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RESUMEN

La nitrificacion es la oxidacion de amonio a nitrito y posteriormente a nitrato por
bacterias litoautotrofas amonio y nitritoxidantes sensibles a materia organica.

La nitrificacién ha sido escasamente estudiada en presencia de compuestos como el
m-cresol y en sistemas dinamicos como el SBR (Sequencing Batch Reactor). En este
estudio se evalu6 la tolerancia de un cultivo nitrificante obtenido en un SBR al m-
cresol y la capacidad del lodo para consumirlo.

Un reactor SBR fue inoculado con un lodo nitrificante y alimentado automaticamente
con una velocidad de carga de 50 mg N-NH4* con dos ciclos de 12 hrs al dia y
periodos de llenado (15 min de alimentacion, agitacion a 300 rpm y aireacion),
reaccion (11 hrs incluyendol4 min de la fase de llenado), sedimentacion (30 min) y
vaciado (1 min).

La eficiencia del control fue de 97.7% y el rendimiento fue de 0.907. Posteriormente
se adicionaron 33 ml/min de C-m-cresol durante 15 minutos a velocidades de carga
iniciales de 12.5 a 150 mg C-m-cresol/L.

Durante la adiciébn de la primera velocidad de carga del compuesto fendlico, la
eficiencia disminuy6 a 88.37%, mientras que el rendimiento no se vio afectado. El C-
m-cresol disminuyo las velocidades especificas de consumo de amonio (89 a 28%) y
la oxidacion de nitrito (82 a 4 %). Después de 6 meses de operacion en SBR, las
velocidades especificas de consumo de N-NH4* y de formacién de N-NOs™ fueron de
0.101 g N-NHa4*/g proteina L y 0.07 g N-NOs/g proteina L de proteina microbiana/h
respectivamente. La oxidacion del C-m-cresol y la concentracion de la biomasa
aumentaron mientras que la inhibicién de la nitrificacion disminuy6 con el numero de
ciclos. EI SBR permitio la adaptacion metabdlica de los microorganismos oxidantes
del C-m-cresol, por el incremento de las velocidades especificas en la eliminacion del

compuesto, incremento de ciclos y disminucion en la inhibicion nitrificante.




"El principio de la ciencia, casi la definicion, es el siguiente: La prueba de todo
conocimiento es el experimento. El experimento es el Unico juez de la "verdad"
cientifica".

(Richard P. Feynman)
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1. INTRODUCCION

El consumo de agua es un recurso vital para la poblacién ya que de ella depende el
desarrollo de actividades indispensables tales como agricola, industrial y urbana. En
nuestro pais las condiciones actuales de desarrollo urbano han ocasionado la
disminucién en la calidad de este recurso, lo que implica un alto porcentaje de aguas
contaminadas en el territorio nacional, condiciones que han ido empeorando en las
Gltimas décadas debido al minimo porcentaje de tratamiento de aguas residuales.

La contaminacion del agua se debe principalmente a las descargas desmedidas de
efluentes sin previo tratamiento en donde los contaminantes mas comunes son los
compuestos que contienen carbono, fosforo y nitrogeno.

Los compuestos nitrogenados tales como el amonio, nitrito y nitrato se encuentran en la
naturaleza; para llevar a cabo su eliminacion de las aguas residuales existen diversos
entre los cuales se encuentran tanto tratamientos fisicoquimicos como bioldgicos.

La nitrificacion es la primera etapa del tratamiento bioldgico que se lleva a cabo por
bacterias nitrificantes, dicho proceso es inhibido por multiples factores, entre ellos la
presencia de compuestos organicos (hidrocarburos saturados, insaturados vy
aromaticos), mismos que son encontrados en efluentes de industrias, tales como del
petréleo y refinerias; sin embargo existe escasa informacion del efecto que puede
provocar la presencia de compuestos fendlicos tales como el fenol, orto-, meta- y para-
cresol (o, my p-cresol).

Recientes estudios han demostrado que la nitrificacion es un proceso eficaz para la
eliminacién simultanea de compuestos nitrogenados y carbonados, por lo anterior se
han disefiado una gran cantidad de tecnologias tales como el reactor SBR (por sus
siglas en inglés Sequencing Batch Reactor) para aumentar la eficacia en el proceso.
Debido a las multiples fuentes contaminantes y a la escasa informacion de estudios
cinéticos en presencia de m-cresol en el presente trabajo se evaluara el efecto del m-
cresol en el proceso de la nitrificacion, considerando diferentes variables de respuesta
como eficiencia (E), rendimiento (Yps), velocidades especificas de consumo (gs) vy

velocidades especificas de formacidon de producto (gp).




2. MARCO TEORICO

Actualmente en México, se tiene un promedio nacional de consumo de agua de 0.25
m3/d por habitante, siendo tratada Unicamente el 20% del agua residual urbana
producida y 12% de la industrial (Monroy y col., 2000). Dentro de los contaminantes
mas importantes en las aguas residuales urbanas e industriales, se encuentran los
compuestos nitrogenados y carbonados. Los compuestos nitrogenados existen en
muchas formas, debido al numero de estados de oxidacion que puede presentar el
nitrégeno, siendo el amoniaco (NHs) la forma mas reducida y el nitrato (NO3’) la mas
oxidada. EIl nitrégeno amoniacal (N-NH4*) es la forma que se encuentra principalmente
en el ambiente y estrechamente asociado con las plantas, los animales y el agua
residual urbana. El nitrégeno total (suma de todas las formas nitrogenadas) se ha
detectado por encima de los limites maximos permisibles en cuerpos receptores de
agua de acuerdo con la Agencia de Proteccion del Ambiente de los Estados Unidos [US
Environmental Protection Agency (U.S. EPA, 2001) 10 mg Nwtal/L] y la Norma Oficial
Mexicana (NOM-001-SEMARNAT-1996) (10-14 mg Ntota/L), provocando problemas de
eutroficacion y toxicidad sobre los organismos acuéticos (Churchwell y col., 1980;
Barnes y Bliss, 1983; Moat y Foster, 1988; Prosser, 1989; Metcalf y Eddy, 1996a). Para
evitar estos problemas, la eliminacién de los compuestos nitrogenados de las aguas
residuales puede llevarse a cabo a través de procesos de tratamiento de tipo
fisicoquimico o biolégico. Los procesos fisicoquimicos presentan una eficiencia de
eliminacién de nitrégeno cercana al 100%, sin embargo pueden ser costosos debido al
elevado consumo de energia y los gastos de operacién. Otra desventaja de los
procesos fisicoquimicos es que el problema de contaminacion no se resuelve
realmente, ya que en algunos casos el contaminante Unicamente es trasladado de un
sitio a otro (Halling-Sorensen y Jorgensen, 1993; Gauntlet, 1981). Los procesos de
tratamiento de tipo biolégico presentan las ventajas de ser de bajo costo, pueden ser
muy eficientes para tratar efluentes con relativa baja concentracion de contaminantes y
son procesos amigables con el ambiente.

La eliminacion biolégica de compuestos nitrogenados de las aguas residuales
generalmente se lleva a cabo a través de dos etapas, una aerobia y otra anaerobia,
conocidas como la nitrificacién y la desnitrificacion, respectivamente. El proceso de
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nitrificacion es la primera etapa del tratamiento biologico de los compuestos
nitrogenados, en donde el amonio es oxidado hasta nitrato formando nitrito como
producto intermediario. Este proceso es inhibido por multiples factores, entre ellos la
presencia de compuestos organicos, (hidrocarburos saturados, insaturados vy
aromaticos) (U.S. EPA, 1980), mismos que son encontrados en efluentes de industrias,
tales como petroleras y refinerias. Por otra parte, la desnitrificacion es un proceso
respiratorio anodxico llevado a cabo generalmente por microorganismos que emplean al
nitrato como aceptor de electrones y a la materia organica como donador de electrones.
El proceso desnitrificante consiste en la reduccion de nitrato a nitrdgeno molecular (N2)
acoplada a la oxidacion de la materia organica (o inorganica, como el sulfuro) a CO:2 (o
sulfato).

En lo que respecta a los compuestos carbonados, la presencia de ellos en las aguas
residuales es muy diversa y depende esencialmente del proceso industrial que los
generd. Por ejemplo las industrias quimicas y de la refineria del petréleo, cuentan con
una gran participacion en la descarga de estos compuestos, tales como compuestos
alifaticos, aromaticos y organohalogenados, considerados como los contaminantes mas
frecuentes. Estos compuestos son altamente toxicos y pueden llegar a ser
cancerigenos, aunque todavia faltan mas evidencias. Un ejemplo de estos
contaminantes son los compuestos fendlicos (fenol, o-, m- y p-cresol), los cuales se
encuentran presentes en el agua residual de la industria petroquimica y quimica,
ademas de ser contaminantes de suelo y agua subterranea, debido a los derrames
accidentales de petrdleo provocando efectos sobre la salud de los seres humanos
(Yamagishi y col., 2001; Texier y Gomez, 2002; Liu y col., 2004). Por tal motivo, la
biodegradacion de compuestos fendlicos ha sido ampliamente estudiada bajo
condiciones heterotréficas en donde se han estudiado una gran diversidad de aceptores
de electrones para llevar a cabo la transformacion, consumo y/o mineralizacion del
compuesto aromatico, proporcionando valores de gran importancia para el tratamiento
de las aguas residuales, tales como la eficiencia, rendimiento, velocidades especificas,
etc. (Amor y col., 2005). Sin embargo, actualmente es escasa la informacion sobre el
conocimiento del efecto toxicoldgico e inhibitorio de los compuestos fendlicos sobre los

microorganismos quimiolitoautotréficos, tales como las bacterias nitrificantes. De esta




manera, dado que el tratamiento biolégico de aguas por nitrificacion es ampliamente
utilizado, es necesario tener mas informacion del efecto inhibitorio de los compuestos
fendlicos sobre el proceso nitrificante. Ademas, es importante mencionar que en los
pocos estudios realizados del efecto de los compuestos fendlicos sobre la nitrificacion,
se emplearon esencialmente cultivos axénicos, particularmente a Nitrosomonas
europea, proporcionando informacion sobre la primera etapa de la nitrificacion, es decir,
la oxidacion de amonio a nitrito. En estos estudios, se evidencio la oxidacion del fenol y
p-cresol por la enzima amonio monooxigenasa (AMO), provocando la acumulacién en el
cultivo de intermediarios que conservaron aun el anillo aromatico intacto (Stafford, 1974;
Hyman y col., 1985; Keener y Arp, 1994). En este sentido, la diversidad de las bacterias
gue estan presentes en consorcios microbianos, utilizados en sistemas de tratamiento
de aguas residuales, ha sido omitida, dejando a un lado las interacciones que podrian
existir entre los diferentes microorganismos de un consorcio nitrificante. Conviene
afiadir que no se han reportado en la literatura datos cinéticos, como las velocidades
especificas de consumo de amonio y produccion de nitrito y nitrato, variables de
respuesta indispensables para entender mejor los mecanismos de inhibicién del
proceso nitrificante por la presencia de los compuestos fendlicos, lo cual podra
contribuir al disefio de un sistema de tratamiento de aguas residuales contaminados con
amonio y compuestos fendlicos. Adicionalmente a esta informacion, también se ha
observado que el proceso nitrificante ha mostrado un bajo rendimiento microbiano
debido a limitaciones cinéticas intrinsecas del proceso respiratorio, observandose una
baja produccién de lodo y una sensibilidad del proceso a la presencia de materia
organica, debido a esta problematica se han disefiado y desarrollado sistemas de
reaccion que permiten la acumulacion de la biomasa tales como el filtro percolador, air-
lift, lecho fluidificado, lotes secuenciados (SBR por sus siglas en inglés), etc. En este
contexto el SBR, es un proceso caracterizado por la secuencia de cultivos en lote,
incorporando ventajas como la reduccion de los volimenes de instalacion, actividad
bioldgica estable, acumulacién de la biomasa y alta eficiencia de eliminacion de DQO
(demanda quimica de oxigeno) y nitrdgeno. Ademas, el SBR es conocido como uno de
los proceso mas eficientes en cuanto a costo y a eliminacibn de contaminantes

organicos toxicos 6 inhibitorios en aguas domeésticas e industriales (Irvine y col., 1997).




De esta manera, en base a dicha informacion se propuso en el presente trabajo
contribuir y enriquecer la informacion sobre este tema, enfocandose principalmente al
estudio fisioldégico de la nitrificacion en presencia de m-cresol y al estudio metabdlico y
cinético de este compuesto en cultivos nitrificantes, utilizando un SBR. Por
consiguiente, la importancia de este estudio recae en el entendimiento del proceso
respiratorio de las bacterias amonio y nitrito-oxidantes en presencia m-cresol, asi como
la generaciéon de informacibn novedosa para una mejor comprensiéon de los
mecanismos involucrados en el proceso respiratorio nitrificante. Por lo tanto, el
propoésito general de este estudio es evaluar en un SBR, el efecto inhibitorio 6 toxico y
el comportamiento del m-cresol sobre un consorcio nitrificante producido en un reactor

en continuo en estado estacionario-estable.

2.1 Eliminacion biol6gica de compuestos nitrogenado S

Con el proposito de encontrar un proceso biolégico para la eliminacion de compuestos
nitrogenados, con mayor rendimiento, eficiencia y menor costo de operacion, se han
desarrollado nuevas propuestas de tratamiento biolégico, tales como la alta conversién
de amonio a nitrito en un solo reactor (proceso SHARON: single reactor system for high
activity ammonia removal over nitrite, la oxidacion anaerobia de amonio proceso
ANAMMOX: anaerobic ammonium oxidation y la eliminacién de amonio completamente
autotrofica proceso CANON: completely autotrophic nitrogen removal over nitrite;
OLAND: oxygen-limited autotrophic nitrification/denitrification) (Bock y col., 1995; Muller
y col., 1995; Surmacz-Gorska y col., 1997; Van Loosdrecht y Jetten, 1998; Sliekers y
col.,, 2002; Pollice y col.,, 2002). Sin embargo, la eliminacion biologica de los
compuestos nitrogenados de efluentes se lleva a cabo principalmente a través de la
desnitrificacion y de la nitrificacion.

2.1.1 Desnitrificacion

La desnitrificacion es un proceso respiratorio anoxico donde se lleva a cabo la
reduccion de nitrato hasta nitrdogeno molecular (N2). En la ruta metabdlica, el nitrato
puede ser utilizado por los microorganismos como aceptor de electrones, proceso
mediante el cual se obtiene energia al ser reducido hasta N2 (Shoun y Tanimoto, 1991;

Zumft, 1997). Las bacterias desnitrificantes son de respiracion facultativa y en
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condiciones anoxicas reducen al NOs a N2. El uso del nitrato como aceptor de
electrones para formar nitrogeno gaseoso es también conocido como reduccion
desasimilativa de nitrato. Dado el caracter respiratorio del proceso desnitrificante, es
necesaria la presencia de un sustrato oxidable que suministre energia y que pueden ser
de dos tipos, organico e inorganico, por lo que la desnitrificacién puede ser un proceso
organotréfico o litoautotréfico utilizando comiunmente a los géneros desnitrificantes
Alcaligenes, Aerobacter, Paracoccus, Pseudomonas, Klebsiella, Thiobacillus,
Thiosphaera y algunos hongos como Neurospora y Fusarium (Cervantes y col., 2000;
Metcalf y Eddy, 1996b), el primer paso de la ruta metabdlica de la desnitrificaion es la
reduccion de nitrato (NOs) a nitrito (NOz2’), catalizado por la enzima nitrato reductasa
(Stouthamer, 1976; Kroneck y col., 1992). El segundo paso es la reduccion de NOz a
oxido nitrico (NO) por medio de la enzima nitrito reductasa (Jetten y col., 1999).
Posteriormente, se lleva a cabo la reduccion de NO a 6xido nitroso (N20), a través de la
enzima oxido nitrico reductasa (Goretski y Hollocher, 1990). Por ultimo, se lleva a cabo
la reduccion de N2O a N2 a través de la enzima 6xido nitroso reductasa (Coyle y col.,
1985; Andrew y col., 1994). El proceso desnitrificante con fines practicos es empleado
para eliminar materia organica y nitrato de aguas residuales, obteniendo como

productos finales al CO2 y Na2.
2.1.2 Nitrificacién

La nitrificacion es la oxidacion biolégica de amonio a nitrato via nitrito, catalizada
principalmente por las bacterias de la familia Nitrobacteriaceae. Esta oxidacion ha sido
representada principalmente por los géneros Nitrosomonas (amonio-oxidantes) y
Nitrobacter (nitrito-oxidantes). Los microorganismos nitrificantes son quimiolitoautétrofos
Gram negativos y frecuentemente tienden a la formacion de floculos (Prosser, 1989;
Gbémez y col., 1995). El proceso respiratorio nitrificante se realiza mediante dos etapas:
1) oxidacion de amoniaco a nitrito (bacterias amonio-oxidantes) y 2) oxidacion de nitrito
a nitrato (bacterias nitrito-oxidantes). Hasta el momento no se han encontrado
evidencias de que un Unico microorganismo sea capaz de oxidar directamente el

amonio a nitrato (Prosser, 1989; Tijhuis y col., 1995).




La primera etapa de oxidacion del amoniaco durante la nitrificacion es llevada a cabo
por las bacterias amonio oxidantes las cuales oxidan el amoniaco a hidroxilamina a
través de una reaccion catalizada por la enzima amonio monooxigenasa (AMO).
Posteriormente se lleva a cabo una segunda reaccién en donde se lleva a cabo la
oxidacion de la hidroxilamina a nitrito, la cual es catalizada por la enzima hidroxilamina

oxido reductasa (HAO) (Reaccidn 1, Reaccidn 2).

Las bacterias que llevan a cabo esta reaccion son del género Nitrosomonas,

Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus y Nitrosovibrio principalmente.

NHs +H*+2e + 02— NH20H + H20

AMO Reaccidn 1
: + : .z
NH20H + H20 — NO2 + 5H" + 4e Reaccin 2
HAO

Durante esta primera etapa ocurre el mayor consumo de oxigeno el cual varia dentro de
los valores de concentracion de 4.33 a 4.57 mg O2/ mg N-NH4* (Cervantes y col., 2000;
Cortacans, 2000). Ademas, es conocido que durante la oxidacion de hidroxilamina se
liberan 4 e, de los cuales dos regresan a la formacion de hidroxilamina o a la formacién
de biomasa (Keener y Arp, 1994) y los dos electrones restantes son utilizados para
llevar a cabo la fijacion de COz, lo cual podria explicar el escaso crecimiento de las
bacterias nitrificantes (Cervantes y col., 2000).

La segunda etapa de la nitrificacion es la oxidacion de nitrito a nitrato, la cual es
realizada por las bacterias nitrito oxidantes, frecuentemente representadas por el
género Nitrobacter y Nitrosospira. Esta etapa de oxidacién es llevada a cabo a través de
la enzima nitrito oxido reductasa (NOR), tal y como se muestra en la reaccion 3.

NO2 + H20 > NOs +2H"+2e

NOR Reaccién 3

De esta manera la reaccion global de la nitrificacion se presenta en la reaccion 4, en la
cual se observa el NO3  como producto final
NHa* +2 Oz > NOs + 2H* + H20

Reaccién 4




Dentro de la diversidad de estudios realizados sobre la nitrificacion, se ha observado
que la presencia de materia organica, NH4*, NOz2’, la concentracion de oxigeno disuelto,
pH, temperatura, etc., pueden afectar el proceso respiratorio y el crecimiento microbiano
nitrificante (Randall y col., 1992; Garcia y Fernandez-Polanco, 1996; Teira, 1996;
Anthoinsen y col., 1976; Zepeda y col., 2007).

En este sentido, se ha observado que cuando existe una disminucion en la
concentracion de oxigeno, la hidroxilamina puede transformarse en 6xidos de nitrégeno.
Ademas, cuando el oxigeno se encuentra en concentraciones elevadas puede inhibir la
actividad nitrificante e inducir a la formacion de polifosfatos (Prosser, 1989). En lo que
respecta al efecto del valor de pH, se ha observado que a valores de pH &cidos, la
proporcién de ion amonio incrementa, disminuyendo de esta manera las velocidades de
consumo del sustrato, debido a que el sustrato ideal del proceso nitrificante es el
amoniaco y no el ibn amonio (Susuki y col., 1974; McCarty, 1999; Cervantes y col.,
2000).

Por otro lado, debido a que las bacterias nitrificantes son mesoéfilas (30° C), se ha
observado que la variacion de la temperatura puede afectar a los valores de las
constantes acido-base, solubilidad de las sustancias, los coeficientes de difusion y la
actividad enzimatica de las bacterias nitrificantes (Garrido y col., 1997).

En lo que respecta al efecto inhibitorio 6 toxico del proceso nitrificante debido a la
presencia de materia organica, existen evidencias de que la actividad de las bacterias
amonio oxidantes es generalmente mas afectada por la presencia de materia organica,
que la de las nitrito-oxidantes (Tomlinson y col., 1976; Hyman y Wood, 1983; Hyman y
col., 1985; Keener y Arp, 1994, McCarty, 1999; Zepeda y col., 2003). Asimismo, se ha
observado que la gran mayoria de los estudios se han realizado utilizando cultivos
axénicos principalmente con Nitrosomonas europaea, los cuales presentan informacién
relevante a través del porcentaje de disminucion de la eficienca de oxidacion del
amoniaco en presencia de materia organica, sin embargo esta informacion no se
acompafia de: a) el rendimiento de produccién en nitrito (mg N-NO2" formado/mg N-
NH4* oxidado), b) el balance de materia del nitrégeno en el proceso nitrificante, c) las
velocidades especificas de consumo de amonio y de produccién de nitrito, d) las

velocidades especificas de oxidacion del compuesto organico. Ademas que en los




cultivos axénicos, no es posible considerar las interacciones que se pueden establecer
entre las bacterias amonio y nitrito oxidantes en consorcios nitrificantes. Asimismo, a
partir de los datos de la literatura es dificil establecer una concentracion maxima del
compuesto organico tolerable para las bacterias nitrificantes. Esto se debe a que las
concentraciones inhibitorias dependen de multiples factores tales como: estructura
quimica del compuesto organico, concentracion, tipo e historial del inéculo, disefio del
reactor e hidraulica del sistema, presencia individual o en mezcla del compuesto
organico (Anthonisen, 1976; Zepeda y col., 2003). Puede verse que el control de la
concentracion de la materia organica disuelta, en el proceso nitrificante, es un factor
que debe tomarse en cuenta. De esta manera, seria de suma importancia la
elaboracion de trabajos donde se estudie el efecto inhibitorio 6 toxico de compuestos
organicos sobre el proceso nitrificante en donde se utilicen consorcios nitrificantes como

fuente de in6culo.

2.2 Oxidacién de compuestos fendlicos

2.2.1 Fuentes de contaminacion por compuestos fendl icos

Las industrias quimicas y de la refineria del petréleo son de las principales fuentes de
contaminacion por hidrocarburos de acuerdo con el Programa Internacional en
Seguridad Quimica [International Programme Chemical Safety (IPCS, 1995)]. Dentro de
ellos, se encuentran los compuestos fendlicos tales como el fenol, o-, m- y p-cresol
(U.S. EPA, 1980). Dichos compuestos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y
son liberados al ambiente por la combustién de madera, carbon y combustibles fésiles,
otra fuente importante de contaminacion es causada por derrames accidentales de
petréleo provocando contaminacion de los mantos freaticos y efectos sobre la salud de
los seres humanos (Yamagishi y col., 2001, Texier y Gomez, 2002; Agencia para
Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades [Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR, 2003)]; Liu y col, 2004); se ha observado que la
contaminacion de aguas subterrdneas por compuestos fendlicos en los que se
encuentra el m-cresol, es dificil de remediar debido a que estos compuestos son
relativamente solubles en agua y pueden difundirse rapidamente una vez introducidos

en el acuifero. Por otro lado, se ha observado que todos los cresoles son absorbidos
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por el aparato respiratorio y por el tracto gastrointestinal y al contacto con la piel se
distribuyen en todo el cuerpo (Bray y col., 1950; IPCS, 1995). En este sentido se han
realizado diversos estudios con ciertos organismos para evaluar el efecto de
compuestos fenodlicos tales como el m-cresol. Un ejemplo de estos estudios fue
realizado con ratones, en donde se estudié la exposicion de diferentes concentraciones
del m-cresol a una relacion de 242 mg de m-cresol/Kg, en donde los ratones
presentaron una hipoactividad, convulsiones, salivacion, inflamacion en el aparato
digestivo, hiperemia en pulmones, rifiones e higado. También se han realizado estudios
en donde la contaminacion de aguas superficiales por compuestos cresilicos ocasiona
serios problemas sobre la salud de algunos organismos acuéaticos, tal como lo muestra
el caso de sensibilidad en larvas de trucha a una exposicion maxima de 6 mg/L durante
24 hrs (U. S. EPA, 1997; Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer [The
International Agency for Research on Cancer (IARC, 1987)]; ATSDR, 1997 y U.S. EPA,
1998a).

La U.S. EPA ha determinado que los cresoles son posiblemente agentes
carcinogénicos en seres humanos, por lo cual estan clasificadas dentro de la categoria
de sustancias quimicas, sin embargo, no hay informacion adecuada para evaluar su
posible carcinogenicidad (ATSDR, 2003).

A través de la informacion proporcionada en la Tabla 1 puede observarse que los
compuestos cresilicos son solubles en agua. El coeficiente de particion octanol/agua
(log Pow = 2) muestra que los cresoles presentan una mayor solubilidad en solventes
no polares, es decir, son hidrofobicos, lo que puede influir de modo significativo en su

transporte en los sistemas bioldgicos (Sikkema y col., 1995; Denich y col., 2003).
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Tabla 1. Caracteristicas de los compuestos cresilic  os

| Férmula empirica: || C7HsO |
‘ Masa molecular relativa: H 108,14 g/mol |
‘ Densidad: H 1,03 g/cm® |
| Densidad relativa del gas: || 3,74 |
OH OH OH
CH;
Estructura quimica ©/ @
CH;
o- cresol m-cresol p_cr(ce?m
| Punto de ebullicion: | 203°C | 191°C | 202°C |
| Punto de fusién | 35°C | 31°C | 11°C |
‘ Punto de inflamacion: H 86°C ” 81°C H 86°C |
| Temperatura de ignicién: || 560°C || 555°C || 555°C |
| Solubilidad (gr/100 gr de H:0) | 2.3 | 25 | 2.6 |
| Solvdlisis: || 2% || 2% || 2% (en agua) |
‘ Factores de conversion: H 1ppm=4,49mg/m? |
| |

H 1 mg/mé=0.22 ppm

(Tabla modificada de Catalogo de Estandares Am  bientales, 1996).

2.2.2 Biodegradacién de los compuestos fendlicos

Debido a la importancia de eliminar los compuestos fendlicos del ambiente, se han
llevado a cabo trabajos diversos para su eliminacion bioldgica, de forma individual y en
mezcla. En la mayoria de los estudios, se emplearon cultivos axénicos heterotroficos,
utilizando diferentes aceptores de electrones como el oxigeno, nitrato, sulfato, Fe (lll),
Mn (I), Mn (IV), quinonas, humus y CO2 (Grbi'c-Gali'c y Vogel, 1987; Yadav y Reddy,
1993; Collins y Daugulis, 1999; Heider y col., 1999; Cervantes y col., 2000). Estos
estudios han proporcionado valores de gran importancia para el tratamiento de las
aguas residuales, tales como la eficiencia, rendimiento, velocidades especificas, etc.
Amor y col., 2005). Sin embargo, a pesar de la considerable informacién existente sobre
la biodegradacion de los compuestos fenolicos por microorganismos heterotréficos en
condiciones aerobias y anaerobias, aun hace falta informacion de tipo cinético para
entender mejor cada uno de estos procesos, asi como estudios de la oxidacion de los
compuestos fendlicos con consorcios microbianos. Ademas, también se ha observado
que sobre la biodegradacién en autotrofia de los compuestos fendlicos, los estudios

realizados son escasos, provocando incertidumbre sobre su efecto y transformacion en
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cultivos autotroficos. No obstante, que la actividad de los microorganismos nitrificantes
puede ser inhibida por la presencia de materia organica, también se ha mostrado la
capacidad de estas bacterias a biotransformar compuestos organicos, entre los cuales
se encuentran el p-cresol y fenol. En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de los
compuestos organicos que han sido reportados como oxidados por la enzima

amoniomonooxigenasa (AMO), presente en Nitrosomonas europaea.

Tabla 2. Oxidacion de compuestos organicos a través de la AMO, en condiciones nitrificantes,
utilizando a Nitrosomonas europaea como fuente de inoculo.

Compuesto organico Producto mayoritario Referencia
Metano Metanol Hyman y Wood, 1983
Etileno Oxido de etileno Hyman y Wood, 1984
Metanol Formaldehido Voysey y Wood, 1987
Monoxido de carbono Diéxido de carbono Tsang y Suzuki, 1982
Metil fluoruro y dimetil éter Formaldehido y metanol-formaldehido Hyman y col., 1994
Alcanos (hasta Cs) Alcoholes Hymany col., 1988
Alquenos (hasta Cs) Epoxidos y alcoholes Hymany col., 1988
Trans-2-buteno 2-buteno-1-ol Vannelli y col., 1990
Metil sulfuro Metil sulféxido Juliette y col.,1993
lodoetano Acetaldehido Rasche y col., 1990a
Fluorometano Formaldehido Rasche y col., 1990a
Bromoetano Acetaldehido Rasche y col., 1990b
Clorometano Formaldehido Rasche y col., 1990b
Benceno Fenol Keener y Arp, 1994
Tolueno Alcohol bencilico y benzaldehido "
Etilbenceno Fenetil alcohol
p-cresol No identificado Texier y Gomez, 2007
naftaleno 2-naftol Chang y col., 2002
Estireno Fenilglioxal Keener y Arp, 1994
Clorobenceno 4-Clorofenol "
Anilina Nitrobenceno
Nitrobenceno 3-Nitrofenol
Acetofenona 2-Hidroxiacetofenona "
Alcohol bencilico Benzaldehido Keener y Arp, 1994
Fenol Hidroquinona Hyman vy col. ,1985
Nitrapirina (aerobio) 6-Acido cloropicolinico Vannelli y Hooper, 1992
Nitrapirina (anaerobio) 2-cloro-6-diclorometil piridina Vannelli y Hooper, 1993

(Tabla modificada de Zepeda, 2005)
En lo que respecta a los estudios realizados en nitrificacion en presencia de
compuestos fenolicos, Dyreborg y Arvin, 1995, reportaron concentraciones pseudo-
criticas (concentracion de un compuesto toxico que se espera que inhiba la nitrificacion
al 100%) de una cresosota compuesta de benceno, xileno, fenol y o-cresol, con valores
de concentraciones de 10.7, 8.4, 1.3 y 1.3 mg/L, respectivamente. Por su parte, Texiery
Gomez, 2002 reportaron que el p-cresol a concentraciones menores de 10 mg/L en
forma de carbono no presentd ningun efecto adverso en la nitrificacion en cultivos en
lote; sin embargo a concentraciones de 17 mg/L de C-p-cresol se observé una inhibicion

del 70% en las velocidades de formacién de nitrato.
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Otro ejemplo del efecto de compuestos fendlicos sobre la nitrificacion fue realizado por
Liu y col., 2004 sobre la influencia del fenol y el crecimiento de granulos microbianos
mediante el proceso de la nitrificacion, en donde encontraron que la actividad nitrificante
no fue afectada después de la degradacién del fenol cuando las concentraciones
iniciales no fueron mayores a 10 mg/L. Sin embargo, a concentraciones de 15 y 20
mg/L de fenol, la produccion de nitrato disminuy6é en un 23 y 33 %, respectivamente.
Asimismo, el estudio de Quiang y col., 2005 mostr6 que las bacterias encapsuladas en
granulos pueden tolerar concentraciones de 15 a 20 mg/L de fenol, obteniendo de un
77% y 67% de la formacion de nitrato con respecto al control, respectivamente.

En la Tabla 3 se muestra el porcentaje de inhibicion de la nitrificacion obtenido en

presencia de diferentes compuestos fendlicos:

Tabla 3. Porcentajes de inhibicidn en el proceso de la nitrificacién en presencia de compuestos

fendlicos
Concentracion Inh|b|C|9n enla Inh|b|C|_qn de la Inh|b|c!9n enla _
Compuesto (mg/L) formacion de formacion de oxidacion de Referencias
9 nitrito (%) nitrato (%) amonio (%)

o-cresol 12.8 - 75 Tomlison y col., 1966

Fenol 5.6

Fenol 5.6 75 Stafford, 1974
o-cresol 4.4

Fenol 5.0
o-cresol 13.0 - 75 Hockemburg y Grady, 1977
o-cresol 4.4 - 75 Richardson, 1985

Fenol 04.7 90 Keener y Arp, 1994

Fenol 5.6 80 ’
o-cresol 2.4 Dyereborg y Arvin, 1995
p- cresol 17.0 --- 70 --- Texier y Gomez, 2002

Como puede observarse, a través de los escasos estudios realizados con compuestos
fendlicos en la nitrificacion, aun hace falta informacion sobre el efecto de compuestos
tales como el m-cresol. Ademas es de suma importancia mencionar que la gran
mayoria de estos trabajos han sido realizados con cultivos axénicos en particular con
Nitrosomonas europaea (Tabla 2, obteniendo Unicamente informacion sobre la primera
etapa de la nitrificacion (oxidacion de amoniaco a nitrito), dejando a un lado el efecto de
estos compuestos fendlicos sobre el proceso respiratorio nitrito-oxidante. De igual
manera, también se ha dejado a un lado la posible interaccion con otros
microorganismos que puedan estar presentes en un consorcio nitrificante (Zepeda y

col., 2003, 2007). De esta manera, seria de gran relevancia la existencia de trabajos
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que tomen en cuenta dicha interaccion y de esta forma proporcionar informacion

cinética de las dos etapas que involucran la nitrificacion.

2.3 Reactor de lotes secuenciados (SBR)

Debido a que el tratamiento de aguas residuales es muy demandante y se requiere de
un amplio conocimiento, se ha tenido que recurrir a la utilizacion de herramientas
alternativas que nos permitan una mayor eficiencia de tratamiento y acumulacién de
biomasa. El reactor de lotes secuenciados (SBR) con respecto a otros procesos tiene
ventajas significativas tales como los costos accesibles, eficiencia en la eliminacion de
la materia organica, ademas que dentro del mismo reactor se llevan a cabo tanto las
reacciones biologicas y la separacion de biomasa (ausencia de decantadores) (Irving y
col., 1997; Texier y Gomez, 2004; Wilderer y col., 2002). Debido a estas caracteristicas
el SBR, se presenta como una alternativa para aquellos procesos biolégicos que

presentan una baja producciéon de biomasa, tal como la nitrificacion.

Cada ciclo de SBR se lleva a cabo en cinco etapas (Figura 1):
Llenado: en esta fase el reactor es alimentado por un influente.

Reaccion (agitacion y aireacion): el objetivo de estas etapas es que las reacciones

iniciadas en la fase de llenado se completen.

Sedimentacion: en esta fase el propdsito es permitir que los sélidos se puedan separar

de los liquidos, para obtener un sobrenadante clarificado denominado efluente.

Vaciado: en esta fase se extrae el efluente del reactor.

Influente

REACCION

Llenado

Mezclado f

CICLO
Residuo
m Agitacion y
aireacion

Efluente

Vaciado Sedimentacion
Figura 1. Funcionamiento del SBR
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 Planteamiento del problema

El nitrdgeno amoniacal y los compuestos fendlicos provienen principalmente de
efluentes petroquimicos, refinerias de petroleo y de productos de uso cotidiano, como
desinfectantes, perfumes, agentes conservantes, herbicidas y productos de limpieza,
entre otros. Es bien sabido que el ibn amonio afecta aspectos fisiol6gicos de algunos
organismos acuicolas y por otro lado se ha reportado que la oxidacion del amonio y
nitrito, son inhibidas por la presencia de compuestos organicos, tales como el fenol, p-y
o- cresol, en donde se desconoce gran parte de la informacién cinética y metabdlica del

proceso nitrificante.

Debido a que es escasa la informacion sobre el estudio metabdlico y cinético de la
nitrificacion en presencia de m-cresol en cultivos nitrificantes, en este trabajo se
propone contribuir y enriquecer dicha informacién, para lo cual se cuantificaran las
concentraciones de N-NHs*, N-NOs’, N-NO2" y C-m-cresol, asi como las velocidades
especificas de consumo y velocidades especificas de formacion de producto, por lo que
la importancia de este estudio recae en el entendimiento del proceso metabdlico de las
bacterias amonio y nitrito-oxidantes que forman parte de un consorcio nitrificante

aplicado a un sistema SBR en presencia del m-cresol.

3.2 Justificacion

La contaminaciéon con amonio y compuestos fendlicos, en este caso particular, el m-
cresol hacen necesario un tratamiento previo a la descarga de los efluentes
contaminados debido a los efectos toxicos que genera.

Para que el tratamiento biolégico de aguas residuales sea eficaz, debera garantizar la
eliminacion de los compuestos inhibitorios y/o tdéxicos en su proceso, es por ello que en
este estudio se plantea evaluar el efecto que pudiera tener el m-cresol en la nitrificacion
utilizando un sistema SBR, analizando las diferentes variables de respuesta del proceso
nitrificantes tales como la eficiencia (E = %), rendimiento producto/sustrato (Yprs),
velocidades especificas de consumo de amonio (gs), velocidades especificas de

formacién de nitrato (gp) y crecimiento microbiano.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

= Analizar y evaluar el efecto del m-cresol sobre un consorcio nitrificante presente

en un reactor de lotes secuenciados.

4.2 Objetivos particulares

» Caracterizar fisiologicamente el proceso nitrificante en un sistema SBR en

ausencia de m-cresol.

» Analizar el efecto de diferentes velocidades de carga de C-m-cresol (25 — 300
mg/Ld) sobre variables de respuesta, tales como eficiencia, rendimiento
producto/sustrato, velocidades especificas de consumo de amonio, velocidades

especificas de formacién de nitrato y crecimiento microbiano.

16




5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Fuente de in6culo

Como fuente de indéculo para el SBR, se utilizO un cultivo nitrificante en estado
estacionario. El reactor, con un volumen de operacion de 3 L, fue operado por mas de 3
afios con una agitacion de 200 rpm, una temperatura constante de 30°C, un pH de 8.0 +
0.5 y un tiempo de retencion hidraulica de 2.2 d. El reactor fue aireado de manera
continua con 2 volimenes de aire por volumen de liquido por minuto (vvm), con una
concentracion promedio de proteina microbiana de 0.36 + 0.04 g/L. El medio de cultivo
estuvo compuesto por dos medios (A y B), los cuales fueron alimentados al reactor por
separado para evitar la precipitacion de algunos componentes. Un volumen de 200 mL
del medio A fue diluido en un litro de agua para poder obtener la siguiente composicion
de nutrientes (g/L): (NH4)2SOa4 (5.9), NH4ClI (4.8), KH2PO4 (7.0), MgSO4 (3.0), y NaCl
(5.0), obteniendo una concentracion total de N-NHs* de 500 mg/L. Por otro lado, la
composicion de nutrientes del medio B fue la siguiente (g/L): CaCl26H20 (0.4) y
NaHCOs (40.4), el cual actio como solucion amortiguadora del pH y como fuente de
carbono. Ambos medios A y B fueron alimentados con un flujo de 1.19 y 0.26 Led,
respectivamente. También fue adicionado diariamente de manera individual
FeSO4¢7H20 al reactor a 0.01 g/Led.

5.2 Reactor de lotes secuenciados nitrificante

5.2.1 Composicion del medio de cultivo

El reactor SBR, fue inoculado inicialmente con una concentracion de lodo de 200 mg
proteina de biomasa/L. El medio usado para el cultivo SBR, fue representado por una
mezcla de dos medios (A y B). La composicion quimica del medio A fue de (g/L):
(NH4)2S04 (0.59), NH4ClI (0.48), KH2PO4 (0.70), MgS0a4 (0.30), y NaCl (0.50). El medio
B consisti6 de (g/L): CaClz#6H20 (0.01) y NaHCOs3 (0.90). El medio A y B fueron
bombeados a 33 y 67 mL/min respectivamente. También fue adicionado diariamente en
el reactor FeSO4¢7H20 a una concentracion de 0.01 g/L. Por consiguiente se mantuvo

una relacion C/N de 3.0 (sin la adicion de m-cresol).
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5.2.2 Operacion del reactor de lotes secuenciados n itrificante

Se utilizé un SBR a escala laboratorio con un volumen de trabajo de 1.5 L, el cual fue
operado con ciclos de tratamiento de 12 h. Cada ciclo fue conformado por los cuatro
siguientes periodos: Llenado (15 min, correspondiente a un llenado con agitacién y
aireacion), Reaccion (11 h de aireacion-agitacion), Sedimentacion (44 min) y vaciado (1
min). Cada uno de los periodos de funcionamiento fue controlado de manera automatica
mediante el programa Labview (Labotarory Virtual Instrumental Engineering Worbench,
National Instruments). El aire fue suministrado con un flujo constante de dos volumenes
de aire por volumen de liquido por minuto (VVM) y una agitacién constante de 300 rpm.
La temperatura fue controlada automaticamente a 30° C. El valor de pH inicial fue de 8

+ 0.5. En la figura 2 se muestra el montaje experimental del SBR nitrificante.

Figura 2. Montaje experimental del SBR nitrificante

18




En los estudios en presencia del m-cresol, se utilizé la metodologia anteriormente
descrita con una diferencia en los flujos de alimentacion. El medio A, B 'y C (m-cresol)
fueron introducidos en el reactor con un flujo de 33 mL/min durante 15 min,
respectivamente, para poder obtener concentraciones iniciales en el intervalo de 12.5 a
150 mg C-m-cresol/L. El estudio en presencia de m-cresol, fue iniciado con una
concentracion de 12.5 mg C-m-cresol/L, hasta alcanzar valores semejantes al proceso
SBR nitrificante sin  compuesto aromatico. Posteriormente se adicionaron las
concentraciones de 25, 50, 75 y 150 mg C-m-cresol/L, tomando como criterio la
eliminaciéon del compuesto aromatico y la estabilizacion en la respuesta de los
parametros del proceso respiratorio nitrificante.

Durante este estudio se tomaron diariamente muestras al final del ciclo SBR y a
diferentes intervalos de tiempo durante las 12 h de reaccion. Todas las muestras fueron
filtradas por medio de un filtro con tamafio de poro de 0.45 um y posteriormente fueron
analizadas para determinar la concentracion de proteina, N-NH4*, N-NO2", N-NO3", y m-
cresol. La eficiencia de consumo de N-NHs* (E- NH4* (g N-NH4* consumido/g N-NHz*
alimentado) x 100), rendimiento nitrificante (Yps, g N-NOs/g N-NHs4* consumido) y
velocidades especificas de la nitrificacion fueron determinadas para evaluar la
respuesta fisiolégica del lodo nitrificante en presencia de m-cresol. Las velocidades
volumeétricas de consumo de N-NH4* y de formacion de N-NOs™ fueron estimadas de las
cinéticas y expresadas como mgN/Leh. Con la concentracion de proteina de biomasa
nitrificante conocida y asumiendo que el 16% de la proteina microbiana total es
nitrdgeno, las velocidades especificas de consumo de N-NH4* (gs) y de formacion de N-

NOs (gp), fueron calculadas y expresadas como g N/g de N-proteina de biomasach.

5.3 Métodos analiticos

5.3.1 Determinacioén de la concentracion de N -NH4"

En un tubo de ensaye se adicionaron 10 ml de muestras estandares a partir de
soluciones de (NH4)2SO4 y 0.5 ml de MnSO40.003 M. A continuacion se adicionaron 0.5

ml del reactivo de hipoclorito (20 ml de cloro comercial aforados a 100 ml de H20
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destilada) y 0.6 ml del reactivo fenante (disolver 2.5 mg de NaOH en perlas y 10 de
Fenol blanco en 100 ml de agua destilada) y posteriormente se agitaron por medio de
un vortex para homogenizar la muestra. Después de 10 minutos, cuando la reaccion se

completd las muestras se midieron en un espectrofotometro a 630 nm.

5.3.2 Determinacion de la concentracion de nitrito y nitrato en HPLC

Para la determinacion de nitrégeno de nitrito y nitrégeno de nitrato se utilizo un HPLC
(High Performance Liquid Cromatography) marca Perkin EImer Serie 200 a una longitud
de onda de 254 nm, con una columna Waters IC-Pack Anion HR 4.6 X 75 mm y una
fase movil compuesta por una mezcla de 20 mL de gluconato, 20 ml de butanol y 120
mL de acetonitrilo aforados a 1 L de agua destilada, la cual fue transferida a un flujo de
1 mL/min. Se prepararon muestras estandares de N-NOs y N-NO2" con concentraciones
conocidas (10, 20, 30, 40 y 50 mg/L) a partir de NaNO2 y KNOs respectivamente, las
cuales fueron inyectadas en el HPLC para realizar la curva de calibracion.
Posteriormente, se inyectaron las muestras tomadas de cada una de las cinéticas
realizadas para obtener su concentracion, a través de la curva de calibracion. El valor
cuantificado fue calculado a partir de la ecuacion de la recta obtenida por los

estandares.

5.3.3 Determinacion de la concentracion de proteina  de biomasa

La medicion de proteina se basé en el método de Lowry, 1951, de acuerdo a la
metodologia reportada por Zepeda y col., 2003, para lo cual se preparé una solucion
estandar de albumina seroldgica bovina con una concentracion de 0.30 g/L. En cada
tubo se adicion6 1 ml de la muestra y se adicionaron 0.1 ml de NaOH 10 N, los cuales
se homogeneizaron por medio de un vortex. A continuacion se calentaron durante 20
minutos a 90°C. Posteriormente se adicionaron 5 ml de una mezcla de soluciones A + B
+ C (1 ml solucién A + 1 ml solucion B aforados a 50 ml con solucion C) a cada tubo.

La composicion de la solucion A (20 g de NaCOs en 1 L de NaOH 0.1 N), solucién B
(1.56 g de CuSOa4 * 5H20 en 100 ml de H20) y solucién C (2.68 g de tartrato de sodio y
potasio*4H.O en 100 ml de agua). A continuacion se agitaron los tubos vy

posteriormente se dejaron reposar en la oscuridad durante 30 minutos. Al finalizar el

20




tiempo de reposo se adiciond el reactivo Folin Fenol Reagent (1 ml) sin diluir a los
tubos, los cuales se agitaron vigorosamente y se dejaron reposar en la oscuridad por 2
h. Una vez terminado este procedimiento se cuantificé el concentrado de proteina de
cada una de las muestras por medio de la lectura de absorbancia a una longitud de
onda de 750 nm. La concentracion de proteina fue determinada mediante una curva de
calibracion construida a partir de una solucion estandar de albumina. El valor

cuantificado puede ser calculado de la ecuacion de la recta obtenida por los estandares.

5.3.4 Determinacioén de la concentraciéon del C-m-cr  esol

Para la determinacion del compuesto aromatico se utilizé el HPLC, (High Performance
Liquid Cromatography) marca Perkin Elmer Series 200, una columna C18, una fase
movil de acetonitrilo y agua HPLC en una proporcion de 60:40, una a longitud de onda
de 254 nm y un flujo de 1.5 ml/min, de acuerdo a la metodologia propuesta Zepeda y
col., 2003.

5.4 Pruebas abidticas del C- m-cresol

Para determinar la volatilidad del m-cresol se llevaron a cabo pruebas en ausencia de
in6culo (abidticas), para las cuales se utiliz6 una concentracion inicial de 50 mg C-m-
cresol/L bajo las mismas condiciones de operacion planeadas para el sistema SBR
durante un periodo de 24 horas.

Es importante mencionar que cada una de las pruebas realizadas y medicién de

muestras se realizaron por lo menos por duplicado.
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6. RESULTADOS

6.1 Curvas de calibracion

Se obtuvieron las siguientes curvas de calibracion a partir de los métodos propuestos,
de las cuales se hicieron repeticiones obteniendo un margen de error menor al 10 %.
La Figura 3, representa la curva de calibracion de N-NHs* mediante la técnica

colorimétrica.
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Figura 3. Curva de calibracion de N-NH  4*

Las Figuras 4 y 5 representan las curvas de calibracion realizadas en HPLC para

determinar las concentraciones de N-NO2"y N-NOs™
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En la figura 6 se observa la curva de calibracion de proteina de biomasa con una
R=0.9995.
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Figura 6. Curva de calibracion de proteina de bioma sa

6.2 Reactor continuo: Fuente de indculo

El reactor continuo nitrificante fue alimentado con una velocidad de carga de N-NHs*
constante de 194 + 4 mg/Led. Durante el tiempo de operacion del reactor, se obtuvo una
velocidad de produccién de N-NOs de 191 + 7 mg/Led, tal y como se observa en la
Figura 7. La velocidad de salida de N-NH4* permanecié baja con valores alrededor de
0.2 mg/L.d. En consecuencia, el lodo nitrificante alcanzo el estado estacionario, debido
a que las velocidades de carga y descarga en N-NHs* y N-NOsz  permanecieron
constantes. Bajo estas condiciones, la eficiencia de consumo de amonio (E-N-NH4") fue
cercana al 100% con un rendimiento de produccion en N-NOsz™ (Y-N-NOsz’) de 0.98.
Durante toda la operacion del reactor continuo, el nitrito no fue detectado en el cultivo.
En concordancia con el proceso netamente desasimilativo, la velocidad de produccion
en proteina microbiana fue baja y permanecio cercana a 12 mg/Led, lo que corresponde
a una velocidad aproximada de 1.9 mg N-proteina/Led. En estos términos, solo el 1%
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del nitrdogeno de amonio consumido fue utilizado para biosintesis de biomasa
microbiana. Por lo tanto, durante la operacion del reactor en continuo (3 afos), se
obtuvo un proceso nitrificante desasimilativo en régimen estacionario (y dada la escasa
acumulacion de biomasa, es posible decir que el cultivo operd en régimen estacionario-

estable).
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Figura 7. Perfiles del funcionamiento del reactor e  n continuo en estado estacionario estable.

6.3 Cinética nitrificante control del proceso de lo  tes secuenciados

Con el objetivo de determinar las caracteristicas nitrificantes del consorcio bacteriano en
ausencia de m-cresol, se trabajé durante 7 meses en un sistema SBR nitrificante con
dos ciclos de tratamiento al dia, tal y como se describe en material y métodos. En la
Figura 8, se presenta el perfil nitrificante obtenido en modo SBR antes de adicionar el
m-cresol. Es importante mencionar que la concentracién de biomasa durante el estudio
cinético fue estimada con una concentracion de 0.20 g de proteinal/L.

Como puede observarse en la Figura 8 el proceso nitrificante se llevo a cabo de manera
satisfactoria, obteniendo una eficiencia de consumo de amonio del 98% y un
rendimiento en la formacién de producto (N-NOz’) de 0.91. Ademas, al término del ciclo
de tratamiento (12 h), no se observo la presencia del intermediario (N-NOz2’), sustrato
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residual, asi como crecimiento significativo de la biomasa nitrificante, lo cual confirma

que dicho proceso fue netamente desasimilativo.
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Figura 8. Perfiles de N-NH 4, N-NO3"y N-NO;" del control del reactor SBR

Por otro lado, durante este estudio cinético se estimaron tanto las velocidades
volumétricas como las velocidades especificas del proceso respiratorio nitrificante, a
través de los perfiles de consumo de amonio y formacion de nitrato (Figura 8). En este
sentido en el sistema SBR nitrificante en ausencia del m-cresol, se obtuvieron los
valores de las velocidades especificas de consumo de sustrato (0.57 mg N-NH4*/ mg N-
proteina/L+h) y de formacién de producto (0.328 mg N-NOs/ mg N-proteina/ Leh). En
donde la eficiencia, rendimiento, crecimiento microbiano, velocidades especificas de
consumo de amonio y de formacion de producto, fueron utilizadas como parametros de

referencia del proceso nitrificante en ausencia del m-cresol (Tabla 4).

6.4 Cinética nitrificante en el proceso de lotes secuen  ciados en presencia del C-
m-cresol

Una vez estimado los valores de referencia del proceso nitrificante control, se procedio
a introducir el m-cresol en forma de carbono con el objetivo de evaluar el efecto de
dicho compuesto sobre el proceso respiratorio nitrificante bajo estudios cinéticos (12 h).

Durante esta fase de estudio, se introdujo el m-cresol, considerando la concentracion
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del carbono presente en este compuesto, de tal manera que las concentraciones
estudiadas en este trabajo fueron las siguientes: 12.5, 25, 50, 75 y 150 mg C-m-
cresol/L, las cuales fueron adicionadas por cada ciclo de tratamiento. Al término de los
estudios cinéticos de cada una de las concentraciones utilizadas, se determinaron los
parametros de referencia para poder llevar a cabo la comparacion con los parametros
obtenidos por el sistema SBR nitrificante control.

A continuacion se describen los resultados obtenidos durante los estudios cinéticos
nitrificantes en presencia de una concentracion de 12.5 mg C-m-cresol/L, en donde se
muestran los perfiles de consumo de amonio y de formacion de nitrato. Los perfiles
obtenidos con las concentraciones de 50, 75 y 150 mg C-m-cresol/L, se muestran en el
Anexo I.

Es importante mencionar que durante las pruebas abibticas no se observd una pérdida

significativa de m-cresol.

6.4.1 Concentracion 12.5 mg C-m-cresol /L

Al evaluar por primera vez el efecto de la presencia del m-cresol en el proceso
nitrificante, se utilizd una concentracion de 12.5 mg C-m-cresol/L, y un ciclo de
tratamiento en modo SBR de 24 h, debido a una posible disminucion de las velocidades
de consumo de amonio y de formacién de nitrato ocasionada por la presencia de la
materia organica (Texier y Gomez, 2007). Durante la primera cinética realizada a 12.5
mg C-m-cresol/L, definido como ciclo 7, se observd que durante las 24 h de duracion
del ciclo de tratamiento, el amonio no fue consumido en su totalidad, obteniendo una
eficiencia de consumo de amonio de 88% y un rendimiento de 0.98 (conversion total del
amonio consumido en nitrato) (Figura 9c¢). Ademas, durante el ciclo 7 de tratamiento se
estimaron las velocidades especificas de consumo de amonio (0.057 g N-NHa4*/g N-
proteinash) y velocidades especificas de formacion de nitrato (0.074 g N-NOs/g N-
proteinash), las cuales mostraron una disminucion con respecto al SBR nitrificante
control con valores de 89 y 77% respectivamente, observando que a pesar de obtener
una elevada eficiencia y rendimiento nitrificante, tanto el proceso respiratorio amonio-
oxidante como nitrito-oxidante fueron inhibidos significativamente por la presencia del

m-cresol.
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Posteriormente, siete dias después de haber realizado la cinética relacionada al ciclo 7
de tratamiento, se llevo a cabo un nuevo estudio cinético durante el ciclo 14 de
tratamiento (Figura 9). Durante este estudio cinético se pudo observar que el amonio
fue totalmente consumido, obteniendo una eficiencia del 98% y un rendimiento de 0.88.
Ademas, durante este estudio cinético se pudo observar que tanto las velocidades de
consumo de amonio, como las velocidades de formacion de nitrato, mostraron una
recuperacion obteniéndose valores en porcentaje de disminucion de 48 y 4%
respectivamente (Tabla 4). Estos resultados mostraron que las bacterias amonio-
oxidantes fueron mayormente afectadas por la presencia del m-cresol, debido a que
después de este periodo de reaccion unicamente recuperaron el 52% de la velocidad
de oxidacion de amonio a nitrito, mientras que las bacterias nitrito-oxidantes
recuperaron el 96% de la velocidad de oxidacion de nitrito a nitrato con respecto a los
valores obtenidos por el control. Una vez observada estabilidad en las variables de
respuesta del proceso nitrificante, se incrementaron los ciclos de tratamiento (2 ciclos
por dia), manteniendo constante la concentracion inicial del compuesto aromatico (12.5
mg C-m-cresol/L). Estas condiciones de trabajo fueron probadas durante 16 dias de
operacion hasta alcanzar el ciclo de tratamiento 31 (Figura 9). Al término de los 16 dias
de operacion, se pudo observar que el proceso respiratorio nitrificante no presenté
ningln cambio significativo con respecto a los valores obtenidos en el ciclo de
tratamiento 14, tal y como se observa en la Tabla 4. De esta manera, se pudo
corroborar que la presencia del m-cresol afectd en mayor proporcion a las bacterias
amonio-oxidantes, obteniendo un porcentaje de disminucion de 44 + 6% en las

velocidades especificas de consumo de amonio.
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Figura 9. Perfiles con una velocidad de carga de 12 .5 mg/L C-m-cresol

NOTA: Las cinéticas realizadas con concentracion 2l a 150 mg/Leciclo se presentan en el
ANEXO I.

6.4.2 Variables de respuesta del proceso nitrifican  te

En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos de: eficiencia (E %), rendimiento (Yps),
velocidades especificas de consumo de sustrato (gs), velocidades de formacion de
producto (gp) y proteina de biomasa, de cada una de las cinéticas realizadas.

Tabla 4. Eficiencias y rendimientos de las cinética s realizadas con diferentes concentraciones de

C-m-cresol
Ciclo C- m-cresol NE4(*I;I_% Yws (N-NO3) Qs dp Disrgin(t;/r;;én Disrgin(t;/coi)én (E)?th(e(?zgaéi/él_?
(Cor;Ltrol) 0 97.7 0.91 0.52 0.328 0.22
7 12.5 88.37 0.98 0.057 0.074 89 77 0.216
14 125 97.9 088 0272 0.316 48 4 0.218
31 125 97.7 088 0312 0301 40 8 0.22
34 25 97.7 0.83 0.346 0.313 33 5 0.24
44 25 97.7 0.78 0.355 0.218 32 34 0.24
46 50 97.7 076 0373  0.233 28 29 0.24
56 50 97.7 067 0339  0.193 35 41 0.26
74 75 97.7 0.71 0.328 0.125 37 62 0.4
98 75 97.7 0.69 0.171 0.093 67 72 0.5
114 150 97.7 0.64 0.118 0.057 77 83 0.65
132 150 97.7 0.60 0.101 0.07 81 79 0.68
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Como se observa en la Tabla 4, la eficiencia de consumo de amonio de manera general
no presento ningun cambio significativo durante la presencia del m-cresol con respecto
al control, obteniéndose porcentajes de consumo de amonio de 98%. Sin embargo, los
valores de conversion de amonio a nitrato (Yps) mostraron una disminucion significativa,
observandose de manera general una relacion directa de la disminucion del rendimiento
con el incremento de la concentracion del m-cresol (Tabla 4).

En lo que respecta las velocidades especificas de consumo de amonio y de formacion
de nitrato, se puede mencionar que hasta una concentracién de 25 mg C-m-cresol/L, las
bacterias amonio-oxidantes son mayormente afectadas que las bacterias nitrito-
oxidantes. Posteriormente a partir de la concentracion de 50 mg C-m-cresol/L, se puede
observar que tanto las bacterias amonio-oxidantes como las nitrito-oxidantes son
afectadas en la misma proporcion, observandose adicionalmente que el incremento en
la disminucién de dichas velocidades se encontré directamente relacionado al
incremento de la concentracion del m-cresol (Tabla 4). Ademas también se observo que
dicho fendmeno estuvo relacionado con el incremento de la biomasa tal y como se
muestra en la Tabla 4, en donde se observé un incremento significativo de la proteina
de biomasa a partir de la concentracion de 50 mg C-m-cresol/L. De esta manera se
puede mencionar que hasta una concentracion de 25 mg C-m-cresol/L el proceso
nitrificante fue netamente desasimilativo y que a partir de la concentracion de 50 mg C-
m-cresol/L, el proceso nitrificante es modificado metabdlicamente a un proceso
asimilativo, lo cual podria explicar el crecimiento microbiano y la disminucion del

rendimiento nitrificante.

6.4.3 Comportamiento del C-m-cresol en el proceso n itrificante

Las muestras obtenidas durante los estudios cinéticos en presencia de C-m-cresol se
midieron a través de HPLC para cuantificar la concentracion del compuesto aromatico.
En este sentido se pudo observar que desde el primer punto de muestreo (30 minutos),
ya no se encontraba presente el C-m-cresol. Sin embargo, se observo la presencia de
otro compuesto (intermediario), el cual no pudo ser identificado ni cuantificado. Una
posible explicaciébn a este comportamiento es que la oxidacién del C-m-cresol, es
realizada inmediatamente, tal y como lo describe Texier y Gomez, 2007, en donde se

30




estudio el p-cresol en presencia de un consorcio nitrificante, y este compuesto fue
oxidado casi por completo a los 8 minutos de reaccion. Por otro lado, también es
importante mencionar que al incrementar la concentracion de C-m-cresol, se observo un
cambio metabdlico significativo, observdndose la transicion de un proceso netamente
desasimilativo a uno asimilativo, representado por el crecimiento microbiano y por la

disminucién del Yps.
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7. DISCUSION

Condiciones pseudo estacionarias fueron mantenidas a través de 7 meses de operacion
en modo SBR con eficiencia de consumo de amonio del 98%, rendimiento nitrificante
(Ypis) en el intervalo de 0.98 - 0.60, observando que la presencia del m-cresol, provoco
una disminucién en el rendimiento y velocidades especificas de consumo de amonio y
formacion de nitrato. Asimismo, al adicionar el m-cresol al proceso nitrificante se
observd que hasta una concentracion de 25 mg C-m-cresol/L, las velocidades
especificas de consumo de amonio presentaron un mayor porcentaje de disminucion
que las velocidades de formacion de nitrato, sin observar la acumulacion de nitrito o de
m-cresol, sugiriendo que las bacterias nitrito-oxidantes son mas tolerantes a la
presencia del m-cresol que las bacterias amonio-oxidantes. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Zepeda y col., 2003, 2006, en donde se observé que el
benceno, tolueno y m-xileno inhibieron principalmente la actividad de las bacterias
amonio-oxidantes. En este sentido, varios trabajos han reportado que la enzima amonio
monooxigenasa (AMQO) se encuentra involucrada en la oxidacion de una amplia gama
de hidrocarburos (Hyman y col., 1985; Keneer y Arp, 1993, 1994; Duddleston y col.,
2002), donde el efecto inhibitorio de los compuestos organicos sobre el proceso
respiratorio de la oxidacion de amoniaco fue debido a un efecto competitivo sobre el
sitio activo de esta enzima de acuerdo a McCarty, 1999.

Por otro lado, el lodo nitrificante fue capaz de tolerar hasta 150 mg de C-m-cresol/L en
un cultivo en modo SBR, la cual corresponde a una velocidad volumétrica de 300 mg
C/Led, con una eficiencia de consumo de 98%, rendimiento Yps de 0.62 + 0.03,
velocidades especificas de consumo de 0.110 £ 0.012 g N/g de N-proteina y
velocidades especificas de formacion de nitrato 0.064 £ 0.009 g N/g de N-proteina.
Ademas los resultados indicaron que el lodo nitrificante fue capaz de oxidar el m-cresol
en intermediarios, los cuales posteriormente fueron totalmente consumidos. Amor y col.,
2005 durante el estudio de la biodegradacion del fenol y su efecto sobre la nitrificacion
en un reactor continuo de lodos activados, obtuvieron una velocidad especifica de
eliminaciéon de fenol de 225 mg DQO/g SSVed correspondiente a 94 mg fenol/g SSVed,

manteniendo una velocidad de carga de 140 mg N-NH4+/Led, la cual fue similar a la
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velocidad de carga empleada en este trabajo (100 mg N-NH4+/Led). Estos autores
observaron una alta eficiencia de consumo, y un efecto significativo en el rendimiento
nitrificante. En este sentido Amor y col.,, 2005, sugirieron que la disminucion del
rendimiento nitrificante se debid a que el amonio fue asimilado por los microorganismos
heterotréfos debido a que la biomasa incrementd sustancialmente en el reactor, lo cual
explicaria el incremento significativo de biomasa en nuestro estudio a partir de la
concentracion de 50 mg C-m-cresol/L (Tabla 6). Por otro lado, también se ha observado
que al incrementar la relacién C/N, por la adicion de materia organica se presenta una
disminucién de la actividad nitrificante del consorcio microbiano, debido posiblemente al
incremento de la microflora heterotrofica disminuyendo el amoniaco o el oxigeno
disponible para la nitrificacion (Hanaki y col., 1990; Van Niel y col., 1993; Wiesmann,
1994; Delgado y col., 2004). En este sentido en el cultivo control sin m-cresol, la Unica
fuente de carbono provino del bicarbonato del medio de cultivo, obteniéndose una C/N
de 3.0, observandose que bajo estas condiciones de trabajo se obtuvo un rendimiento
de biomasa muy bajo (0.01 g de N-proteina/g N-NH4* consumido), indicando un proceso
nitrificante desasimilativo. Sin embargo cuando se introdujo el m-cresol a 12.5, 25, 50,
75, y 150 mg C-m-cresol/L, se obtuvo un incremento en la relacion C/N de 3.25, 3.5,
4.0, 4.5y 6.0, lo cual explicaria el cambio de un proceso netamente desasimilativo a
uno asimiltivo apartir de la concentracion de 50 mg C-m-cresol/L, correspondiente a una
relacion C/N de 4.0. Resultados similares fueron reportados por Texier y Gomez, 2007,
quienes trabajando con p-cresol observaron un proceso nitrificante netamente
desasimilativo a una concentracion de 150 mg p-cresol y una relacion C/N de 3.5.

Por otra parte, durante este trabajo se observo que el lodo nitrificante fue capaz de
oxidar al amonio y m-cresol de manera simultanea sin importar la concentracion inicial
del compuesto aromatico, esto podria ser probablemente obtenido debido al empleo del
sistema SBR, el cual promovio la estabilidad metabdlica de los microorganismos
responsables de la oxidacidon del m-cresol. Este fendmeno ha sido previamente
reportado en los sistemas SBR, los cuales han permitido incrementar la estabilidad
fisiologica de los microorganismos a través de los ciclos de tratamiento (Texier y
Gomez, 2004).
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Ademas diferentes trabajos con Nitrosomonas europaea han reportado la capacidad de
la AMO para oxidar simultaneamente el amoniaco y compuestos organicos, generando
la acumulacion de los productos de la oxidacion en el medio de cultivo (Keener y Arp,
1993, 1994; McCarty, 1999). De esta manera las bacterias heterotroficas del consorcio
microbiano pueden también estar involucradas en el consumo del m-cresol y de los
intermediarios producidos en el cultivo nitrificante de acuerdo a lo sugerido por Zepeda
y col., 2003, 2006.

Esto podria explicar por que la eficiencia de consumo de amoniaco y la oxidacién del m-
cresol no fueron afectadas. Ademas, la tolerancia al m-cresol por parte del lodo
nitrificante podria ser obtenida principalmente por el incremento en la capacidad
metabdlica de los microorganismos para consumir m-cresol, la cual seria inducida por el

sistema SBR y no por el incremento de la biomasa microbiana.
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8. CONCLUSIONES

Los estudios cinéticos mostraron que el sistema control del proceso nitrificante en
modo SBR trabajé de manera adecuada, obteniéndose una eficiencia del 98% y un
rendimiento de 0.91. Una vez adicionado el compuesto fendlico a 12.5 mg/L por primera
vez, la eficiencia y el rendimiento no mostraron cambios; sin embargo las velocidades
especificas de consumo y de sustrato disminuyeron (gs= 0.057 y gp =0.074). Ademas,
se observd que conforme se aumentaron los numeros de ciclos con la misma
concentracion de compuesto fendlico, las velocidades especificas mostraron valores
cercanos al control (E%=97.7 y Y=0.907).

A través de los resultados obtenidos con este trabajo se pudo observar que las
bacterias amonio oxidantes son mas susceptibles a la presencia del m-cresol, la cual
puede ser corroborada con el porcentaje de disminucion de las gs y el porcentaje de
disminucién de las qp.

Por otro lado, a partir de la carga volumétrica de 50 mg/L por ciclo del compuesto
fendlico, la gs y gp disminuyeron significativamente.

Ademas, se observo que puede existir la oxidacion simultanea de amonio y m-cresol.

A partir de una relacion C/N de 4.0, se observd una modificacion del proceso
respiratorio asimilativo a desasimilativo, provocando una disminucion en el rendimiento
nitrificante Ypss, debido al incremento de la biomasa nitrificante.

El reactor SBR favorecio la estabilidad metabdlica para llevar a cabo la oxidacién del m-
cresol), debido al principio de su funcionamiento.

Se observd la biotransformacién del compuesto fendlico en un tiempo menor a 30
minutos.

Se observo la presencia de intermediarios, los cuales no fueron identificados.
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ANEXO 1

Cinéticas realizadas con concentracion de 25 a 150

mg/Leciclo

Tiempo (h)

10
a5 N 50
— . a5
= < 40
> 37
Ew E, 35
;S & ——CiCL0 33 30 p
g ® ——CicL0 3 o s ——cicLo 44 25
=) ——cicion =
g . g 20 —— e
5 5 ° 15 —_—
O 1 S, coons
10
s
N 5
o o ] o
o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 a4 5 6 7
Tiempo (h) Tiempo (h) 2 4 6
Tiempo (h)
50 10 s
a5 ° s
z % z ®
B 3
B ——cio E. |
g g
E 20 ——CICLO 56 g » el C|CLO 46
8 5 3. —iCLO 56
2 2
) 8w
5 1 :
0 0
0 1 2 3 4 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
50 10 35
45 9
30
Z 40 8 z
]
S % z 7 - 25
£ 3 2
c ¥ —X——cicLO74 g6 £
e s —e——cicLom § 5 ——ciclo74 5 20
£ g ——cci0m 3
= 4 S5
@ g < .
8 g 2 —a—cicioss
5 S 2 10
S 10 o
2 S
5 i 5
04
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 o - - 0
0 1 2 3 4 5 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
50 s 50
45
45 45
40
= 40 2 4 z
_ = 35
s S5 E) —X—x
? > € 3 __x/x
c E s S '
k<] —{—CICLO 132 5 el CICLO 114 S ®
S S
& —e—cclons g 25 —e—cilom £
5 g £
c z 2 2
g 8 s 15 —.——CICLO 114
g S 15 o ——CICLO 132
o 10
o (&) 1
5
05
o
v N : " y : 0y OO — S—"1 o 1 2 3 4 5 6 7 8
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (h)

Tiempo (h)

a7




	Microsoft Word - PORTADA.pdf
	Microsoft Word - 1 PRIMERAS HOJAS TESIS.pdf
	Microsoft Word - 2 DEDICATORIA.pdf
	Microsoft Word - 3 TESIS PAG 1-47.pdf



