR procede en 5 pasos: llenado, reaccion (con mezcla y/o aireacién),
sedimentacion, reposo y vaciado (Fig. 2.3). Muchas instalaciones SBR comprenden al
menos dos reactores idénticos, los cuales reciben el influente alternadamente y pueden

proveer tratamiento continuo.
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El lodo es desechado del reactor durante la purga, cuando el volumen del lodo alcanza
cierto nivel. Los costos de construccion y operacion de los SBR son aproximadamente
20% inferiores a los de las plantas convencionales de lodos activados, debido
primordialmente al hecho de que no es necesario un sedimentador externo. Inclusive,
en muchos casos no se requiere un tratamiento primario. Las fluctuaciones en carga
organica pueden ajustarse facilmente por medio de la variacion del volumen del reactor,
del nivel de oxigeno disuelto y de la concentracion de biomasa, ajustes que son
imposibles en los sistemas convencionales de lodos activados (Henry y Heinke, 1996).

Reacciin

Vatiado

Asrackbnimercla

Figura. 2.3. Etapas de un ciclo de operacion de un reactor SBR
Fuente: www.epa.gov/.../625r00008/html/html/tfs3fig1.gif

2.2.1.3 Lagunas

Las lagunas de estabilizacion son de uso muy generalizado, ya que su desarrollo y
aplicacibn son sencillos. Son recomendables para lugares con condiciones
climatologicas adecuadas, en climas calidos o semicalidos, en areas con bajo costo de
terreno y de facil excavacion, cuando la carga organica tiene grandes variaciones y
donde hay presupuesto limitado. El tratamiento ocurre por la oxidacion de la materia

organica debida a las bacterias y al suministro de oxigeno que aportan las algas. Este
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proceso se efectia de manera simbidtica, ya que las bacterias tienen la propiedad de
degradar la materia organica compleja y producir diéxido de carbono, el cual sirve de
fuente de carbono para las algas. El oxigeno producido por las algas puede no ser
suficiente para el proceso de degradacién por lo que, en ocasiones, se colocan
aireadores superficiales. Estas lagunas se convierten en un sistema facultativo y se
asemejan en su comportamiento a los rios y lagos. Las lagunas se clasifican como
anaerobias, aerobias, facultativas aerobias-aireadas y facultativas-aireadas (Jiménez,
2002).

2.2.2 Procesos con biopeliculas particuladas

En los sistemas basados en biopeliculas, los microorganismos se encuentran adheridos
a un soporte. Tienen menor volumen que los sistemas con biomasa suspendida y
producen agregados microbianos con alto grado de sedimentabilidad. Estos pueden ser
de dos tipos: los de biopeliculas fijas y los que emplean biopeliculas particuladas en
movimiento dentro del reactor. Algunos de los principales procesos que utilizan

biopeliculas particuladas se describen a continuacion.

2.2.2.1 Reactor de lecho anaerobio de flujo ascendente

En este tipo de reactores, la biomasa crece en forma de granulos densos (1-4 mm) y se
permite la acumulacion de gran cantidad de biomasa activa en el reactor. Ademas, no
se necesita un sedimentador externo, ya que la separacion del lodo se integra en el

propio reactor.

El agua residual entra desde el fondo del reactor y asciende a través del denso lecho de
lodos anaerobios. La demanda quimica de oxigeno (DQO) soluble es convertida a

biogas, el cual es rico en metano y estabiliza la circulacion ascendente del agua y del
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gas naciente de lodos (Fig. 2.4). El disefio de este reactor permite altas velocidades de

carga, asi como un corto tiempo de retencion hidraulico (TRH) (Nicolella et al., 2000).

Figura 2.4. Esquema de un reactor de lecho anaerobio de flujo ascendente

Fuente: www.scielo.org.ve/.../v28n2/art03img01.gif

2.2.2.2 Reactor de lecho fluidizado

En este tipo de reactor, el agua residual es bombeada a través de un lecho de tamafio
medio a una velocidad de fluidizacibn determinada (Fig. 2.5). Se permiten

concentraciones de biomasa en un rango de 10-40 g/L.

Este reactor es muy usado para tratar efluentes contaminados con compuestos
organicos e inorganicos que requieren de periodos de residencia mayores de 15 dias
para la oxidacién bioldgica, asi como con concentraciones reducidas de solidos
suspendidos (Nicolella et al., 2000).
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Figura 2.5. Esquema de un reactor de lecho fluidizado

2.2.2.3 Reactor de biopelicula fluidizada

Este reactor consiste en dos secciones conectadas, una ascendente y otra descendente
(Fig. 2.6). El principio de operacion es el esparcimiento de un gas desde el fondo del
reactor, el cual sube hasta la clspide de la seccion ascendente para de esta forma
suministrar aireacion a todo el reactor. Cuando la velocidad del liquido es
suficientemente alta, las particulas pueden ser suspendidas y recirculadas con el
liquido, con lo que se mezclan en todo el reactor. Esta tecnologia fue originalmente
disefiada para su aplicacion en el tratamiento de aguas residuales industriales (Nicolella
et al., 2000).
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Figura 2.6. Esquema de un reactor de biopelicula fluidizada

Fuente: www.dedini.com.br/pt/imagens/efluente_04.jpg

2.2.2.4 Reactor de circulacién interna

Esta tecnologia emplea dos reactores de lecho anaerobio de flujo ascendente,
interconectados uno encima del otro (Fig. 2.7). La mayor parte del biogas se produce en
la primera etapa, que se localiza en la parte baja del reactor. El gas es atrapado en una
campana extractora atravesando la zona ascendente para una separacion liquido-gas
gue tiene lugar en el reactor superior. Asi, la produccion de biogas es dirigida por un
flujo de circulacidon interna a través de la fluidizacion. En la seccién de abajo, la
velocidad del liquido ascendente varia de 10 a 20 m/h. El efluente del primer
compartimiento es post-tratado en el segundo, donde se remueve la DQO
biodegradable que qued6 en el primero. Las velocidades del liquido en este
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compartimiento varian de 2 a 10 m/h. Estos sistemas consisten en reactores verticales
delgados con alturas de hasta 25 m y un area relativamente pequefia (Nicolella et al.,
2000).
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EMTRADS DE EFLUEMTE

Figura 2.7. Esquema de un reactor de circulacion interna

Fuente: www.dedini.com.br/pt/imagens/efluente_04.jpg

2.2.3 Procesos con biopeliculas fijas
2.2.3.1 Filtro percolador

Este sistema se ha considerado inferior a los de procesos en biomasa en suspension
por ser menos estricto en sus estdndares. Sin embargo, su disefio y operacién son
aceptables para un tratamiento terciario como la nitrificacion y potencialmente para
remocion de fosforo. Los filtros percoladores actian como camas de contacto. El agua
residual es difundida mediante un difusor rotatorio sobre superficies circulares en un

medio inerte con alto vacio (Fig. 2.8). Al pasar a través de la superficie, los compuestos
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organicos coloidales y solubles en el agua son adsorbidos por una capa microbiana
situada en la superficie del medio filtrante. El oxigeno requerido para la oxidacién
bioquimica es proporcionado por circulacion natural o forzada a través de los espacios
del medio. Entre sus desventajas destacan los altos costos de construccion v,
dependiendo del disefio, pueden ser mas sensibles al calor que los procesos

convencionales de lodos activados (Henry y Heinke, 1996).
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Figura 2.8. Esquema de un filtro percolador

Fuente: www.miliarium.com/.../blandos/diseno6.gif

2.2.3.2 Contactor rotatorio

Consiste en una serie de discos de polietileno de alta densidad, de empaque cerrado y
diametros grandes, colocados en un eje horizontal con aproximadamente 40% de area
superficial del medio sumergida en agua residual dentro un &rea de concreto (Fig. 2.9).
El eje es rotado, ya sea mecanicamente o por burbujas de aire proveniente de una

unidad de aireacion, entre una a dos rpm. La capa de biomasa fija a la superficie de los

15



Marco teérico

discos es puesta en contacto alternadamente con el agua residual para absorcion de

materia organica y con la atmaosfera para proporcionar oxigeno (Henry y Heinke, 1996).

Efluants
tratacdeo

Tangue de alimentacidn
. Reactor

REC

Bomba

X

Figura 2.9. Esquema de un contactor rotatorio

Fuente: www.serbi.luz.edu.ve/.../mc/v3n2/art_05imgl.gif

Para concluir esta seccion, puede enfatizarse el uso de los reactores con biopelicula,
debido a que presentan una mayor tolerancia hacia compuestos toxicos como el fenol y

a gue son mas compactos que los sistemas con biomasa en suspension.

2.3 Tratamiento bioldgico de aguas residuales fendlicas
A continuacién se presentan algunas aplicaciones del tratamiento biolégico en aguas

residuales fendlicas, con énfasis en la degradacién de concentraciones elevadas

(superiores a 500 mg/L) y asociadas a efectos téxicos
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2.3.1 Biodegradacion de altas concentraciones de fenol por Pseudomonas putida
MTCC 1194

Kumar et al. (2005) estudiaron la degradacién bioldgica de fenol y pirocatecol por
Pseudomonas putida (MTCC 1194) en un medio basal salino, en experimentos en
matraces agitados a 29.9+0.3°C y a un pH de aproximadamente 7.1. Esta cepa
bacteriana se aclimatdé a concentraciones de 1000 y 500 mg/L de fenol y pirocatecol,
respectivamente, durante un periodo de 3 meses. Entre mas elevadas fueron las
concentraciones de fenol y pirocatecol, el periodo de aclimatacion fue mas largo. El
cultivo aclimatado de P. putida degradé el fenol y el pirocatecol presentes a

concentraciones iniciales de 1000 y 500 mg/L en 162 y 94 h, respectivamente.

2.3.2 Biodegradacion de altas concentraciones de fenol por Candida tropicalis

La especie de levadura Candida tropicalis fue aislada a partir de lodos activados
aclimatados al fenol. Los resultados demostraron que C. tropicalis tiene una elevada
tolerancia al fenol, el cual pudo ser degradado a una concentracion inicial de 2000 mg/L
en un medio mineral dentro de 66 h. El uso de un mayor nivel de inoculacion disminuyé
la toxicidad del fenol para las células e increment6 su velocidad de biodegradacion (Yan
et al., 2005).

2.4 Tratamiento de aguas residuales con biomasa granular aerobia

Se han desarrollado reactores SBR para procesos aerobios, en los cuales la biomasa
se autoadhiere en forma de granulos. Por lo general, consisten en columnas de
burbujeo en las que el agua residual se trata con aire en un ciclo de pocas horas. Al
inicio de todos los ciclos se agrega una cantidad de agua residual al reactor y comienza

la aireacién y la conversion de la materia organica. Al final de cada ciclo, la aireacion se
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apaga y los granulos sedimentan en pocos minutos, y posteriormente se retira el

efluente clarificado (Beun et al., 1999).

Los lodos granulares aerobios tienen numerosas ventajas, tales como una estructura
microbiana regular, densa y fuerte; una buena capacidad de sedimentacién, una gran
retencidon de biomasa activa, y una elevada capacidad para tratar altas cargas de
materia organica. Por lo anterior, los procesos granulares aerobios poseen un disefio

compacto (Liu y Tay, 2004).

2.4.1 Factores que afectan la granulacién aerobia

La variedad de sustratos, incluyendo glucosa, acetato, etanol, fenol y agua residual
doméstica es uno de los factores que afecta la formacién de granulos aerobios. La
diversidad de las especies microbianas en los granulos se asocia al tipo de fuente de
carbono. Asi los granulos aerobios alimentados con glucosa presentan una estructura
filamentosa, mientras que los suministrados con acetato tienen estructuras compactas
en las cuales predominan especies con forma esférica. Los granulos aerobios también
han sido cultivados con bacterias nitrificantes a partir de carbono inorganico (Liu y Tay,
2004).

En diferentes estudios se han empleado un amplio rango de cargas organicas, que van
desde 2.5 a 15 kg DQO/m3.d. Aunque el efecto de carga organica sobre la formacién de
los granulos aerobios es insignificante, las caracteristicas fisicas de los granulos

aerobios si dependen de ésta (Liu y Tay, 2004).

Una gran fuerza mecanica (shear force) favorece la formacién y la estabilidad de los
granulos aerobios, ya que pueden formarse so6lo cuando esta fuerza, en términos de la
velocidad superficial de aire (Vs) se encuentra por encima de 1.2 cm/s en el SBR. Esto
permite cultivar granulos aerobios mas regulares, redondos y compactos (Liu y Tay,
2004).
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El periodo de aireacion consiste en dos fases: una fase de degradacion, en la cual el
sustrato se consume hasta agotarse, seguida por una fase de inanicién aerobia, en la
cual las bacterias subsisten sélo a partir de sus reservas. Bajo condiciones de inanicion,
las bacterias se vuelven més hidrofobicas, lo cual facilita la adhesion microbiana. Los
microorganismos son capaces de modificar las caracteristicas de su superficie cuando
se afrontan a la inanicion (Liu y Tay, 2004). La inanicion peridédica tiene un efecto
profundo sobre las células hidrofébicas, lo cual es un factor clave en la granulacion
aerobia. Liu et al. (2003); Tay et al. (2001a) encontraron que la hidrofobicidad de la
superficie de las células estaba proporcionalmente relacionada a la duracién del periodo

de inanicion en el SBR.

Por otra parte, la eleccion de un tiempo de sedimentacion 6ptimo es muy importante.
Generalmente, los granulos aerobios maduros tienden a sedimentar en un minuto,
dejando un sobrenadante claro en el reactor. Los granulos con excelentes propiedades
de sedimentacién son esenciales para el funcionamiento efectivo de un sistema

biologico de tratamiento de aguas residuales (Liu y Tay, 2004).

El tiempo de retencion hidraulico se define como el volumen de efluente descargado,
dividido por el volumen de trabajo del SBR. Un ciclo con un TRH corto podria suprimir el
crecimiento de solidos suspendidos, debido al frecuente lavado de material suspendido.
Si los ciclos del SBR son demasiado cortos, se observa la pérdida de lodos a travées del
lavado hidraulico debido a que el crecimiento bacteriano ha sido incapaz de
compensarlo. Asi, el TRH debe ser bastante corto para suprimir el crecimiento de lodo
suspendido, pero lo suficientemente largo para permitir el crecimiento y la acumulacion

microbiana (Liu y Tay, 2004).

Jiang et al. (2003) reportaron que la adicion de Ca®" aceleraba el proceso de
agregacion microbiana. El Ca®" aumenté la formacién de los granulos aerobios, los
cuales mostraron mejores caracteristicas de fuerza, sedimentacion y un alto contenido
de polisacaridos. Se ha propuesto que el Ca*" une los grupos cargados negativamente

que se encuentran en la superficie bacteriana y las moléculas de polisacaridos
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extracelulares, actuando de esta manera como un puente para promover la agregacion

bacteriana.

En la mayoria de los casos reportados, los granulos aerobios se producen en reactores
de columna de flujo ascendente de aire. La configuracion de los reactores tiene un
impacto sobre el disefio del flujo del liquido y la forma de los agregados microbianos en
el reactor. El aire ascendente en los reactores de columna pueden crear un flujo
relativamente homogéneo y localizado en la zona de mezclado a lo largo de los ejes del
reactor, de modo que los agregados microbianos estan constantemente sujetos a una
fuerza mecanica hidraulica. El flujo circular aparentemente forza a los agregados
microbianos a adaptarse a una forma granular regular con un minimo de energia libre.
Un reactor de columna tipo flujo ascendente con una razon altura/diametro elevada
(H/D) asegura una gran trayectoria de flujo circular, y una forma regular de los

agregados microbianos (Liu y Tay, 2004).

2.4.2 Caracteristicas de los granulos

Los granulos aerobios son conocidos por (i) su fuerte y densa estructura microbiana; (ii)
una apariencia redonda, lisa, regular y una superficie exterior definida; (iii) ser entidades
individuales visibles, durante las fases de mezclado y sedimentacion; (iv) tener una
elevada retencion de biomasa y una excelente sedimentacion; (v) soportar caudales
importantes; (vi) resistir elevadas velocidades de carga organica; y (vii) ser menos
vulnerables que los lodos suspendidos a la toxicidad de quimicos organicos y metales
pesados en aguas residuales. La excelente sedimentacion de los granulos aerobios

simplifica la separacion del efluente tratado de los lodos granulares (Liu y Tay, 2004).

El examen microscépico muestra que la morfologia de los lodos granulares aerobios es
completamente distinta a la de los lodos floculares. El aspecto de los granulos es casi

esférico, con una silueta muy clara. El tamafio del granulo es un parametro importante
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en la caracterizacion de la granulacion aerobia. El diametro promedio de los granulos

aerobios varia en un rango de 0.2 a 5.0 mm (Liu y Tay, 2004).

2.4.3 Estructura y diversidad microbiana

Estudiar la estructura y diversidad microbiana en los tratamientos de aguas residuales

es esencial para un mejor entendimiento de las comunidades microbianas.

2.4.3.1 Estructura microbiana

Para el estudio de la microestructura de los granulos aerobios, se han utilizado
microscopios confocales laser de barrido, con diferentes sondas de oligonucleoétidos,
fluorocromos especificos y microesferas fluorescentes. Las bacterias nitrificantes
aerobias del género Nitrosomonas se encontraron principalmente a una profundidad
de 70 a 100 um de la superficie del granulo. Los granulos aerobios contenian canales y
poros que penetraban a una profundidad de 900 um bajo la superficie del granulo. La
porosidad maxima se encontré a profundidades de 300 a 500 um de la superficie del
granulo (Tay et al., 2002, 2003). Estos canales y poros podrian facilitar el transporte de
nutrientes y oxigeno al interior y de metabolitos al exterior de los granulos. La formacion
maxima de polisacaridos se da a una profundidad de 400 um bajo la superficie del
granulo, mientras que a una profundidad de 800 a 1000 pum se localiza una capa de
células muertas (Fig. 2.10). Para optimizar su actividad, el diAmetro de los granulos
aerobios deberia ser menor a 1600 um, el cual es dos veces la distancia de la superficie
del granulo a la capa anaerobia. Consecuentemente, los granulos pequefios seran mas
efectivos para el tratamiento de aguas residuales, ya que tienen mas células vivas en

un volumen determinado de granulos (Liu y Tay, 2004).
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Fig. 2.10. Recreacion de la estructura microbiana de un granulo aerobio

2.4.3.2 Diversidad microbiana

La diversidad microbiana de los granulos aerobios se ha estudiado por técnicas de
biologia molecular. Se han identificado bacterias heterétrofas, nitrificantes,
desnitrificantes, acumuladoras de fésforo y glucégeno, en granulos aerobios
desarrollados bajo diferentes condiciones. La diversidad microbiana esta intimamente
relacionada con la composicion del medio en el cual se desarrollaron y estructuraron los

granulos aerobios (Liu y Tay, 2004).

2.4.4 Mecanismos de granulacion aerobia

Liu y Tay (2002) propusieron un modelo para la granulacion aerobia, que consiste en

las siguientes etapas:
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a) Etapa 1: Movimientos fisicos iniciadores del contacto bacteria-bacteria. Los
factores involucrados en esta etapa son la hidrodinamica, la difusién de la
transferencia de masa, la gravedad, efectos termodinamicos y la movilidad

celular.

b) Etapa 2: Estabilidad de los contactos multicelulares resultado de las fuerzas de
atraccion iniciales. Estas fuerzas de atraccion son fisicas (i. e. fuerzas de Van der
Waals, atraccion de cargas opuestas, tension superficial, hidrofobicidad,
bacterias filamentosas que pueden formar puentes individuales celulares),
fuerzas quimicas y fuerzas bioquimicas, incluyendo deshidratacion de la
superficie celular, fusion de las membranas celulares, sefialamientos y acciones

colectivas en la comunidad bacteriana.

c) Etapa 3: Maduracion de los agregados celulares a través de la produccién de
polimeros extracelulares, crecimiento de racimos (grupos) celulares, cambios
metabolicos, efectos genéticos inducidos en el ambiente que facilitan la
interaccion célula-célula y que resultan en una elevada organizacion estructural

microbiana.

d) Etapa 4: La formacion de un estado tridimensional estable de la estructura de
los agregados microbianos por fuerzas mecanicas hidrodindmicas (Liu y Tay,
2004).

La hidrofobicidad de la superficie celular puede jugar un papel crucial en la iniciacién de
la granulacion aerobia. De acuerdo a las teorias hidrodindmicas, un incremento en
dicho factor podria causar un decremento en el exceso de energia de Gibbs de la
superficie y promover las interacciones célula-célula, para posteriormente dirigir la
agregacion de las bacterias dentro del liquido suspendido (fase hidrofébica). Los

enlaces hidrofébicos son considerados de primordial importancia para enlaces célula-
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célula. Una gran hidrofobicidad celular podria resultar de una fuerte interaccion célula-

célula y en la formacién de una estructura densa (Liu y Tay, 2004).

Los polisacéridos extracelulares pueden intervenir tanto por cohesion como por
adhesion de células y juegan un papel crucial en el mantenimiento de la integridad
estructural en una comunidad de células inmovilizadas. El contenido de los
polisacaridos de los granulos aerobios tiende a ser mucho mayor que el de los fléculos
(Liu y Tay, 2004). Los polisacaridos celulares también contribuyen enormemente a la
granulacion aerobia. Qin et al. (2004) observaron que los granulos aerobios se
cultivaron exitosamente en SBR que operaron con un tiempo de sedimentacion menor a
15 minutos. En el corto tiempo de sedimentacion la produccion de una cantidad de

polisacaridos celulares fue mayor.

Aunque se han desarrollado mecanismos y modelos para la granulacién aerobia, no
existe un esquema completo del proceso de granulacién aerobio. Se sabe que tanto la
comunicacion intercelular como la coordinacion multicelular contribuyen a la
organizacion de las bacterias dentro de las estructuras espaciales. El Quorum sensing
ha mostrado ser un ejemplo del comportamiento social en las bacterias, una especie de
intercambio de sefales entre las células individuales que lleva a la poblacion entera a

elegir un camino 6ptimo de interaccion con el ambiente (Liu y Tay, 2004).

2.4.5 Tratamiento de aguas residuales fendlicas con biomasa granular aerobia

Los lodos granulares aerobios son menos susceptibles a la toxicidad del fenol, ya que la
mayor parte de la biomasa en los granulos no esta directamente expuesta a las altas
concentraciones de fenol presentes en el agua residual. Por tal motivo, los granulos
aerobios han demostrado una excelente capacidad para degradar fenol. Para un
influente con concentraciones de fenol de 500 mg/L pueden disefiarse sistemas
granulares aerobios compactos con elevadas velocidades de carga y altas

concentraciones de fenol. Asi mismo, los granulos aerobios constituyen poderosos
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bioagentes de remocidn de otros compuestos organicos Yy toxicos inhibitorios
procedentes de aguas residuales industriales de alta carga, asi como de metales

pesados (Liuy Tay, 2004).

2.4.6 Cultivo de granulos aerobios degradadores de fenol utilizando granulos

alimentados con acetato como in6culo

Tay et al. (2005) estudiaron la posibilidad de usar granulos aerobios alimentados con
acetato para desarrollar rapidamente granulos degradadores de fenol. Los granulos
fueron primeramente cultivados en cuatro reactores secuenciales con acetato como la
tnica fuente de carbono, a una carga volumétrica aplicada (CVA) de 3.8 kg/m3d.
Posteriormente se agreg6 el fenol a los reactores a CVA de 0, 0.6, 1.2 y 2.4 kg/m>d.
Los granulos se aclimataron rapidamente a todas las cargas de fenol y se estabilizaron
una semana después que el fenol fue introducido. Los granulos presentaron una buena
actividad metabdlica, como se evidencio por sus altas velocidades de sedimentacion, su
estabilidad y las buenas eficiencias de remocion del acetato y fenol. No hubo efectos
inhibidores por parte del fenol en las cargas intermedias de 0.6 y 1.2 kg/m3.d, excepto
por una breve fase de latencia antes del inicio de la degradacion del fenol durante los
primeros ciclos. A la carga mas elevada de 2.4 kg/m®d, se observé una ligera
acumulacion de fenol debido a que los granulos inicialmente fueron incapaces de
degradar el fenol. Sin embargo, esta acumulacion se disipé rapidamente, mientras los
granulos se adaptaron a las altas concentraciones de fenol. La estructura compacta de
los granulos parecia proteger a los microorganismos de la toxicidad del fenol y facilit6 la

aclimatacion microbiana a las CVA mayores de fenol.
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2.4.7 Tratamiento anoxico de aguas residuales fendlicas en un reactor granular de

alimentacion secuenciada

Tradicionalmente, las aguas residuales fendlicas han sido tratadas mediante procesos
bioldgicos aerobios. Sin embargo, sus altos requerimientos energéticos y su excesiva
produccion de biomasa han conducido a la implementacion de procesos anaerobios,

principalmente en condiciones metanogénicas.

Sarfaraz et al. (2004) estudiaron la remocion anoxica del fenol usando lodos granulares
desnitrificantes en un reactor de alimentacion secuenciada a diferentes concentraciones
de fenol. Los resultados demostraron que fue posible tratar una concentracion de fenol
de 1050 mg/L en ciclos de 6 h, que correspondié a una CVA de 6.4 kg DQO/m*.d. Los
resultados de este estudio demostraron que los granulos anoxicos pudieron
desarrollarse facilmente y ser mantenidos durante un largo tiempo sin pérdida de su
actividad. Asi mismo, se lograron eficiencias de remocion de fenol y de nitratos
superiores al 80%.

2.4.8 Las sustancias poliméricas extracelulares

Las sustancias exopoliméricas celulares (EPS) cuya abreviatura ha sido empleada para
designar polisacéaridos extracelulares o exopolisacaridos, se definen como sustancias
de origen biolégico que participan en la formacién de agregados microbianos y que
juegan un papel importante en el control de la floculacién (Bura et al., 1998; Wingender
et al., 1999). Sin embargo, los EPS son una matriz rica de polimeros que incluye
polisacéaridos, proteinas, glucoproteinas, &cidos nucleicos, fosfolipidos y &cidos
hamicos. Los EPS también se han asociado con la proteccibn de asociados
microbianos contra condiciones ambientales nocivas del ambiente (Wingender et al.,
1999).
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Algunos reportes sugieren que en las biopeliculas, los EPS interactian con agentes
antimicrobianos y protegen a las células, previniendo el acceso de ciertos compuestos o
bien reduciendo su concentracion. Sin embargo, los efectos de proteccion
probablemente son limitados (Sutherland, 2001).

2.4.8.1 Las sustancias poliméricas extracelulares en granulos aerobios

Los EPS son cruciales en la construccion y mantenimiento de la estructura de los
granulos a través de la cohesion y adhesion de células microbianas (Morgan et al.,
1990). Los polisacaridos juegan un papel importante en el mantenimiento de la
integridad de granulos aerobios, ya que forman un fuerte, pegajoso e indeformable gel

polimérico, semejante a una matriz.

Quarmby y Forster (1995) reportaron una débil estructura granular cuando los granulos
eran deficientes en EPS. Tay et al. (2001b) encontraron que la estabilidad de los
granulos aerobios se relaciona con la produccion de polisacaridos extracelulares. El
incremento en la produccion de polisacaridos extracelulares a fuerzas mecéanicas
elevadas puede contribuir a que la estructura de los granulos sea mas fuerte y mas

compacta.

Después de un calentamiento a 80°C en presencia de NaOH o con el uso de una resina
de intercambio catidénico para extraer los EPS de los granulos, Tay et al. (2001a) y
Wang et al. (2005) concluyeron que el aumento de la fuerza mecénica hidrodindmica

incrementa la produccion de polisacéaridos en granulos aerobios.

McSwain et al. (2005) concluyen que las proteinas, mas que los polisacaridos,
enriquecen el granulo y notan ademas un exceso de proteinas en el centro del granulo.
Segun Adav et al. (2008), son las proteinas las que mantienen con integridad a los

granulos aerobios sometidos a una fuerza mecénica.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 Planteamiento del problema

El fenol es un contaminante encontrado frecuentemente en aguas residuales
industriales, cuya remocion es de gran interés. Los tratamientos biolégicos son
preferidos generalmente a los métodos fisicoquimicos por sus bajos costos y por
permitir una mineralizacion completa. Sin embargo, los sistemas convencionales tales
como los de lodos activados son conocidos por su sensibilidad a las concentraciones

elevadas de fenol.

La granulacion aerobia es una nueva forma de tecnologia de autoinmovilizacion
microbiana que ha resultado atractiva para el tratamiento de aguas residuales
industriales. Por lo anterior, en este estudio se pretende probar la eficiencia del sistema
en el tratamiento de aguas fendlicas. Para esto, es necesario obtener granulos capaces
de degradar fenol y estudiar la cinética de degradacién, asi como el efecto de la

aclimatacion sobre la produccién de EPS.

3.2 Justificacién

Al fenol se le considera una molécula téxica que es necesario eliminar de las aguas
residuales de las industrias, ya que su destino son cuerpos acuaticos que podrian verse
afectados por este compuesto. Los Criterios Ecoldgicos de Calidad del Agua indican
gue una concentracion mayor de 0.1 mg/L seria dafina para la vida acuatica. Por tal
motivo, se necesita un sistema eficiente capaz de remover totalmente el fenol de estas

aguas residuales.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Remover el fenol presente en aguas residuales utilizando un reactor discontinuo de

alimentacion secuenciada con biomasa granular aerobia.

4.2 Objetivos especificos

® Obtener una poblacion microbiana granular a partir de lodos activados

utilizando etanol como fuente de carbono.

® Aclimatar gradualmente la poblacién microbiana obtenida a 700 mg/L de

fenol.

® Estudiar la cinética de degradacién de fenol por parte de poblaciones

aclimatadas a diferentes concentraciones de este compuesto.

® Analizar el efecto de las distintas concentraciones de fenol sobre la

produccion de sustancias poliméricas extracelulares.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Instalacion e instrumentacion del reactor

Se utilizé un reactor discontinuo de alimentacion secuenciada (Fig. 5.1), cuya

configuracion se basa en el disefio de Beun et al. (1999).

B
3 ;_‘.:l Cantrol del ciclo de trabajo
-

— ek NS Sl 5 S e . e . i S5 o, S 1 g o iy

INFLUENTE

Deposito del efluent=

~—" Deposito d=l influents

O

EFLUENTE Bomba

D Diamstrods la colvmna da vidrio

h  Altura d=la columna d= wvidrio

(D GO

Figura 5.1. Esquema del SBR granular

Este reactor consiste en una columna de vidrio con una elevada relacion altura/diametro

(147cm/5.4 cm). El volumen nominal del reactor fue de 3.37 L y el de trabajo fue de 2.1

30



Materiales y métodos

L. En éste, el agua fendlica fue tratada en ciclos de 3 horas, divididos en diferentes

operaciones, como se muestra en la tabla 5.1.

Al inicio de cada ciclo se adiciona el agua residual fendélica por la parte superior del
reactor y se inicia la aireacion. El aire es introducido por un difusor de burbujas situado
en la base del reactor; para dosificar su entrada, se conté con un medidor volumétrico
de flujo de aire, con lo que se obtuvieron flujos comprendidos entre 4 y 5 L/min. Este
caudal de aire es suficiente para garantizar una mezcla completa dentro del reactor.
Cuando termina el ciclo, la aireacion se detiene y empieza la sedimentacion; finalmente,
el efluente tratado es extraido por la parte media del reactor. El proceso se desarrollé a

temperatura ambiente.

Tabla 5.1. Etapas de operacion del reactor

Etapa Tiempo (min)
Alimentacién 2
Aireacion 171
Sedimentacion 5
Extraccién 2

Para reactores discontinuos alimentados, el caudal de agua residual tratada (Qo, L/h) se

1
Qo :[—1 _’[H ] i

calcula de la siguiente manera:

© (Ecuacion 5.1)

donde:
V: Volumen de trabajo del reactor, L

tc: Duracion del ciclo, h
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1 . . .
—: Fraccion del volumen de agua alimentado que permanece en el reactor al final de
n

cada ciclo.

Asi, la razon de intercambio volumétrico es 1-—. El tiempo de retencion hidraulico
n

(TRH) se calcula mediante la siguiente ecuacion:

TRH= — (Ecuacion 5.2)
0
En cuanto a la carga volumétrica aplicada (CVA), ésta se calcula de la siguiente

manera.

CVA =

SO'VQO (Ecuacion 5.3)

Donde:

Soint: Concentracion de fenol en el influente

Para adicionar y retirar el agua automaticamente se utilizaron bombas peristalticas
Masterflex, las cuales fueron operadas desde una computadora provista de una interfaz
gréfica (Figura 5.2). Esto se hizo gracias a la colaboracion de alumnos e investigadores
del CITIS-UAEH. Estas bombas fueron operadas por una tarjeta National Instruments
NI6024-E que cuenta con salidas analogas y digitales, que se programoé con el software
Labview 7.1 (Laboratory Virtual Instrument Engineering Worbench; National
Instruments, E.U.A.). La interfaz grafica cuenta con un panel de control que ayuda a

programar la duracién de las etapas del ciclo de trabajo del reactor.
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Figura 5.2 Panel de control del reactor SBR

5.2 Obtencién de granulos aerobios

5.2.1 In6culo

Para obtener los granulos, el SBR se inocul6 con un volumen de 200 mL de
sobrenadante de lodos activados obtenidos a partir de la planta de tratamiento de
aguas residuales domésticas del Instituto Tecnolégico de Estudios Superiores de
Monterrey, Campus Hidalgo.
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5.2.2 Medio de cultivo
El reactor se aliment6 con agua residual sintética que sirvi6 como medio de cultivo, el

cual se basé en el utilizado por Beun et al. (1999). La composicion del medio se

muestra en las tablas 5.4 y 5.5.

Tabla 5.4. Composicién del agua residual sintética

Compuesto Concentracién
Etanol 0.40 g/L
NH,CI 0.16 g/L
KoHPO, 0.58 g/L
KH,PO, 0.23 g/L
MgSO,-7H,0 0.09 g/L
CaCl,-2H,0 0.07 g/L
EDTA 0.02 g/L
Solucién de elementos traza 1 mL/L

Tabla 5.5. Composicion de la solucién de elementos traza

Compuesto Concentracién
FeCl3-6H,0 1.50 g/L
H3:BO3 0.15g/L
CuS04-5H,0 0.03 g/L
Kl 0.03 g/L
MnCl,-4H,0 0.12 g/L
Na,Mo0,-2H,0 0.06 g/L
ZnS0O,-7H,0O 0.12 g/L
CoCl,-6H,0 0.15g/L
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Para la aclimatacion de los granulos, se adicionaron diferentes concentraciones de fenol
(100, 200, 300, 400, 500, 600 y 700 mg/L). Después de cada aumento en la
concentracion de fenol, se observé si los granulos eran resistentes. Esto se analizo:
tomando muestras diarias de entrada y de salida del ciclo, ademas observando si a esa

concentracion se veia una disminucion en el volumen de la biomasa

5.3 Cultivos en matraces agitados

Con la finalidad de estudiar la cinética de degradacion del fenol, se llevaron a cabo
cultivos en matraces agitados de 1 litro provistos de bafles (120 rpm) en bafio Maria a
una temperatura de 25°C. Cada uno de los matraces contenia 400 mL de medio sin
etanol y alrededor de 2 g de biomasa granular aerobia (peso seco). Las

concentraciones de fenol iniciales variaron entre 50 y 1250 mg/L.

5.4 Métodos analiticos

5.4.1 Andlisis de la biomasa

5.4.1.1 Determinacion de solidos suspendidos totales (SST)

La biomasa se determind como sélidos suspendidos totales (SST) empleando el
método estandar 2540.D de la APHA (1989). En este método, se pone en capsulas de
porcelana (a peso constante) un volumen conocido de granulos (5 mL). Estos se llevan
a sequedad en la estufa a 105°C durante 12 horas. Posteriormente se registra el peso y
la diferencia se reporta como la cantidad de SST.

5.4.1.2 Determinacion de solidos suspendidos volatiles (SSV)

La biomasa como solidos suspendidos volatiles se determind mediante el método

estandar 2540.E de la APHA (1989). En una capsula de porcelana de peso conocido
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(previamente limpiada por ignicion en una mufla a 550 °C durante una hora y después
llevada al desecador) se agregan 5 mL de muestra de granulos y se lleva a una mufla a
550°C durante una hora. Luego, la cdpsula se deja enfriar, se lleva al desecador y por
ultimo se registra su peso. La diferencia de peso de la cdpsula con la muestra y la

capsula sola indica la cantidad de SSV.

5.4.1.3 Microscopia electrénica de barrido

Este andlisis se llevd a cabo en el Laboratorio de Usos Multiples de la UAEH
empleando un microscopio electrénico de barrido (Jeol JSM-6300, Japdn). Las
muestras de granulos se recubren con oro en una evaporadora (Dentum Vacuum,
DESK Il, E.U.A) durante un tiempo de 2 min a una presion de 20 millitorrers. La muestra
se coloca en un soporte y en el monitor se puede observar la imagen a distintas

resoluciones segun sea requerido.

5.4.2 Determinacion de la concentracion de fenol

5.4.2.1 Método de la 4-aminoantipirina

El fenol se determin6 por el método colorimétrico de la 4-aminoantipirina descrito por
Woolard e Irvine (1995). En un tubo de vidrio de 10 mL se colocan 2 mL de muestra
previamente centrifugada. A ésta se le agregan 0.2 mL de KsFe(CN)g al 5% (m/v),
mezclando y dejando reaccionar por 5 minutos. Pasado este tiempo, se agregan 2 mL
de reactivo de 4-aminoantipirina al 0.25%, que se disuelve en una solucion tampon de
glicina (ésta se prepara por disolucién de 5.58 g de hidrocloruro de glicina y de 3.75 g
de glicina en agua destilada, ajustando el pH a 9.7 con una solucion de NaOH 6N para
un volumen final de 1 L). Esta mezcla se agita y se deja reaccionar por 20 min. Por
altimo, se mide la absorbancia en un espectrofotdmetro (Genesys 10vis Termo Electron

Co.,, E. U. A) a 506 nm en un periodo inferior a 30 minutos. Para obtener la
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concentracion de fenol, el resultado se compara con una curva de calibracion de un

rango de 0-25 mg/L, como se muestra en la figura 5.3.

1.8000 ~
1.6000 H
1.4000 -~
1.2000 ~
1.0000 -~
0.8000 A

0.6000 A

Absorbancia (506 nm)

0.4000 ~

0.2000 A

0.0000 T T . . . |
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion de fenol [mg/L]

Figura 5.3. Curva de calibracién para la determinacion de fenol por el método de la 4-

aminoantipirina

5.4.2.2 Método espectrofotométrico UV

Este método se utiliza como una forma rapida para la cuantificacion de fenol, e implica
la determinacion de las absorbancias de las muestras (centrifugadas a 4000 rpm
durante 10 min) a 269 nm (Ramirez-Cerdn, 2005) utilizando un espectrofotbmetro
Lambda 40 UV-VIS (Perkin Elmer, E.U.A.). Mediante la comparacion de las
absorbancias con una curva de calibracion, se obtienen las concentraciones de fenol

(inferiores a 100 mg/L).
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5.4.3 Analisis de exopolimeros

5.4.3.1 Determinacion de polisacaridos

Para determinar la concentracion de polisacaridos en los granulos se emple6 el método
descrito por Rosenberg (2003), que es una modificacion de Dubois et al. (1956). En un
tubo de 15 mL se mezclan 0.1 g de granulos humedos con 4 mL de agua destilada y se
les adiciona 1 mL de NaOH (20% m/v). La suspension se calienta a 100°C durante 5
min y se le adicionan 2 mL de solucién de fenol (5%) y 10 mL de &cido sulftrico (95-
97%). Después de 10 min a temperatura ambiente, se agita la mezcla y pasados 30 min
se mide la longitud de onda a 487 nm empleando agua destilada como blanco. La
cantidad de polisacaridos se puede determinar usando una curva de calibracion con
D(+)-glucosa (J.T. Baker, E.U.A.), en un rango de 0-100 mg/L (Figura 5.4).

1.6 A
1.4 4
1.2 4

0.8 ~
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04 ~
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D T T T T T 1
20 40 60 80 100 120

Concentracién de polisacaridos [mg/L]

Figura 5.4. Curva de calibracion para la determinacién de polisacaridos
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5.4.3.2 Determinacion de proteinas

El andlisis de proteinas se realizé por el método de Biuret (Herbert et al., 1971). En un
tubo de 5 mL se colocan 0.5 g de granulos humedos, 2 mL de agua destilada 'y 1 mL
de NaOH (20% m/v), para posteriormente calentar a 100°C durante 5 min. Los tubos se
enfrian con agua y se adicionan 0.167 mL de CuSO4-5H,0 (2.5% m/v). La mezcla se
agita rapidamente con un aparato vortex (Labnet, VX 100). Después de 5 minutos, la
muestra se centrifuga y se decanta. El sobrenadante se lee a una longitud de onda de
560 nm (en un espectrofotometro), en un lapso no mayor a 60 min después de haber
agregado el CuSO,4-5H,0, en un espectrofotometro. La cantidad de proteinas se puede
determinar usando una curva de calibracién (Fig. 5.5) con albumina de huevo como

proteina, en un rango de concentracion de 0-10 mg de proteina/mL.
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Figura 5.5. Curva de calibracién para la determinacién de proteinas
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5.4.4 Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Para la determinacién de la demanda quimica de oxigeno se utilizé el micrométodo
5220 D de la EPA (APHA, 1989). En un tubo de vidrio de 16 x 100 mm se colocan 2.5
mL de muestra, a los que se agregan 3.5 mL de solucion de Ag,SO, (10.142 g de
Ag>S0O4 en un litro de H,SO,4) y 1.5 mL de solucién digestora. La solucion digestora se
prepara disolviendo 10.216 g de K,Cr,O; (previamente secado a 105°C durante 2 h) en
500 mL de agua destilada. Por separado, se disuelven 33.3 g de HgSO,4 en 167 mL de
H,SO,4. Ambas soluciones se mezclan con suficiente agitacion, y se aforana 1 L.

Los tubos de vidrio se cierran bien y se agitan, para luego llevarse a un bloque de
calentamiento (COD Reactor 45600, Hach Co., E.U.A)) a 105°C durante 2 horas. Al
término de este tiempo se dejan enfriar y reposar, para leer la absorbancia al dia
siguiente en un espectrofotometro (se utiliz6 un Genesys 10vis, Termo Electron Co., E.
U. A)) a 600 nm. Los valores de DQO se obtienen por comparacién con una curva de

calibracion de biftalato de potasio en un rango de 0-700 mg/L de DQO.
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Figura 5.6. Curva de calibracién para la determinacion de la

demanda quimica de oxigeno
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5.4.5 Determinacion de la concentracion de metabolitos intermediarios

Para la determinacion del metabolito intermediario de la degradacién de fenol
(semialdehido &cido 2-hidroximucénico, 2-HMAS), se midi6 la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 375 nm. La concentracion del 2-HMAS se calculo
empleando la ley de Lambert-Beer y un coeficiente de absortividad molar de 33000
L/mol-cm (Mérsen y Rehm, 1990).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Granulacion aerobia a partir de in6culos de lodos activados

La instalacion del reactor se llevo a cabo como se muestra en la seccion 5.1. El agua
residual sintética que se empled contenia etanol como unica fuente de carbono y de
energia (Tablas 5.4 y 5.5). Como indculo, se utilizaron 200 mL de sobrenadante de
lodos activados sin aclimatar. El reactor se oper6 segun el ciclo de trabajo descrito en la
tabla 5.1.

A los 7 dias de operacidén se observo en el reactor un color verdoso y un abundante
crecimiento de biomasa en suspension. Sin embargo, después de 15 dias de operacién
inicié la formacion de los primeros granulos. A los 25 dias se observaron granulos mas
grandes, con un tamafio comprendido entre 3 y 3.5 mm y con una estructura compacta

y esferoidal (Figura 6.1).

& — 100rm F1
UAEH 20KU XS@ 17mm

Figura 6.1. Estructura de un granulo aerobio obtenida

con microscopio electronico de barrido
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En la figura 6.1 es posible observar la estructura esferoidal del granulo, que es

compacto y no presenta crecimiento de bacterias filamentosas.

Segun Liu y Tay (2002), el principal factor que determina la obtencién de granulos
resistentes es la velocidad de aireacion, por lo que recomiendan mantenerla a niveles
superiores a 0.025 m/s en términos de velocidad superficial (Vs). En el presente estudio
se pudieron proporcionar flujos de aire de 4-5 L/min de modo casi constante, que
corresponden a Vs entre 0.029 y 0.036 m/s. Por lo anterior, puede concluirse que la
fuerza de desgarre que se mantuvo en el reactor fue suficiente para inducir la adhesion

microbiana.

En la Figura 6.2 se muestran las bacterias que integraban estos primeros granulos que
tenian un tiempo de formacién de aproximadamente un mes. La imagen se obtuvo

utilizando una mayor resolucién en el microscopio electronico de barrido.

UaEH 28KV

Figura 6.2. Bacterias en los primeros granulos obtenidos
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6.2 Efecto de la aclimatacion al fenol sobre la produccién de exopolimeros

Después de que se obtuvieron los granulos a partir de etanol, se procedié a
aclimatarlos a diferentes concentraciones de fenol. Inicialmente se agregaron 100 mg/L
al agua residual sintética, para luego incrementar esta concentracién de 100 en 100
hasta llegar a 700 mg/L. Al aumentar la concentracion de fenol se hicieron calculos para
incrementar también los nutrientes de acuerdo con la cantidad de carbono afiadida y asi

evitar carencias nutricionales, segun lo establecido por Egli y Fietcher (1981).

Los EPS son macromoléculas que se encuentran en los espacios intercelulares de
agregados microbianos; son de origen bacteriano y juegan un papel importante en las
propiedades de floculacion, incluyendo la sedimentacion (Bura et al., 1998). Igualmente,
determinan la integridad estructural y funcional de las biopeliculas, ademas de contribuir
significativamente a la organizacién de sus comunidades (Branda et al., 2005). Los EPS
también estan involucrados en la nutricion, ya que constituyen un alimento de reserva
en situaciones de carencia nutricional, asi como en la interaccion de los
microorganismos con el ambiente que los rodea. Por ultimo, su consistencia gelatinosa
los convierte en una barrera protectora hacia compuestos téxicos (Flemming y
Wingender, 2003).

Para cada concentraciéon de aclimatacion se midié la produccién de polisacaridos (PS) y
de proteinas (PN) (8 5.4.3.1 y 5.4.3.2, respectivamente), y se calculo el total de
exopolimeros (EPS) sumando ambas cantidades, aun cuando se ha reportado la
presencia de otros polimeros (acidos humicos, ADN, entre otros) en la matriz
extracelular (McSwain et al., 2005). En la Figura 6.3 se muestran los resultados en

funcién de la masa de los granulos (expresada como SST).
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Figura 6.3. Efecto de la concentracién de fenol en el influente sobre la cantidad de

polisacaridos (PS), proteinas (PN) y exopolimeros totales (EPS)

Primeramente, se constatdé que la cantidad de EPS producidos por los granulos
aclimatados a 700 mg/L de fenol aumenté aproximadamente en un 70% con respecto a
los granulos cultivados solo en presencia de etanol. Por otra parte, se observo que al
aumentar la concentracion de fenol en el influente, también se incrementaron las
concentraciones de PS y de PN. Durante la aclimatacién se obtuvieron valores de PS
que variaron entre 167.6 y 396 mg/g SST, mientras que el intervalo de las PN
producidas fue de 913.4-1460 mg/g SST.

Considerando que se determind experimentalmente una relacion promedio de 0.7566 g
SSV/g SST, estos intervalos equivalen a 221.5-523.3 mg PS/g SSV y 1207.3-1930.2 mg
PN/g SSV. Estos valores son muy superiores a los medidos por Adav y Lee (2008),
quienes utilizando ultrasonido, NaOH y formamida para extraer los EPS reportaron
109.3+15.3 mg PS/g SSV y 537.2+36.3 mg PN/g SSV.
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En este estudio se utilizé6 una técnica de extraccién con una solucion de NaOH 5M
seguida de calentamiento a 100°C (Herbert et al.,, 1971), que es utilizada
frecuentemente en muestras de lodos activados (Urbain et al., 1993). Sin embargo,
segun McSwain et al. (2005), la extraccion con NaOH y calor produce un contenido mas
elevado de PN y PS debido a la induccién de lisis celular. Asi, es posible atribuir las
cantidades de PN y PS obtenidas a la liberacién de material celular ocurrida durante el

analisis.

A todas las concentraciones de aclimatacion aplicadas, se observd que la cantidad de
PN fue significativamente superior a la de PS. Lo anterior también se ha reportado en
granulos aerobios cultivados a partir de glucosa y peptona (McSwain et al., 2005) y en
granulos aclimatados a 400 mg/L de fenol (Adav y Lee, 2008). Asi mismo, las PN han
sido reportadas como mas abundantes que los PS en varias biopeliculas y utilizando

diferentes métodos de extraccion (Calvario-Rivera, 2007).

En contraste, Tay et al. (2001b) encontraron una abundancia superior de PS en sus
granulos, obtenidos a partir de acetato de sodio en un reactor SBR operado a
condiciones similares al del presente estudio. Estos mismos autores atribuyen a los
polisacaridos la estabilidad de los agregados, asi como su estructura compacta, mas

que a las proteinas.

Se calcularon las relaciones PN/PS, las cuales se muestran en la Figura 6.4. En ésta,
destaca el efecto de la aclimatacion inicial a 100 mg/L de fenol, ya que produjo una
disminucién importante en la relacion PN/PS (de 5.4 a 4.1). Luego de adicionar 200
mg/L de fenol al agua residual sintética, la relacion PN/PS se mantuvo alrededor de 3.8.
Calvario-Rivera (2007) también reporta que la adicion de cantidades crecientes de fenol
ocasiona la disminucion de la relacién PN/PS; sin embargo, sus valores son inferiores

(2.9-1.1) a los que se encontraron en el presente estudio.
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Figura 6.4. Efecto de la concentracion de fenol en el influente sobre la relacion PN/PS

El valor promedio de la relacion PN/PS es congruente con los determinados por Adav y
Lee (2008), quienes determinaron relaciones PN/PS comprendidas entre 3.4 y 6.2 en
granulos aclimatados a 400 mg/L de fenol. Para McSwain et al. (2005), dicha relacién
fue muy superior, ya que oscilé en el intervalo 6.7-10.9 en granulos cultivados sobre
fuentes de carbono facilmente asimilables (glucosa y peptona). Presumiblemente, la

naturaleza del sustrato influye en la magnitud de esta relacion.

6.3 Efecto de la aclimatacion al fenol sobre su cinética de degradacion

6.3.1 Biodegradacion en el reactor granular

Para cada concentracion de aclimatacion, se monitore6 el consumo de fenol dentro del
reactor de granulacién. Cabe mencionar que la razén de intercambio volumétrico del
reactor es del 48% (§ 5.1), debido a lo cual la concentracion inicial de fenol dentro del
reactor (Sp) es inferior (en dicha proporcién) a la del agua residual sintética que se

alimenta (Sojns).
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En la Figura 6.5 se muestran los datos cinéticos obtenidos para cada concentracion de
aclimatacion. En todos los casos, se observd que la degradacion del fenol fue del
99.999%, y que pudo completarse dentro de la primera hora del ciclo. Lo anterior
implica que no se presentaron fenobmenos de saturacién que pudieran modificar la
velocidad de degradacion. Todas las cinéticas fueron de orden cero, es decir, con
comportamiento de velocidad casi constante. Esto es atribuible a las elevadas

concentraciones de biomasa presentes en el reactor, las cuales variaron entre 16.3 y 28
g SST.

Concentracion de fenol [mg/L]

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
T[h]

Figura 6.5. Cinéticas de degradacion en el reactor con diferentes concentraciones iniciales de
fenol:(e) 53; (0) 126; (m) 150; (1) 224; (A) 263; (A) 297; (¢) 329 mg/L

Cada cinética se caracterizé en términos de la velocidad de degradacion (rs, en mg/L:-h
y obtenida por regresion lineal) y de la velocidad especifica de degradaciéon (gs, en
mg/gSST-h y mg/SSV:h); esta ultima se obtiene relacionando rs con la cantidad total de
biomasa contenida en el reactor (como SST o SSV). El calculo de ambas velocidades
de degradacién se hace s6lo con los datos obtenidos al inicio de cada cultivo, que es

cuando puede apreciarse el efecto de la concentracion de un sustrato inhibitorio.
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En la tabla 6.1 se muestran las velocidades de degradacion (rs y gs) correspondientes a
cada concentracién de aclimatacion (Soins), asi como las cargas volumétricas aplicadas
(CVA,; Ecuacion 5.3).

Tabla 6.1 Velocidades de biodegradacion de fenol observadas a distintas concentraciones de

aclimatacion (Sgin)

Soin So XP CVA® rs Qs Qs
(mg/L) (mg/lL) (gSST) (kg/m’d)  (mg/L-h) (mg/g (mg/g
SSTh)  SSV-h)
100 53 24.27 0.384 208.3 18.0 23.8
200 126 27.99 0.768 3355 25.2 33.3
300 150 20.9 1.152 309.8 311 451
400 224 18.87 1.536 452.3 50.3 66.6
500 263 16.34 1.920 454 4 58.4 77.2
600 297 18.57 2.304 448.7 50.7 67.0
700 329 20.2 2.688 460.6 47.9 63.4

@ Carga volumétrica aplicada
® 1g SST = 0.7566 g SSV

Las cargas volumétricas de fenol que se aplicaron (0.384-2.688 kg/m>.d) son
comparables a las que reporta la bibliografia para cultivos granulares aerobios. Asi,
Jiang et al. (2004) aplicaron una carga maxima de 2.5 kg/m*d, cuya biodegradacion se
logré en las primeras dos horas de su ciclo de trabajo, mientras que Tay et al. (2005)
utilizaron cargas comprendidas entre 0.6 y 2.4 kg/m>d. Por otra parte, Tay et al.
(2001b) consignan una CVA de 6 kg DQO m®.d. Si se considera un rendimiento tedrico

de 2.38 kg DQOV/kg fenol, las cargas aplicadas durante el presente estudio equivalen a
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0.91-6.397 kg DQO/ m>.d. Lo anterior pone de manifiesto el buen desempefio de los
granulos, sobre todo si se considera que, en sistemas convencionales de lodos
activados, los microorganismos se inhiben a CVA del orden de 1 kg/m®.d, lo cual se

traduce en una acumulacioén de fenol en el medio (Jiang et al., 2004).

En la tabla 6.1 se muestra que rs, como tendencia general, aumenté con cada
incremento en la concentracion de aclimatacion; sin embargo, al considerar gs, se
puede constatar una disminucién en dicho parametro cuando la concentracion de fenol
en el influente sobrepasa los 500 mg/L, lo cual es un indicio de la inhibicion ejercida por
las elevadas concentraciones de fenol. Segun Calvario-Rivera (2007), la inhibicién de
los granulos se presenta a partir de una concentracion de fenol de 200 mg/L, para la
cual se determin6é una gqs maxima de 74.2 mg/g SSV-h. Este valor es semejante al
determinado en nuestro estudio para una Sgirr de 500 mg/L (Tabla 6.1), lo que resalta
como la aclimatacion a concentraciones elevadas mitiga hasta cierto punto el efecto

inhibidor del fenol sobre la velocidad de degradacion de los granulos.

En la figura 6.6 se muestra la relacion entre la concentracion de fenol afadida al
influente (Soinr) y el tiempo de degradacion de la totalidad del fenol, asi como con la
velocidad especifica de degradacion (gs). Es evidente que, en el intervalo de
concentraciones estudiado, el aumento en la concentracion de fenol tiene un efecto
directo en el tiempo de degradacion. No obstante, este tiempo nunca sobrepaso la
primera hora del ciclo, a diferencia de Tay et al. (2005), quienes reportan haber
degradado 800 mg/L de fenol en 1.5 horas. En cuanto a Spins ¥ Qs, €S posible observar

que guardan una relacion de tipo Haldane-Andrews (Melin et al., 1998).
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Figura 6.6. Efecto de la concentracién de fenol en el influente (Soins) sobre la velocidad

especifica de degradacion (gs) y el tiempo de degradacion

En general, los granulos mostraron velocidades especificas de degradacion superiores
a las reportadas en la bibliografia. Tay et al. (2005) consiguieron valores de qs inferiores
a 2 mg/g SST-h durante 13 ciclos de operacion con una concentracion inicial de fenol
cercana a los 800 mg/L en un reactor SBR similar al del presente estudio. Estos autores
afirman que posteriormente la qs se estabiliz6 en 14.4 mg/g SST:h, la cual es
considerablemente inferior a la obtenida en el presente estudio. Por otra parte, Adav et
al. (2007), Tay et al. (2004) y Jiang et al. (2002) encontraron valores de qs de 49, 41.7,y
58.3 mg/gSSV-h respectivamente. Asi, es posible afirmar que los granulos obtenidos

tienen una tolerancia considerable hacia las concentraciones elevadas de fenol.

Al graficar los porcentajes de biodegradacion calculados para cada concentracion de
aclimataciéon (Figuras 6.7 y 6.8), también es posible observar el efecto inhibitorio del
fenol durante el consumo de las dos Spiny mas elevadas, y mayormente acentuada

cuando ésta fue de 700 mg/L. Esto es, porque durante el consumo de ambas
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concentraciones iniciales se constata un ligero aumento en la velocidad de degradacién

luego que el fenol empieza a agotarse (después de 0.6 h de cultivo).
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Figura 6.7. Biodegradacion de bajas concentraciones de fenol (Sein) €n el reactor:
(*) 100; (o) 200; (m) 300; (1) 400 mg/L
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Figura 6.8. Biodegradacion de altas concentraciones de fenol (Soins) €n el reactor:
(A) 500; (A) 600; (4) 700 mg/L
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6.3.2 Biodegradacion en matraces agitados

Para conocer el potencial de degradacidon de los granulos aclimatados a
concentraciones elevadas de fenol, se realizaron estudios cinéticos en matraces
agitados, tal y como se detalla en el apartado 5.3. Se emplearon los granulos
aclimatados a una concentracién de fenol de 700 mg/L en el influente (Soins), que se
inocularon en los matraces a razén de 2 g SST aproximadamente. Se monitorearon en
total ocho matraces, cuyas concentraciones iniciales de fenol variaron desde los 50

hasta los 1250 mg/L.

En la figura 6.9 se observan los porcentajes de degradacion correspondientes a las
concentraciones iniciales inferiores (50, 100, 250 y 400 mg/L). Todas estas cinéticas
son de orden cero, lo que indica que en este intervalo de concentraciones no se

presenta inhibicién por parte del fenol hacia los granulos.
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Figura 6.9. Biodegradacion de fenol en matraces agitados a diferentes concentraciones
iniciales: (¢) 50; (o) 100; (m) 250; (1) 400 mg/L
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En la figura 6.10 se presenta la biodegradacién de fenol a las concentraciones iniciales
mas altas (500, 750, 1000 y 1250 mg/L de fenol). Se puede apreciar que las cinéticas
no son de orden cero, puesto que en cada ensayo se presenta un aumento progresivo
en la velocidad de degradacién conforme la concentracion de fenol disminuye en el
matraz. Ademas, a mayor concentracion inicial de fenol, esta tendencia es mas
marcada. Lo anterior también puede deberse a la acumulacion de metabolitos
intermediarios, en particular del semialdehido 2-hidroximuconico. Este compuesto se
genera durante la ruptura del anillo fendlico por via meta, y tiene un efecto inhibidor
significativo y ampliamente reportado en la bibliografia (Mérsen y Rehm, 1990; Wang y
Loh, 1999; Vazquez-Rodriguez et al., 2006). Cabe mencionar que la remocion de fenol
siempre alcanzé el 100%, aun cuando se emplearon concentraciones iniciales

superiores a las de la aclimatacion.
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Figura 6.10. Biodegradacion de fenol en matraces agitados a diferentes concentraciones
iniciales: (#) 500; (¢) 750; (A) 1000; (A) 1250 mg/L
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Para cada ensayo se estimd, mediante regresidén lineal, la velocidad inicial de
degradacion de fenol (rs). Al relacionar estas velocidades con la cantidad de biomasa
introducida al matraz, se obtuvieron los valores de qs. Estos valores se presentan en la
figura 6.11, al igual que los obtenidos en estudios previos con granulos aclimatados
(Valera-Damian, 2006; Calvario-Rivera, 2007).

En la Figura 6.11, es evidente que la aclimatacién a elevadas concentraciones de fenol
reflejé varios efectos en la cinética de biodegradacion. Primeramente, la aclimatacion
permitié alcanzar velocidades de degradacidn mas elevadas. Por otra parte, se
disminuyo la afinidad por el fenol, de tal manera que las velocidades de degradacion
elevadas se obtuvieron a concentraciones de fenol mayores. Asi mismo, los granulos
aclimatados a 700 mg/L mostraron velocidades de degradacion semejantes en un
amplio rango de concentraciones de fenol (100-800 mg/L), lo que muestra que lograron

superar en cierto grado la toxicidad de dicho compuesto.
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Figura 6.11. Efecto de la concentracion de fenol en matraces agitados sobre la velocidad
especifica de degradacion (gs) en matraces agitados.
Granulos aclimatados a (m) 100, (¢) 500y (A) 700 mg/L
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6.3.2.1 Producciéon de metabolitos intermediarios

En los matraces agitados se pudo observar la produccidén de metabolitos intermediarios
por la aparicion de un color amarillo. Esta coloracién se produjo cuando la
concentracion de fenol estaba por agotarse. Asi mismo, se notd un ligero aumento en la
concentracion de metabolito conforme se aumentaba la concentracion de fenol. Este
experimento solo se realizd con cuatro concentraciones iniciales de fenol (50, 100, 250

y 400 mg/L) con los granulos aclimatados a 700 mg/L.
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Figura 6.12. Biodegradacion de fenol (e) y produccion del metabolito intermediario (2-HMAS) (o)

con diferentes concentraciones iniciales de fenol
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La bibliografia reporta que la produccion del metabolito inhibe la degradacién del fenol.
Si se compara la cantidad de metabolito producido durante la degradacion de 400 mg/L
de fenol por los granulos aclimatados a 700 mg/L y la que producen granulos
aclimatados a 500 mg/L (Calvario-Rivera, 2007), es posible notar que los primeros
produjeron una cantidad menor. Asi, la aclimatacién a una concentracion mayor de
fenol habria disminuido la acumulaciéon de este metabolito inhibitorio, y por ende la

toxicidad asociada a las elevadas concentraciones de fenol.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con lo planteado en este trabajo, se ha observado que es posible degradar fenol con
granulos aerobios en un SBR hasta una concentracién de 700 mg/L. El rector granular
operd a cargas volumétricas semejantes e incluso superiores a las aplicadas en otras

investigaciones y mas aun a las que se utilizan en sistemas de lodos activados

Las cinéticas de biodegradacion que se realizaron en matraces agitados mostraron que
hubo una adaptacion de los granulos a cada incremento de concentracion de fenol. La
aclimatacién de los gréanulos a estos incrementos permitié observar un buen efecto
sobre la velocidad especifica de degradacion, con lo cual se podria probar un tiempo

mas corto en el ciclo del reactor.

Las cinéticas en matraces a bajas concentraciones de fenol fueron de orden cero, lo
que indica que no se presentd inhibicion por parte del compuesto. A altas
concentraciones se observo todo lo contrario ya que las velocidades especificas de
degradacion disminuyeron notablemente conforme la concentracion de fenol

aumentaba.

De acuerdo con trabajos anteriores, los granulos aclimatados a bajas concentraciones
de fenol degradan mas rapidamente concentraciones pequefias de fenol, lo cual se

debe a una afinidad a sus concentraciones de aclimatacion.

Por otra parte, se observo la presencia del metabolito intermediario por la aparicion de
un color amarillo en el medio de cultivo cuando la concentracién de fenol estaba por
agotarse. No obstante, la aclimatacion a 700 mg/L condujo a una acumulacion menor
del metabolito, lo que constituye otro efecto positivo de la exposicién de los granulos a

concentraciones elevadas de fenol.
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El estudio de los exopolimeros a distintas concentraciones de aclimatacion mostré que
a altas concentraciones de fenol, se incrementaba la produccion de PN; al mismo
tiempo, se presentd un aumento en la produccion de PS, lo cual indica que los granulos
aerobios secretan mas exopolimeros como método de defensa al medio en el que se

encuentran.

Como perspectivas principales de este trabajo, se encuentra la disminucion del tiempo
de los ciclos y la introduccién de concentraciones aun mas elevadas de fenol en la
alimentacion, con la finalidad de aumentar las cargas aplicadas y en consecuencia, la

capacidad de tratamiento de aguas fendlicas de los sistemas granulares aerobios
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9. ANEXOS

Anexo 9.1. Rutas de biodegradacion aerobia del fenol
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Enzimas que catalizan estas reacciones:

1: Fenol monooxigenasa 6: Catecol 1,2 dioxigenasa

2: Catecol 2,3-dioxigenasa 7: Enzima ciclo-isomerasa

3: Semialdehido hidroximucénico hidrolasa 8: Muconolactona isomerasa
4: Acido 2-oxo-penta-4-enoico hidrolasa 9: Oxoadipato enol-lactona hidrolasa

5: 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa 10: Oxoadipato succinil-CoA trasferasa
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