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1. PANORAMA GENERAL

En la actualidad, es claro que el ser humano tiene una influencia notable sobre los
ecosistemas del planeta. El crecimiento de la poblacion lo ha llevado a conseguir
cada vez mas recursos para su supervivencia. Las actividades que realiza en lo
cotidiano, asi como en el ramo tecnologico o industrial, han provocado que la
problematica de la contaminacion de los cuerpos acuaticos vaya en aumento dia con
dia, y que los cursos de agua, arrastren compuestos muy variados y a
concentraciones muy diversas. En general, se puede decir que los problemas de
contaminacion por desechos industriales se agravan por la falta de tratamiento de los
efluentes finales, por el gran desarrollo industrial, que genera efluentes mas
complejos y contaminantes y por la falta de planes reguladores para el
establecimiento de industrias (Monroy y col., 2000, 2006). La composicion de los
efluentes contaminantes varia con el tipo de industria y con el tipo de proceso que se
lleva a cabo. Dentro de las sustancias disueltas hay elementos organicos que
pueden ser biodegradables o no, y/o elementos inorganicos nitrogenados como el
amonio, nitrato o nitrito (Camargo y Alonso, 2006). Estos compuestos pueden

repercutir en la salud de muchos seres vivos.

Uno de los compuestos contaminantes nitrogenados encontrados en efluentes tanto
industriales como municipales es el amonio (NH4). Debido a las actividades
humanas, la cantidad generada de amonio cada vez es mayor (Bremmen, 2002).
Particularmente, los efluentes de la industria quimica, refineria del petrdleo, la textil,
tenerias, procesadoras de alimentos y papel, produccion de latex, manufactureras de
explosivos, plaguicidas, entre otras, contienen altas concentraciones de compuestos
nitrogenados (Lens y col., 1998). En la industria quimica y del refinado del petréleo
se pueden alcanzar concentraciones de hasta 10 g NH,'/I (Prosser, 1989). En
ecosistemas acuaticos el amonio es uno de los causantes de la eutroficacién, que
trae como consecuencia la muerte de organismos por asfixia (Bock y col., 1986;
Prosser, 1989). Ademas, la contaminacion por nitrogeno inorganico podria inducir
efectos perjudiciales sobre la salud humana (Camargo y Alonso, 2007). Genera
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malestares como dolor de cabeza e incluso desmayos, irritacion de ojos, nariz y

garganta, asimismo, su presencia en el agua impide consumirla.

Ademas del amonio, los compuestos fendlicos pueden estar presentes en los
efluentes industriales en altas concentraciones. Dentro de los compuestos fendlicos,
los halogenados, en particular los clorados como el 2-Clorofenol (2-CP), se
encuentran contaminando suelos y acuiferos, debido a su uso generalizado como
parte estructural de pesticidas y preservantes en la industria de la madera (Puhakka
y col. 1995). Aunque actualmente su uso para este fin estd prohibido en casi todo el
mundo, en muchos paises madereros, los problemas de contaminaciéon por
clorofenoles persisten debido a su alta vida media en el ambiente (Gallego y col.,
1998). El 2-CP también se utiliza en las industrias petroquimicas, textiles y de papel
(Kostyal, 1997). Es un compuesto soluble en agua (2.8 g/ 100 mL de H,O)
(Solomons, 2000), por lo que puede migrar facilmente y contaminar el medio
acuoso. Este compuesto es considerado por la OSHA (Occupational Safety and
Health Administration) como un contaminante serio debido a su toxicidad y
persistencia en el medio ambiente. Los clorofenoles y el 2-CP podrian llegar a ser
cancerigenos y mutagénicos (Armenante y col., 1999), por lo que su impacto

ambiental en el aire, el agua y el suelo es significativo (Majumder, 2007).

De acuerdo a lo anterior, surge la necesidad de implementar sistemas de tratamiento
gue nos permitan eliminar tanto al amonio como al 2-CP de los efluentes industriales.
Para eliminar nitrdgeno amoniacal del agua se puede hacer uso de tratamientos
fisicoquimicos y/o biolégicos. Uno de los principales procedimientos fisicoquimicos
para eliminar nitrogeno amoniacal del agua es el arrastre de amoniaco o “stripping”,
que consiste en alcalinizar el agua hasta alcanzar un pH entre 10.5 y 11.5, de forma
que el equilibrio NH;"/NHs esté desplazado hacia la formacién de amoniaco y éste
altimo sea eliminado mediante una corriente de aire (EPA, 1987). La desventaja de
este proceso es el elevado costo de la aireacion y que el amoniaco sélo se separa
del efluente y no se le transforma a un compuesto menos dafiino, transportandolo del

agua a la atmosfera. Para la eliminacion fisicoquimica de compuestos de tipo fendlico
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de las aguas residuales, en general existen tres formas: a) La retencién (adsorcién)
sobre un agente externo cuya reutilizacion o disposicion final esté asegurada, b) el
uso de agentes fisicos que destruyen quimicamente las moléculas hasta llevarlas a
subproductos vy, c) técnicas que se basan en el aprovechamiento de la capacidad de
los fenoles para reaccionar con otras sustancias dando lugar a compuestos de menor
solubilidad y asi poder separarlos del efluente (Pérez A, 2010). De manera general,
los tratamientos fisicoquimicos para eliminar amonio y 2-CP del agua podrian ser
efectivos y rapidos, sin embargo, generan costos elevados de inversion y operacion,
ademas, presentan el grave inconveniente de trasladar el problema ambiental de un
lugar a otro. Tomando en cuenta lo anterior, los procesos bioldgicos, tienen una gran
ventaja, por ejemplo mediante la nitrificacion, definida como un proceso respiratorio
aerobio en donde el amonio, es secuencialmente oxidado a nitrito y posteriormente a
nitrato (Bernet y Spérandio, 2009). Posteriormente a ésta, mediante la
desnitrificacion, que produce nitrégeno molecular a partir de la reduccion de nitrito o
nitrato, es posible eliminar completamente los contaminantes nitrogenados y
convertirlos a compuestos inocuos. Asimismo, mediante la desnitrificacion, también
es posible oxidar simultineamente materia organica de tipo fendlica hasta CO,
(Hernandez 2005; Hernandez y col., 2008).
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2. NITRIFICACION

Desde hace mas de 100 afios, la nitrificacion ha sido estudiada como parte del ciclo
del nitrégeno, para comprender su papel en ecosistemas acuaticos y terrestres
(Winogradsky, 1890). La nitrificacion es la oxidacion biolégica del amonio a nitrato
(NO3) a traves de nitrito (NO). Se trata de un proceso respiratorio aerobio donde las
bacterias nitrificantes utilizan amonio o nitrito como fuente de energia, diéxido de
carbono como fuente de carbono y oxigeno molecular como aceptor final de

electrones (Prosser, 1989).
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Figura 1. Ciclo del Nitr6geno.

Se ha investigado extensamente a la nitrificacion como una primera etapa de
eliminaciéon de nitrégeno en el tratamiento biolégico de aguas residuales, puesto que
la oxidacion del amonio y de nitrito a nitrato, puede ser acoplada en una segunda
etapa a la desnitrificacién, proceso mediante el cual el nitrato es convertido a

nitrdgeno molecular (Gijs and Robertson, 1994).

La nitrificacion se realiza en dos etapas sucesivas. En una primera etapa de la ruta

metabdlica, el amonio es oxidado a hidroxilamina (NH20H) por las bacterias amonio
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oxidantes (AOB por sus siglas en ingles) y la oxidacion de la hidroxilamina a nitrito se
lleva a cabo por la actividad de la enzima hidroxilamina Oxido-reductasa.
Posteriormente, el nitrito es oxidado a nitrato (nitratacion) por las bacterias nitrito
oxidantes (NOB, por sus siglas en ingles) (Prosser, 1989; Bock y col., 1991). En cada
etapa, las respectivas bacterias nitrificantes utilizan amonio o nitrito como fuente de
energia, oxigeno molecular como aceptor final de electrones y CO, como fuente de
carbono. En la naturaleza, la nitrificacion es un proceso que se lleva a cabo en
conjunto con la desnitrificacion, manteniendo una eficiente recirculacion del
nitrégeno, pero debido a la enorme generacion de amonio por el hombre, la
velocidad de recirculacion de este elemento puede verse disminuida y causar

grandes problemas ambientales (Pérez A, 2007).

El rendimiento de energia libre estandar (AG°") de la oxidacion del amonio a nitrito es
-275 kJ/mol, lo cual indica que esta oxidacidon es el paso principal donde las AOB
pueden obtener energia (Tabla 1). El AG®' para la oxidacién de nitrito a nitrato es
menor que para la oxidacion de amoniaco a nitrito y la consecuencia es un menor
rendimiento de crecimiento de las NOB que de las AOB (Bernet y Spérandio, 2009).
Debido a la baja disponibilidad de energia para la biosintesis celular en el proceso
respiratorio, el crecimiento de las bacterias nitrificantes es lento y escaso, incluso en
condiciones éptimas. Por ejemplo, se han encontrado algunos valores de rendimiento
de crecimiento de 0,08 g de células/g N-NH, para AOB y 0,05 g de células / g N-NO,

para NOB, respectivamente (Wiesmann, 1994).

Tabla 1. Reacciones y valores de AG® de amonio y nitrito oxidacién en el proceso nitrificante (Texier y
col., 2012).

Reacciones Ecuaciones AG®' (kj/reaccién)
Amonio oxidacién NH;" + 0.50,>NH,OH + H* -8
NH,OH + 0> NO, + H" + H,0 -267
Reaccion global NH, "+ 1.5 0,> NO, + 2H" + H,0O  -275
Nitrito oxidacion NO; + 0.5 O,> NO3 -74
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2.1. Aspectos bioquimicos de la nitrificacion

El proceso amonio-oxidante, se lleva a cabo por dos reacciones. En la primera de
ellas, catalizada por la enzima amonio monooxigenasa (AMO), el amonio es
convertido a hidroxilamina (Ec. 1) (Castingnetti y Hollocher, 1985) y posteriormente,
en una segunda reaccion, ésta es convertida a nitrito (Ec. 2) mediante la acciéon de la

enzima hidroxilamina oxidorreductasa (HAO) (Andsersson y col., 1984).

AMO

NH; + 050, — NH,0H + H,0 + H* (1)
HAO

NH,0H + 0, — NO;, + H* + H,0 )

En la primera reaccion de conversion de amonio a hidroxilamina (NH,OH), uno de los
atomos de oxigeno O, se transfiere al NHs", produciendo la hidroxilamina, mientras
que el otro esta implicado en la formacion de H,O (Hollecher y col., 1981). La AMO
esta localizada en la membrana citoplasmatica. La AMO ha mostrado la capacidad
para la co-oxidacidbn de numerosos compuestos organicos, incluyendo alifaticos
recalcitrantes, aromaticos y moléculas halogenados (Juliette y col, 1993; Keener y
Arp, 1993, 1994; McCarty, 1999). La segunda reaccién de la oxidacion de amoniaco,
la conversion NH,OH en NOy’, es catalizada por el complejo enzimatico del sistema
HAO, que esta situado en el espacio periplasmico (Whittaker y col., 2000). Dos de los
electrones producidos en la segunda reaccion se utilizan para compensar la entrada
de electrones de la primera reaccién, mientras que los otros dos se pasan a través
de una cadena de transporte de electrones a la oxidasa terminal, generando asi una
fuerza motriz de protones (Kowalchuk y Stephen, 2001). Esta fuerza motriz de

protones se utiliza como fuente de energia para la produccién de ATP.

Se puede observar que durante la amonio-oxidacién se produce acidez (formacién
de protones) y que esta reaccion es de gran consumo de oxigeno: 1.5 mol de
oxigeno por mol de amoniaco, lo que es 3.43 g de oxigeno por g de nitrdgeno

amoniacal (Bernet y Spérandio, 2009). En el segundo paso de la nitrificacion, el
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nitrito es oxidado a nitrato por las bacterias nitrito-oxidantes. Esta reaccion (ecuacion
3) es catalizada por una nitrito 6xidoreductasa (NOR). El nitrito es el donante de

electrones, mientras que el oxigeno es el aceptor final de éstos.

NOR
NO; + H,0 — NO3 + 2H" + 2e~ 3)

2.2 Microbiologia de la nitrificacidon

Las bacterias amonio oxidantes se han dividido de acuerdo a sus caracteristicas
fenotipicas en cinco géneros: Nitrosomonas, Nitrosolobus, Nitrosovibrio,
Nitrosococcusy Nitrosospira (Watson y col., 1989). El género mas estudiado sigue
siendo Nitrosomonas. Con base en los andlisis comparativos de las secuencias del
16S rRNA, las AOB se dividen en dos grupos pertenecientes a Protobacteria: beta y
gamma. Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosovibrio, Nitrosolobus y Nitrosococcus
mobilis constituyen un conjunto cercanamente relacionado con la subclase beta de
Protobacteria (Head y col., 1993; Teske y col., 1994). Mientras que Nitrosococcus
oceanus Yy Nitrosococcus halophilus pertenecen a la subclase gamma de
Protobacteria (Purkhold y col., 2000).

Las bacterias nitrito oxidantes que han podido ser cultivadas se han clasificado en
cuatro géneros reconocidos como: Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina.
Los dos primeros son parte de la subclase alfa y gamma de Protobacteria
respectivamente (Teske y col., 1994) mientras que Nitrospira forma una divisién por
separado llamada Nitrospira-phylum (Ehrich y col., 1995) (Figura 2). En el caso
particular de Nitrospina, su afiliacion filogenética no esta aun del todo clara.
Originalmente se le asociaba a la subclase delta de Protobacteria (Teske y col.,
1994) pero estudios mas recientes (Schramm, 2003) sefialan que no pertenece a esa
categoria, y podria estar mas cercana al phylum de Acidobacterium/Holophaga. Las
NOB estan catalogadas como quimioautotrofas, ya que utilizan el nitrito como fuente

de energia para asimilar carbono inorganico para su crecimiento. Sin embargo, no
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todas las NOB son quimioautotrofas obligadas. De hecho, algunas cepas de
Nitrobacter pueden crecer heterotréficamente (donde la energia y el carbono son
obtenidos de una fuente organica de carbono) o mixotréficamente (nitrito como
fuente de energia y acetato o piruvato como fuente de carbono) (Smith y Hoare,
1968; Steinmduller y Bock, 1977; Watson y col., 1989).

Nitrospira - Phylum

Nitrospira moscoviensis
cluster
uncultured Nitrospira
N. marina cluster Alpha
Leptospirilium ferrooxidans \ * I Proteobacteria
/ I\I 0B
Afipia sp.
A Nitrobacter

Bradyrhizobium japonicum /

Thiobacillus caldus

Ectothiorhodospira

il Nitrococcus mobilis

—— Alcaligenes Iaeoahs\
——— Comamonas testosteroni \

0.10

Figura 2. Arbol filogenético de las bacterias nitrificantes basado en el anélisis comparativo del 16S
rRNA. Los grupos de las bacterias nitrificantes estan mostrados en negritas. La barra en escala indica
un cambio estimado de 0.1 por nucleétido (Schramm, 2003).

2.3 Factores que afectan la nitrificacion

Como cualquier proceso biolégico, la nitrificacion esta condicionada al ambiente que
la rodea. Se sabe que la eficiencia de la transformacién de amonio a nitrato puede

estar determinada, entre otros factores, por la concentracibn de oxigeno, pH,
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temperatura y también por la presencia del mismo sustrato (amonio) o de materia

organica.

2.3.1. Efecto de la temperatura

Tanto las AOB como las NOB pueden sobrevivir en un intervalo de temperatura de 4-
45°C, sin embargo, al ser microorganismos mesofilos, su mejor crecimiento se puede
encontrar entre 28 y 36°C (Bernet y Spérandio, 2009). Aunque la temperatura tiene
un efecto en la velocidad de crecimiento de los microorganismos nitrificantes, a
temperaturas superiores a 15°C, las AOB presentan una velocidad de crecimiento
mayor que las NOB (Bernet y Spérandio, 2009).

La temperatura tiene también un efecto en las velocidades de amonio y nitrito
oxidacion. Shammas (1986), realiz6 una comparacién de varios trabajos (con lodos
nitrificantes y cultivos axénicos amonio y nitrito oxidantes) que evaluaron el efecto de
la temperatura en la velocidad de oxidacion de amonio a nitrato, encontrando que la
velocidad de nitrificacién es una funcion de la temperatura dentro del intervalo de 5 a
35°C, teniendo la maxima velocidad nitrificante alrededor de los 30°C.

2.3.2. Efecto del pH

Se considera que el crecimiento y la actividad de las AOB y NOB alcanzan su mejor
desempeiio a valores de pH neutro a ligeramente alcalino (7.5-8.0) (Prosser, 1989;
Gieseke y col., 2006). Los cultivos axénicos de AOB presentan un mejor crecimiento
en un intervalo de pH de 5.8-8.5 mientras que las NOB lo presentan entre 6.5-8.5
(Holt y col.,, 1994). Por otro lado, los consorcios nitrificantes utilizados en el
tratamiento de aguas residuales pueden ser afectados por un pH bajo. Se ha
reportado que a un pH de 6, la velocidad de amonio y nitrito oxidacién disminuye,

mientras que a un pH de 5 o menor, la actividad nitrificante se detiene (Gerardi,
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2002; Lin y col., 2009). Un pH bajo en el medio, permite la formacién y acumulacion
de acido nitroso (HNO,), que es el resultado de la protonacién del nitrito. El &cido
nitroso es conocido por inhibir la nitrificacion y se cree que podria tener un efecto en
la actividad enziméatica de las bacterias nitrificantes (Anthonisen y col., 1976; Peng y
Zhu, 2006). Otro efecto de un pH bajo en la nitrificacion estd relacionado con la
disponibilidad de carbono inorgénico disuelto (principalmente el bicarbonato) para el
crecimiento de las bacterias nitrificantes. A pH acidos, el equilibrio entre las especies
H,CO3/HCO3/CO5* se desplazaria a H,CO3 (CO,) disminuyendo la disponibilidad de
bicarbonato en el medio de cultivo.

H,CO;+ H,0 < HCO; + Hy0*

(4)
También la nitrificacion puede ser afectada por pH alcalino, ya que puede cambiar la
disponibilidad de NH;" en el cultivo (Stein y col., 1997). En la ecuacion siguiente se

muestra el equilibrio entre amonio y amoniaco.

NH; + H,0 < NH] + OH™ 5)
El par NH;'/NH; tiene un pKa de 9.24 a 25°C (Harris, 2003). A un pH alcalino, la
mayor parte del sustrato esta como amoniaco y si se cuenta con un sistema abierto,

éste puede ser arrastrado, disminuyendo la disponibilidad del sustrato para las AOB.

2.3.3. Efecto del oxigeno

En el proceso respiratorio nitrificante, se utiliza oxigeno como aceptor final de
electrones. Se asume generalmente que las concentraciones de oxigeno superiores
a 2 mg/l son adecuadas para una nitrificacion con éxito (Gerardi, 2002). La
nitrificacion es muy sensible a bajas concentraciones de oxigeno disuelto las
bacterias nitrificantes tienen una alta afinidad por él (bajos valores de Ks entre 0.4 y

0.6 mg/L) (Robinson y col.,, 2004). La AOB y NOB pueden presentar diferentes
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afinidades por el oxigeno (KO;) y las NOB son mas sensibles a la limitacion de O,
que las AOB (Laanbroek y Gerards, 1993). Por lo tanto, una baja concentracion de
oxigeno disuelto, alrededor de 0,2 a 0,5 mg/l, es una condicion posible para limitar la

actividad nitrito-oxidante en los sistemas de nitrificacion (Bernet y Sperandio, 2009).

2.3.4. Efecto de la materia organica

Aunque las bacterias amonio oxidantes presentan cierta capacidad para oxidar
materia organica, también esta bien documentada la alta sensibilidad de las bacterias
nitrificantes a los efectos toxicos o inhibitorios de los compuestos orgénicos
(Schweighofer y col., 1996, Texier y col., 2012). La mayoria de los estudios sobre los
efectos de los compuestos organicos en la nitrificacion han utilizado como in6culo
cultivos axénicos o consorcios, como es el caso de los lodos activados. Algunos
autores sefialan que debido a la baja velocidad de crecimiento de los
microorganismos nitrificantes, su inhibicion aunque sea parcial, puede causar que en
sistemas de lodos activados, se detenga el proceso nitrificante (Bernet y Spérandio,
2009). Se ha mostrado que los efectos dependen principalmente de la concentracion,
estructura quimica y tipo de contaminante organico, asi como también el tipo de
cultivo (axénicos o consorcio) y el origen de los lodos (Gomez y col., 2000; Zepeda y
col., 2006).

Desde la década de los 80, se ha estudiado el efecto de la materia organica sobre el
proceso nitrificante, proponiéndose dos posturas. Una en la que se dice que la
presencia de materia organica favorece el crecimiento de organismos heterotréficos
sobre los organismos nitrificantes (Michael y col., 1985; Daigger y col., 1985). Asi
pues, se propone que la presencia de la materia organica ocasiona la disminucion en
la eficiencia nitrificante al desviar el proceso respiratorio a uno asimilativo. La otra
postura propone un efecto directo sobre las enzimas nitrificantes. Kenner y Arp.
(1994) realizaron ensayos con Nitrosomonas europaea en los cuales observaron que

si la concentracion de materia organica se aumentaba, el proceso nitrificante se veia
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afectado en la oxidacion de amonio. Se propone una competencia entre el amonio y
la materia organica por el sitio activo de la enzima encargada de la oxidacion del
amonio (inhibicidbn competitiva), o bien, que la materia organica se une al sitio activo

de la enzima, cambiando su configuracion espacial y alterando su capacidad

oxidativa (Kenner y Arp. 1994).
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3. NITRIFICACION, MATERIA ORGANICA Y 2-CLOROFENOL

Existen pocos trabajos en la literatura que abordan el efecto del 2-CP en un proceso
nitrificante. Satoh y col. (2005), utilizando microelectrodos y una biopelicula
nitrificante, reportan que 10 mg/l C-2-CP inhibe la respiracion aerobia y el consumo
de amonio. Inui y col. (2002), utilizando un cultivo de Nitrosomonas como
biosensores para la presencia de clorofenoles en un sistema de tratamiento de aguas
municipales, encuentran que con 0.9 mg/l de 2-clorofenol, se inhibe en un 10% la
velocidad de respiracion nitrificante. Sin embargo, no hacen mencién a la produccion
de nitrito o nitrato o al destino del 2-CP. Pérez-Alfaro y col. (2013), encontré que
cuando un lodo nitrificante fisiologicamente estable que no ha tenido un contacto
previo con 2-CP, se pone en presencia de concentraciones iniciales de 2.5 y hasta
10 mg C-2-CP/l, no existe consumo de amonio y por tanto no hay formacién de nitrito
ni de nitrato, es decir, no se lleva a cabo la nitrificacion, aunque si fue posible
eliminar las diferentes concentraciones de 2-CP, en 40 y 80 dias de -cultivo,
respectivamente. Por otra parte estudios utilizando un lodo nitrificante previamente
expuesto a 5 mg/l de 2-CP indicaron que aungue el 2-CP tiene efectos inhibitorios
sobre el lodo nitrificante, donde el proceso de amonio oxidacion fue mas afectado
qgue el de la nitrito oxidacion, fue posible recuperar una parte de la actividad

nitrificante del lodo (Martinez-Hernandez y col., 2011).

Por otro lado, se encontr6 que la utilizacion de lodos metanogénicos con un contacto
previo (80 dias) al 2-CP, resulté en una reduccion de 57% en la fase de retardo para
el consumo de este compuesto y en un incremento de 114% en la velocidad
especifica de su consumo. Por lo tanto, la utilizaciéon de los lodos con contacto previo
al con 2-CP resulté ser una estrategia clave para mejorar la velocidad especifica de
consumo (Beristain-Montiel y col.,, 2010). Posteriormente, utilizando un reactor
anaerobio de lotes secuenciados, fue posible aumentar hasta en cinco veces la
velocidad especifica de consumo de diferentes concentraciones de 2-CP (28 - 112
mg C-2-CP/l) (Beristain-Montiel y col. 2011).
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4. NITRIFICACION EN REACTORES DE LOTES SECUENCIADOS (SBR)

Para llevar a cabo la nitrificacion se han utilizado diferentes geometrias de reactores
nitrificantes, como por ejemplo reactores de tanque agitado, filtros percoladores,
discos rotatorios, filtros sumergidos y reactores de lecho fluidizado (Martinez, 2003).
Cada una de estas configuraciones de reactores tiene sus ventajas y desventajas
para tratar ciertos tipos de aguas residuales con amonio como contaminante. No
obstante, uno de los reactores nitrificantes mas utilizados es el reactor de lotes
secuenciados (SBR) (Texier y GOmez., 2004). Este tipo de reactores tiene un
sistema de trabajo por etapas, dividido en cuatro fases (Figura 3): llenado, reaccién
bioldgica, sedimentacion y drenado (Lloyd, 1997). Es facil de operar y la calidad del
efluente se puede regular controlando los tiempos de retencion, reaccion y de
sedimentacion (Lee y Jong 1999; Alemayehu y col., 2001). Una de las caracteristicas
principales de este tipo de reactor, es que los procesos biolégicos tienden a alcanzar
una etapa de adaptacion y estabilizacion, pues se ha observado que los tiempos de
reaccion disminuyen conforme transcurre el niumero de ciclos (Texier y Gomez.,
2007). Se ha propuesto que en estos reactores, ocurre una seleccion de cepas
microbianas capaces de adaptarse a ambientes diversos, por lo que pueden
mantener su actividad ain cuando haya cambios en el efluente (Irvine y col., 1997;
Ketchum, 1997). Asi, al incrementarse el numero de ciclos, las velocidades
especificas de consumo y produccion aumentan hasta llegar a un punto en el cual no
sufren cambios significativos, es decir, se puede llegar a un estado estacionario
(Moreno-Andrade y Buitron, 2004). Entre las principales ventajas de este tipo de
reactores se encuentran: altos rendimientos de eliminacibn de materia organica
biodegradable y nutrientes, flexibilidad de operacién, menores costos de inversién y
una mejor operacion sobre los sistemas aireados tradicionales (Fernandez-Polanco y
col., 1993; Schleypen y col., 1997; Torrijos y Moletta, 1997).
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Figura 3. Etapas de un ciclo de operacion de un reactor SBR.

Hay diversos trabajos en la literatura que reportan el uso de reactores SBR para
tratar aguas sintéticas con amonio y algunos compuestos arométicos mediante la
nitrificacion, reportandose algunos efectos de la materia organica sobre el proceso
respiratorio. Por ejemplo, se ha reportado que la eficiencia de consumo de amonio y
el rendimiento de produccién de nitrato no se afectan en presencia de hasta 30 mg
C-Fenol/l, mientras que al adicionar 100 mg C-Fenol/l, ambos parametros cayeron en
un 13%. Sin embargo, bajo estas condiciones y después de 244 ciclos de operacion,
se observo un aumento en las velocidades especificas de consumo de amonio, fenol
y produccién de nitrato, (Pérez, 2007). Asimismo, se ha reportado que el efecto
inhibitorio del p-cresol (25mg/l) sobre la nitrificacién, puede ser disminuido después
de 30 ciclos de operacion en un reactor de lotes secuenciados, mostrando que la
eficiencia de consumo de amonio y el rendimiento de producciéon de nitrato no son
afectadas y las velocidades especificas de consumo de p-cresol fueron aumentando
(Texier y Gomez, 2007).
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5. JUSTIFICACION

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales realizados mediante nitrificacion,
pueden sufrir efectos negativos por la presencia de compuestos organicos como el 2-
CP. En la literatura se ha reportado que al utilizar lodos previamente expuestos al
compuesto, se ha observado una mejora tanto en el proceso respiratorio como en el
consumo del 2-CP y sugieren que el uso de un reactor de lote secuenciado en
condiciones nitrificantes, podria ser una herramienta atractiva para disminuir el efecto
inhibitorio del 2-CP sobre la nitrificacion. De esta forma, seria posible mantener y
aumentar la capacidad nitrificante (en términos de velocidad de consumo de amonio

y generacion de nitrato) de un lodo aun en presencia del compuesto inhibitorio.
6. HIPOTESIS

El uso de un reactor de tipo SBR y un lodo nitrificante previamente expuesto a
compuestos fendlicos, permitird un periodo mas corto para iniciar el consumo de
amonio y del 2-CP, permitiendo una recuperacion mas rapida de la actividad del lodo
nitrificante, de manera que sea posible llevar a cabo la oxidacion del NH," hasta NO3”

de manera estable.
7. OBJETIVOS
7.1. General

*Evaluar en reactores de lotes secuenciados (SBR), el proceso nitrificante en

presencia de 2-CP utilizando lodos previamente expuestos a compuestos fendlicos.
7.2. Particulares
*Instalar dos reactores SBR nitrificantes control.

*Determinar en los reactores SBR, en presencia de 2-CP, las velocidades especificas
de consumo de amonio y produccion de nitrato, asi como las velocidades especificas

de consumo de 2-CP a lo largo de los ciclos de operacion.
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1. Reactores

Se utilizaron dos reactores de lotes secuenciados: el SBR1 (Applikon, mod. p100) y
el SBR2 (Biolab), ambos de 2 | de capacidad, los cuales se alimentaron con bombas
Masterflex de flujo reversible de la marca Cole-Parmer Instrument Company,
programadas en su encendido y apagado con ayuda de temporizadores de la marca
Sper Scientific 810080.

8.2. Medio de Cultivo

El medio de cultivo que se utilizd para alimentar los reactores se dividié en dos
soluciones para evitar la posible precipitacion de los componentes, y o el crecimiento
de organismos no deseados en los tanques de alimentacién. En el medio A se
incluyé la fuente de nitrégeno y en el B la de carbono. La composicién fue la

siguiente:

Tabla 2. Composicién del medio de cultivo para los reactores de lotes secuenciados.

(NH,)>SO0, (0.47) NaHCO; (3.5)
NH.CI (0.38) CaCl, (0.02)
KH,PO, (0.56) FeSO, (0.075)
MgSOy, (0.4)
NaCl (0.4)
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8.3. Fuente de in6culo
Se utilizaron dos distintas fuentes de indculo para los reactores.

El inéculo que se utilizo para el reactor SBR1 estuvo previamente expuesto al 2-CP
de acuerdo a la metodologia descrita por Pérez-Alfaro y col. (2013). A continuacion
se describe brevemente. De un reactor en estado estacionario nitrificante (volumen
de trabajo de 6L, temperatura de 30 °C, agitacion de 200 rpm, relacidon
carbono/nitrégeno de 2.5, tiempo de residencia hidraulica de 2 d, pH de 7.6 + 0.4,
con una velocidad de carga de nitrdgeno de amonio de 150 mg/ld), se tomé el
volumen de lodo nitrificante necesario para inocular con aproximadamente 200 + 9.8
mg de proteina bacteriana/l (previamente lavada con solucién fisiolégica) botellas
serologicas de 160 ml de capacidad con un volumen de trabajo de 100 ml y 60 ml de
espacio de cabeza. Se utilizd6 una concentracion de 100 mg N-NH;'/l, 250 mg C-
NaHCO43/l y diferentes concentraciones de 2-CP (10, 5y 2.5 mg C- 2-CP/l). Los lodos
se incubaron durante 30 y 80 dias. Una vez que estos ensayos concluyeron, los
lodos con previa exposicion al 2-CP se lavaron, se les adicion6 nuevamente 100 mg
N-NH;*/l y 250 mg C-NaHCOs/l, y se evalué la actividad nitrificante (250 h).
Finalmente, se recolectaron los lodos, se les adicion6 una concentracién 10 mg/l C-2-

CP y se guardaron en refrigeracion (aproximadamente por 2 afios).

El inéculo para el reactor SBR2 se obtuvo de un reactor nitrificante de tanque agitado
en continuo de 5.0 | (RCTA) operado en continuo durante un periodo de 2 afios a una
temperatura de 25 + 0.2 °C, con un tiempo de residencia hidraulico a de 1.8 dias. La
concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo en el interior del reactor a 4.0 + 0.3
mg/l. El medio basal mineral estaba compuesto de (g/l): KzHPO, (3.0), KH,PO4 (4.5),
NaHCOj3; (2.0), y una solucién de elementos trazas suministrada a 1 mL/l. La solucion
de elementos traza contenia (g/l): EDTA (0.05), Cu,SO4 5H,0 (0.015), CaCl, 2H,0
(0.07), MnCl; (0.03), (NH4)6M0;0,4 4H,0O (0.015), FeCls (0.015), MgCl, (0.02). EI
RCTA se aliment6 con las siguientes velocidades de carga (mg/l d): 216 + 6 de N-

NH,", 76 + 3 de sulfuro, y 89 + 3 de p-cresol. En el estado estacionario nitrificante, las

18 EVALUACION DEL EFECTO DEL 2-CLOROFENOL EN LA NITRIFICACION UTILIZANDO UN REACTOR DE
LOTE SECUENCIADO (SBR)



eficiencias de consumo para todos los sustratos fueron cerca de 100%, siendo los
productos principales el nitrato, HCO3'y SO4* (Silva y col. 2011).

8.4. Cultivos en los reactores de lotes secuenciados (SBR)

Para lograr la estabilidad y adaptacion de la nitrificacion, se utilizaron dos reactores
SBR con el medio de cultivo descrito en la tabla 2, (SBR1 y SBR2, alimentados con
100 mg N-NH4*/l y 250 mg C-NaHCO3/l). Los reactores se inocularon con uno de los
dos lodos nitrificantes descritos previamente (aprox. con 350 + 9.8 mg de proteina

bacterianal/l).

Los reactores se operaron con un volumen de 1.2 £ 0.1 |, una agitacion constante de
200 rpm y una aireacion de 2 volumenes de aire por volumen del liquido (vvm). Se
utilizaron bombas peristalticas para la alimentacion, la descarga de efluentes y toma
de muestras del reactor. La duracion de los ciclos fue de 48 h, repartida de la
siguiente forma: llenado = 30 min; tiempo de reaccion = 45 h; sedimentacion de lodos
= 30 min, y drenado = 2 h. Se tomaron muestras a diferentes tiempos del cultivo.
Bajo estas condiciones se realizaron cinéticas a diferentes ciclos de operacion a fin

de determinar las velocidades especificas de consumo y produccion.

8.5. Ensayos abidticos

Una vez estabilizado el proceso nitrificante en los reactores SBR1 y SBR2, los
reactores se mantuvieron herméticamente cerrados para evitar pérdidas del 2-CP por
volatilizacion o arrastre, de forma que la aireacion se realiz6 de manera intermitente.
Asi pues, la fase liquida se burbujed con O, tres veces por dia durante dos minutos,
se adicionaron 20 mg C-2-CP /I, y se mantuvo una agitacion a 200 rpm durante 6
dias. Bajo estas condiciones y utilizando el medio de cultivo antes mencionado

(Tabla 2), pero en ausencia de biomasa, se llevaron a cabo los ensayos abidticos en
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los reactores SBR a fin de determinar la pérdida de 2-CP en los SBR. La
concentracion de 2-CP se cuantific a lo largo del tiempo.

8.6. Ensayo nitrificante control

Bajo las condiciones previamente descritas en los ensayos abidticos, pero en
presencia de biomasa nitrificante, se realiz6 un ensayo control en cada reactor. Los
resultados obtenidos en estos ensayos sirvieron para verificar la actividad nitrificante
de la biomasa en los reactores y como referencia para evaluar el proceso nitrificante

en presencia de 2-CP.

8.7. Proceso nitrificante en presencia de 2-Clorofenol

Posteriormente a los ensayos control, se evalub en cada reactor el proceso
nitrificante en presencia de 20 mg/l de C-2-CP. Los ciclos de operacién fueron de
30.125 d, repartidos de la siguiente forma: llenado = 0.02 d; tiempo de reaccion = 30
d; sedimentacion de lodos = 0.02 d, y drenado = 0.083 d.

Se determinaron diferentes variables de respuesta a lo largo de los ciclos de

operacion.

8.8. Variables de respuesta para evaluar el proceso respiratorio
Las variables de respuesta fueron las siguientes:

Rendimiento de N-NO3™

mgdeN — Ngz_pmd}iczdo
YN -NO; = —
mgdeN — NH: cons*r,;mi 0 o
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Eficiencia de consumo de N- NH,"

+  mgde N—Nij_mg de N_NHi-Salllda
EN = NH4 - entrada * 100 (7)
mg de N—-NH; l
Eficiencia de consumo del 2-CP
entrada salida

mg de C—2—-CP —mg de C—2—-CP

EC—2—CP= - —L— e L_ 4100 (8)
*C-2-CP= Carbono del 2-CP

*N-NO3= Nitrdgeno de nitrato y

*N,= Nitrdgeno molecular.

Balances de materia

[N-NH," entrada] = [N-NH," salida]+ [N-NO, ]+ [N-NOz]+ [N-proteina]. 9)

Velocidades especificas de consumo de N- NH,'y produccion de N-NO; (q)

Qpx=dp/ dtQs X=ds/ dt
J p=1/x dpP/dt( s= 1/x dS/dt
Donde q es la velocidad especifica (mg N/mg proteina h), Q es la velocidad

volumétrica (mg N-X / | d) obtenida de la pendiente de la ecuacion de la recta. Y [X]

es la concentracion de biomasa medida como proteina microbiana.
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8.9. Métodos analiticos

Para verificar la reproducibilidad y linealidad de los métodos analiticos utilizados en
este trabajo, se realizaron al menos tres curvas de calibracion para cada técnica
analitica. En la Tabla 3 se muestran los coeficientes de correlacién (R?) y de
variacion (CV) de las pendientes correspondientes a las curvas de calibracion de los

diferentes métodos analiticos.

Tabla 3. Coeficientes de correlacion y de variacién de las pendientes correspondientes a las
curvas de calibracion realizadas por los diferentes métodos analiticos.

Analisis Coeficiente de Coeficiente de

variacion correlaciéon
(CV, %) (R%
Amonio (electrodo 7.6 % 0.999+0.003
selectivo)
Nitrito (CIA) 3.3% 0.998+0.003
Nitrato (CIA) 1.7 % 0.995+0.004
2-CP (HPLC) 7.7% 0.999+0.002
Proteina microbiana 1.26% 0.997+0.003
(Lowry)

Todos los métodos presentaron un CV menor al 10%, lo cual indicé una aceptable
reproducibilidad, mientras que los R? fueron mayores a 0.992, demostrando una
respuesta lineal de los métodos. A continuacion se desglosan cada uno de los

métodos realizados y se muestran ejemplos de las curvas de calibracion obtenidas.

8.9.1. Cuantificacion de amonio

Para cuantificar el amonio disuelto en solucién acuosa mediante su conversion a
amoniaco se utiliz6 un electrodo de i6n selectivo (phoenix electrode Co. Mod.

NH331501). El principio del método se basa en desplazar el equilibrio del par
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NH4"/NH3 en solucién acuosa mediante la alcalinizacion de las muestras. El electrodo
selectivo cuenta con una membrana permeable al amonio. Por lo cual fue necesario
alcalinizar las muestras de 50 mL con NaOH 10 N, bajo agitacion constante y
temperatura ambiente. El electrodo estuvo acoplado a un potenciometro portatil
(DigiSense, Cole-Parmer) que permitié la lectura del potencial (mV) cuando fue
estable (aproximadamente 3 min después de adicionar el NaOH). Siempre que fue
analizada una muestra se construyé una curva de calibracion de N-NH;" en un
intervalo de concentraciones adecuado para cada muestra (entre 0 y 150 mg/l). El
valor del potencial es proporcional al logaritmo de la concentracion, cuyo valor puede
ser calculado directamente de la ecuacion de la recta (ecuacion 10). La ecuacion (11)

fue utilizada para calcular la concentracién de amonio en las muestras.

Potencial = m logaritmo ([NH]]) + b 10)

[NH:] — antiiog (Patencf.al—b)

m

(11)

Donde m es la pendiente y b es la ordenada al origen.

1 15 2 25

y = -55.627x + 0.4157
Rz = 0.9996

-60

-80

Potencial (mV)

-100

-120

-140

Log (mg/l)

Figura 4. Ejemplo de una curva de calibracion para la cuantificacion de amonio.
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8.9.2. Cuantificacion de nitrito y nitrato

La electroforesis capilar se basa en la migracion de los iones en solucion bajo la
influencia de un campo eléctrico, hacia el electrodo con la carga opuesta a ellos. La
fuerza conductora de una particula esta relacionada con su carga y la intensidad del
campo eléctrico aplicado, asi como la composicién del electrolito, el cual funciona
como el medio de separacion que proporciona una resistencia (Weinberger, 1993).El
equipo utilizado fue un analizador capilar de iones (CIA) con un detector UV (arreglo
de iodos) y se trabajé a una longitud de onda de 240 nm. Las condiciones de
operacion fueron: voltaje de 12 KV, tiempo de corrida de 10 min y temperatura de
25°C. El capilar utilizado tiene un recubrimiento de silica fundida de 60 cm de largo y
75 ym de diametro interno. El electrolito se preparé tomando 5 mL de las siguientes
soluciones: sulfato de sodio anhidro (0.1 M), cloruro de sodio (10 mM) y CIA Pak
OFM anion-BT (Waters), finalmente se llevdo a un volumen de 50 mL con agua
desionizada. Las muestras fueron filtradas por una membrana de nylon (0.45 ym) y
se realizaron diluciones para que las muestras no superaran los 50 mg N/l al
momento de ser analizadas. Para comprobar la linealidad del método, se

construyeron curvas de calibracién. La Figura 5 es un ejemplo de éstas.

600000
500000 yNO3 = 3697.7x + 18139
R2 = 0.9955
400000
0 YNO2 = 3240.1x + 7511.3
© 300000 R2 = 0.9989
< —o—Nitrito
200000
100000 == Nitrato
0
0 50 100 150

Concentracion (mg/l)

Figura 5. Ejemplos de curvas de calibracion para la cuantificacion de
nitrito y nitrato por electroforesis capilar.

24 EVALUACION DEL EFECTO DEL 2-CLOROFENOL EN LA NITRIFICACION UTILIZANDO UN REACTOR DE
LOTE SECUENCIADO (SBR)



8.9.3. Cuantificacion de 2-Clorofenol

Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos (HPLC) Perkin-Elmer series 200, una columna
Bondclone 10u C-18 (Phenomenex, 300 x 3.9 mm). El equipo cuenta con un detector
UV/VIS y la longitud de onda para la deteccion fue 274 nm. La fase movil fue una
mezcla de acetonitrilo y agua (60:40 v/v) y se utilizé un flujo de 1.5 mL/min y un
tiempo de corrida de 4 min. La inyeccion de muestra se hace por un automuestreador
fijando el volumen de inyeccion en 20 pyL. A partir de una solucion madre se
realizaron las soluciones estandar con 0, 5, 10, 20 y 30 mg C-2-CP/l Todas las
diluciones se hicieron con agua desionizada y las soluciones fueron filtradas por una
membrana de 0.45 uym para finalmente colocar 2 mL de muestra en cada vial. La
Figura 6 es un ejemplo de las curvas de calibracién construidas para la técnica de

cuantificacion de 2-clorofenol por HPLC.
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300000 y =10178x - 1932.3
R2 =0.9994
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200000
o
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0
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Figura 6. Ejemplo de curva de calibracion de 2-clorofenol por HPLC.
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8.9.4. Cuantificacién de proteina microbiana

El método colorimétrico de Lowry (Lowry y col., 1951) fue utilizado para determinar la
concentracion de proteina microbiana en el reactor de lotes secuenciados. El método
se basa en la reaccion para formar un complejo Cu-proteina y la posterior reduccion
de este complejo por el reactivo de Folin-Ciocalteau, donde se obtiene un color azul
en un ambiente alcalino (pH de 10). El reactivo de Folin-Ciocalteau (Hycel) esta
formado por molibdato, fosfato y tungstato de sodio y produce un maximo de
absorcién a 750 nm. Esta técnica requiere de proteinas que contengan péptidos con
grupos fenolicos que puedan enlazarse con el Cu,’. Para cada serie de muestras
analizadas, se preparé una curva de calibracion de albumina (Sigma, 96-99%) de 0 a
300 mg/l. Las muestras y los estandares recibieron el mismo tratamiento. Se tomé 1
mL de muestra y se colocé en tubos de ensaye con tapa de rosca de 10 mL. Se
adicion6é 0.1 mL de NaOH (10 N). Posterior a la agitacibn mediante un vortex, se
calentaron los tubos por 20 min a 90°C en un bafio seco. Se necesitaron tres
soluciones: (a) Na,CO3; 0.19 M en NaOH 0.1N, (b) CuSO,4 al 1% vy (c) tartrato de
sodio y potasio al 2%. Se prepard una solucién con (1 mL solucién (b) + 1 mL de
solucion (c) + 48 mL de solucién (a)) que fue posteriormente adicionada a cada tubo
(5 mL). Se dejaron reposar los tubos por 30 min en la oscuridad. Posteriormente, se
agregd 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau, dejando reposar nuevamente en la
oscuridad por 1 h, para finalmente medir la absorbancia a 750 nm en un
espectrofotometro UV/VIS (Shimadzu, mod. UV-1601). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. La Figura 7 muestra un ejemplo de las curvas de calibracion

utilizadas en esta técnica.
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Figura 7. Ejemplo de curva de calibracion para la cuantificacion de
proteina microbiana por el método de Lowry.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION
9.1. Estabilidad y adaptacion de la nitrificacion

Las figuras 8 y 9 muestran perfiles del consumo y produccion de los compuestos
nitrogenados en los reactores nitrificantes SBR1 y SBR2 realizadas en el ciclo 45 de

operacion.

En el ciclo 45 de operacion en el reactor SBR1, se muestra que el consumo total de
amonio se realizd en un lapso de 10 h, mientras que la formacion transitoria de
nitrito, su consumo y la maxima concentracién de nitrato formado se presentaron a
las 48 h.
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Figura 8. Perfil del consumo y produccién de los compuestos
nitrogenados en el reactor nitrificante SBR1 en el ciclo 45 de
operacion.

Al final de las 48 h, la eficiencia de consumo de amonio fue de 99.9% vy el

rendimiento de produccion de nitrato de 0.98 (Tabla 4).
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Tabla 4. Eficiencias de consumo de amonio, rendimientos de nitrato
a los largo de los ciclos de operacion de los reactores nitrificantes

control.
_ SBR1 SBR2 SBR1 SBR2
99.9 99.9 0.98 0.91
99.9 99.8 0.99 1.00
99.9 99.9 0.94 0.98
99.9 99.9 0.99 1.00

E N-NH," = Eficiencia de consumo de amonio (%).
Y N-NOs3 = Rendimiento de produccion de nitrato (mg de N producto/mg de N consumido)

Para esquematizar de manera mas clara el destino de los compuestos nitrogenados
en las cinéticas nitrificantes, se presenta el balance de materia, donde se observa
gue efectivamente so6lo hay produccion de nitrégeno de nitrato y es practicamente

igual al nitrégeno de amonio consumido.

Balance de materia en el reactor nitrificante SBR1 en el ciclo 45 de operacion:

[89.96 mg N-NH,"/l entrada] = [0 mg N-NH, "/l salida]+ [0 mg N-NO,/I+ [89.36 mgN-NO/I]+ [0.36 mg
N-proteina/l]

El proceso nitrificante en el reactor SBR2 tuvo un comportamiento similar al del
reactor SBR1, puesto que los lodos consumieron totalmente el amonio
aproximadamente en 10 h y se presento la maxima concentracién de nitrato formado
a las 48 h. La eficiencia de consumo de amonio fue de 99.9% y el rendimiento de

produccién de nitrato de 1 (Tabla 4).

Balance de materia en el reactor nitrificante SBR2 en el ciclo 45 de operacion:

[78.06 mg N-NH, "/l entrada] = [0 mg N-NH, "/l salida]+ [0 mg N-NO,/I]+ [78.07 mgN-NO/I]+ [0.57 mg
N-proteina/l]
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Figura 9. Perfil del consumo y produccién de los compuestos
nitrogenados en el reactor nitrificante SBR2 en el ciclo 45 de
operacion.

A lo largo de los ciclos de operacién, se obtuvieron resultados similares en el
comportamiento nitrificante en ambos reactores, con eficiencias de consumo de
amonio cercanas al 100% y rendimientos de nitrato alrededor de 1, indicAndonos que

en ambos reactores se tiene un proceso nitrificante estable.

En la figura 10 se muestran las diferentes velocidades especificas de produccién de
nitrato obtenidas a lo largo de los ciclos de operacion para el reactor SBR1 y SBR2.
Ambos rectores presentaron la maxima q N-NOj™ de 0.031 y 0.025 (mg N-NO3z/mg de
proteina d) respectivamente, a partir del ciclo 18 y hasta el ciclo 45 de operacion.
Considerando que la formacion de biomasa durante la experimentacion fue muy
pequefia (rendimientos de biomasa de 0.004 para el reactor SBR1 y 0.0073 para el
reactor SBR2), es decir que el metabolismo fue desasimilativo, el incremento en las
velocidades especificas puede ser el resultado de un aumento en la capacidad
metabdlica de las bacterias amonio y nitrito oxidantes para oxidar amonio y nitrito,
indicandonos que el proceso nitrificante alcanzo una adaptabilidad en el sistema.

Estos resultados son similares con los previamente sefialados por Texier y Gémez
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(2004). Los autores mostraron mediante un estudio cinético en un SBR nitrificante,
que las velocidades q N-NO3" cambiaron con el numero de ciclos y sugirieron que fue
probablemente debido al incremento en la estabilidad fisioloégica de las bacterias

nitrificantes, en vez de una modificacion en la dinamica de poblacion.
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Figura 10. Perfil de las velocidades especificas de produccién de

nitrato hasta el ciclo 45 de operacion en los reactores SBR1 y
SBR2.

9.2. Ensayos abidéticos

Los ensayos abidticos mostraron que después de 6 d de experimentacion, el 96.4%

del C-2-CP se mantuvo en el cultivo, por lo tanto, la pérdida de este compuesto fue
insignificante (Figura 11).
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Figura 11. Ensayo abidtico en el reactor SBR1.

9.3. Cinética nitrificante control

Las figuras 12 y 13 muestran perfiles de consumo y produccion de los compuestos

nitrogenados en los reactores nitrificantes SBR1 y SBR2 control, es decir, cuando se

mantuvieron sellados y aireados intermitentemente.

Se muestra que el

que se presentd una acumulacién transitoria de nitrito y una maxima concentracion

de nitrato formado
fue de 99.6% v el

consumo total de amonio se realizd en un lapso de 40 h, mientras

a las 48 h. Al final de las 72 h, la eficiencia de consumo de amonio
rendimiento de produccion de nitrato de 0.93 (Tabla 5). La g N-

NO3 fue de 0.1859 (mg N/mg de proteina d).

Balance de materia del reactor nitrificante SBR1 control:

[98.06 mg N-NH,"/l entrada] = [0 mg N-NH, "/l salida]+ [2.62 mg N-NO,/l+ [92.07 mgN-NO;/I]+ [2.53

mg N-proteina/l]
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Figura 12. Perfil del consumo y produccién de los compuestos
nitrogenados en el reactor nitrificante control SBR1.

En el reactor nitrificante SBR2 se presentd un consumo total de amonio
aproximadamente en 40 h y la méxima concentracion de nitrato formado a las 48 h.
La eficiencia de consumo de amonio fue de 99.6% y el rendimiento de produccion de
nitrato de 0.99. Se calculd la g N-NO3 de 0.1800 (mg N/mg de proteina d).

Balance de materia del reactor nitrificante SBR control:

[96 mg N-NH,"/l entrada] = [0 mg N-NH,"/I salida]+ [0 mg N-NO,/I]+ [94 mgN-NO;/[+ [1.17 mg N-
proteina/l]
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Figura 13. Perfil del consumo y produccién de los compuestos
nitrogenados en el reactor nitrificante control SBR2.

De acuerdo a la tabla 5, los valores obtenidos en las variables de respuesta, nos
muestran comportamientos cinéticos similares entre ambos reactores, indicando
asimismo, que bajo las condiciones experimentales, es posible llevar a cabo la
nitrificaciéon de manera adecuada. Estas variables de respuesta obtenidas en ambos
reactores serviran como referencia para evaluar el proceso nitrificante en presencia
de 2-CP.

Tabla 5. Eficiencias de consumo de amonio, rendimientos de nitrato y
velocidades especificas obtenidas a los largo de los ciclos de operacién en
los reactores nitrificantes control.

- E N-NHs" | Y N-NO3s | g N-NH." | gN-NO, | g N-NOs3
99.63 0. 0.1373 0.1545 0.1859
99.61 0.99 0.1279 0.3226 0.1800

E N-NH4" =Eficiencia de consumo de amonio (%).

Y N-NOsz =Rendimiento de produccion de nitrato (mg de N producto/mg de N consumido)

g N-NO2, g N-NO3 =Velocidad especifica de producciéon (mg de producto formado / mg proteina d).
q N-NH4"=Velocidad especifica de consumo (mg sustrato consumido / mg proteina d).
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9.4. Proceso nitrificante en presencia de 2-Clorofenol
Posteriormente a los ensayos control, se adicionaron 20 mg C-2-CP/l a cada reactor.

En el ciclo 1 del SBR1 (Figura 14), el consumo de amonio después de 30 dias de
operacion fue de 12% sin detectar concentraciones de nitrito y una ligera produccion
de nitrato. Se presentd un rendimiento de produccion de nitrato de 0.3 y g N-NH,4" de
0.0027 y g N-NO3 de 0.00056 (mg N/mg de proteina d). Estos resultados contrastan
con los reportados previamente por Pérez-Alfaro y col., 2013, en donde en presencia
de 2.5, 5y 10 mg de C-2-CP/l, en cultivos nitrificantes en lote sin previa exposicion a
este compuesto, no hubo consumo de amonio ni produccion de nitrato. Sin embargo,
en comparacion con el ensayo control, estas velocidades disminuyeron un 98% vy
99%, respectivamente, mostrando que el 2-CP inhibe significativamente el proceso
nitrificante. Asimismo, en el SBR1 se determind un consumo de este compuesto de
83%, mostrando que para consumir 17 mg C-2-CP/I, se requirié de 24 dias con una
fase de retardo de 6 dias. Estos resultados coinciden con los reportados por
Martinez-Hernandez y col. (2011) y Pérez-Alfaro y col. (2013), en los cuales, aun
cuando la actividad nitrificante de los lodos se vio afectada, se observé un consumo

total de 2-CP en todos los casos.

Balance de materia en el reactor nitrificante SBR1en presencia de 2-CP durante el
ciclo 1 de operacion:

[93.24 mg N-NH, "/l entrada] = [82.04 mg N-NH, "/l salida]+ [0 mg N-NO,/I]+ [3.5 mgN-NO3/I]+ [3.6 mg
N-proteina/l]
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Figura 14. Perfil del reactor nitrificante SBR1 con 2-CP en el ciclo 1
de operacion.

La figura 15 muestra el perfil cinético durante el ciclo 3 de operacion en el SBR1,
donde la eficiencia de consumo de amonio fue de 99.14% con una acumulacion de
nitrito transitoria. Al término del ciclo se presenté la méaxima produccién de nitrato,

correspondiente a un rendimiento de 0.99.

El balance de materia indicd que gran parte del N-NH," alimentado se consumio6 y se

oxido a N-NOg™ junto con una ligera produccion N-NO;" residual.

Balance de materia en el reactor nitrificante SBR1en presencia de 2-CP durante el

ciclo 3 de operacion:

[94.51 mg N-NH, "/l entrada] = [0 mg N-NH, /I salida]+ [1.24 mg N-NO,/I]+ [92.84 mgN-NO3/I]+ [1.32
mg N-proteina/l]
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Figura 15. Perfil del reactor nitrificante SBR1 con 2-CP en el ciclo 3
de operacion.

Bajo estas condiciones se determinaron las velocidades especificas q N-NH;" de
0.0086 y g N-NO3  de 0.0252 (mg N/mg de proteina d), las cuales aumentaron 3 y 50
veces con respecto al ciclo 1 de operacion, respectivamente (Tabla 6), indicando que
el efecto inhibitorio del 2-CP sobre el proceso nitrificante disminuyé a lo largo de los

ciclos. Para este ciclo la eficiencia de consumo de 2-CP fue practicamente del 100%.

Tabla 6. Eficiencias, rendimientos y velocidades especificas a los largo de
los ciclos de operacién en el SBR1 en presencia de 2-CP.

- 12.02 0.0027 0.0005
99.63 1.03 0.0089 0.0806 0.0269
99.14 0.99 0.0086 0.0473 0.0252

E N-NH4" =Eficiencia de consumo de amonio (%).

Y N-NOsz =Rendimiento de produccion de nitrato (mg de N producto/mg de N consumido)
gN-NO2', g N-NOs=Velocidad especifica de producciéon (mg de producto formado / mg proteina d).
g N-NH4"=Velocidad especifica de consumo (mg sustrato consumido / mg proteina d).
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Durante el ciclo 1 de operacion en el SBR2 (Figura 16), se presentd un consumo de
amonio de 22.15%, el cual resultdé ser 83% mayor en comparaciéon con el obtenido en
el SBR1 para el mismo ciclo. No se detectaron concentraciones de nitrito pero si se
detectd una ligera produccion de nitrato, puesto que el rendimiento de produccion de
nitrato obtenido fue de 0.28. Al igual que en el SBR1, la adicion de 2-CP provoco una
inhibicion sobre el proceso nitrificante, dando como resultado una disminucion de las
q N-NH4"y g N-NO3™ con respecto al control de 98% y 99% respectivamente. Como
se menciond con anterioridad, estos resultados también contrastan con los
reportados por Martinez-Hernandez y col., (2011) y Pérez-Alfaro y col., (2013), donde
en presencia de 2-CP, el proceso respiratorio nitrificante no se lleva a cabo. Bajo
estas condiciones, en el SBR2 se presentd un consumo de 2-CP de 42%, es decir, el
lodo nitrificante fue capaz de consumir 9 mg C-2-CP/l en 23 dias con una fase de

retardo de 7 dias.
Balance de materia del reactor nitrificante SBR2 con 2-CP en el ciclo 1 de operacion:

[85.2 mg N-NH,"/l entrada] = [68.34 mg N-NH, "/l salida]+ [0 mg N-NO,/l]+ [6.16 mgN-NO3/I]+ [8.5 mg
N-proteina/l]
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Figura 16. Perfil del reactor nitrificante SBR2 con 2-CP en el ciclo 1
de operacion.
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La figura 17 muestra el perfil cinético durante la operacion del ciclo 3 en el SBR2. Se
observa que una parte del amonio se mantuvo al final del ciclo de operacion dando
como resultado una eficiencia de consumo de amonio de 50.26%. EI amonio
consumido se oxidd mayoritariamente a nitrito y una ligera produccion de nitrato,

presentando un rendimiento de 0.22.

El balance de materia nos indico que una parte del N-NH," alimentado se mantuvo en
el reactor a la salida, sin embargo el SBR2 presentd una ligera produccién de nitrato

al final del ciclo de operacion.
Balance de materia del reactor nitrificante SBR2 con 2-CP en el ciclo 3 de operacion:

[98.47 mg N-NH,"/l entrada] = [45.97 mg N-NH,"/I salida]+ [42.49 mg N-NO,/I]+ [10.11 mgN-NO3/I]+
[2.0 mg N-proteina/l]
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Figura 17. Perfil del reactor nitrificante SBR2 con 2-CP en el ciclo 3
de operacion.

De manera similar a los resultados obtenidos en el SBR1, las velocidades
especificas g N-NH;* y g N-NOsz (0.0044 y 0.0081 mg N/mg de proteina d),
aumentaron 2.5 y 4.7 veces respectivamente con relaciéon al ciclo 1 de operacién

(Tabla 7), indicando que el efecto inhibitorio del 2-CP sobre el proceso nitrificante
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disminuy6 a lo largo de los ciclos. Para este ciclo la eficiencia de consumo de 2-CP
en el SBR2 fue del 100%.

Tabla 7. Eficiencias, rendimientos y velocidades especificas obtenidas a los
largo de los ciclos de operacic’)n en el SBR2 en presencia de 2-CP.

- 22.15 0.28 0.0017 0.0017
14.04 0.28 0.0012 0 0.0003
50.26 0.22 0.0044 0.0275 0.0081

E N-NH," =Eficiencia de consumo de amonio (%).

Y N-NOsz =Rendimiento de produccion de nitrato (mg de N producto/mg de N consumido)

g N-NO2, g N-NO3z=Velocidad especifica de producciéon (mg de producto formado / mg proteina d).
q N-NH4"=Velocidad especifica de consumo (mg sustrato consumido / mg proteina d).

Beristain-Montiel y col. (2011), pudieron observar un incremento de hasta 5 veces en
las velocidades especificas de consumo de 2-CP en un reactor SBR anaerobio
(ASBR) y utilizando un lodo metanogénico previamente expuesto al 2-CP. La
disminucién del efecto inhibitorio del 2-CP sobre el proceso nitrificante en este
trabajo puede estar asociada a la previa exposicion de los lodos a compuestos
fendlicos y a la utilizacion de los reactores de lotes secuenciados.

Aunque con el lodo utilizado en el SBR2, que habia estado previamente expuesto a
p-cresol, habia sido posible en ensayos nitrificantes en lote, consumir hasta 50 mg/I
de C-2-CP con eficiencias de consumo de amonio de 16% (Silva y col., 2011), en
este trabajo se obtuvieron eficiencias de consumo de amonio del 50% en presencia
de 20 mg/l de C-2-CP, por lo cual es posible decir que se logré un mejor desempefio
en la nitrificacion para el consumo de amonio y produccion de nitrato con el lodo

previamente expuesto a 2-CP.
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9.5. Consumo de 2-Clorofenol

La tabla 8 presenta el consumo de 2-CP en el SBR1 bajo condiciones nitrificantes.
Se puede observar que en el ciclo 1 de operacion, el lodo nitrificante requiriéo de 24
dias para consumir 17 mg/l C-2-CP y se present6 una fase lag para su consumo de 6
dias, con una qC-2-CP de 0.0017 mg C/mg de proteina d. Se han reportado
velocidades similares para el consumo de 2.5 hasta 10 mg de C-2-CP en procesos
nitrificantes en lote, con eficiencias de consumo de 2-CP del 100%, pero con fases
de retardo desde 15 hasta 30 dias y tiempos largos para su consumo desde 30 hasta
50 dias (Martinez-Hernandez y col., 2011; Pérez y col., 2013), mientras que en este
trabajo, el lodo nitrificante fue capaz de consumir una mayor concentracion de 2-CP

en un menor tiempo.

Al transcurso de los ciclos, la fase lag se mantuvo entre 6 y 9 dias, los tiempos de
consumo disminuyeron hasta 18 dias y la eficiencia de consumo de 2-CP aumenté
hasta el 100%. En cuanto a la qC-2-CP, hasta el ciclo 3 de operaciéon tuvo un
aumento de 2.2 veces 0.0038 mg C/mg de proteina d, indicando una mejora en la

capacidad metabdlica del lodo nitrificante para consumir el 2-CP.

Tabla 8. Consumo de 2-CP en el SBR1 a lo largo de los ciclos de
operacién

82.68 0.0017

5 19 100 0.0025

9 18 100 0.0038

[2-CP] = Concentracion de 2-CP consumido (mg/l).

FL=Fase lag (dias).

Tc=Tiempo de consumo (dias).

Ec-2-cp =Eficiencia de consumo de 2-CP (%).

dc-2-cp= Velocidad especifica de consumo (mg sustrato consumido / mg proteina d).
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El consumo de 2-CP en el ciclo 1 de operacion y en condiciones nitrificantes en el
SBR2 fue de 8.4 mg/l C-2-CP, en el cual se requirieron de 23 dias, una fase lag de 7
dias y se alcanz6 una qC-2-CP de 0.0008 mg C/mg de proteina d.

Al transcurso de los ciclos, la fase lag se mantuvo entre 7 y 8 dias, los tiempos de
consumo disminuyeron hasta 19 dias y la eficiencia de consumo de 2-CP aumenté
hasta el 100%. En cuanto a la qC-2-CP, aumentd hasta 3 veces en el ciclo 3 de
operacion (0.0024 mg C/mg de proteina d).

Tabla 9. Consumo de 2-CP en el SBR2 a lo largo de los ciclos de
operacién

42.62 0.0008

7 21 100 0.0021

8 19 100 0.0024

[2-CP] = Concentracidn de 2-CP (mg/l).

FL=Fase lag (dias).

Tc=Tiempo de consumo (dias).

Ec.,.cp =Eficiencia de consumo de 2-CP (%).

Jc.2.cp= Velocidad especifica de consumo (mg sustrato consumido / mg proteina d).

Al final del ciclo 3, en ambos reactores se observé una disminucién en el efecto
inhibitorio del 2-CP sobre el proceso nitrificante. Estos resultados pueden estar
asociados a la utilizacién de un lodo previamente expuesto a compuestos fendlicos y
a la utilizaciéon de un reactor de tipo SBR. Sin embargo, con los lodos nitrificantes que
estuvieron en contacto previo con el 2-CP, fue posible obtener un mejor desempeiio
en la nitrificacion y en el consumo del compuesto aroméatico, en comparacion con los
lodos que estuvieron expuestos al p-cresol, puesto que el consumo de 2-CP, de
amonio y su oxidacion a nitrato, asi como sus respectivas velocidades especificas,
fueron mayores. Estos resultados sugieren que ademas del uso de un reactor SBR,

la historia del lodo juega un papel determinante en los procesos respiratorios.
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10. CONCLUSIONES

*

Se logré el estado estacionario del proceso nitrificante en el SBR1 y SBR2.

El proceso nitrificante en los ensayos control, mostré rendimientos de
formacion de nitrato y eficiencias de consumo de amonio cercanos a 1y a

100% respectivamente, en ambos reactores.

La adicion de 20 mg C-2-CP/l a los reactores SBR provocé un efecto
inhibitorio sobre el proceso nitrificante, el cual disminuyé a lo largo de los

ciclos.

Después de 3 ciclos de operacion, se obtuvo una eficiencia de consumo de
amonio de 99.14% en el SBR1 y de 50.26% en el SBR2. Los Y fueron 0.99 y
0.22 para el SBR1 y SBR2 respectivamente.

La E del 2-CP fue de 100% en el SBR1 y en el SBR2.

El uso de lodos previamente expuestos a compuestos fendlicos y la utilizacion
de un SBR resulté en una disminucion del efecto inhibitorio del 2-CP sobre el
proceso nitrificante, consiguiendo un mejor desempefio con los lodos

previamente expuestos al 2-CP.
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