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Introduccién

1. Introduccioén

La eutrofizacibn es un problema de contaminacion del agua debido al
enriguecimiento excesivo de nutrientes (nitrégeno y fésforo), que provoca el
aumento de la produccién de biomasa y afecta asi la calidad del agua y los
ecosistemas. La escorrentia agricola y urbana, la ganaderia, la acuacultura, la
industria (en particular la de alimentos y papel) y las aguas residuales que no
reciben tratamiento son las principales fuentes de contaminacion por compuestos
nitrogenados.

Existen diferentes alternativas para mitigar este problema, entre las que se destacan
los procesos biolégicos. La remocidn total de nitrdgeno por esta via se basa en el
acoplamiento de la nitrificacion y la desnitrificacion microbianas. La nitrificacion
consiste en la oxidacién aerobia del amonio a nitrito y luego a nitrato; cada una de
las etapas de esta reaccion es catalizada por un grupo distinto de bacterias
autotrofas (i. e., que utilizan fuentes inorganicas de carbono). En la desnitrificacion,
el nitrato se reduce a N2 en condiciones anoxicas gracias a la accion de bacterias
heteroétrofas (i.e., que utilizan compuestos organicos como fuente de carbono).

La nitrificacion y la desnitrificacion son la base tanto del ciclo biogeoquimico de este
elemento a nivel planetario como de los bioprocesos de eliminacion del nitrégeno
del agua. En ambos casos, el factor critico es la actividad de los grupos bacterianos
implicados. En el caso particular de la desnitrificacion, otro factor crucial es la
relacion carbono:nitrégeno (C:N) de las aguas residuales, ya que la falta de carbono
organico compromete la actividad de las bacterias heterotrofas. Este problema se
presenta en diferentes tipos de agua, tales como los efluentes acuicolas o la de
acuiferos impactados por actividades agricolas.

En este trabajo se busco contribuir al desarrollo de procesos bioldgicos de remocion
total de nitrégeno de aguas residuales con un desbalance en la relaciéon C:N. Con
tal fin, nos propusimos aislar bacterias nitrificantes y desnitrificantes a partir de
muestras de agua natural. Asi mismo, nos planteamos como objetivo estudiar la
factibilidad del uso de tres materiales vegetales de bajo costo como fuentes
exdgenas de carbono, que permitieran el tratamiento de efluentes con relaciones
C:N desproporcionadamente bajas.
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2. Marco teorico
2.1 El nitrogeno en el medio acuatico

El nitrégeno es un nutriente esencial para la sintesis de proteinas, acidos nucleicos,
fosfatos de adenosina, nucleétidos de piridina y una gran variedad de biomoléculas
(Hagopian y Riley, 1998).

En el agua la quimica del nitrégeno es compleja, debido a que este elemento puede
tener diferentes estados de oxidacion a raiz de la accién de organismos vivos. Sin
embargo en los sistemas acuaticos solo predominan unas cuantas especies, a
saber nitrégeno organico, N-NH4*, N-NO2" y N-NOs'.

El nitrbgeno organico se refiere principalmente al nitrégeno contenido en
compuestos de desecho provenientes de organismos vivos y muertos, tales como
proteinas, polipéptidos, aminoacidos y urea, en donde el nitrégeno tiene un estado
de oxidacion de -3.

El N-NH4" puede originarse por la amonificacion del nitrdgeno organico o bien por
el equilibrio acido-base del NH3z (Ecuacion 2.1), que es un producto quimico de
amplio uso industrial. En ambos compuestos (i. e., NHs* y NH3), el estado de
oxidacion del nitrogeno también es -3.

NHs + H* <> NHg* (2.1)

El N-NOz existe en el agua en un estado de oxidacion intermedio (+3) y en un
intervalo de potencial redox (pE) relativamente estrecho (Manahan, 2007). Una
fuente de nitritos es la oxidacion del NH4* por parte de bacterias nitritantes autotrofas
(8 2.3). Asi mismo, suele afadirse ion nitrito a algunas aguas de procesos
industriales como inhibidor de la corrosion. Sin embargo, esta forma del nitrogeno
rara vez se encuentra en concentraciones mayores que 1 mg/L, incluso en los
efluentes de las plantas de tratamiento de efluentes. Su concentracidon en aguas
superficiales y profundas es bastante menor que 0.1 mg/L (Sawyer et al., 2001).

Por ultimo, cuando se encuentra en forma de nitratos, el estado de oxidacion del
nitrdgeno es maximo e igual a +5. La especie N-NO3™ se asocia por lo general a la
aplicacion de fertilizantes. Los nitratos suministrados en exceso a las necesidades
de la vida vegetal son transportados por el agua que se filtra a través del suelo,
debido a que éste no tiene la capacidad para retenerlos. Por esta razon, la
contaminacién del agua de escorrentia agricola y del agua subterranea debida a
esta especie es bastante comun.
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2.2 Efectos de la contaminacion del agua por compuestos nitrogenados

Los efectos de los contaminantes nitrogenados son diversos. El nitrégeno orgénico,
el amonio y los nitritos son especies que consumen el oxigeno disuelto y que
deterioran la calidad del agua al generar grandes zonas hipdxicas (“muertas”) como
las que existen en el Golfo de México y en la Bahia Chesapeake (Schmidt y Clark,
2013).

En el caso especifico del N-NH4*, su toxicidad se atribuye a la concentracion de la
especie no ionizada con la que esta en equilibrio (NH3z; Ecuacion 2.1). Esto se debe
a su habilidad para moverse a través de las membranas celulares (Ramirez et al.,
2013). Dado que la exposicion crénica a bajas concentraciones de NH3z reduce el
crecimiento de peces y aumenta su susceptibilidad a enfermedades, es necesario
limitar la presencia de este contaminante en el medio acuatico natural.

Por otra parte, en 1940 se descubrié que el agua potable con alto contenido de
nitratos causa metahemoglobinemia en nifios. A partir de investigaciones en lowa,
Minnesota y Ohio, en donde el problema habia sido mas agudo, se concluyo que se
debe limitar la concentracion de N-NOs™ en el agua de suministro (Sawyer et al.,
2001). El mecanismo de toxicidad de esta especie es la transformacion irreversible
de la hemoglobina a metahemoglobina, ya que esta Ultima es incapaz de unirse al
oxigeno y transportarlo por el sistema circulatorio (Ramirez et al., 2013).

No obstante, el problema mas grave asociado a los compuestos nitrogenados es la
eutrofizacion. El término eutrofizacion, derivado de la palabra griega que significa
“bien nutrido”, describe una condicién de los lagos o embalses que conlleva el
crecimiento excesivo de algas. Aunque una cierta productividad de éstas es
necesaria para sostener la cadena alimenticia en un ecosistema acuatico, el
crecimiento en exceso bajo condiciones eutrdficas puede eventualmente llevar a un
deterioro severo del reservorio o cuerpo de agua (Manahan, 2007). Por esta razén
la ONU (2014) considera que la eutrofizacion es el problema de contaminacion del
agua mas extendido en el mundo.

2.3 Remocién bioldgica de nitrogeno

Para la eliminacién de compuestos nitrogenados del agua pueden usarse tanto
métodos fisicoquimicos como microbioldgicos. A diferencia de los primeros, que se
basan esencialmente en técnicas de separacion, los procesos bioldgicos resuelven
el problema de raiz y son por lo tanto los mas aplicados.

Los métodos biolégicos pueden ser asimilativos o desasimilativos. En un tratamiento
asimilativo, los contaminantes se incorporan a la biomasa algal o vegetal y

3
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contribuyen a mantener un miniecosistema. Si el proceso se opera adecuadamente,
este ecosistema en miniatura reduce el impacto global del proceso de tratamiento
del agua (Ramirez et al., 2013).

Los tratamientos desasimilativos se basan en una serie de reacciones redox que
trasforman los contaminantes en compuestos inorganicos inocuos por accién
bacteriana (Martins et al., 2010). Estos métodos permiten la eliminacién completa
del N, ya que sus productos finales son CO2y Nz (Cervantes et al., 2000). Esto ocurre
por el acoplamiento de la nitrificacion (Ecuacién 2.2) y la desnitrificacion (Ecuacion
2.3).

NH4+ + 20, o NO3 +2H" + H,O (22)

NOs + 5/4 {CH,0} + H* —> 1/2 N, + 5/4 CO, + 7/4 H,0 (2.3)

La nitrificacion (Ecuacion 2.2) se lleva a cabo bajo condiciones aerobias y en dos
etapas: i) oxidacion de amonio a nitrito (Ecuacion 2.4) y ii) oxidacion de nitrito a
nitrato (Ecuacion 2.5). No se tiene conocimiento de ningln microorganismo que por
si solo oxide directamente el amonio a nitrato (Cervantes et al., 2000).

80.7NH4*+114.505 + 160.4HCO3s —> CsH/NO> + 79.7NO> + 82.7H-0 + 155.4H,CO3 (24)

134.5 NO> + NHs*+ 62.25 O, HCO3 + 4H,CO3——>CsH/NO> + 134.5 NO3 + 3H>0 (25)

Por lo general, el proceso desnitrificante (Ecuacion 2.3) ocurre en medios anoxicos,
e implica la oxidacion de compuestos organicos que fungen como fuentes de
carbono y de energia, y la reducciéon de los nitratos a nitrdgeno molecular en su
calidad de aceptores de electrones. Esta reduccién ocurre en varias etapas, Yy
necesita la accion de varias enzimas. Asi, la primera etapa de la desnitrificacion (i.
e., la reduccion del nitrato a nitrito) se lleva a cabo gracias a la nitrato reductasa.
Luego, la nitrito reductasa y la éxido nitrico reductasa convierten sucesivamente el
NO2 a NO y a N2O. Por ultimo, la transformacion del N2O a Nz es catalizada por la
oxido nitroso reductasa. Esta enzima se inhibe fuertemente por la presencia de
oxigeno; si esto ocurre, el producto final de la desnitrificacion sera el N2O, que es
un gas de potente efecto invernadero. En consecuencia, la eficacia y la
sustentabilidad del proceso desnitrificante dependen de que se evite la presencia
de oxigeno en el sistema de tratamiento.

Las bacterias nitrificantes y desnitrificantes son esenciales en el ciclo biogeoquimico
del nitrdgeno, que se muestra en la Figura 2.1.
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Figura 2.1 Ciclo del nitrégeno (tomado de Tortora et al., 2007).

2.3.1 Bacteriologia de la nitrificacion

La nitrificacion ocurre gracias a un grupo de géneros bacterianos (llamados
nitritantes) capaces de oxidar el amonio a nitrito porque lo utilizan como fuente de
energia. Posteriormente, los géneros de bacterias nitratantes utilizan como fuente
de energia al nitrito y lo oxidan a nitrato. Ambos grupos son quimioautoétrofos, es
decir, se caracterizan por su habilidad para utilizar compuestos inorganicos como
fuente de carbono (CO2 y HCO3).

Las bacterias nitrificantes poseen mecanismos de supervivencia que les permiten
encontrarse distribuidos universalmente en ecosistemas terrestres y acuaticos. Se
han aislado incluso de escombros de la construccion (Hagopian y Riley, 1998).

Las principales bacterias implicadas en la primera fase de la nitrificacion pertenecen
a los géneros Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosolobus y Nitrosovibrio. En la
segunda fase participan Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina.

Nitrosomonas europea es la mas citada y ampliamente estudiada de las bacterias
nitritantes; tiene un tamafno promedio de 0.8 x 1-2 um y es ubicua en suelos. Otras
especies de Nitrosomonas tienen dos flagelos y se encuentran en agua y
sedimentos marinos (Hagopian y Riley, 1998).
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Todos los miembros de la familia Nitrobacteraceae son Gram-negativos y no
esporulados; pueden ser esféricos, bacilares o espirales.

2.3.2 Bacteriologia de la desnitrificacion

Las bacterias implicadas en la desnitrificacion son bioquimica y taxonémicamente
muy diversas. La mayoria son heterotrofas (i. e., utilizan compuestos organicos
como fuente de carbono), y algunas de éstas utilizan compuestos de un solo
carbono. Otras son autoétrofas y crecen en presencia de H>y CO2 o compuestos
reducidos de azufre (Knowles, 1982).

Las bacterias con capacidad de desnitrificacién pertenecen a una amplia variedad
de grupos que abarcan distintas caracteristicas fisiolégicas. Los organismos
desnitrificantes son frecuentes en las clases alfa y beta de las proteobacterias,
aungue no existe un patron reconocible de distribucion (Zumft, 1997).

La desnitrificacion se considera un proceso de accion comunitario, ya que no todos
los microorganismos implicados realizan la reduccion del NOs, sino que se
completa con la accion enzimatica de diversas bacterias (Wallenstein et al., 2006).
En la mayoria de los habitats existe un potencial de desnitrificacion, pero se cuenta
con poca informacion acerca de los organismos que llevan a cabo dicho proceso.
Los géneros mas mencionados en la bibliografia son Pseudomonas y Alcaligenes
(Knowles, 1982).

En sedimentos de agua dulce existen densidades de bacterias desnitrificantes que
indican un considerable potencial de desnitrificacion; aunque no se les tiene bien
identificadas, con frecuencia son Pseudomonas. Las bacterias reductoras de NOz
también se representan por los géneros Aeromonas y Acinetobacter, asi como por
miembros de las enterobacterias (Knowles, 1982).

2.4 Aislamiento de bacterias implicadas en la remocién de nitrégeno
2.4.1 Aislamiento de bacterias nitrificantes

La dificultad para cultivar y aislar cepas puras de bacterias nitrificantes a partir de
muestras de origen natural, como suelos o agua, estd ampliamente reportada en la
bibliografia (Stephen et al., 1996). Esto se debe a que el rendimiento energético de
la oxidacion del amonio es bajo, lo que se traduce en rendimientos de produccion
de biomasa, velocidades especificas de crecimiento (u) y velocidades de oxidacion
de N reducidos. Ademas, las colonias de Nitrosomonas no suelen ser mayores a
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100 um de diametro (Lewis and Pramer, 1958), debido a lo cual el crecimiento de
colonias visibles en medio sélido y la eliminacién de bacterias heterotrofas
residuales requieren meses (Stephen et al., 1996). Estas dificultades han limitado
la investigacion y la puesta en marcha procesos de remocion total de nitrégeno del
agua. A continuacion se resumen algunas investigaciones que se enfrentaron a
estas limitantes.

Por ejemplo, en el estudio de Shan y Obbard (2003), las bacterias nitrificantes se
aislaron a partir de agua de mar enriquecida con una solucion de 200 mg N-NH4*/L
a la que se agregaron esferas porosas de arcilla para retener a las bacterias. Los
resultados mostraron que después de diez dias de la inoculacién se produjo una
notable disminucién en la concentracidn de nitrdgeno amoniacal. La actividad de las
bacterias se verificO6 en ensayos por lote, en los que lograron disminuir la
concentracion de 2.75 a 0.5 mg N-NH4*/L.

En la investigacion de Josserand y Cleyet-Marel (1979), se tomd una muestra de
suelo de entre uno y dos gramos que habia sido enriquecida previamente con
bacterias nitrificantes. Se incubo a 28°C con medio especifico para Nitrobacter sp.
suministrado con 1 g/L de NaNOy, y posteriormente se tomaron muestras de forma
periodica para seguir la desaparicion del nitrato usando el reactivo de Griess-
llosvay. Cuando el nitrato se agotaba, 1 mL de inéculo se transferia a 10 mL de
medio fresco; esta operacion se realiz0 hasta eliminar la mayor cantidad de
bacterias heteroétrofas.

En el trabajo realizado por Brierley y Wood (2001), se tomaron dos muestras, una
gue mostraba potencial de nitrificacion y otra sin potencial de nitrificacién. Las
muestras, de aproximadamente 5 g de suelo, se colocaron en matraces de 50 mL
gue contenian 20 mL del medio minimo estéril y 0-1% de -alanina (como fuente de
carbono y nitrdgeno) y el pH se ajusté a 4.5. Los frascos se incubaron a 25°C y con
agitacion. Cada dos dias se realizaba la prueba para la oxidacion de nitrogeno
usando el reactivo de Griess-llosvay; al dar positiva se tomaba 1 mL del cultivo y se
transferia a medio fresco, lo que se realiz6 de manera periodica. Transcurridas 6
semanas de incubacion, los cultivos se sembraron en placas de agar de B-alanina
y libre de antibioticos para confirmar su pureza. Otra parte de los cultivos se
centrifug6é y se analiz6 colorimétricamente para determinar el amonio total y el
nitrégeno oxidado (Brierley y Wood, 2001).

2.4.2 Aislamiento de bacterias desnitrificantes

El aislamiento de este tipo de bacterias no es tan complicado como el de las
bacterias nitrificantes. Sin embargo, dos factores criticos para cultivar bacterias
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desnitrificantes son la seleccion de la fuente de carbono y el mantenimiento de
condiciones andxicas (i. e., la ausencia de oxigeno atmosférico).

El aislamiento de bacterias realizado por Green et al. (2010) se realizé a partir de
muestras de aguas subterrdneas expuestas a radionuclidos y nitratos. EI muestreo
se realiz6 en condiciones anodxicas. El enriquecimiento se realizé con un medio
sintético enriquecido con una mezcla de vitaminas y saturado con N2y CO» (80:20).
Se utilizaron cuatro diferentes concentraciones de nitrato (0.5, 1.0, 10 y 25 mM) y
cuatro fuentes distintas de carbono (acetato, 10 mM; lactato, 10 mM; una mezcla de
acetato, propionato, y butirato a 10 mM; y finalmente etanol 20 mM). Las
suspensiones se incubaron a 30°C y se realizaron trasferencias a medio fresco cada
10 dias; después de cuatro transferencias se cultivé en medio sélido. El andlisis de
secuencia de genes reveld que las colonias aisladas eran de cuatro géneros de
bacterias desnitrificantes (Green et al., 2010).

En el aislamiento de bacterias desnitrificantes aerobias realizado por Wang et al.
(2013), se partio de un medio mineral adicionado con succinato de sodio como
fuente de carbono. El inGculo consistio en una muestra proveniente de un estanque
de peces. Se inocularon 500 mL de muestra en 100 mL del medio mineral y se
cambid a medio fresco cada 4 dias. Los frascos se mantuvieron a 30°C y 160 rpm
(esto se repitio 5 veces). Después, la suspension bacteriana obtenida se inocul6 en
agar BTB solido y se mantuvo a 30°C por dos dias.

2.5 Tratamiento biologico de efluentes con baja relacién C:N

La eliminacion de residuos nitrogenados se basa en procesos biolégicos bien
conocidos, a saber, la ruta amonificaciobn - nitrificacion autétrotrofa -
desnitrificacion heterotrofa.

En la desnitrificacion, la relacién carbono-nitrégeno (C:N) es un parametro de disefio
muy importante. Aunque con frecuencia se recomienda una relacién de 10:1
(medida como DQO/NTK), algunos autores sugieren relaciones mucho mayores, de
20:1 6 30:1 (Fontenot et al., 2007). Es crucial seleccionar una relaciéon C:N
adecuada, ya que los valores demasiado elevados pueden poner en desventaja a
los microorganismos nitrificantes que también deben estar presentes (Islam et al.,
2009). En contraste, las bajas relaciones C:N limitan la desnitrificacion y pueden
causar acumulacion de NO2 en un proceso de remocion total de nitrogeno (Trois et
al., 2010).

Algunas fuentes de contaminaciébn generan efluentes con contenidos
desproporcionadamente altos de nitrogeno. Por ejemplo, las aguas de la industria
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optoeléctrica estan particularmente enriquecidas con nitrdgeno organico, ya que en
el proceso de fabricacion comunmente se utiliza etanolamina e hidroxido de
tetrametilo (Chen et al., 2003). Asi mismo, los sistemas de acuacultura intensiva, la
industria petroquimica, farmacéutica, de fertilizantes y de alimentos pueden generar
efluentes enriquecidos en NH4* (Carrera et al., 2003). Los procesos de fabricacion
de acero inoxidable generan aguas residuales con concentraciones de nitratos en
un rango de 500-1000 mg N-NOs3/L (Fernandez-Nava et al., 2010), mientras que en
aguas subterraneas afectadas por actividad agricola es usual encontrar 1-2 mg de
N-NOs/L (Rivett et al., 2008). En los casos anteriores apenas se encuentra materia
organica.

Cualquier desbalance de C:N requiere la adicién de fuentes de carbono exdgenas.
Una amplia variedad de compuestos se utilizan para este propésito, tales como
azucares, acidos organicos, alcoholes y aceites (Greenan et al., 2006), aunque el
metanol es el mas empleado (Fernandez-Nava et al., 2010). Recientemente se ha
dado mas importancia a materiales solidos como tallos de maiz, subproductos de
madera como astillas y aserrin (Warneke et al., 2010), paja de trigo (Soares y
Abeliovich, 1998), celulosa microbiana (Godini et al., 2011) y polimeros comerciales
a base de almidon (Zhang et al., 2012), entre otros materiales.

Para seleccionar una fuente de carbono se consideran muchos aspectos, como su
costo, velocidad de desnitrificacion y la potencial liberaciéon de compuestos téxicos.
El costo de las fuentes donadoras de carbono y la administraciéon de lodos son clave,
ya que representan mas de 50% del costo total del tratamiento de aguas residuales
(Fernandez-Nava et al., 2010). Otro aspecto importante a tener en cuenta es la
posibilidad de la contaminacion cruzada, que es el aumento en la concentracion de
un contaminante como resultado de una accidbn que busca eliminar otro
contaminante (Healy et al., 2012).

2.5.1 Uso de fuentes naturales de carbono

En el estudio de Jones et al. (2007), se evaluaron astillas de madera y paja de trigo
como fuentes de carbono para la desnitrificacion de agua residual acuicola. El
trabajo se realiz6 a escala de laboratorio en biorreactores de flujo ascendente que
se alimentaron con tres concentraciones distintas de NO3 (50, 120 y 200 mg/L). Los
resultados mostraron que tanto las astillas como la paja se pueden comparar con
medios plasticos comerciales, ya que permitieron la eliminacién del 99% de nitratos
en el flujo con la mayor concentracion de estos iones (200 mg/L). Los cambios que
se observaron fueron un aumento en el pH y una reduccién del pE del agua, asi
como una disminucion de la masa de los materiales solidos.
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Asi mismo, en la investigacion de Schulz et al. (2003) se trataron efluentes de la
industria acuicola en humedales. Estos efluentes se filtraron con arena de un
didmetro promedio de 1- 2 mm que se plantaron con brotes de cafia. Los caudales
del efluente que se hicieron pasar por el humedal fueron de 1, 3y 5 L/min. Después
de este tratamiento, las concentraciones de SST y DQO se redujeron 31.7 y 24.54%,
respectivamente. Las tasas de remocion de nitrégeno total Kjeldhal (NTK) variaron
de 49% a 68.5% y de 20.6% a 41.8% y se correlacionaron negativamente con las
tiempos de retencién hidraulica. La mejor depuracién del efluente se observé a un
tiempo de retencién hidraulica de 7.5 h.
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3. Planteamiento del problema vy justificacion

3.1 Planteamiento del problema

La eutrofizacion es la principal causa del deterioro en la calidad del agua en todo el
mundo (Diaz et al., 2012). Esto es resultado del enriquecimiento excesivo del agua
con nutrientes como el nitrégeno. Las principales actividades que ocasionan este
problema son la fertilizacién agricola y la ganaderia, que producen escorrentias
ricas en nutrientes. Por otra parte, las aguas residuales municipales e industriales
gue no reciben el tratamiento adecuado, el desague pluvial y las fugas de los
sistemas sépticos también contribuyen. Varios de los tipos de agua mencionados
presentan un desbalance en la relacion C:N.

Una solucion consiste en someter estos efluentes a un tratamiento biolégico que
remueva la totalidad del nitrégeno. Por lo tanto, en este proyecto nos propusimos
contribuir al desarrollo de un proceso de remocion total de nitrdogeno mediante: i) el
aislamiento de las bacterias implicadas en su biotransformacion vy ii) la seleccion de
un material natural de bajo costo que sirva como fuente de carbono exdgeno.

3.2 Justificacion

En los monitoreos de calidad del agua superficial realizados por la Comision
Nacional del Agua, se hace un seguimiento parcial del problema de contaminacion
por nutrientes, ya que solo se considera la concentracion de nitratos. Asi, en el
ultimo Informe de la Situacion del Medio Ambiente en México, Semarnat (2012)
reporté que en 27% de los sitios monitoreados se detectaron concentraciones
comprendidas entre 0.2 y 0.3 mg NOz7/L. En las regiones Golfo Norte y Golfo Centro
la situacién es mas grave, puesto que el 59 y el 89% de los sitios analizados
excedieron este rango. Dado que la OMS establece un maximo de 0.2 NO3z/L en
agua que se consumird a largo plazo para evitar metahemoglobinemia (Semarnat,
2012), es necesario contar con procesos de remocion total del nitrdgeno que
permitan mejorar la calidad de los cuerpos de agua nacionales
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4. Objetivos

4.1 General

Contribuir a la remocion total de nitrégeno de efluentes con baja relacion C:N
mediante la obtencion de poblaciones microbianas capaces de realizar las
biotransformaciones correspondientes (nitrificacion y desnitrificacion) y la seleccion
de un material natural como fuente exégena de materia organica.

4.2 Especificos

R

% Obtener poblaciones microbianas nitrificantes y desnitrificantes a partir de
enriquecimientos sucesivos de agua superficial.

R

% Verificar la actividad de las poblaciones aisladas en cultivos por lote.

R

% Caracterizar los extractos acuosos de tres materiales de origen natural (i .e.,
aserrin, cascaras de cacahuate y cebada) para seleccionar la fuente mas
adecuada de materia organica para un proceso desnitrificante.
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5. Materiales y métodos
5.1 Aislamiento de bacterias
5.1.1 Muestreo de agua de la presa “El durazno”

El muestreo se realizé en la presa “El durazno” (San Agustin Tlaxiaca, Hgo.), el dia
24 de enero de 2014. El agua se recolectd en distintos puntos del cuerpo acuatico
(Figura 5.1). Se tomaron tres muestras en condiciones asépticas en recipientes
estériles (Schott) con capacidad de 1 L, que luego se mezclaron.

Figura 5.1 Presa "El durazno”

5.1.2 Cultivo de bacterias

La obtencion de poblaciones microbianas nitritantes, nitratantes y desnitrificantes
se llevo a cabo por el mismo método y a partir de un medio especifico para cada
tipo de microorganismo.

Se colocaron 500 pL de las muestras de agua superficial por extension en placa en
cajas Petri que contenian medio sélido selectivo para el aislamiento. Se incubaron
a 27°C durante 7 dias, y se realizaron dos resiembras posteriores a partir de las
unidades formadoras de colonias (UFC) aisladas en la primera siembra.

Las UFC obtenidas en la ultima resiembra se inocularon en tubos inclinados que
contenian agar selectivo. Se selecciond una de las colonias crecidas en estos tubos,
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y se inocul6 en 50 mL de medio liquido. Los microorganismos que crecieron se
centrifugaron a 1500 rpm. Veinte mL de material celular se mezclaron con 80 mL de
glicerol y se mantuvieron a 4°C. En la Figura 5.2 (izquierda) se observan los medios
liquidos una vez que fueron inoculados con las colonias aisladas.

Figura 5.2 Medios selectivos liquidos (izg.) en incubacion.

Enlas Tablas 5.1, 5.2 y 5.3 se muestran las composiciones de los medios de cultivo
para bacterias nitritantes, nitratantes y desnitrificantes, respectivamente. Los
medios de cultivo se sometieron a esterilizacion a 121°C por 15 min. Para
solidificarlos, se les agrego6 agar bacteriolégico (16 g/L).

Tabla 5.1 Medio de cultivo para bacterias nitritantes.

I Reactivo Cantidad (g) I

(NH2)2S04 0.50
K:HPO. 1.0

FeS0O4-7H20 0.03
NacCl 0.03

MgSOg-7H20 0.30
CaCO3 7.50
Se disuelven por separado y al final se aforaa 1 L.

Fuente: Félix et al. (1996).
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Tabla 5.2 Medio de cultivo para bacterias nitratantes.
Reactivo

Cantidad (g)

KNO2

0.006

K2HPO4

1.00

FeS0O4-7H20

0.03

CaCOs3

1.00

CacCl;

0.3

NacCl

0.3

MgS0O4.7H20

0.1

Se disuelven por separado y al final se aforaa 1 L.
Fuente: Félix et al. (1996).

Tabla 5.3 Medio de cultivo para bacterias desnitrificantes.

Solucion A

Reactivo

Cantidad

KNO3

1.00g

Asparagina

1.00g

Solucién alcohodlica de azul de
bromotimol 1% (p/v)

5mL

Agua destilada

500 mL

Reactivo

Cantidad

Citrato de sodio

8.50 g

KH2PO4

1.00 g

MgSOg-7H20

1.00 g

CaCl..6H20

0.20 g

FeCl3.6H20

0.05g

Agua destilada

500 mL

Se preparan por separado las soluciones Ay B posteriemente se mezclan.
Fuente: Félix et al. (1996).

5.1.3 Descripcién morfologica de las colonias aisladas

La aparicion de crecimiento en medio soélido permite la observacion de
caracteristicas distintivas de las colonias, tales como color, densidad, consistencia,
textura, forma, borde y tamafio. Sin embargo, la identificacion final no se puede
hacer solamente por la morfologia (Morello et al., 2002). Estas variaciones se
ilustran en la Figura 5.3.
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Figura 5.3 Descripcion de las caracteristicas de colonias bacterianas.
Fuente: Harley (2002).

5.1.4 Tincién de Gram

La tincion de Gram fue desarrollada por el bacteriélogo danés Hans Christian Gram
en 1884 y es una de las técnicas que permite clasificar las bacterias en dos grandes
grupos: Gram positivas y Gram negativas. Esta técnica se lleva a cabo de la
siguiente manera:

e Se toma una azada de una colonia de la UFC de interés, se fija con calor y
se cubre con colorante violeta (cristal violeta). Como el colorante imparte
color a todas las células, se le denomina colorante primario.

e Después de un breve lapso se escurre el exceso de colorante y se lava con
aguay se cubre con yodo.

e A continuacion se lava con alcohol (solucién alcohol-cetona) vy
posteriormente con agua.

e Finalmente, se tifie con un colorante secundario como safranina; luego se
lava con agua y se observa al microscopio.

El colorante violeta y el yodo se combinan en el citoplasma de las bacterias y lo
colorean de violeta oscuro o purpura. Las bacterias que conservan este color
después de haberles agregado el alcohol se clasifican como Gram (+); las bacterias
gue pierden el color violeta con la decoloracién se denominan Gram (-) (Tortora et
al., 2007).
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5.2 Verificacion de la actividad de las bacterias aisladas

Se tomo6 una asada de una colonia (aislada por medio de resiembras en medio
selectivo solido) y se inocul6 en 250 mL en medio selectivo liquido, que se incub6 a
27°C.

Se realizaron muestreos de cada medio a distintos intervalos de tiempo hasta
trascurridas 72 h. En cada muestreo se tomaron 4 mL para realizar las
determinaciones. Se utilizaron 3 mL para determinar N-NH4*y N-NO en el caso de
las bacterias nitritantes, N-NO2 y N-NOs3™ para las nitratantes, asi como N-NOsz" y
DQO para las desnitrificantes. Las técnicas empleadas para estos analisis se
describen en la seccion 5.4.

5.2.1 Seguimiento del crecimiento bacteriano

La densidad celular en los medios de cultivo inoculados se midi6é a través de la
absorbancia a 600 nm (Asoo).

5.3 Selecci6én de un material natural como fuente de carbono

5.3.1 Descripcién de los materiales

Se usaron granos de cebada (Hordeum vulgare) procedente de la localidad de
Apan, Hgo., con un tamafio promedio de 0.6 = 0.05 cm, y con contenidos de 50.56
y 6.36% de carbono e hidrogeno, respectivamente (Ramirez, 2014).

La cascara de cacahuate tenia un tamafio de 3.2 + 0.47 cm, y provenia de
Temascalapa, Estado de México. Se le determindé 48.01 y 5.31% de carbono e
hidrogeno, respectivamente (Ramirez, 2014).

Al aserrin de pino (Pinus sylvestris) se le determiné un contenido de 44.49% de
carbono y 47% de hidrégeno (Ramirez, 2014).

5.3.2 Pruebas de lixiviacion

En recipientes separados, se pusieron en contacto durante 3 meses 500 g de
aserrin con 5 L de agua, 150 g de cascara de cacahuate y 2.5 L de agua y 500 g de
granos de cebada con 5 L de agua. Los extractos acuosos se muestrearon
semanalmente y se analizaron en términos de DQO, COT (i. e., carbono organico
total), UV2ss, NTK, N-NO3 y PO.*. Ademas, cada mes se tom6 una muestra para la
determinacion de DBOs.
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5.4 Técnicas analiticas

5.4.1 pH

La medicién del pH se realizé con un potenciémetro Hanna Instruments pH210.

5.4.2 DQO

La DQO se determin6 segun el método estandar de la APHA (2012; método 5220D).
En tubos de 16x100 mm, se adicionaron 2.5 mL de muestra; posteriormente, se
agregaron 1.5 mL de solucion digestora (10.216 g de KoCr207, y 33.3 g de HgSOa4
disueltos en 167 ml de H>SO4 y aforada la mezcla a 1 L) y 3.5 ml de solucion de
sulfato de plata (10.142 g de Ag>SO4 en 1 L de H>SO4 concentrado). Los tubos se
colocaron en un bloque de digestion (COD Reactor, HACH) a 150°C durante 2
horas. Una vez que las muestras estaban a temperatura ambiente, se determiné su
absorbancia a 600 nm. Los valores de DQO se determinaron a partir de una curva
de calibracion de biftalato de potasio (< 425 mg/L, equivalente a 500 mg de O2/mL).

5.4.3 COT

Se determin6 mediante la técnica 5310 de la APHA (2012) en un equipo de analisis
de carbono organico total (TOC-V Analyzer, Shimadzu®).

5.4.4 UVys54

La UV2s4 es tipica de grupos aromaticos presentes en la materia organica del agua
natural. En particular se le considera una medida correlacionada con la materia
organica persistente, i. e., con sustancias humicas (Matilainen et al., 2011).

Las muestras se colocaron en celdas de cuarzo de 10 mm de trayecto optico, y se
determind su absorbancia a 254 nm por triplicado en un espectrofotometro Lambda
40 UV-Vis (Perkin Elmer, EE. UU.).

5.4.5 DBOs

Se utilizé el sistema OxiTop (WTW Measurements Systems, Alemania), que registra
la DBO de modo automético durante 5 dias. Dicho sistema utiliza botellas cerradas
en las que la despresurizacion provocada por el consumo de oxigeno relacionado a
la biodegradacion de la materia organica es registrada por sensores electrénicos
piezoresistivos. En funcidén de su carga organica, se coloca un volumen determinado
de agua residual en la botella (22.7-432 mL). Los valores de DBO (0-4000 mg/L) se
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obtienen al multiplicar las lecturas diarias por un factor que depende del volumen
del ensayo (WTW, 2006).

5.4.6 Nitrégeno total Kjeldahl (NTK)

Se determind mediante el método normalizado 4500-B (APHA, 2012). En tubos
digestores se colocaron 5 mL de muestra; posteriormente se agregaron 5 mL de
mezcla digestiva (se adicionaron 13.4 g de K>SO4 y 7.3 g de CuSO4 a 800 mL de
agua destilada, luego se afiadieron cuidadosamente 134 mL de H2SO4 concentrado
y se afor6 a 1 litro con agua destilada) y se colocaron en el digestor Kjeldahl.
Transcurridos aproximadamente 10 minutos de digestion, se afiadieron 6 mL de
etanol al 30% y se regreso la muestra al digestor por aproximadamente cuatro horas
mas a 370 °C. Se observé la reduccién del volumen y el cambio de color a verde
pélido como indicador del término de la digestion.

Después las muestras se destilaron (Gerhardt® Vapodest 20, Alemania), para
transformar el NHs* en NHas. El destilador se programé para que adicionara
aproximadamente 5 mL de NaOH al 50% al contenido del tubo donde se encontraba
la muestra digerida, con un tiempo de destilacion de 6 minutos al 60% de potencia
de vapor. El destilado se recolecté en un matraz Erlenmeyer que contenia 50 mL de
solucion indicadora (que se prepard con 5 g de acido bodrico disueltos en agua
destilada, 35 mL del indicador A, preparado con 100 mg de fenolftaleina aforados a
100 mL con alcohol etilico y 10 mL del indicador B, preparado con 33 mg de verde
de bromocresol mas 66 mg de rojo de metilo aforados a 100 mL con alcohol etilico).
La mezcla se ajusto a un color café rojizo con acido o alcali segun se requiriera 'y se
afor6 a 1 L con agua destilada.

Por ultimo, el contenido del matraz de recoleccioén se titulé con HCI 0.01 N hasta el
vire de verde esmeralda a café rojizo.

Para obtener la concentracion de NTK en la muestra, se uso la Ecuacion 5.1:

(P-B)xmeq XNx1000 (5.1)
%

NTK =

Donde:

P = Volumen gastado en la titulacion de la muestra (mL)
B = Volumen gastado en la titulacion del blanco (mL)

N = Normalidad del HCI

meq = Miliequivalentes de nitrégeno (14 mg/meq)

V = mL de la muestra
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5.4.7 N-NH,"

Se realizé por el método de fenato 4500-NHs D (APHA, 2012). A 50 mL de muestra
se agregaron 0.05 mL de MnSO4 (500 pL), 0.5 mL de acido hipocloroso (5%) y 0.6
mL de reactivo de fenato (2.5 g de NaOH y 10 g de fenol disueltos en 100 mL). La
mezcla se dejo reposar durante 10 min y su absorbancia se leyé a 600 nm. Se
calcul6 la concentracion mediante una curva de calibracidén con soluciones estandar
de N-NH4* con concentraciones que van de 0.1 a 5 mg/L.

5.4.8 N-NOy

La técnica analitica utilizada se fundamenta en el método colorimétrico APHA 4500-
NO2, basado en una modificacion de la reaccién de Griess-llosvay. Para llevar a
cabo esta reaccion se utilizan dos reactivos organicos: sulfanilamida y clorhidrato
de naftilamina (APHA, 2012). A 50 mL de muestra se adicionaron 2 mL de reactivo
de color (100 mL de acido fosforico al 85%, 10 g de sulfanidamida y 1 g de
diclorohidrato de N-(1 natftil)-etilendiamina, todo disuelto en 800 mL de agua). La
mezcla se dejo reposar durante 2 horas, y se leyo su absorbancia a 543nm.

5.4.9 N-NO3z”

El método colorimétrico utilizado se basa en la formacién de un compuesto de color
amarillo (sal de diazonio) luego de la reaccion de los nitratos con &acido
fenildisulfonico en solucién alcalina (Mubarak et al., 1977). Primero, se secaron 10
mL de muestra por evaporacion a 105°C. Se agregaron 2 mL de &acido
fenildisulfonico (preparado por disolucion de 25 g de fenol en 150 mL de H2SO4) y
se diluyeron con 20 mL de agua. Luego, se adicionaron 7 mL KOH (12N), se aforo
a 50 mL y se ley6 la absorbancia a 410 nm.

5.4.10 POs*

Se elaboro una curva patron pesando 0.0574 g de KH2PO4 sélido puro (previamente
secado a 100 °C) en 100 mL de agua destilada; las concentraciones se encontraban
en el rango 0.1 — 5 mg/L (PO4*). Posteriormente se colocé 0.5 mL de muestra en
matraces de 50 mL y se adicionaron las siguientes soluciones en este orden: 1 mL
de H2S0O4 concentrado, 5 mL de tartrato doble de sodio y potasio (0.0017M), 5 mL
de molibdato de amonio (0.0161M) y 1 mL de &cido ascorbico (0.003M) y se aforo
a 50 mL. A5 mL de la solucién se le adicionaron 10 mL de aguay 0.4 g de persulfato
amonico sélido y se llevo a ebullicion por 10 minutos. Se dej6 enfriar y se leyo la
absorbancia de la solucion a 690 nm (método 4500-P F; APHA, 2012).
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6. Resultados y discusién
6.1 Aislamiento de bacterias transformadoras de compuestos nitrogenados

A partir de las muestras de agua obtenidas de la presa “El durazno” (§ 5.1.1), se
obtuvieron tres grupos de bacterias en los diferentes medios selectivos sdlidos. En
las Figuras 6.1, 6.2 y 6.3 se muestran imagenes de las colonias aisladas en los
medios nitritante, nitratante y desnitrificante, respectivamente.

Figura 6.1 Colonias obtenidas en Figura 6.2 Colonias obtenidas en
medio nitritante. medio nitratante.

Figura 6.3 Colonias obtenidas en medio desnitrificante.

Cada grupo de bacterias se resembro tres veces cada siete dias en medios frescos.
Después de cada resiembra, los tiempos necesarios para que se detectaran
colonias definidas de bacterias nitritantes y nitratantes fueron similares (alrededor
de siete dias); las colonias de bacterias desnitrificantes eran detectables después
de una incubacion de solo cuatro dias.
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Las caracteristicas morfologicas recopiladas para las colonias aisladas permitieron
corroborar la obtencién de cultivos axénicos ya que, a lo largo de las tres
resiembras, las colonias no presentaron cambio en su fenotipo ni ningun tipo
evidente de contaminacion. Asi, las colonias nitritantes y nitratantes presentaron
forma circular, borde entero, elevacion convexa, textura butirosa y color blanco en
cada resiembra. La morfologia de las colonias desnitrificantes tampoco se modificé
durante las resiembras; presentaron las mismas caracteristicas que las bacterias
nitritantes y nitratantes, a excepcion del color, que fue amarillento.

6.1.1 Tinciéon de Gram

Las bacterias aisladas en medio selectivo nitritante son Gram (-), como se aprecia
en la Figura 6.4. Esto es similar a lo obtenido por Poth (1986), quien aislé una cepa
Gram (-) de Nitrosomonas a partir de sedimentos fluviales.

Por otra parte, las bacterias aisladas en medio nitratante resultaron ser Gram (+),
como se muestra en la Figura 6.5. No obstante, segun Spieck y Bock (2005), todos
los microorganismos que oxidan nitratos son Gram (-). Es por lo tanto necesario
rehacer la tincion y en su caso descartar que este resultado sea consecuencia de
contaminacion.

Se observo también que las bacterias desnitrificantes son Gram (+), segun muestra
la Figura 6.6. Esto es contrario a lo que mencionan Lukow y Diekmann (1997)
guienes reportaron que las bacterias desnitrificantes empleadas en su estudio son
Gram (-). De hecho, desde hace mas de dos décadas, las investigaciones acerca
de la microbiologia de la desnitrificacion reportan principalmente bacterias Gram (-)
(Verbaendert et al., 2011). Sin embargo, hay una larga lista de géneros bacterianos
Gram (+) capaces de desnitrificar, entre los que se encuentran Bacillus (e.g., B.
licheniformis, B. azotoformans y B. stearothermophilus), Brevibacillus, Geobacillus,
Paenibacillus, Virgibacillus, Sporosarcina, Corynebacterium, Gemella, Jonesia,
Frankia, Propionibacterium, y Tsukamurella (Verbaendert et al., 2011). Estas cepas
se han aislado de sedimentos lacustres, plantas de tratamiento de aguas residuales,
suelos podzdlicos y diversos sistemas radiculares. Tal ubicuidad ambiental sugiere
gue efectivamente se aislé una cepa de los géneros antes mencionados.
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Figura 6.4 Bacterias aisladas en Figura 6.5 Bacterias aisladas en medio
medio nitritante (aumento 100X) nitratante (aumento 100X) después de la
después de la tincion de Gram. tincion de Gram.
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6.2 Verificacion de la actividad de las colonias aisladas

Con la finalidad de comprobar que las bacterias aisladas realizaran la
biotransformacion de compuestos nitrogenados correspondiente (i. e., nitritacion,
nitratacién o desnitrificacion), se hicieron cultivos por lote separados.

Para ello, se utilizaron los medios liquidos ya referidos (8 5.1.2), en los que se
inocularon diversas colonias tomadas al azar. Estas se habian aislado en cajas de
Petri después de la tercera resiembra, como se describe en la seccidn anterior. Los
cultivos nitritante y nitratante se monitorearon por medio de las concentraciones de
sustrato (N-NH4" y N-NO2, respectivamente), de producto (N-NO2 y N-NOs,
respectivamente) y de biomasa (mediante la Aeoo). En el cultivo desnitrificante se
midieron las concentraciones de DQO, N-NOsz y biomasa (también mediante la
Aso0). A continuacion se presentan los resultados obtenidos.

6.2.1 Bacterias nitritantes

En la Figura 6.7 se muestra el aumento de la Asoo monitoreada para este cultivo. La
estimacién de la concentraciéon de UFC a partir de la Asoo Y de la escala de
McFarland no fue posible, ya que las lecturas obtenidas resultaron menores a las
encontradas para la curva de calibracion (elaborada con un cultivo de Escherichia
coli por otro integrante del equipo de trabajo). Asi mismo, la turbidez de los
carbonatos presentes en el medio selectivo pudo afectar la comparacion con el
cultivo de E. coli. No obstante, la Figura 6.7 muestra claramente la progresion de la
absorbancia, que corresponde a una curva tipica de crecimiento celular en un
sistema cerrado. En la Figura 6.7 también se presenta el ajuste de los datos a un
modelo sigmoidal.

A partir de los valores de Asoo medidos durante la fase exponencial, se estimo la
velocidad especifica maxima de crecimiento (umax) €n 0.061 h't. Este valor es bajo
y consistente con lo esperado para bacterias nitrificantes, ya que al ser organismos
guimiolitoautétrofos, utilizan carbono inorganico para la sintesis de precursores
clave en el proceso de produccién de energia (Hagopian y Riley, 1998). Esto se
traduce también en bajos rendimientos de produccion de biomasa. Sin embargo, el
valor que se obtuvo es superior a los que se reportan en la literatura; para
Nitrosococcus oceanus y Nitrosomonas marina se han medido pmax de 0.014y 0.018
ht, respectivamente, en cultivos discontinuos (Glover, 1985). En cultivos
discontinuos de Nitrosomonas europea se ha determinado umax en 0.017 h't (Keen
y Prosser, 1987). Otros autores reportan pmax del orden de 0.02 h! para bacterias
nitritantes en medios naturales (Hagopian y Riley, 1998). Posiblemente, la
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sobreestimacion de umax Se debe a que, dado que el volumen de cultivo era muy
pequefio, no se estudid la cinética de crecimiento con distintas relaciones sustrato
inicial (So):biomasa inicial (Xo) (Grady et al., 1996).
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Figura 6.7 Crecimiento del cultivo nitritante. Los simbolos corresponden a los datos
experimentales y la linea continua, al ajuste de un modelo sigmoidal.

Para verificar la actividad nitritante del cultivo, se monitorearon el consumo de N-
NH4*y la produccion de N-NO>. Sin embargo, la concentracion de N-NO2 no se
pudo detectar mediante la técnica colorimétrica empleada (8 5.4.8). Es posible que
lo anterior se deba a que esta especie nitrogenada es susceptible a variaciones de
factores tales como el pH y la temperatura (Vossen et al., 2012).
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Figura 6.8 Consumo de N-NH4* del cultivo nitritante. Los simbolos corresponden a los
datos experimentales y la linea continua, a un ajuste lineal.

En la Figura 6.8 se presenta el consumo de N-NH4" que se constato en funcion del
tiempo. Los datos se presentan también con un ajuste lineal, que es caracteristico
de una cinética de orden cero. Con el ajuste se evalud la velocidad de remocion del
N-NH4" en 0.042 mgN/L-h. Para poder comparar con la bibliografia, es necesario
tener una estimacion de la densidad celular; por tal razon, se utilizé una correlacion
entre Asoo Y la concentracion de solidos totales en suspension (SST) publicada
previamente (Rothermel et al.,, 2013). Segun esta correlacion, la Aeoo inicial del
cultivo equivale a una concentracion de SST de 4 mg/L. Asi, la velocidad de
remocién de nitrégeno amoniacal de las bacterias nitritantes aisladas en el presente
estudio equivale a 10.5 mg N-NH4*/gSST-h. Esta velocidad es superior a la
presentada por Satoh et al. (2003) para lodos activados (0.34 mg N-NH4*/gSST-h),
pero inferior a la que pueden registrar lodos activados aclimatados (20.8 mg N-
NH4*/gSST-h) (Campos et al., 1999).

En conclusién, el consumo de NHs" en un medio mineral minimo como el que
utilizamos es evidencia inequivoca de que las bacterias aisladas poseian actividad
nitritante. Esta conclusion se refuerza por el aumento en la turbidez del medio, que
a su vez indica que el consumo de nitrégeno amoniacal estuvo acompafado de
crecimiento celular.
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6.2.2 Bacterias nitratantes

En la Figura 6.9 se muestran las lecturas de Asoo registradas para este cultivo, que
también indicaron crecimiento celular. EI aumento en la densidad celular solo se
observé después de una fase de latencia de aproximadamente 20 horas. Sin
embargo, la progresion de la Asoo ho corresponde a lo esperado para un sistema
cerrado, ya que en lugar de conseguir una curva sigmoidal, se obtuvo lo que parece
ser una curva de crecimiento diduxico o bifasico (Pirt, 1975). Este tipo de curvas es
caracteristico del consumo secuencial de mas de un sustrato, lo cual no es plausible
en el medio de cultivo utilizado (en el que la Unica fuente de energia disponible eran
los nitritos; 8§ 5.1.2).

Para verificar la actividad nitratante del cultivo, también se monitorearon el consumo
de N-NO2 y la produccion de N-NOs. No obstante, no pudimos detectar estos
analitos en ninguna de las muestras tomadas. Como se mencion0 en la seccion
anterior, los nitritos son una especie inestable en agua (Vossen et al.,, 2012), y
quizas la temperatura de incubacion afectd su determinacion. En cuanto a los
nitratos, el pequefio volumen de muestra con el que se contaba impidié estimar
adecuadamente su concentracion durante el cultivo.
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Figura 6.9 Crecimiento del cultivo nitratante.
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6.2.3 Bacterias desnitrificantes

Para la verificacibn de la actividad de estas bacterias se siguid la Asoo Yy la
concentracion de N-NOsz™ en el medio de cultivo; sin embargo, no fue posible obtener
mediciones reproducibles de estos analitos. En el caso de la Aeoo, €Sto se debid a
la interferencia que representaba el color violeta del medio. También se midio la
concentracion de DQO, cuya progresion se muestra en la Figura 6.10.

En la Figura 6.10 se observa que el consumo de materia organica sigue una cinética
de orden cero, para la cual se calculé una velocidad de consumo de DQO de 8.75
mgDQO/L-h. Este valor es significativamente menor a las cargas organicas que
suelen aplicarse a reactores desnitrificantes, que van de 40 a 800 mgDQO/L-h (1—
20 kgDQO/m?3-h; Huilifiir et al., 2008). No obstante, se considera que en estos
reactores la concentracion de biomasa es de varios gramos de SST por litro, y ya
gue en el presente trabajo se contaba con algunas ppm de biomasa, podemos
concluir que se consiguié un cultivo con una actividad desnitrificante significativa.
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Figura 6.10 Consumo de DQO del cultivo desnitrificante. Los puntos corresponden a los
datos experimentales y la linea continua, a un ajuste lineal.

En esta primera parte del estudio, a partir de los medios selectivos para cada una
de las bacterias de interés, se realizaron siembras sucesivas que permitieran
aislarlas. Se monitorearon las concentraciones de los compuestos nitrogenados
implicados en cada proceso, y con la Aesoo Se estimo el crecimiento microbiano. Estas
técnicas permitieron conocer la actividad de las bacterias implicadas tanto en la
nitrificacibn como en la desnitrificacion.
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Las pruebas realizadas en medios selectivos para bacterias nitritantes indicaron que
los microorganismos pudieron oxidar amonio, ya que se constatd una disminucion
en la concentracion de este ion y un aumento en la Asco. Ambas pruebas indicaron
la actividad de las bacterias en cuestion. En el medio selectivo para bacterias
nitratantes no se observé de manera clara la trasformacion de nitritos debido a que
la técnica utilizada no permitié6 monitorear ningiin cambio en las concentraciones de
N-NO2. Sin embargo, se aprecié crecimiento microbiano mediante la medicion de
la Aeoo, lo cual es evidencia de actividad nitratante. Por Gltimo, en el medio selectivo
desnitrificante se observo una disminucién significativa de DQO, lo cual indicé el
consumo de fuentes de carbono y por ende actividad bacteriana desnitrificante; sin
embargo, esto no se pudo corroborar con la Aeoo, Ya que existia la interferencia de
color del medio.

6.3 Seleccién de un material natural como fuente de carbono

Ademas de aislar y verificar la actividad de las bacterias transformadoras de
compuestos nitrogenados, nos propusimos contribuir a la remocion total de
nitrogeno de efluentes con una baja relacion C:N, la cual necesita la adicion de
fuentes exdgenas de carbono (8§ 2.5).

Por accion fisica del agua, el material vegetal libera diversos compuestos organicos
e inorganicos solubles debido a la ruptura de las vacuolas de las células (Deago y
Pizarro, 2013). Por lo anterior, este tipo de materiales sirve como donante de
materia organica durante el tratamiento biolégico de efluentes con un desbalance
en la relacion C:N. Una vez que se seleccionaron tres materiales naturales (i. e.,
aserrin, cascara de cacahuate y cebada) con base en su costo y disponibilidad, se
realizaron pruebas de lixiviacion (8 5.3.2) para determinar cual era el mas indicado
como donador de carbono. Durante casi tres meses se midieron semanalmente los
siguientes parametros: pH, DQO, COT, UVzss, NTK, N-NOs" y PO4*. La DBOs se
midié mensualmente. Los resultados se presentan a continuacion.

6.3.1 pH

Los valores de pH medidos en los lixiviados de aserrin (5—6.3) y cacahuate (5.8-7)
no mostraron ninguna tendencia precisa a lo largo de la experimentacién. En
cambio, el pH del extracto de la cebada claramente mostré una disminuciéon que
puede atribuirse a la fermentacién de la materia organica que se lixivié al medio
acuoso (Figura 6.11), ya que en condiciones anaerobias este proceso conlleva la
formacion de acidos grasos (acidogénesis) y de acido acético (acetogénesis).

6.3.2 DQO
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La Figura 6.12 muestra las concentraciones de materia organica (medida como
DQO) liberada al medio acuoso por los tres materiales estudiados. Por una patrte,
se observo que la cebada aport6 la concentracion mas alta de materia organica al
medio, ya que alcanzé 30 gDQO/L después de 20 dias. La lixiviacion de materia
organica a partir de este material mostré dos fases, lo que es consistente con lo
reportado para otros materiales vegetales, tales como la cafia de azucar (Deago y
Pizarro, 2013). Segun estos autores, la degradacion de los materiales organicos en
pruebas de lixiviacion inicia por una descomposicion rapida de las macromoléculas
en compuestos mas simples; para el caso de la cebada las macromoléculas en
cuestion son carbohidratos (60—-80%), proteinas (13—16%) y lipidos (1-2%) (Asare
et al., 2011). Posteriormente, la lixiviacion de materia organica se hace mas lenta,
hasta que la concentracion alcanza un valor estable.

pH
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Figura 6.11 Valores de pH medidos en el lixiviado de cebada. Los puntos corresponden a
los datos experimentales y la linea continua, al ajuste a un modelo de decaimiento
exponencial.

Por otra parte, se observo que el aserrin y las cascaras de cacahuate liberaron una
menor cantidad de materia organica, y para estos materiales no se detectaron las
dos fases anteriormente mencionadas. En un estudio previo (Ramirez, 2014),
también se encontr6 que la cebada desprende las concentraciones mas altas de
DQO, seguida del aserrin y de las cascaras de cacahuate. Sin embargo, las
concentraciones de DQO medidas en aquel estudio fueron considerablemente
superiores, a saber, 40.8, 39 y 25 g/L, para la cebada, el aserrin y las cascaras de
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cacahuate, respectivamente, después de un ensayo de lixiviacibn de 50 dias
realizado bajo las mismas condiciones iniciales.

A partir de balances de masa, se encontr6 que al cabo de 80 dias de
experimentacion se desprendieron alrededor de 121, 140 y 310 gDQO/kg de
aserrin, cascara de cacahuate y cebada, respectivamente (Figura 6.13).
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Figura 6.12 DQO en lixiviados de (®) aserrin, (®) cascaras de cacahuate y (®) cebada.
Los simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas, a los
ajustes a un modelo sigmoidal (aserrin), exponencial (cacahuate) y de aumento
exponencial a un maximo (cebada).

6.3.3 COT

La liberacién de materia organica se relaciona directamente con la concentracion
de carbono orgéanico total (COT) medida en el medio. Como se muestra en la Figura
6.14, la cebada es el material que desprende la mayor concentracién de COT, y con
una velocidad constante. Tanto la velocidad de la lixiviacion como la concentracion
de COT liberada por la cebada fueron practicamente iguales a los reportados por
Ramirez (2014) para periodos de lixiviacion equiparables. Por su parte, el aserrin 'y
la cascara de cacahuate mostraron un comportamiento similar entre si en lo que a
la liberacion de COT se refiere.
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Al cabo de 35 dias, se lixiviaron 14766, 17855 y 83295 mgC/kg de aserrin, cascaras
de cacahuate y granos de cebada, respectivamente. En pruebas de lixiviacién con
aserrin de pino, Svensson et al. (2014) encontraron una cantidad mayor de COT
(cerca de 45500 mg/kg) después de 14 dias. Segun estos autores, después de este
periodo se alcanzard un equilibrio y la concentracion de COT permanecera
constante. McLaughlan y Al-Mashaqgbeh (2009) reportaron cantidades menores de
COT (4800 vs. 5824 mg/kg en nuestro estudio) lixiviadas por aserrin de pino luego
de 7 dias. Estos autores mencionan que factores tales como el tamafio de particula,
la especie vegetal de origen, el tiempo de contacto y la relacion peso de
material:volumen de liquido pueden acarrear diferencias en los resultados de
ensayos de lixiviacion con aserrin.
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Figura 6.13 DQO lixiviada por gramo de (®) aserrin, (®) cascaras de cacahuate y (®)
cebada.

Dado que se contaba con la proporcion de C contenido en los materiales originales
(8 5.3.1), fue posible calcular el % de C que se lixividé al medio acuoso. Asi, al cabo
de 35 dias, en la fase liquida se encontraba el 2.9, 4.8 y 18.7% del carbono inicial
contenido en el aserrin, las cascaras de cacahuate y la cebada, respectivamente.
El porcentaje de C lixiviado del aserrin luego de siete dias (1.2%) es similar al
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reportado por McLaughlan y Al-Mashagbeh (2009) para aserrin de pino y el mismo
tiempo de lixiviacion (1.1%).
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Figura 6.14 COT en lixiviados de (®) aserrin, (®) cascaras de cacahuate y (®) cebada.
Los simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas, a los
ajustes a un modelo de aumento exponencial a un maximo (aserrin y cacahuate) y a uno
lineal (cebada).

La liberacion lenta de COT a partir del aserrin o las cascaras de cacahuate puede
parecer un inconveniente si lo que se busca es un donador exdégeno de carbono.
Sin embargo, estos materiales pueden asegurar un suministro sostenido de carbono
en un proceso biolégico de tratamiento del agua. De esta forma, estos materiales
no se agotan rapidamente, ni requieren ser cambiados con frecuencia para
garantizar la operacion del reactor (Healy et al., 2012).

6.3.4 UVysy

En virtud de que diversos compuestos no biodegradables (xenobidticos), sustancias
hamicas, lignina y otros compuestos aromaticos absorben fuertemente radiacion UV
(Chang et al., 1998), la medicion de la absorbancia UV a 254 nm (UVa2s4) en
muestras de agua se puede asociar a la presencia de estos compuestos; en
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particular, se le considera un indicador de materia organica persistente (Wu et al.,
2011).
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Figura 6.15 UV2s4 en lixiviados de (@) aserrin, (®) cascaras de cacahuate y (®) cebada.
Los simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas, a los
ajustes a un modelo de aumento exponencial a un maximo (aserrin y cascara de
cacahuate) y de potencia (cebada).

La Figura 6.15 muestra la progresion de la UV2s4 en los lixiviados de los materiales
naturales. En este contexto, los resultados reflejarian la liberacion, mas que de
sustancias humicas o compuestos xenobidticos, de lignina y otros compuestos
fendlicos que son abundantes en los materiales de estudio. La lignina es la molécula
mas abundante en la madera de Pinus sylvestris y en las cascaras de cacahuate,
en donde representa el 44.9% (Valentin et al., 2010) y el 36.5%, (Martin et al., 2006),
respectivamente. En los granos de cebada la lignina se encuentra en una proporcion
mucho menor (2.9%; Kimy Dale, 2004).

Las cascaras de cacahuate y la cebada son ademas una fuente considerable de
compuestos fendlicos, cuya lixiviacién contribuye a la produccion de UV2ss. LOS
derivados de los acidos benzoico y cindmico, flavonoides, taninos, cumarinas y
resorcinoles son ejemplos de compuestos fendlicos abundantes en materiales de
origen vegetal (Dykes y Rooney, 2007). Estos compuestos tienen un papel crucial
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en el crecimiento de plantas y en sus mecanismos de defensa contra dafos e
infecciones (Ballard, 2008). En granos de cebada, los compuestos fendlicos
representan entre 450-1346 ug/g (Dykes y Rooney, 2007).

6.3.5 DBOs

Aungue la DBOs producida por cada material se midi6 mensualmente, solo para el
aserrin se obtuvieron resultados confiables que reflejaran todo el periodo de
experimentacion.

Luego de 30 dias de tiempo de contacto, se midieron 950, 2000 y 13500 mgDBOs/L
en los lixiviados de aserrin, cascaras de cacahuate y granos de cebada,
respectivamente. La semejanza entre los dos primeros lixiviados y la elevada
concentracion producida por la cebada también se observo parala DQO (8§ 6.3.2) y
el COT (8§ 6.3.3).

A partir de los resultados medidos a los 30 dias, se obtuvo la relacion DBOs/ DQO
de los extractos. Esta relacion se utiliza comunmente como indicador de
biodegradabilidad de compuestos organicos y de aguas residuales (Pitter y
Chudoba, 1990). Asi, se considera que un tratamiento biologico es adecuado para
estas ultimas si presentan relaciones DBOs/DQO superiores a 0.4 (Tao et al., 2005).
Para los extractos de aserrin, cascaras de cacahuate y granos de cebada,
respectivamente, la relacion DBOs/DQO fue de 0.15, 0.42 y 0.49. El bajo valor de la
relacion DBOs/DQO que encontramos para el aserrin se encuentra en el rango
(0.14-0.33) reportado por Tao et al. (2005).

Por consiguiente, se asume que la mayor parte de la materia organica liberada por
las cascaras de cacahuate y la cebada se biodegradara facilmente (en menos de 5
dias), mientras que una proporcion considerable de la materia organica liberada por
el aserrin es persistente o lentamente biodegradable. Como se mencion6 en el
apartado anterior, el aserrin produce extractos acuosos ricos en lignina, asi como
en taninos, tropolonas, terpenos y otros compuestos fendlicos. A estas sustancias,
gue no son facilmente biodegradables, se les atribuye también la toxicidad de los
lixiviados de madera (Taylor y Carmichael, 2003; Tao et al., 2005).

La relacion DBOs/DQO del extracto de aserrin pudo calcularse también después de
60 y 84 dias de tiempo de contacto en la prueba de lixiviacion, y en ambos casos
fue de 0.04. Esto significa que hubo una disminucién sustancial en la DBOs del
extracto, y por consiguiente también en su tratabilidad biologica. Esta observacion
coincide con la realizada por Tao et al. (2005), quienes monitorearon un lixiviado de
aserrin durante un lapso de tiempo mayor (cinco afios) y midieron relaciones
DBOs/DQO de 0.33 y 0.14 al inicio y al final del experimento, respectivamente. Asi

35



Resultados y discusion

mismo, Taylor y Carmichael (2003) observaron una disminucion de la relacion
DBOs/DQO de un extracto de aserrin de 0.47 a 0.37 en un mes de contacto, lo que
ellos atribuyeron a la biodegradacion preferencial de los compuestos labiles y de
menor tamafo provenientes del aserrin.

La Figura 6.16 muestra un resumen de los resultados relativos a la materia organica
liberada por los tres materiales al cabo de 35 dias. Svensson et al. (2014) reportaron
una produccién de DBO7 muy inferior a la de este estudio, de alrededor 5.35
gDBO-/kg de aserrin. Esta gran diferencia con respecto a nuestro resultado puede
deberse a que los valores de DBOs y de DBO7 no son equivalentes, y a que el
tiempo de contacto que ellos emplearon fue considerablemente menor (24 h).
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Figura 6.16 Materia organica lixiviada por los tres materiales naturales de estudio.

6.3.6 N-Kjeldahl

La liberacion de NTK durante las pruebas de lixiviacion se muestra en la Figura 6.17.
Después de 77 dias, los granos de cebada produjeron el lixiviado con la
concentracion mas alta, de aproximadamente 5 mg N/L. Esto es similar a lo
reportado por Ramirez (2014) para un periodo de lixiviacion de 50 dias, quien lo
atribuye al contenido de proteinas de este cereal (7.5-15.6%). Al degradarse, éstas
liberan nitrdgeno organico y amoniacal al medio (Andersson et al., 1999).
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Figura 6.17 NTK en lixiviados de (®) aserrin, (®) cascaras de cacahuate y (®) cebada.
Los simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas, a los
ajustes a un modelo sigmoidal (aserrin y cacahuate) y polinomial (cebada).

Las concentraciones de NTK liberado por el aserrin y la cascara de cacahuate son
aproximadamente de 0.7 mg N/L; esta baja concentracion se debe a que estos
materiales estan formados por moléculas organicas que carecen de nitrégeno, lo
gue se confirma con el andlisis elemental de los materiales (§ 5.3.1). El aserrin esta
compuesto principalmente por carbohidratos, mientras que las cascaras de
cacahuate solo presentan un bajo contenido de proteina (6-7%) (Kerr et al., 1986).

6.3.7 N-NOg3

La Figura 6.18 presenta la liberacion de nitratos al medio acuoso por los diferentes
materiales. No fue posible detectar nitritos debido a que las concentraciones
resultaron estar por debajo del limite de deteccidn de la técnica empleada (0.04 mg
N-NO27/L). La cebada produjo las concentraciones mas altas de nitratos en los
lixiviados; esto puede atribuirse a los fertilizantes nitrogenados usados en los
cultivos, que son asimilados por las plantas y que llegan al producto final (grano). Al
ser solubles en agua, los nitratos se transfieren facilmente al medio acuoso.

En la Figura 6.18 se observa también que, después de 50 dias, los nitratos liberados
por la cebada se consumen. Lo anterior podria explicarse por procesos de
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respiracion andxica; no obstante, no se cuenta con datos de consumo de DBOs que
permitan corroborar esta suposicion. Para el caso del aserrin se alcanza una
concentracion de 8 mg N/L al final de la experimentacién. La cascara de cacahuate
liber6 una pequefia concentracién de nitratos después de 20 dias; sin embargo,
estos podrian provenir de contaminacion del material natural.
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Figura 6.18 N-NOs™ en lixiviados de (®) aserrin, (®) ciscaras de cacahuate y (®) cebada.
Los puntos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas, a los ajustes
a un modelo polinomial, gaussiano y sigmoidal*, respectivamente.

6.3.8 PO*

La liberacion de fosforo total de los tres materiales se muestra en la figura 6.19.  El
aserrin present6 cantidades apenas detectables de fosforo; por su parte, la cebada
fue el soporte que produjo las concentraciones mas altas (superiores a 1.5 mg/L).

De manera similar a los nitratos, la presencia de este nutriente puede deberse al
uso combinado de fertilizantes nitrogenados y fosfatados, que tiene como objetivo
mejorar el rendimiento de los cultivos. Estos compuestos pueden migrar con relativa
facilidad de los suelos a la cebada.

L El ajuste sigmoidal (modelo de Weibull) s6lo corresponde a la primera parte de la cinética (<50 h).
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Figura 6.19 PO.* en lixiviados de (®) aserrin, (®) cascaras de cacahuate y (®) cebada.
Los puntos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas, a los ajustes
a un modelo sigmoidal (cacahuate) y de aumento exponencial a un maximo (cebada).

De la segunda parte experimental se resume que, aunque la cebada es el material
gue produce las mayores cantidades de materia organica biodegradable, libera
también las mayores concentraciones de nutrientes (NTK, N-NOs y PO4*). Estas
no son muy elevadas, pero por la posibilidad de generar contaminacion cruzada
justamente con los compuestos que se pretende eliminar, consideramos que la
cebada no es un donador adecuado de carbono. El aserrin y las cascaras de
cacahuate se comportaron de modo muy similar en las pruebas de lixiviacion. No
obstante, el dltimo material se desintegra facilmente, y aporta mas color y sélidos
suspendidos (datos no mostrados) que el aserrin. Por lo tanto, este Gltimo material
es una buena fuente exégena de carbono en un proceso biolégico de remocidn total
de nitrégeno.
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7. Conclusiones y perspectivas

Para cumplir con los dos primeros objetivos de este trabajo, se aislaron poblaciones
microbianas nitrificantes y desnitrificantes a partir de muestras de agua superficial.
Posteriormente se hicieron ensayos por lote para comprobar que las bacterias
aisladas realizaran las biotransformaciones correspondientes. Para los
microorganismos nitrificantes, esto se confirm6é por la disminucion de la
concentracion de N-NH4*y el aumento de la Aeco. ENn los ensayos realizados con los
organismos nitratantes no fue posible medir un cambio en la concentracién de N-
NO2 que evidenciara la conversion de tal especie a N-NOs. Sin embargo, la
progresion de la Asoo que se observo en el ensayo posiblemente fue un indicio de
gue la poblacién aislada es capaz de nitratar. Por ultimo, en el caso de los ensayos
realizados con las bacterias desnitrificantes aisladas, no se pudo confirmar si éstas
crecieron a partir de la medicidn de la Asoo. NO obstante, el consumo de la DQO
confirmd que estos microorganismos utilizaron las fuentes de carbono disponibles
para realizar un proceso de desnitrificacion.

En lo concerniente a la seleccion de una fuente adecuada de materia organica para
un proceso desnitrificante, se analizaron los lixiviados de tres materiales naturales
en términos de liberacion de materia organica, compuestos nitrogenados y fésforo
total. Observamos que el aserrin y las cascaras de cacahuate son fuentes de
carbono adecuadas, ya que liberan una menor cantidad de nutrientes si se les
compara con la cebada. Ademas, del aserrin se lixivia materia organica a un ritmo
sostenido, al menos durante los primeros 80 dias, por o que no necesita ser
reemplazado frecuentemente de un reactor biolégico desnitrificante. Por lo tanto,
concluimos que el aserrin representa una buena opcion como fuente exdgena de
carbono, ya que, a pesar de que donan materia organica en una proporcion similar,
las cascaras de cacahuate sufren una desintegracion considerable que podria
contribuir al aumento de sélidos en suspension.

Aln se requiere evaluar si los consorcios aislados utilizan como fuente de carbono
la materia organica lixiviada por el aserrin o las cascaras de cacahuate, con la
finalidad de proponer un sistema de tratamiento biolégico. Por Ultimo, debe validarse
el funcionamiento del sistema con un efluente real que presente una baja relacion
C:N.
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