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Resumen

En las ultimas décadas se ha incrementado el uso de diversos compuestos en la industria quimica y
textil, entre ellos colorantes, altas cargas de DQO, asi como nitrdgeno amoniacal, entre otros.
Asimismo, la generacion y descarga de efluentes industriales textiles a los ecosistemas acuéticos y
terrestres (sin la debida supervision de autoridades ambientales) ha incrementado de manera
proporcional. Este acto ha tenido como consecuencia la perturbacion de dichos ecosistemas,
contaminando rios, presas, lagos, etc., causando efectos negativos en los organismos acuaticos,
limitando los procesos naturales como la fotosintesis. Al mismo tiempo ha sido motivo de dafios a la
salud humana de los pueblos aledafios a estos ecosistemas. Asi como también ha sido razén de la
limitacion del recurso hidrico. Simultdneamente, la generacion e innovacién de tecnologias para el
tratamiento de estos efluentes antes de ser descargados, se ha incrementado ultimamente, sin
embargo, la mayoria de estas tecnologias debido a su ingenieria demandan costos y espacios de
operacion considerables por lo que su implementaciéon a nivel industrial o piloto es escasa. En
recientes estudios, se han propuesto sistemas de tratamiento de mas de un contaminante a la vez en
sistemas independientes o secuenciales. Sin embargo, recientemente la propuesta de sistemas
hibridos se ha pensado como una tecnologia que podria mejorar los costos y espacios de operacion,
asi como el tratamiento simultaneo de diversos contaminantes.

Por lo cual, el objetivo de este estudio fue desarrollar una estrategia para tratar simultaneamente dos
contaminantes, amonio y el colorante azul acido 74 (ab74), mediante diversos tratamientos: Lacasa
comercial (Lac), lodos activados (LA), lodos pre tratados (LPT), carbon activado (CA), y lodos
activados soportados en carbon activado (CA+LA). Estos tratamientos fueron evaluados en sistemas
en lote para obtener sus parametros cinéticos enzimaticos y metabdlicos, para determinar el
tratamiento con mejores caracteristicas de operacién para posteriormente implementar dicho
tratamiento en un reactor hibrido de flujo ascendente para la oxidacién y adsorcién simultanea de
amonio Yy el colorante azul &cido 74 en una misma unidad experimental bajo condiciones aerobias-
anaerobias. Esto en una fase nitrificante mediante lodos activados y carbdn activado en soportes de
poliuretano, y en una segunda fase anaerobia bajo condiciones desnitrificantes con lodos activados
soportados en espuma de poliuretano sin carbén activado. Se han investigado adsorbentes amigables
al ambiente de bajo costo como alternativas a costosos tratamientos para la eliminacién de colorantes.
Asimismo, se han encontrado lacasas bacterianas en lodos activados, sin embargo, su contribucién
aun no ha sido cuantificada. El zimograma y la oxidacion de 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonato) confirmaron la presencia de lacasas en LA y LPT. Ensayos de inhibicion evidenciaron la
contribucién de lacasas para decolorar el ab74; decolorando 23.2 % y 19.1 % con LA y LPT,
respectivamente. La decoloracion del ab74 mas efectiva se observd en CA+LA comparada con LAy
LPT. CA+LA mostré un interesante efecto sinérgico en la decoloracidn del ab74; con una eficiencia de
76.6 £ 11.0 % y una tasa especifica de decoloracion de 5.9+0.4 mg ab74 /h Giratamiento. POSteriormente,
estos mismos experimentos fueron evaluados en presencia de 100 mg/L de N-NH4* en el cual se
observé que para el tratamiento de CA+LA se obtuvieron las mejores eficiencias de decoloracion y
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oxidacion de amonio de 88.61 £ 0.1% y 72.62 + 0.11%. Ademas, como resultado novedoso, LA fue
capaz de regenerar in situ la capacidad de adsorcion del carbon activado; esos resultados son
prometedores para ser aplicados en el tratamiento de aguas residuales en un sistema hibrido
propuesto.

En una segunda etapa del presente estudio se implementé el tratamiento de CA+LA en el reactor
hibrido evaluando una concentracion de amonio de 100 mg N-NH4*/L en presencia de 30, 60 y 90 mg
ab74/L. El sistema operd de manera eficiente a una concentracion de 30 mg ab74/L con una eficiencia
de consumo de amonio de 99.2 + 0.5 %, una eficiencia consumo de nitrito (Eno2%) de 63.5 £ 26.8 %
y una eficiencia de consumo de nitrato (Enos%) de 54.8 + 28.6 %. Debido al eficiente consumo de los
productos de la oxidacion del amonio y a la eficiencia de consumo de amonio a la salida del reactor
hibrido, los resultados sugieren que el proceso nitrificante se acoplé al proceso desnitrificante en una
misma unidad experimental y se aprecio la oxidacion simultanea del ab74 con una eficiencia de 66.6
1 5.6 % y una eficiencia de consumo de COT de 49.0 + 8.8.

Los resultados mostraron que tratamiento CA+LA implementado en el sistema hibrido tuvo la
capacidad de oxidar simultaneamente de amonio y ab74 en una misma unidad experimental, y de
manera in situ el CA pudo regenerarse al mismo tiempo mediante LA, lo que sugiere ser una tecnologia
atractiva para el tratamiento de aguas residuales de estas caracteristicas, mejorando las condiciones
y costos de operacion.
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Abstract

In the last decades, the use of many chemistry compounds had been increased in the chemistry and
textile industry, as dyes, high loads of COD, nitrogen of ammonium, etc. At the same time the
generation and discharge of textile industrial effluents to the aquatic and terrestrial ecosystems have
increased in the same way. This act has as result, the perturbation of those ecosystems that affect
rivers, water dams, lakes, etc., and it is the reason of negative effects on aquatic organisms where the
natural processes are affected, as the photosynthesis. At the same time, this act has been the cause
of damages on the human health of the people who live close to these ecosystems as well as the
limitation of the hydric resource. Simultaneously, the generation and innovation of technologies for the
treatment of this kind of effluents before to discharge them to the ecosystems have been increased
recently, however, the most of these technologies because of their engineering have costs and
considerable operation spaces, and that is the reason because their implementation at industrial or
pilot level have been limited. In recent studies, systems of treatment have been proposed to remove
more than one pollutant in independent or sequential systems. However, the propose of hybrid systems
have been thought as a technology that could improve the costs and spaces of operation and the
removal of many pollutants simultaneously.

The aim of this study was, develop a strategy to treat simultaneously two pollutants, ammonium and
acid blue 74 dye, through some treatments: Commercial laccase (Lac), activated sludge (LA), pre
treated sludge (LPT), activated carbon (CA) and activated sludge supported into activated carbon
(CA+LA). These treatments were evaluated in batch to obtain the kinetic and metabolic parameters.
After this, the best treatment was selected to implement it in the hybrid reactor of ascendant flow for
the simultaneous oxidation of ammonium and acid blue 74 dye in the same experimental unit under
aerobic-anaerobic conditions. This was in a nitrifying phase by activated sludge and activated carbon
into polyurethane foam. The second phase was operated under denitrifying conditions by activated
sludge supported into polyurethane foam without activated carbon. Some ecofriendly adsorbents have
been reported with low costs as alternatives to high cost treatments for the removal of dyes. At the
same time, bacterial laccases have been reported into activated sludge, however their contribution had
not been quantified. The zymography and the oxidation of 2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) confirmed the presence of laccases into LA and LPT. Inhibition studies evidenced the
contribution of laccases to discolor the acid blue 74 dye, the efficiencies of discoloration were 23.2 %
and 19.09 % for LA and LPT respectively. The best discoloration of ab74 was observed with the
treatment of CA+LA in contrast with LA and LPT. CA+LA showed an interesting synergic effect in the
discoloration of ab74, with a efficiency of 76.6 £ 11 % and 5.9 + 0.4 mg ab74/h gieatment. The same
experiments were done in presence of N-NH4* and it was observed the same behavior in the CA+LA
treatment with the best efficiencies of discoloration and ammonium oxidation of 88.61 + 0.1% and
72.62 £ 0.1%, respectively. Also, as a new result, LA showed the capacity to regenerate in situ the
capacity of adsorption of CA, these results are promising to be applied in the waste water treatment
into a hybrid system.
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In a second stage of this study, it was implemented the CA+LA treatment into the hybrid reactor
evaluating 100 mg N-NH4*/L in presence of 30, 60 and 90 mg ab74/L. The system was operated with
high efficiency until 30 mg ab74/L, with a efficiency of ammonium oxidation of 99.2 + 0.5 % and the
yield of products in the effluent were Yno20f 0.1 £ 0.1 and Ynos of 0.1 £ 0.1. Because of the low yield
of products and the high efficiency of ammonium oxidation, the results suggested that the nitrifying
process was linked to the denitrifying process in the same experimental unit and simultaneously it was
observed the oxidation of ab74 with efficiency of 66.6 + 5.6 % and 49.0 £ 8.8% for COT.

The results showed that the CA+LA treatment operated in the hybrid system had the capacity to oxide
simultaneously ammonium and ab74 in the same experimental unit, and LA showed the capacity to
regenerate in situ the adsorption capacity of CA. This suggests that CA+LA is a novel technology for
the treatment of waste water with these characteristics that improve the conditions and operation costs.
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1. Introduccion
1.1 Panorama actual

La disposicion del recurso hidrico ha sido limitada por la contaminacién de mantos acuiferos. La
escasa aplicacion y regulacion de las normas en México ha contribuido al incremento de la
contaminacion de los cuerpos receptores por las descargas de los efluentes de industrias textiles,
farmacéuticas, quimicas, alimentaria, etc. En los efluentes de la industria textil existe una gama de
contaminantes como alquilfenoles, ftalatos, clorados y bromados, colorantes azoicos, compuestos
organoestanicos, perfluorados, clorobencenos, disolventes clorados, clorofenoles, etc. (Greenpeace,
2012), que se han caracterizado como agentes carcindgenos, causantes de alteraciones en el sistema
enddcrino e inmunoldgico, entre otros (Castillo y col., 1998). También contienen una gran variedad de
colorantes que necesitan ser tratados de manera eficiente antes de ser descargados a rios y lagos y
cumplan con los limites permisibles de descarga estipulados en la NOM-065-ECOL, que establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos
receptores provenientes de las industrias de pigmentos y colorantes, para evitar riesgos a la salud y
la destruccién de la flora y fauna de estos ecosistemas (Aksu, 2005).

Actualmente, una de las zonas mas contaminadas del pais es la zona industrial del corredor Lerma-
Toluca en el estado de México. Para disminuir esta problematica, existen plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) que intentan eliminar estos contaminantes y asi tener un menor impacto
sobre los cuerpos acuiferos sobre los que son descargados estos efluentes. Ya que en este tipo de
efluentes no tratados se han encontrado concentraciones de colorantes entre 10-50 mgiL,
concentracion a la cual la penetracion de la luz a los ecosistemas acuaticos se reduce, disminuyendo
la vida de los organismos aerébicos acuaticos favoreciendo las condiciones anaerdbicas (Chung and
Stevens 1993; Banat et al., 1996; Zhang et al., 2012).

En la produccién de colorantes se estima que su descarga al medio ambiente esta entre 1-2 %,
mientras que en el uso de colorantes en industrias textiles se desperdicia de 1-10 % de éstos (Forgacs
y col., 2004).

Se han implementado diversas técnicas de degradacion de diferentes tipos de colorantes mediante
métodos fisicos (adsorcion, coagulacion-floculacion, filtracion por membrana e intercambio i6nico)
(Nigam P. y col., 2000; Thomas y col., 2006); métodos quimicos (electroquimico, oxidacién,
fotoquimico y coagulacion) (Kositzi y col., 2007), y métodos bioldgicos (bioabsorcién, biodegradacion
y enzimatico) (Cristévao y col., 2008; Mendez-Hernandez, 2010). Desde el punto de vista
biotecnoldgico, los procesos redox pueden ser considerados una alternativa para la biodegradacion
de estos colorantes en compuestos inocuos al ambiente. Frecuentemente, en estos procesos de
biodegradacion se han utilizado enzimas comerciales para el tratamiento biologico, como la enzima
‘Lacasa” (Cristovéo y col., 2009), asi como otras enzimas extracelulares que generalmente se
producen por hongos y plantas. Sin embargo, la implementacién de tratamientos enzimaticos debe
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considerar cuellos de botella en su operaciéon como son la saturacion del sitio activo de la enzima
utilizada en funcién de las cargas o concentraciones de los compuestos presentes en el efluente a
tratar, asi como las condiciones de la enzima o extracto enzimatico, es decir si se opera de forma libre
o inmovilizada, ya que en funcién de las condiciones, los reactores o tratamientos enzimaticos podrian
requerir del recambio constante de las enzimas, debido a fendémenos de saturacién del sitio activo,
desactivacion de la enzima, desnaturalizacién o limitaciones difusionales (Sadana, 1999). Lo cual tiene
como consecuencia o desventaja que dichos tratamientos limiten su operacion e incrementen sus
costos (Olivares y col., 1997).

Por otra parte, debido a la relevancia de la disposicion del recurso hidrico, asi como el mantenimiento
de los ecosistemas, es de fundamental importancia considerar que, de manera natural, los colorantes
presentan diversas caracteristicas en su estructura quimica que les confieren resistencia a factores
como luz, agua, agentes oxidantes, ataque microbiano, etc. (Wesenberg y col., 2003); por lo que su
tratamiento no es el mismo para cada tipo de colorante, y al mismo tiempo, los efluentes de tipo textil
incluiran otro tipo de compuestos como sales fijadoras de estos que les dan mayor complejidad a este
tipo de efluentes. Por lo cual, las investigaciones recientes han sugerido un nimero de enfoques
biotecnolégicos que pueden ser de interés potencial para combatir esta fuente de contaminacién de
manera ecoeficiente, la cual incluye el uso de bacterias y/o hongos en combinacion de procesos
fisicoquimicos (Willmott y col., 1998; McMullan, 2001; Robison y col., 2001a).

Debido a lo anterior, se ha propuesto el uso de lodos activados como una alternativa durante el
tratamiento biologico, donde intervienen varios microorganismos con distintos tipos de enzimas, como
la lacasa, para la decoloracion de estos contaminantes (McMullan y col., 2001; Cervantes, 2008),
acoplado a un tratamiento simultaneo con carbdn activado para mejorar el proceso de decoloracion y
eliminacion de nitrdgeno en una misma unidad experimental.

1.2 Procesos biolégicos en el tratamiento de colorantes

Dentro de los procesos bioldgicos para el tratamiento de efluentes textiles se han encontrado una
amplia variedad de microorganismos incluyendo bacterias, hongos y levaduras capaces de oxidar
distintos colorantes (Banat y col., 1996). Los tratamientos bioldgicos han sido recomendados como
adecuados para la eliminacion de gran cantidad de colorantes, donde la concentracidn del colorante,
temperatura y pH son factores que pueden afectar el proceso de decoloracion (Gutiérrez y Colin,
2012).

Existen tratamientos biologicos anaerobios y aerobios, los cuales han sido empleados en funcién del
tipo de colorante a tratar. Los tratamientos bajo condiciones anaerobias son usados frecuentemente
para la biodegradacion de colorantes tipo azo, debido a que bajo estas condiciones los grupos azo
son reducidos a aminas aromaticas para posteriormente ser oxidadas de manera aerobia (Field y col.,
1995). Los principales grupos microbianos involucrados en la reduccién de este tipo de colorantes bajo
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condiciones anaerobias incluyen a las bacterias fermentativas, las arqueobacterias metanogénicas y
a las bacterias sulfato reductoras (Cervantes, 2008).

Por su parte, los procesos bioldgicos bajo condiciones aerobias, han sido reportados como procesos
con capacidad para decolorar. Algunos de los compuestos decolorados bajo condiciones aerobias son
los colorantes acidos (rojo acido 183, naranja &cido 51) y colorantes reactivos (azul reactivo 4) (Arslan-
Alaton, 2008). Bajo estas condiciones pueden participar metabolicamente ciertos grupos bacterianos
0 cultivos axénicos como cepas de Pseudomonas (Zimmermann y col., 1984), o como Bacillus sp. la
cual se ha reportado como una cepa con capacidad decolorante del colorante azul acido y al mismo
tiempo desnitrificante (Brycki y col., 2000). En la tabla 1 se resumen ejemplos de microorganismos

con capacidad decolorante.
Tabla 1. Microorganismos con actividad decolorante

Microorganismo Colorante Condiciones Referencia
Paenibacillus larvae Azul acido 74 (100mg/L) Anaerobias Ramya y col. (2008)
Pseudomonas GM3 Azul cido 74 (100 mg/L) Aerobias Yu y col. (2001)
Bacillus subtillis Azul cido 74 (223 mg/L) Anaerobias Cho y col. (2011)
Aeromonas hydrophila Azul &cido 74 (100 mg/L) Anaerobias Chen y col. (2003)
Bacillus sp. Azul acido 74 (300 mg/L) Anaerobias Brycki y col. (2000)
Pseudomonas cepacia Naranja acido 12 (20 mg/L) Aerobias Ogawa y col. (1986)
Paenibacillus polymyxa Violeta reactivo (100 mg/L) Anaerobias Moosvi y col. (2007)
Micrococcus luteus

Micrococcus sp.

Bacillus lentus BI377 Rojo reactivo (1200 mg//L, 1500mg/L) Anaerobias Oturkar y col. (2011)
Pseudomonas sp. SUK1* Naranja Reactivo (100 mg/L) Anaerobias Jadhav y col. (2010)
Pseudomonas sp. LBC2*

Pseudomonas sp. LBC3*

A través de la via biologica, Fischer y col. (2005) propusieron el mecanismo de degradacion del
colorante azul &cido 74 en presencia de un consorcio bacteriano anaerobio como se observa en la
siguiente figura (Fig. 1).

o
a i )
o \[,/<_/= s e i | = Hm/j\ OSQ\ED:@: OSCS\C[CGOH
[ — e — — g —
\(/ “‘*—x‘/ )ij//J\‘oso‘; e N = 0s0, i NH
/ o
o

indigo Carmin Anién indigo Carmin Isatin-5-sulfonato 4-amino-3-carboxi-bencenosulfonato

Figura 1. Mecanismo propuesto de la ruta de degradacién de del azul acido 74 mediante bacterias (Fischer y col., 2005)

Al mismo tiempo, dentro de los tratamientos bioldgicos enzimaticos para la eliminacion de colorantes
también se propuso el mecanismo de reaccion de la degradacion del azul acido 74 mediante el uso
de la enzima lacasa, en el cual Campos y col. (2001) utilizaron a la enzima lacasa proveniente de
Trametes hirsuta y Sclerotium Rolfsii, obteniendo la ruta que a continuacién se presenta (Fig. 2).
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Figura 2. Mecanismo propuesto de la ruta de degradacién de del azul acido 74 mediante lacasa (Campos y col., 2001)

Por otra parte, se debe considerar que hay otro tipo de factores que pueden modificar la eficiencia del
proceso decolorante, como, el tipo de sistema, es decir, configuracidn del reactor (continuo o en lote),
condiciones de cultivo (aireacion, pH, temperatura, tiempo de reaccién, entre otros). En la tabla 2 se
resume una comparacion de biorreactores para la decoloracion del azul acido 74.
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Tabla 2. Decoloracion del ab74 en distintas configuraciones

Biorreactor ab74 Tiempo (h) Biomasa Microorganismos Es Referencia
decoloracion
Lote, aerobio 20 mg/L 4d 2.4 mg peso Chrysosporium 100 Balan y col. (2001)
seco/L ph, Philinus
gilvus

CSTR aerobio- | 0.29¢g/Ld 4d NR Lodos activados 75 Khelifi y col. (2008)
reactor de
biopelicula

CSTR aerobio | 0.92 g/L d 4d NR Lodos activados 80 Khelifi y col. (2008)

Lote, 100 mg/L 5d 6 g SSVIL Lodos primarios 85 Manu y col. (2003)
anaerobio

*CSTR: Reactor continuo de tanque agitado, NR: No reportado

1.2.1 Lodos activados

Los lodos activados son una mezcla completa de microorganismos que se utilizan principalmente
como tratamiento secundario en las plantas de tratamiento de aguas residuales, su nombre proviene
de microorganismos activados debido a la presencia de materia organica y que tienen la capacidad
de estabilizar un residuo en medio aerobio. Frecuentemente, los lodos activados son operados en
reactores aerobios, los cuales tienen una generacion de nuevas células que mezcladas con las células
antiguas tienen que ser sedimentadas, separadas y/o recirculadas al sistema (Méndez y col., 2004).
La composicion de los lodos activados puede tener una amplia diversidad microbiana y puede variar
en funcidn del origen del indculo, asi como de los compuestos a los que se encuentre expuesto. Desde
hace algunas décadas se ha tratado de caracterizar la composicién microbiana los lodos activados.
Van Gils (1965) reporto la diversidad bacteriana presente en lodos activados dentro de los cuales se
encontraron alrededor de 100 cepas con distintas caracteristicas fisiologicas. La flora microbiana que
predominé fue de tipo gram-negativo del género Alcalligenes, Flavobacterium y Achromobacter. Sin
embargo, en estudios mas recientes, en plantas de tratamiento de aguas residuales se ha reportado
la presencia de bacterias, hongos, protozoarios y nematodos (Hammaini y col., 2007). Y debido a esta
diversidad microbiana, los lodos activados han sido utilizados para la eliminaciéon de nitrogeno,
carbono, fésforo y azufre mediante procesos bioldgicos del ciclo del nitrégeno, como lo son la
nitrificacion y la desnitrificacion (Juretschko y col., 2002; De la Torre y col., 2013; Wang y col., 2009).

1.2.1.1 Nitrificacion

La nitrificacion es la formacién biolégica de nitrato mediante el ciclo biogeoquimico del nitrégeno, a
partir de la oxidacion de amonio bajo condiciones aerobias (Prosser, 1989). La generacién de amonio
se produce de manera natural en el suelo debido a la descomposicién de compuestos organicos de
nitrogeno tales como aminoéacidos y nucledtidos (Madigan y col. 2005). A pH neutro el amonio se
encuentra en su forma radical (NH4*), y es en esa forma en la que se encuentra presente en la mayoria
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de los sedimentos anoxicos. La problematica ambiental por amonio ha surgido debido a la oxidacion
de éste hasta nitrato, en la cual su forma de nitrato (NO3°) presenta un alto nivel de solubilidad, el cual
se lixivia facilmente en el suelo, contaminando y acidificando las aguas subterraneas, lo cual conduce
al incremento en la movilidad de metales toxicos, limitando el recurso hidrico para la poblacion
(Prosser, 1989). Sin embargo, los microorganismos oxidantes de amonio al mismo tiempo pueden
oxidar metano y contaminantes organicos dandole un mejor potencial a este proceso en la
biorremediacion.

La nitrificacion implica la oxidacién de amonio en dos etapas, la oxidacién de amonio a nitrito y la
oxidacién de nitrito a nitrato como producto final de este proceso aerobio (Fig. 3). Estas reacciones
son catalizadas por microorganismos ampliamente distribuidos en suelos y agua, denominados como
amonio-oxidantes (AOB, por sus siglas en inglés) y nitrito-oxidantes (NOB, por sus siglas en inglés)
(Bock y col., 1991). Los microorganismos nitrificantes son quimiolitotréficos, ya que emplean
compuestos inorganicos como fuente de energia. La principal fuente de carbono inorganica para la
ruta del anabolismo es el CO», de esta manera también se encuentran clasificados como autotréficos.
La oxidacién del amonio y/o nitrito puede ser utilizada para la generaciéon de energia (ATP) y/o
biosintesis (Fig. 4). Sin embargo, también se ha reportado la capacidad de microorganismos amonio
oxidantes de metabolizar compuestos organicos como fuente de carbono (Prosser, 1990).

En el tratamiento de aguas residuales la nitrificacién es un proceso aerobio que comunmente se utiliza
como primera etapa en los sistemas bioldgicos para el tratamiento del nitrégeno.

dxido nitrico

iy MN.O oxido nit
oxido nitroso
T oaNo. 1
: a"" “hl
NH," —>» NH,O0H —» [HNO]_ NO, —»FNO,
amonio  hidroxil-amina " '."mitrito nitrato

ul ¥
NO,NHOH

nitrohidroxil amina

Figura 3. Ruta metabdlica del proceso nitrificante (Hooper, 1984; Firestone y Davidson 1989)

: Biosintesis
oxidacion de FEHE:
amonio o berada L ATP
nitrito

Fijacion de COz

Figura 4. Utilizacion de la energia liberada en la amonio o nitrito oxidacién.
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Estequiométricamente las oxidaciones se representan por las ecuaciones 1, 2y 3 (Lin y col., 2009)

NHs* + 0.5 O2 > NH20H + H* Ec. (1)
NH20H + O2 - NO2 + H* + H,0 Ec. (2)
NO2 + 0.5 02 > NO3 Ec. (3)

Algunos géneros bacterianos nitrificantes reportados en la literatura son Nitrosomonas, Nitrosolobus,
Nitrosovibrio, Nitrosococcus, y Nitrospira (Watson y col., 1989). Por su parte los géneros microbianos
nitrito-oxidantes reportadas por Teske y col. (1994) son los géneros Nitrobacter, Nitrococcus Nitrospira
y Nitrospina. Wagner y col. (1996) reportaron microrganismos nitrificantes aislados de aguas
residuales de una planta de tratamiento en las que se incluyen estos mismos géneros.

1.2.1.1.1 Factores que afectan a la nitrificacion

Algunos microorganismos nitrificantes han mostrado ser susceptibles a distintos factores ambientales
como temperatura, pH, oxigeno disuelto y/o compuestos organicos e inorganicos. Algunos metales
pesados como niquel y cobre han sido reportados como represores del proceso amonio-oxidante para
el género Nitrosomonas europae (Lee y col., 1997). Paolo y col. (1999) reportaron el efecto de metales
pesados en las tasas de consumo de amonio por lodos activados observando el efecto inhibitorio en
el siguiente orden: Cd > Cu > Zny Pb > Cr. Por su parte, la concentracion de oxigeno disuelto ha sido
otro factor operacional que puede afectar negativamente la nitrificacion. Stenstrom y Poduska (1980)
reportaron que el rango favorable en la concentracién de oxigeno es 0.3 — 4.0 mg O2/L. En algunos
trabajos, se sugieren concentraciones basadas en la relacién carbono/nitrégeno (C/N) en el cultivo.
Daniel y col. (2009) en un reactor de lecho empacado evaluaron concentraciones de amonio entre 125
y 150 mg/L de con una relacién C/N de 3y una concentracion de oxigeno disuelto entre 2.0y 2.8 mg/L
alcanzando eficiencias de oxidacion del amonio cercanas al 99 % y al mismo tiempo observaron una
predominancia de Nitrosomonas spp. mientras que Nitrobacter spp. no fue detectada. Nitrosomonas
spp. ha sido también reportado como un género en el cual se favorece su abundancia a relaciones
C/N mayores a 3.6 y cuando las concentraciones de oxigeno disuelto se encuentran entre 3.5y 4.5
mg/L (Liy col. 2006).

Por otra parte, los compuestos organicos también han sido frecuentemente reportados como
compuestos que pueden disminuir la actividad nitrificante o bien el crecimiento microbiano de los
géneros nitrificantes mencionados anteriormente. La composicion de las aguas residuales con
compuestos como cianuros, compuestos halogenados, mercaptanos, guanidinas y tiourea; hacen que
el proceso impida el desarrollo de microorganismos nitrificantes, incluso algunos aminoacidos se han
reportado con un efecto de inhibicion en el crecimiento de Nitrosomonas y Nitrobacter (Jensen, 1950).
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Los colorantes de tipo organico e inorganico han mostrado tener un efecto sobre los procesos
respiratorios como la nitrificacién y la desnitrificacion. Li y Bishop (2002) evaluaron el efecto de
diferentes concentraciones del colorante naranja acido 7 sobre el proceso nitrificante mediante lodos
activados bajo condiciones aerobias y observaron que a concentraciones de 1 mg/L no hubo un efecto
negativo en la nitrificacion, sin embargo, a concentraciones de 15 mg/L y 25 mg/L notaron una
disminucion significativa en la tasa de consumo de amonio, asi como en el consumo de DQO en una
magnitud entre 10-20 %. Topac y col. (2009) observaron la disminucion del 20 % del proceso
nitrificante en suelos en presencia del colorante negro reactivo 5 (BRS) a concentraciones de 20 mg
BR5/Kg suelo seco y del 28 % en presencia del acido sulfanilico (SA) a 8 mg SA/Kg de suelo seco.
Sin embargo, no todos los colorantes tienen un efecto negativo sobre los procesos respiratorios, el
colorante azul acido fue reportado por Gonzalez-Martinez y col. (2010) como un sustrato que mejora
la eficiencia amonio-oxidante incrementando la eficiencia del 73% en ausencia del colorante a 90 %
con la adicién de 50 mg/L del colorante en el cual las concentraciones de biomasa utilizada no fueron
reportadas.

1.2.1.2 Desnitrificacion

Desde los afios 80’s se ha referido a la desnitrificacién como un proceso respiratorio en el cual se lleva
a cabo la reduccién desasimilatoria de nitrato (NO3") o sus intermediarios (por ejemplo, nitrito (NO2’),
dxido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N20)), los cuales asimismo se reducen hasta nitrdgeno molecular
(N2), el cual es el producto mas reducido de todo el proceso (Fig. 5). En esta ruta, los 6xidos de
nitrogeno pueden actuar como aceptor final de electrones en ausencia de oxigeno. Sin embargo, la
fuente reductora también puede ser de tipo organico. Por un tiempo se asumié que la desnitrificacion
era un proceso exclusivo de bacterias y al mismo tiempo un proceso anaerobio debido a la expresion
andxica de los genes que codifican para las proteinas con actividad enziméatica desnitrificante
(Knowles, 1982; Ferguson, 1994). Sin embargo, Davies y col. (1989) evidenciaron la desnitrificacion
aerobia reduciendo 87 % de NOs-a N2 utilizando a Paracoccus denitrificans y Peudomonas aeruginosa.
De la Torre y col. (2013) también reportaron la desnitrificacion mediante un proceso secuencial
nitrificacion-desnitrificacion en un reactor de lotes secuenciados en presencia de oxigeno residual
proveniente del proceso nitrificante, observando el 100 % de eficiencia de consumo de nitrato en
proceso acoplado nitrificante-desnitrificante. Microorganismos como Thiosphaera pantotropha,
Alcaligenis faecalis, Pseudomonas putida, han sido reportados con capacidad metabdlica para
desnitrificar en presencia de oxigeno residual (Kim y col., 2005; Miyahara y col., 2010). La
desnitrificacion sigue una ruta metabdlica que involucra la actividad de ciertas enzimas, la ruta
desnitrificante comienza a partir de la reduccién de nitrato a nitrito en la que interviene la actividad de
la enzima nitrato reductasa; en la siguiente etapa, se realiza la reduccién de nitrito a 6xido nitrico
mediante la enzima nitrito reductasa que posteriormente se reduce a 6xido nitroso para ser reducido
a nitrdgeno molecular mediante la accion de la enzima dxido nitroso reductasa. Durante el estudio del
proceso desnitrificante se han encontrado distintos microorganismos con capacidad de reducir el
nitrato hasta nitrdgeno molecular, tal es el caso de Alcaligenes, Paracoccus, Pseudomonas,
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Thiobacillus, Thiospaera, Diaphorobacter, Nitrosomonas, etc. (Anshuman y col., 2007; Cervantes y
col., 2000; Shrestha y col., 2002).

NO dxido nitrico
~
e
NO, —»NO,===-} []-=--3N,0 —>» N,

nitrato  nitrito oxido nitroso  nitrégeno gas

Figura 5. Ruta metabdlica del proceso desnitrificante (Hooper, 1984; Firestone y Davidson 1989)

Por otra parte, la desnitrificacion puede involucrar moléculas reductoras del nitrato, es decir moléculas
reductoras de tipo organico o inorganico, es decir un donador de electrones de tipo organico o
inorganico, cuando el donador de electrones es un compuesto organico (acetato, metanol, glucosa, p-
cresol, fenol, lactato, etc.) el proceso se hace llamar desnitrificacion heterotréfica (Third y col. 2003) y
cuando la desnitrificacién ocurre en presencia de donadores de electrones de tipo inorganico (S2037,
S%; 8%, S406%; SO32, Ho) la desnitrificacion se denomina autotréfica (Koenig y col., 2005; Fernédndez
y col., 2006).

1.2.2.1 Factores que afectan la desnitrificacion

La presencia y concentracion de algunos compuestos y condiciones de cultivo, pueden modificar de
manera positiva 0 negativa las variables de respuesta de los procesos metabdlicos. A través de
factores como la concentracion de oxigeno, fuente de carbono, presencia de intermediarios, pH y
temperatura, el proceso desnitrificante se puede ver afectado positiva o negativamente. La
desnitrificacion es un proceso respiratorio anaerobio de tipo andxico mediante microorganismos como
Alcaligenes, Paracoccus, Pseudomonas, Thiobacillus y Thiosphaera, donde la mayoria de éstos son
heterdtrofos, sin embargo, también pueden tener un metabolismo autotréfico con hidrégeno molecular
(Cervantes-Carrillo y col., 2000). La concentracién de oxigeno ha sido una variable constantemente
estudiada en procesos anaerobios, donde las enzimas reductasas se han reportado afectadas por
represion en presencia de oxigeno (Knowles, 1982). Durante la Ultima etapa de la desnitrificacion la
reduccion de N2O a N2 se lleva a cabo por la enzima Oxido nitroso reductasa, esta enzima es
severamente inhibida por la presencia de una concentracion de oxigeno de 0.64 mg/L (Ferguson,
1994). La presencia de oxigeno va a tener un efecto negativo en el proceso desnitrificante
dependiendo del tipo de microorganismos que estén participando en la reduccion del nitrato y en qué
etapa de la ruta metabdlica. Para microorganismos como Paracoccus denitrificans, Davies y col.
(1989) observaron que el efecto de la presencia de concentraciones de oxigeno entre 3.2 a 4.8 mg
O2/L disminuyo el porcentaje de produccion de nitrégeno molecular en una magnitud de 6 % respecto
a las condiciones anaerobias donde se habia alcanzado hasta un 94 % de produccion de Na. Por otro
lado, para Pseudomonas aeruginosa, €l efecto de la presencia oxigeno fue el opuesto, donde en
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presencia de oxigeno observaron hasta 94 % en la produccion de N, y bajo condiciones anaerobias
solo el 88 %.

En microorganismos como Pseudomonas pseudoalcaligenes, se han estudiado en el proceso
desnitrificante por su capacidad de reducir nitrato a N2O o Na; asi como Bacillus niacini y
Staphylococcus para reducir nitrato y nitrito, bajo condiciones donde no hay una acumulacion de nitrito.
Sin embargo, Martienssen y col. (1998) observaron que estas cepas redujeron un 30 % su capacidad
de reducir el nitrato en presencia de una concentracion de nitrito de 380 mg/L, concentracion a la cual
la abundancia de Bacillus se vio favorecida respecto a la cepa de Pseudomonas. Al mismo tiempo, en
ausencia de nitrito la reduccién de nitrato se mantuvo en un 99 % favoreciendo asi a la poblacién de
Bacillus. Por lo cual se considera al nitrito como un intermediario de la desnitrificacion que a
concentraciones elevadas disminuye el proceso nitrato reductor.

Algunos compuestos organicos que también se han reportado como inhibidores del proceso
desnitrificante tales como acetileno (10 atm), compuestos fendlicos, pesticidas (10-20 mg/L) y
compuestos azufrados tal como sulfuro y sulfato (100-500 pg/L) (Knowles, 1982). Por su parte, los
colorantes en funcién de sus caracteristicas quimicas y concentracién, han sido reportados como
compuestos que pueden tener un efecto positivo 0 negativo sobre el proceso desnitrificante. Mediante
Bacillus lucheniformis se ha evaluado de manera cualitativa la capacidad metabdlica de decolorar y
de desnitrificar, ambos sustratos, colorante azul acido 74 y nitrato, evaluados de manera
independiente (Bricky y col., 2000). Lourengo y col. (2000), reportaron la eliminacién del colorante
violeta remazol brillante en un reactor de lotes secuenciados bajo condiciones anaerobias en el cual
observaron la capacidad del lodo desnitrificante de decolorar hasta 90%, sin embargo en presencia
de 45 y 60 mg-NOs7/L, el proceso decolorante disminuyé hasta 70% de eficiencia y el proceso
desnitrificante se mantuvo con una eficiencia de consumo de nitrato de 75%, mientras que en ausencia
del colorante la desnitrificacion se llevo a cabo en un 90%. Por otra parte, Ong y col. (2010) evaluaron
el tratamiento del colorante naranja &acido a una concentracion de 50 y 100 mg/L, el proceso
decolorante y desnitrificante fueron disminuidos a estas concentraciones de colorante, debido a que
mediante la previa oxidacidn del colorante detectaron la acumulacién de aminas recalcitrantes que
afectaron directamente al proceso desnitrificante, proceso que corrigieron mediante el incremento del
tiempo de residencia hidraulica.

1.3 Procesos fisico-quimicos en el tratamiento de colorantes

Los procesos para el tratamiento de colorantes son factor de distintos fendmenos que van desde la
decoloracion, degradacion y mineralizacion total de los colorantes (carbono organico hasta CO2). Una
decoloracion puede ser el resultado de la alteracién del pH de la solucion generando solo la ruptura
del grupo croméforo de la molécula del colorante. Sin embargo, existen métodos mas sofisticados
como los métodos electroquimicos dxido-reduccion por electro-coagulacion, electro-oxidacion y
electro-flotacion; dentro de estos métodos la generacion de intermediarios puede ser de productos con
un nivel de toxicidad alto por lo cual es necesario acoplar estos métodos a otro proceso secundario
para evitar efectos nocivos. Métodos fisicos como: filtracion por membrana, nanofiltracion y
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electrofiltracion son comunmente los procesos secundarios que se utilizan. Dentro de los métodos
quimicos se encuentran los métodos de coagulacion-precipitacion, que evidencia la eliminacion de
solo aquellos colorantes que no son altamente solubles; intercambio idnico; ozonacion, el cual
presenta la desventaja de ser un método efectivo sélo a valores de pH altos; oxidacién con aire
humedo (con altas temperaturas y presiones) (Hao y col. 2010; Wu y col., 1998; Kuo y col., 1992);
finalmente la adsorcidn, la cual se ha reportado por ser eficiente en el tratamiento de colorantes tipo
azo (Richardson, 1983). El uso de la adsorcion para el tratamiento de contaminantes ha incrementado
debido a los multiples materiales a partir de los cuales es posible producir carbén activado, éstos al
poseer diversas cargas superficiales en funcion del material, se caracterizan por la presencia de
grupos funcionales como carboxilo, fendlico, carbonilo, lactonico y etérico. Esta diversidad de grupos
funcionales hace que la superficie quimica sea mucho mas versatil que otros adsorbentes (Allen y
Koumanova, 2005). Por lo tanto, el carbon activado muestra una alta capacidad adsorbente de
colorantes &cidos y basicos (Allen y Koumanova, 2005), sin embargo, presenta fenémenos de
saturacion de los adsorbentes que comunmente necesitan un tratamiento de regeneracion quimica o
térmica;

De acuerdo a su estructura quimica, los colorantes pueden ser eliminados o tratados con mayor
eficiencia. Segun lo reportado por Richardson y col. (1983), los colorantes tipo azo, acidos y basicos,
son frecuentemente tratados de manera eficiente mediante tratamientos de coagulacién con aluminio,
ozonacion y carbon activado, sin embargo, en los dos primeros casos se requiere de la adicion de
compuestos ya sea coagulantes como peroxidos y/o compuestos metalicos como hierro o
manganeso, Yy generalmente presentan la desventaja de necesitar un post tratamiento para la
eliminacion total del colorante o sus subproductos (Robinson y col., 2001; Barrios-Ziolo y col., 2015).
Por su parte, el carbdn activado es una tecnologia frecuentemente utilizada para el tratamiento de
colorantes debido a su alta eficiencia de decoloracion de una amplia gama de colorantes mediante
adsorcion, y a pesar de que algunos autores han reportado a esta tecnologia desventajosa debido a
sus costos (Robinson y col., 2001), actualmente existen diversos tipos de carbdn activado
provenientes de materiales residuales que permiten que esta tecnologia sea econdmicamente
favorable (Otero y col., 2003; Luna y col., 2007).

1.4 Azul &cido 74 (ab74)

El colorante azul acido 74 también conocido como indigo natural, indigo carmin o indigo sulfatado (Fig.
6) tiene una formula C1HsN2Na20gS2 y peso molecular de 466 g/mol. Y presenta una longitud méxima
de absorcion de 608 nm. Es un colorante utilizado en la industria textil de la mezclilla, y en la industria
quimica es utilizado también como indicador de pH (11.6: azul — 14.0: Amarillo) (Quintero y Cardona,
2010). El colorante azul acido 74 pertenece al grupo de los tintes tina, los cuales en el proceso de
tefiido permanecen sin fijarse entre el 5 - 20% (O'Neill y col., 1999). La toxicidad del ab74 es alta
pudiendo ocasionar irritacién de ojos y piel en el ser humano, asi como malformaciones fetales, dafios
en el desarrollo mental e intoxicacion en mujeres embarazadas (Jeffords y col., 1977).
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Figura 6. Estructura quimica del ab74

1.5 Reactores hibridos

Recientemente el acoplamiento de distintos procesos fisico-quimicos y/o bioldgicos se han propuesto
para mejorar el tratamiento de contaminantes de manera simultanea. Los sistemas convencionales se
han utilizado comunmente de manera separada en distintos sistemas e incluso en distintas etapas,
debido a la complejidad de los procesos de tratamiento, sin embargo, en este tipo de tratamiento
convencional es necesario un tratamiento secundario o terciario para finalizar el proceso. Sin embargo,
gracias al estudio de estos sistemas convencionales, se ha contribuido con informacion de ciencia
béasica para mejorar estos sistemas.

Frecuentemente se ha estudiado la oxidacion simultanea de carbono y nitrégeno, ya que son los
principales contaminantes de los ecosistemas. La oxidacion de amonio en presencia de compuestos
fendlicos ha sido reportada en sistemas continuos y en lote (Gonzélez-Blanco y col., 2012; Téllez-
Pérez y col., 2013) debido al efecto que estos presentan en los ecosistemas acuaticos y terrestres,
asi como en la flora y fauna de estos, causando fenémenos de eutrofizacion y toxicidad. Estos
resultados han mostrado evidencia del potencial que puede llegar a tener un sistema bioldgico debido
a la flexibilidad metabdlica que los microorganismos presentan. Consecutivamente, otros estudios han
evidenciado la capacidad de adaptacion de procesos respiratorios en una misma unidad experimental,
lo cual, para este trabajo, definimos como un “sistema hibrido” en el cual se puede llevar a cabo mas
de un proceso fisico, quimico y/o biolégico en una misma unidad experimental. De la Torre y col.
(2013), mostraron la capacidad de adaptar un sistema de lodos activados con capacidad de eliminar
compuestos azufrados, nitrogenados y fendlicos en un mismo reactor bajo un proceso secuencial
nitrificante-desnitrificante. Sin embargo, estos estudios podrian trasladarse a una geometria del
sistema en donde se optimicen espacios para potencializar su aplicacion.

La adaptacion de estos procesos ha generado las bases de los sistemas hibridos en los cuales se
pretende mejorar la eficiencia de los procesos fisico-quimicos y bioldgicos, con mejores condiciones
de operacion y menores costos de operacion. Para esto, algunos sistemas hibridos combinan
procesos biologicos a sistemas fisico-quimicos, o bien, procesos respiratorios secuenciales aerobios-
anaerobios. Lesage y col. (2008) implementaron un sistema hibrido de membrana y carbdn activado
para el tratamiento de un agua residual, sin embargo, la adicién del carbon activado no mejor6 la
eficiencia del sistema. Ahmad y col. (2010) usaron un sistema hibrido de dos médulos cilindricos
continuos en el cual optimizaron la capacidad de eliminar al 100 % el colorante amarillo &cido en un
sistema de bacterias anaerobias y un segundo maédulo de filtracién.
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De manera general, el mejoramiento de los sistemas convencionales se ha intencionado mediante la

nueva implementacion de sistemas hibridos como los mencionados anteriormente, con el objetivo de
mejorar las condiciones y costos de operacion.
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2. Justificacion

El uso y produccion de colorantes se ha incrementado en afos recientes, principalmente en la industria
textil. Esto se ha hecho mas evidente en la actualidad debido a la produccion y descarga de sus
efluentes textiles a presas, rios, mares, y suelos, sin la adecuada supervision de la aplicacién de las
normas ambientales antes de ser tratados y descargados al ambiente. Los cuales son perturbados de
manera inmediata al contacto con los contaminantes de éstos, donde se encuentran altas
concentraciones de colorantes, materia organica y nitrégeno, principalmente debido a que, en los
procesos de tincion en la industria textil, alrededor del 10 % del total de los colorantes son inutilizados
y descargados, asi como el resto de los quimicos utilizados para fijar los tintes a las telas. Uno de los
colorantes frecuentemente utilizados en la industria textil es el colorante azul acido 74, que se emplea
en la industria de la mezclilla. Se sabe que la descarga de estos contaminantes limita el recurso hidrico
para la poblacion humana debido a la toxicidad que presentan para la salud publica. Sin embargo, otro
de los problemas originados con estas descargas, es a nivel del ecosistema acuatico, debido la
limitacién del paso de la luz a la flora y fauna de estos ecosistemas, ocasionando la limitacién o el
impedimento de procesos naturales como la fotosintesis. La limitacién del paso de la luz con este tipo
de descargas es producida por la presencia de concentraciones de colorantes desde 10 ppm, asi
como por fendmenos de eutrofizacion por acumulacién de nitrégeno generando también la
acidificacion de las aguas.

Por lo anterior, es de importancia aportar conocimiento y generacion de la mejora de los sistemas de
tratamiento actuales que contribuya a la depuracion de este tipo de efluentes antes de ser descargados
a ecosistemas acuaticos y/o terrestres. Actualmente ya se implementan distintos tratamientos para la
eliminacion de colorantes por vias fisico quimicas y biolégicas, sin embargo, como en la mayoria de
los sistemas, se requiere del acoplamiento de dos 0 mas sistemas para el tratamiento total de estos
contaminantes. Ademas, otro tipo de limitacién para la mayoria de los métodos fisico-quimicos de
decoloracion, implica la generacion de costos debido a los reactivos quimicos utilizados para los
procesos de oxidacion quimica o floculacién-coagulacion para aplicar dichos tratamientos. Con lo
anterior, es posible que exista informacion de la eliminacion de estos contaminantes de manera
individual, sin embargo, debido a la generacion simultanea de diversos contaminantes en la industria
textil, es relevante que en futuros sistemas se considere la eliminacién simultdnea de diversos
contaminantes en sistemas donde al mismo tiempo se reduzcan espacios operacionales para la
disminucion de costos.

Por lo cual el presente trabajo de investigacién propone contribuir con variables de respuestas
metabdlicas y cinéticas para interpretar y comunicar el comportamiento de un sistema hibrido de lodos
activados en un proceso nitrificante-decolorante-desnitrificante en soportes de poliuretano y carbén
activado para la oxidacion y adsorcidn simultdnea del amonio y el colorante azul acido 74 acoplado a
un sistema desnitrificante, con la finalidad de oxidar los compuestos carbonados y reducir los
compuestos nitrogenados para la generacidén de compuestos inocuos al ambiente.
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3. Hipotesis

Un reactor hibrido nitrificante-decolorante-desnitrificante puede acoplar la biotransformacion del
colorante azul acido 74 a la oxidacion y adsorcion simultanea de amonio y a la reduccion de nitrato
via desnitrificante, generando productos inocuos al ambiente.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar la oxidacion y adsorcion simultdnea de amonio y el colorante azul acido 74 (ab74) en un
reactor hibrido nitrificante-desnitrificante, en un sistema continuo de flujo ascendente.

4.2 Objetivos particulares

v' Obtener y caracterizar las fuentes de indculo: lodos activados, lodos pre-tratados, carbén
activado y lacasa comercial.

v" Evaluar la actividad enziméatica de lodos activados, lodos pre-tratados, lacasa y comercial
mediante la oxidacion de ABTS y ab74, en estudios en lote.

v" Evaluar la presencia/ausencia de la actividad de la lacasa mediante un zimograma

v" Determinar la actividad de la enzima lacasa en lodos activados y lodos pre tratados para
decolorar el ab74.

v" Evaluar la capacidad del carbon activado para adsorber el ab74, en estudios en lote.

v" Evaluar la capacidad de los lodos activados en presencia del carbén activado para la remocion
del ab74 en cultivos lote.

v" Disefiar un reactor hibrido de dos médulos (aerobio-anaerobio)

v' Instalar, operar y evaluar el reactor hibrido aerobio-anaerobio durante la decoloracion del ab74
y oxidacion simultanea del amonio, presente en un agua sintética en un sistema continuo.

v' Evaluar el efecto de la concentracion del ab74, en el reactor hibrido bajo condiciones
nitrificante-desnitrificante.
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5. Materiales y métodos
5.1 Fuente de indculo

Los lodos activados secundarios (LA) para la obtencién de los lodos pre tratados se obtuvieron de la
planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) “Reciclagua Ambiental S.A. de C.V.” de la
Secretaria del Medio Ambiente, la cual opera mediante un proceso de lodos activados con difusion de
aire. La planta Reciclagua se encuentra ubicada en el municipio de Lerma, Estado de México y da
tratamiento a los efluentes industriales (con una carga variable de DQO entre 2-10 g/L y 80-200 mg
NH4*/L) del Corredor Industrial del valle de Toluca y Parque Industrial Lerma.

Como control del proceso bioldgico, se utilizd una enzima Lacasa comercial grado reactivo (Deni Lite
[, Novozymes).

Para llevar a cabo el proceso de adsorcion se utilizd carbon activado granular reactivo (Meyer®)
previamente lavado con agua desionizada y secado a 100 °C por 24 h.

5.1.1 Obtencion de los lodos pre tratados (LPT)

Los lodos pre-tratados (LPT) se obtuvieron mediante la sonicaciéon de la biomasa microbiana
proveniente de la PTAR Reciclagua. Esta fue previamente lavada con solucion fisiolégica de NaCl (9
g/L) por 5 veces, para posteriormente ser sonicada a distintos tiempos. Se sonicaron 50 mL de
biomasa previamente lavada a 0, 0.5, 2, 5 y 10 minutos, en un sonicador (Sonicor) a 2 £ 1 °C, con
ciclos de 50/60 Hz 110/120 V.

5.1.2 Caracterizacion de los inéculos: Microscopia electronica de barrido

La caracterizacion de los indculos se llevé a cabo mediante microscopia electronica de barrido (SEM,
Scanning Electron Microscopy), se caracterizaron las propiedades superficiales de los indculos LA 'y
LPT. Se tomaron muestras homogéneas de los LA y LPT para posteriormente obtener las imagenes.
Se tomaron pellets de 2 mm de LAy LPT los cuales fueron fijados y protegidos mediante lavados con
glutaraldehido (3.5 %) y tetradxido de osmio (0.1 M). Estas muestras fueron lavadas con NasHPO4-
NaH:PO, —buffer- (0.1 M), pH 5.8-8.0 y deshidratadas con etanol a concentraciones ascendentes de
10 a 100 %. Finalmente, los pellets de las muestras fueron encapsulados y secados a su punto critico
para ser asi ser recubiertos con una fina capa de oro para ser observados por SEM (Jeol JSM-5900),
de acuerdo a Bozzola y Russel (1991).

5.2 Actividad de la enzima lacasa en lote

Se determind la actividad enzimatica de la lacasa comercial mediante la técnica utilizada por
Bourbonnais y col. (1995), determinando la oxidacién del ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
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6-sulphonic acid) mediante un ensayo colorimétrico con una concentracion de 0.27 mM del ABTS en
una solucién amortiguadora de acetato de sodio 0.1 M, ajustado a pH 5y 1 g/L de lacasa. La oxidacion
del ABTS fue monitoreada mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 420 nm. La
actividad enzimatica fue expresada en 1 U = umol de ABTS/L-min.

Bajo las mismas condiciones se evalud la actividad de la lacasa presente en los lodos activados con
una concentracion de 2.6 g de proteina microbianalL y en los lodos pre-tratados con 4.75 mg proteina
microbianalL.

5.2.1 Identificacion cualitativa de la enzima lacasa

Mediante la técnica de electroforesis en gel de acrilamida se detectaron las enzimas lacasas presentes
en los indculos (Lac, LA, y LPT) utilizados en este estudio. El zimograma se basé en la técnica de
SDS-PAGE a pH alcalino bajo condiciones no desnaturalizantes. El gel de resolucién y compactacion
fueron preparados a 12 y 5 % de acrilamida, en buffers de 1.5 M Tris HCI (pH 8.8) y 0.5 M Tris-HClI
(pH 6.8) respectivamente. La electroforesis se llevo a cabo en un sistema Bio-Rad Mini-PROTEAN
system con un voltaje de 150 V durante 60 minutos (Laemmli, 1970). Para obtener el zimograma, el
gel fue tefido para revelar bandas de proteinas con actividad lacasa utilizando ABTS 25 mM (2,2'-
azinebis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate acid) en un buffer 0.1 M de acetato de sodio (pH 5).

5.3 Decoloracion del azul acido 74

5.3.1 Lacasa comercial

Se realizaron cinéticas de consumo de sustrato azul acido 74 (ab74) a concentraciones de 50, 100,
150, 200 y 250 mg/L, para determinar la concentracion a la cual se alcanza la velocidad maxima de
consumo de sustrato, de acuerdo al modelo de Michaelis-Menten (Fersht, 1980), y asi determinar las
condiciones iniciales de reaccion de la fase de decoloracidn enzimatica. Este ensayo se realiz6 con la
enzima control 5 g/L (lacasa comercial) para posteriormente evaluar los extractos enzimaticos
obtenidos de los lodos activados, asi como los propios lodos activados.

Las cinéticas de decoloracion del ab74 con lacasa comercial se hicieron de igual manera en reactores
de 100 mL de volumen nominal, 75 mL de volumen de operacion, 40 £ 1 °C, 300 £ 25 rpm, pH de
6.45 y una aireacion de 0.03 vvm. La cinética fue monitoreada durante 2.5 h de tiempo reaccion. Se
muestred por intervalos de 15 y 30 minutos, y cada muestra fue depositada en un bafio de hielo a -1
+ 0.5 °C para detener la reaccion enzimatica.
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5.3.2 Lodos activados

Se evalud la capacidad metabdlica de los lodos activados para decolorar el ab74 a concentraciones
de 50 a 250 ppm, ésta fue evaluada en reactores de volumen nominal de 100 mL con un volumen de
operacion de 75 mL, una concentracion de LA de 4.15 £ 0.05 g proteina microbiana/l, a 29 + 1 °C,
300 £ 25 rpm, pH de 7.0 £ 0.5 y una aireacion de 0.03 vvm. El agua sintética a decolorar ademas del
ab74 se formuld con una concentracién 9 g/L de NaCly 0.2 mL de elementos traza (Tab. 3) Se tomaron
muestras en distintos intervalos de tiempo durante un periodo de 6 h.

Tabla 3. Solucion de elementos traza

(/L)
CaCl 0.1
CuS04-5H20 0.2
Na2MoO4-2H20  0.01
MgSOs4 0.03
FeS047H20 0.017
MnCl2-2H.0 0.005

5.3.3 Lodos pre tratados

Se evaluo la capacidad metabdlica de los lodos pre tratados provenientes de los lodos activados para
decolorar el ab74 a concentraciones de 50 a 250 mg/L, bajo las mismas condiciones que se hizo para
los lodos activados. La concentracion de lodos pre tratados por sonicacion fue 4.75 mg de proteina
microbiana/L. Se tomaron muestras en distintos intervalos de tiempo durante un periodo de 6 h.

5.3.4 Control abiotico

Se realizd una prueba cinética de adsorcion del ab74 (durante 24 h) a una concentracion de 100 ppm
en la biomasa de los lodos activados esterilizada en autoclave por 15 minutos a 15 psi y descartar ese
porcentaje en los resultados asociados al metabolismo oxidativo del ab74. Este estudio se realiz6 a
29+ 1°C, 300 £ 25 rpm, pH de 7.0 £ 0.5 y una aireacion de 0.03 vvm. La concentracidn de biomasa
en términos de proteina microbiana fue la misma, de 4.15 £ 0.05 g proteina microbianalL.

5.3.5 Carbon activado

Se evaluaron en lote los parametros cinéticos de remocion del ab74 por adsorcién en carbdn activado
granular con una concentracion de 2.6 g carbén activado/L. Se evalu una concentracion de 100 mg/L
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de ab74 en reactores de volumen nominal de 100 mLy 75 mL de volumen de operacién a 25 + 1 °C,
250 £ 25 rpm y 0.03 vvm de aireacion en un tiempo de reaccion de 10 h.

5.3.5.1 Adsorcion-desorcion del ab74 en CA

En matraces de 250 mL a 300 + 25 rpm, pH de 7.0 £ 0.4 y una aireacion de 0.03 vwvm se evalué el
consumo de ab74 mediante adsorcion en carbon activado. En una primera etapa (etapa I) se puso en
agitacién una solucién con 30 mg ab74/L y 2.5 g CA/L hasta observar el consumo de ab74; en una
etapa Il se volvié a alimentar el matraz con 30 mg ab74/L hasta observar su consumo y/o saturacién
mediante la adsorcidn en el CA; posteriormente en una etapa Ill se lavo el soporte de carbén activado
y se puso en contacto con una suspension de lodos activados (2.5 g SSV/L) durante 72 h para observar
la desorcion o regeneracion in situ del CA mediante LA. Para corroborar lo anterior, en una etapa IV,
se separaron los lodos activados del CA y se alimentd un nuevo lote con 30 mg ab74/L y el CA
(regenerado) hasta observar el consumo del ab74 en el medio.

5.3.6 Carbon activado y lodos activados

En reactores de volumen nominal de 100 mL con un volumen de operacién de 75 mL, a 29 + 1 °C,
300 + 25 rpm, pH de 7.0 £ 0.5 y una aireacion de 0.03 vvm; se evalud en lote la remocién del ab74
por adsorcion con carbon activado y oxidacion mediante lodos activados con una concentracion de
SSVde 2.6 g/L y 2.5 g/L de carbdn activado. Se evalud una concentracion inicial de 100 mg/L de ab74.

5.4 Lodos activados: Inhibicion de lacasas

En reactores de volumen nominal de 100 mL con un volumen de operaciéon de 75 mL, a 30 £ 1 °C,
300 + 25 rpm, pH de 7.0 £ 0.4 y una aireacion de 0.03 vwm; se evaluo en lote la decoloracion del ab74
(100 mg/L) por via biologica mediante lodos activados con una concentracién de SSV de 2.6 g/L en
presencia de una concentracion de HgCl. 50 mM (Baldrian y Gabriel, 2002) y 100 mg/L de ab74. Esto
para determinar de manera indirecta la contribucion de lacasas presentes en lodos activados,
mediante fi (factor de inhibicion de lacasas), este factor de inhibicion se refiere a la relacion del
porcentaje de eficiencia de decoloracion en presencia del inhibidor respecto a la eficiencia de
decoloracién en ausencia del inhibidor.

5.5 Reactor hibrido de flujo ascendente (RHFA)

Se opero un reactor hibrido de flujo ascendente continuo, el reactor fue construido de acrilico con un
volumen total de 1.6 L, una altura de 28.5 cm para el modulo 1y 29 cm del médulo 2, diametro interior
de 6 cm y diametro exterior de 7 cm. El reactor tuvo una alimentacién de la fuente nitrogenada y
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carbonada (C-ab74 y N-NH4*) por la parte inferior del médulo 1 teniendo 3 salidas, correspondientes
al efluente nitrificante, efluente desnitrificante y la salida de los gases producidos (N2 y COz), como se

muestra en la Figura 7y 8.

Médulo 2
Proceso desnitrificante

Modulo 1
Proceso nitrificante y Oxidacion
de materia organica compleja

Influente sintético
ab74 + NH4CI

Fase Anaerobia

Fase Aerobia

N
R

N 2+C02

(N03-) +(m.o.)

\?_/_

LA + CA

> Efluente desnitrificante

——3 Efluente nitrificante

4

Membrana
de aireacion 02

Figura 7. Diagrama del reactor hibrido de flujo ascendente

Figura 8. Reactor hibrido de flujo ascendente
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5.5.1 Médulo nitrificante-decolorante (m1)

Se oper6 el primer modulo (m1) del RHFA durante 30 dias bajo condiciones nitrificantes con un lodo
previamente expuesto al colorante ab74. El lodo fue tomado de la planta de tratamiento de aguas
residuales en operacion desde hace 20 afios aproximadamente (Reciclagua, Lerma, Edo. de México).
El reactor se oper6 con una concentracion inicial de indculo de 3.2 £ 0.2 g SSV/L y un TRH de 1 dia.
Se aliment6é con una concentracion inicial de 12 mg C-ab74/L y 100 mg N-NH4*/L. El reactor fue
empacado con 3.2 g (equivalente al 20 % del volumen del modulo 1) de poliuretano con carbén
activado como soporte (LEVAPOR) (Fig. 9a) para la formacién de la biopelicula de los lodos activados,
como lo sugiere la metodologia de LEVAPOR (2017). En la siguiente Tabla (Tab. 4) se incluyen las
caracteristicas de los soportes de espuma de poliuretano (PUF/PolyUrethane Foam).

Figura 9. Soportes de poliuretano (a): sin carbén activado y (b): con carbon activado
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Tabla 4. Propiedades del soporte LEVAPOR

Propiedades LEVAPOR
Superficie total (m?m?) Superior a 20,000
Capacidad adsorbente Muy alta
Grado de llenado requerido del reactor 121015 %
porosidad 751090 %
humedad Inmediata (1- 3 dias)
absorcion de agua Superior a 250 %
carga iénica +a-
colonizacién microbiana 60 a 90 min.
aireacién Finas burbujas
energia adicional para la fluidizacion No requerida
eliminacion de lodo en exceso Por fluidizacién

5.5.2 Médulo nitrificante-decolorante-desnitrificante (m1+m2)

En una segunda etapa se instalé el segundo médulo anaerobio para la reduccion de los compuestos
oxidados del nitrdgeno y la decoloracién total del ab74. El segundo médulo (m2), se empacd al 100 %
con 14.3 g de soporte de poliuretano sin carbdn activado (Fig. 9b). Esto con el objetivo de mejorar la
formacion de biopelicula en el soporte, asi como lograr los espacios anaerobios dentro y entre los
soportes y favorecer el proceso desnitrificante.
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6. Métodos analiticos
6.1 Electrodo selectivo de amoniaco: determinacién de amonio

El nitrdgeno de amonio se determind utilizando un electrodo selectivo de amoniaco. La muestra se
alcalinizd6 con NaOH 10 N en una proporcion 0.5:50 (v:v), bajo agitacion constante. Transcurridos 3
minutos se adquirié una lectura estable. De esta manera se construy6 una curva de calibracion y
posteriormente una vez medidos los potenciales de las muestras de los influentes y efluentes, se
analizaron los valores.

6.2 Espectrofotometria
6.2.1 Determinacion del azul acido 74 (ab74)

Se tomaron 2 mL de muestra previamente filtradas utilizando filtros Watman nimero 40 de 8 um de
porosidad, para cada cultivo en lote y en continuo para cuantificar la presencia del ab74 mediante
espectrofotometria a una longitud de onda a 608 nm, mediante una curva patron.

6.2.2 Método de reduccion de cadmio: determinacion de nitrato

Se muestred el reactor en el influente, médulo aerobio (m1) y reactor hibrido (m1+m2). Las muestras
fueron filtradas con membrana de nylon de 0.45 um de porosidad. Se tomaron 25 mL de muestra 'y se
adiciono el polvo reactivo nitraVer5 para cuantificar el nitrato presente en las muestras a una longitud
de onda de 500 nm, segun el método 8039 para agua, aguas residuales y agua de mar del manual de
andlisis de agua de Hach (Water Analysis Manual, 2000).

6.2.3 Método de diazotizacion: determinacion de nitrito

De las muestras previamente filtradas provenientes del reactor se tomaron 10 mL para adicionarle una
bolsa de polvo reactivo nitriVer3, esperar 20 minutos de reaccién y se cuantifico el nitrito a 507 nm,
segun el método 8507 para agua, aguas residuales y agua de mar del manual de analisis de agua de
Hach (Water Analysis Manual, 2000).

6.2.4 Método Lowry: Determinacion de proteina microbiana

Se cuantifico la proteina microbiana mediante espectrofotometria por la técnica propuesta por Lowry
y col. (1951), tomando por triplicado una muestra de 1 mL de biomasa microbiana previamente lavada
y homogenizada, a la cual se le afiadi6 0.1 mL de NaOH 10 N y posteriormente fueron calentados a
90 °C por 20 minutos. Se prepararon tres soluciones: A (Na2CO3 0.19 M en NaOH 0.1 N), solucion B
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(CuSO4 al 1 %) y solucion C (tartrato de sodio y potasio al 2 %). Se afiadieron 5 mL de una mezcla de
1 mL de solucién B y 1 mL de solucién C aforados a 50 mL de la solucién A. Posterior a esto, se
dejaron reposar por 30 minutos en la oscuridad para después afadir 1 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu y se dejaron reposar nuevamente en la oscuridad por 1 hora. Se homogenizaron en vértex
para posteriormente medir por espectrofotometria a 750 nm.

6.2.5 Determinacion de carbono organico total

Se tomd una muestra filtrada (0.25 pm) de 10 mL del reactor: influente, modulo aerobio (m1) y del
reactor hibrido (m1+m2), se adicion6 0.4 mL de solucion amortiguadora a pH 2.0 para acidificar las
muestras. A cada tubo de digestion acida (kit COT Hach) se le adicioné un sobre de polvo de persulfato
y, 1 mL de muestra acidificada y 1 mL del blanco (agua desionizada), posteriormente se adicionaron
las ampulas indicadoras previamente lavadas con agua destilada. Los tubos de digestion fueron
calentados a 103-105 °C por 120 minutos. Una vez enfriados los tubos fueron leidos por
espectrofotometria segun el método 10173 para aguas residuales y aguas industriales del manual de
Hach (Water Analysis Manual, 2000).

6.3 Determinacion de sélidos suspendidos volatiles (SSV)

La concentracion de SSV de los lodos activados se determind por el método APHA/AWWA/WEF,
(2005). Se pusieron a peso constante crisoles a 100 °C al menos por 4 horas. Se tom6 una muestra
homogénea de 5 mL (por triplicado), se evaporé el liquido de la muestra en el crisol en una parrilla a
baja temperatura, para evitar ebullicién y pérdidas. Las muestras con liquidos evaporados se secaron
en una estufa a 105 °C por al menos una hora, y posteriormente se colocaron en un desecador por
15 minutos. Se pesaron en una balanza analitica y se obtuvo el peso de solidos suspendidos totales
(SST). Posteriormente se colocaron los crisoles con la muestra seca por 45 minutos en una mufla a
550 °C vy fueron desecados por 15 minutos, para posteriormente obtener el peso de sélidos
suspendidos fijos (SSF). Con los pesos anteriores se calculé la concentracion de SSV de la siguiente
manera, donde A es el peso constante del crisol:

9SSV (SST — A) — (SSF — A)
L  Volumen de la muestra

6.4 Variables de respuesta

Para poder realizar el analisis de resultados y evaluar los procesos en lote y en continuo, se
determinaron variables de respuesta metabdlicas (rendimiento de formacién de los productos) y
cinéticas (velocidades especificas de consumo). Asimismo, las observaciones cinéticas enzimaticas
se describieron con el modelo de Michaelis-Menten mediante la siguiente ecuacion:
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Donde: q es la tasa especifica de decoloracion; Vmax €s la velocidad méxima de consumo de sustrato
en mg/U h; K, es la afinidad de la enzima por el sustrato en mg/L; y S es la concentracidn de sustrato

en mg/L.

Eficiencia total de decoloracion:
E tr 100

o — Tk

%

Eficiencia de decoloracion de las lacasas:

Cr

Evag, = (Eyp) — ((7) « (fi) » 100)

i

Tasa especifica de decoloracion:

7= ()

Eficiencia de consumo de amonio:

_ (N - NH4 influente) - (N - NH4 efluente ) "

% =

100

N — NH4 influente

Eficiencia de consumo de nitrito:

_ (N - NOZ influente) - (N - NOZ efluente ) "

% =

100

N — NOZ influente

Eficiencia de consumo de nitrato:

_ (N - N03 influente) - (N - N03 efluente ) "

% =

100
N — N03 influente
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Rendimiento de formacién de nitrito:

_ (N - NOZ efluente) - (N - NOZ influente)
(N - NH4 influente) - (N - NH4 efluente)

Rendimiento de formacién de nitrato:

_ (N - N03 efluente) - (N - N03 influente)
(N - NH4 influente) - (N - NH4 efluente)

Donde Cr, es la concentracion del ab74 en un tiempo especifico de reaccion o en el efluente; Ci, es la
concentracion inicial o en el influente de ab74 (mg/L); fi, es el factor de inhibicién que aplica a la tasa
de decoloracion especifica en presencia del inhibidor de lacasa (HgClz) respecto a la eficiencia de
decoloracién en ausencia del inhibidor (E«innividor/E%); q € la tasa especifica de decoloracion que fue
normalizada por unidad de actividad enzimatica para comparar las tasas de decoloracioén por lacasas
contenidas en LA, AS y LPT, y t es el tiempo de reaccion (h).
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7. Resultados
Los resultados son presentados en dos etapas experimentales:

-Etapa 1. Estudio biocinético y zimogréafico de la decoloracidn del azul acido 74 en lote, mediante:

lacasa comercial, lodos activados, lodos pre-tratados y carbdn activado.

-Etapa 2. Oxidacion y adsorcion simultanea de amonio y azul &cido 74 en un reactor hibrido de flujo
ascendente, mediante: Lodos activados soportados en PUF con carbon activado (Fase aerobia-

decolorante-nitrificante). Y lodos activados soportados en PUF (Fase anaerobia-desnitrificante).

7.1 Resultados Etapa 1

Primeramente, se presenta una seccion de la caracterizacion de los lodos activados y los lodos pre
tratados, mediante microscopia electronica de barrido, antes y después del proceso de sonicacion. La
siguiente seccion presenta un analisis y discusion de la actividad de lacasas presentes en LAy LPT,
en el cual, se muestra un zimograma donde las bandas reveladas indican la oxidacion de ABTS por la
actividad lacasa presente. Posteriormente, se discute el comportamiento de la decoloracion del ab74
mediante los diferentes tratamientos (Lac, LA, LTP, CA'y CA+LA), asi como el efecto del HgCl, como

inhibidor de lacasa para todos los tratamientos.

7.1.1 Obtencion de los lodos pre tratados (LPT)

Una vez sonicadas las muestras de los lodos activados a diferentes tiempos se observé la liberacion
de proteina microbiana, como se observa en la Fig. 10. Al sonicar por un periodo de 10 minutos, se
obtuvo un incremento del 14 % de proteina liberada respecto a la biomasa sin sonicar. Este resultado
sugiere que mediante la técnica de sonicacion se libera proteina microbiana la cual podria ser proteina
con actividad catalitica, o bien de tipo estructural. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que
se encuentren liberadas enzimas de tipo lacasas u otro tipo de enzimas capaces de oxidar al ab74, lo
cual podria ocurrir, en funcion del tipo de células presentes en los lodos activados. Foladori y col.
(2007) observaron que en suspensiones de cepas puras o cultivos axénicos (1010 bacterias/L), el
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efecto de la sonicacion resultd insuficiente para la disgregacion o modificacion de las cepas de E coli
y E. Fecalis, ya que esta técnica debe considerar la concentracion celular, composicion de pared
celular bacteriana, tiempo de sonicacion, temperatura, etc., por lo que dichos autores sugieren que
para que ocurra un dafo celular en lodos activados, la frecuencia de sonicacidn necesita ser mayor a
20 kHz, incrementar el tiempo de sonicacion, e incluso combinar la sonicacion con UV convencional
(Blume y col., 2004). De acuerdo a Covarrubias y col. (2015), el proceso de sonicacién mejoré el
contacto enzima-sustrato, en ese estudio el consumo de sustrato se incremento6 1.6 veces respecto a
las células completas utilizando una frecuencia de sonicacion de 50/60 Hz; sin embargo, no es claro

de qué manera las propiedades cinéticas fueron afectadas.

5.0 -
49
48
47
46
45
44
43

4.2 4

4.1

Concentracion de proteina microbiana (g/L)

4.0

3.9

T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo de sonicacién (min)

Figura 10. Obtencion de los lodos pre tratados. (m) Biomasa sonicada, (o) Biomasa sin sonicar.

7.1.2 Caracterizacion de los indculos

Debido a la morfologia bacteriana que se observd en las imagenes de SEM, se evidencid |a presencia
de estreptobacilos en ambas muestras LA (Fig. 11a) y LPT (Fig. 11b). Yu y col. (2001) mostraron la
presencia de cepas bacilares de Pseudomonas en lodos activados con capacidad de remover el
colorante azul &cido 74 con eficiencias cercanas al 80%. Jadhav y col. (2010), observaron la capacidad
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de cepas de pseudomonas para remover el colorante reactivo naranja con eficiencias cercanas al
100%. También Ayed y col. (2012) mostraron la capacidad metabélica de cepas de pseudomonas
cepacia y Bacillus sp. para decolorar un efluente textil, asi mismo, detectaron enzimas con actividad
lacasa en estas dos cepas. Ademas, la Figura 9b sugiere la presencia de una mayor area superficial
en LPT respecto a LA. Bajo una perspectiva ingenieril del reactor, esta mayor area superficial podria
incrementar la conversion del ab74. De acuerdo a lo reportado por Covarrubias y col. (2015), la

sonicacion de lodos activados mejord el contacto enzima sustrato con células sonicadas.

Figura 11. Micrografia electrénica de barrido de LA (a) y LPT (b). LA: lodos activados sin sonicar, LTP lodos pre tratados

con sonicacion 10 min

7.1.3 Actividad de la enzima Lacasa en Lac, LAy LPT, en cultivos lote

La actividad enzimética de la lacasa se evalud en lote mediante la oxidacion del ABTS bajo las
condiciones de operacion que se mencionaron anteriormente, las actividades especificas de lacasa
fueron de 0.9, 1.53x10-5, 2.89x10-6 U/mg-proteina para Lac, LAy LPT, respectivamente. La actividad
especifica de la lacasa comercial fue mayor que la actividad reportada para otras lacasas comerciales;
por ejemplo, las actividades lacasa reportadas en Pseudomonas cepacia y Bacillus sp. fueron de
7.11x10-10 y 8.13x10-10 U/mg-proteina, respectivamente (Ayed y col., 2012). La diferencia entre la

actividad expresada en lacasas comerciales y lacasas estudiadas de lodos activados podria estar
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asociado a la concentracién de enzimas dentro de las células, asi como sus propiedades cataliticas.
Asi como los mediadores incluidos en algunas enzimas comerciales que mejoran su actividad
(Munteanu y col., 2007).

7.1.4 Presencia y actividad de la enzima lacasa
7.1.4.1 Zimograma

La Figura 12 muestra el zimograma obtenido con Lac, LAy LPT. Se observo en el carril de la muestra
de proteinas de lacasa comercial (Lac), una banda de peso molecular cercano a 75 kDa. Sin embargo,
en los carriles de lodos activados y lodos pre tratados se observaron dos bandas alrededor de 150
kDa, las cuales sugirieron la presencia de proteinas lacasa. Las bandas expresadas en lodos activados
y lodos pre tratados, mostraron un peso molecular distinto al de la lacasa comercial. En la literatura
(Leigh, 1997) se tienen estudios de identificacion de proteinas con actividad lacasa, con un peso
molecular similar al observado para LAy LPT en este estudio. Se ha reportado que la enzima lacasa
puede variar su peso molecular en funcién del microorganismo que la produce (Arana-Cuenca y col.,
2004). Comunmente las enzimas con actividad lacasa se reportan de bajo peso molecular para
bacterias, tal es el caso de la lacasa proveniente de Bacillus subtillis con un peso molecular de 52.7
kDa (Phelan y col., 2013); sin embargo, existe el caso opuesto, Streptomyces griseus que expresa
lacasas con un peso molecular de 209 kDa (Leigh, 1997). La enzima lacasa puede expresar distintas
caracteristicas como su peso molecular, punto isoeléctrico, actividad, parametros cinéticos
enzimaticos (Km Y Vimax), €tc., lo cual puede estar influenciado por las condiciones ambientales, como
pH, temperatura, inductores, composicion del medio de cultivo, entre otras (Giardina y col., 1999;
Téllez-Téllez y col., 2008).
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Figura 12. Zimograma: actividad lacasa de lacasa comercial (Lac), lodos activados (LA) y lodos pre tratados (LPT)

7.1.5 Decoloracion del ab74 en lote

7.1.5.1 Decoloracion del ab74 con Lac, LAy LPT

En la Figura 13 se muestran los perfiles de decoloracion del ab74 en funcion del tiempo de Lac, LAy
LPT, a diferentes concentraciones iniciales de ab74 (50-250 mg/L). Lac, LA y LPT mostraron
capacidad metaboélica de remover el ab74 de una solucién acuosa, LA y LPT mostraron la mejor
eficiencia de decoloracién de 23.8 % y 12.2 % en presencia de 50 mg/L de ab74 en un tiempo de 6 h.
A las condiciones evaluadas Lac mostro los mejores resultados de decoloracion con 50 % de eficiencia
decolorante en 6 h de reaccion en presencia de 250 mg/L de ab74 (Tabla. 5). En todas las
concentraciones evaluadas Lac mostré una mejor eficiencia de 20 y 40 % mayor que LA y LPT
respectivamente, asociado a dos propiedades reportados en la literatura, pureza de la enzima y su
contacto directo enzima-ab74; asi que como en algunos casos las lacasas comerciales de Novozymes
incluyen un sistema mediador de lacasas que mejorara la actividad enzimatica (Tavares y col., 2009).
Por ofra parte, aunque los LPT parecian tener un cambio cualitativo en su morfologia bacteriana
(Fig.11b) respecto a LA, tanto LA como LPT presentan perfiles de decoloracién similares (Fig. 13b'y
13c) que aparentemente se vieron afectados por la concentracion inicial de ab74. En este sentido, el
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tratamiento de LPT mediante sonicacién (110/120 Hz, 10 min) no fue capaz de favorecer la conversidn
del color del ab74. Puvaneswari y col. (2006) observaron como células lisadas mostraron la liberacién
de cofactores como FAD, en un ambiente extracelular que fue reducido enzimaticamente por NADH y
FADH., incrementando asi la decoloracion de un colorante tipo azo. Para este trabajo, la eficiencia de
decoloracion (E%) para todos los indculos se presenta en la Tabla 5. Estas variables de respuesta
fueron diferentes para cada inoculo evaluado. LA y LPT mostraron eficiencias de decoloracion de 2.2
a 23.8% y de 2.6 a 18.4%, respectivamente. Hasta el momento, un incremento de la concentracién
inicial del ab74 afectd negativamente la eficiencia de decoloracion. Las membranas de LA y LPT son
una barrera que protege a las células, las cuales se conforman de lipidos y proteinas y, por tanto,
estan implicados en la sefializacion, la estabilidad celular, y las interacciones de proteina (Rannikko y
col., 2014). Por su parte, la capacidad celular intrinseca de LA y LPT se relacioné con la osmolaridad
externa y condiciones de estrés producidas entre las células y su medio ambiente (Machado y col.,
2004). En este trabajo, el tratamiento de sonicacién no mostré una mejora significativa en la tasa de
decoloracion entre los lodos pre tratados (LPT) y los lodos activados (LA) con 13.97 £ 0.16y 13.57 +

0.18 mg ab74/U-h, respectivamente.
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Figura 13. Decoloracién del ab74
A: Lacasa comercial (Lac); B Lodos activados (LA): C: Lodos pre tratados (LPT)

(m) 50 mg/L; (®) 100 mg/L; (A) 150 mg/L; (W) 200 mg/L; () 250 mg/L
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V////4

Tabla 5. Eficiencias (%) de decoloracion del ab74 mediante Lac, LAy LPT, en cultivos en lote

ab74 (mg/ L) Lacasa comercial (Lac) Lodos activados (LA) Lodos pre tratados (LPT)
50 5761124 238184 122+25
100 426+7.0 221+25 184 6.1
150 19.0+2.0 18.6+2.1 6.1+£1.3
200 401 +£11.7 6.1+4.2 9.1+£23
250 389+72 23+09 2614

Figura 15. Decoloracion del ab74 mediante lodos activados
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7.1.5.2 Control abiético

Los experimentos de control abidtico que evaluaron la disminucién de la concentracion del ab74 por
la biomasa de LA y LPT (Fig. 16) dieron lugar a una eficiencia de decoloracion de 2.8 + 0.1%, que se
relacion6 totalmente con la adsorcion del ab74 a través de la membrana de estos lodos. En otros
estudios se ha informado de que una cantidad minima de colorante se adsorbe en la superficie celular,

aunque principalmente se lleva a cabo la degradacién bioldgica (Chen y col., 1999).

R

80
60

40 4

mg ab74/L

20 4

Figura 16. Cinética abiética de adsorcion del ab74 en LA

7.1.5.3 Contribucion de lacasas presentes en LAy LPT para la decoloracion del ab74

La Tabla 6 presenta la eficiencia de decoloracion del ab74 debido a las enzimas lacasa contenidas en
LAy LPT. Estas variables de respuesta se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) con la
prueba de comparacion de Tukey. Se identificd estadisticamente que la eficiencia decoloracién del
ab74 de LAy LPT fueron significativamente diferentes en las condiciones de operacion estudiadas (P

<0.001). Con el fin de observar el papel de la lacasa de los lodos en el proceso de decoloracion del
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ab74, se afiadié HgCl> como un inhibidor de la actividad de la lacasa. El HgCly, afecté negativamente
a la eficiencia y tasas especificas de decoloracion del ab74 de Lac, LAy LPT. Primeramente, el HgCl2
inhibi6 totalmente la actividad enzimatica de Lac, obteniendo una nula decoloracién del ab74. Este
resultado fue asociado a la evidente actividad lacasa presente en LA y LPT ya que la eficiencia
decoloracion disminuy6 un 23.2 y 19.09% para LA y LPT, respectivamente, y las tasas especificas de
decoloracion disminuyeron el 23.8 y el 20.2% para LA y LPT, respectivamente. Sin embargo, aunque
se evidencio la participacion de las enzimas lacasa, es posible que exista la presencia de otro tipo de
enzimas que contribuyeron durante el proceso de decoloracion del ab74, por lo que son necesarios
futuros estudios para identificarlas. De hecho, monooxigenasas, peroxidasas y dioxigenasas, han sido
reportadas como enzimas identificadas en lodos activados en procesos de decoloracion (Kandelbauer

y col., 2013; Méndez-Hernandez y col., 2013).

Tabla 6. Eficiencias de decoloracion por lacasas contenidas en LAy LPT

ab74 (mg/ L) LA LPT
50 5704 29+0.98
100 5305 44+0.38
150 44+05 15051
200 15+09 22+09
250 0.5+0.2 0.6+05

Por otra parte, es importante mencionar que la eficiencia de decoloracion depende de diversos factores
como la concentracion inicial del indculo, tipo de sustrato, tiempo de reaccion, condiciones de
operacion, medio de cultivo, tipo de microorganismos, etc. La Tabla 6 muestra la eficiencia de
decoloracién atribuida a las enzimas de tipo lacasa presentes en LA y LPT. Con esta variable de
respuesta atribuida Unicamente a lacasa, se observo que la eficiencia de decoloracion en cultivos que
evaluaron desde 50 a 250 mg ab74/L fue de 0.5a 5.7 % en LAy de 0.6 a 2.9 % en LPT. Con lo
anterior, se pudo cuantificar que la contribucion de enzima lacasa presente en lodos activados y en
los lodos pre tratados fue de alrededor de 20 % durante el proceso de decoloracion y bajo las
condiciones de operacion evaluadas. Al mismo tiempo, como se observa en la Tabla 7, la tasa

especifica de decoloracion (mg ab74/g h) a 100 mg ab74/L para LA fue 6.6 veces mejor que
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Pseudomonas GM3 y que un consorcio de distintas cepas de Pseudomonas reportado por Yu y col.

(2001).

Tabla 7. Eficiencias y tasas especificas de decoloracién inhibidas por HgCl2

V////4

Inéculo Eficiencia (%) Eficiencia (%) Tasa especifica de Tasa especifica de
en ausencia de en presencia de decoloracion en decoloracién en
HgCl2 HgCl2 ausencia de HgCl2 presencia de HgCl2
Lac 383127 0 0.279 £ 0.02 0.039 + 0.006
LA 740+ 134 56.8+2.9 0.159 + 0.001 0.125 + 0.009
LPT 84.3+5.2 682119 0.122 £ 0.003 0.094 + 0.005

***tasas especificas de decoloracion (mg ab74/g h)

7.1.5.4 Parametros cinéticos de la decoloracion del ab74 por Lac, LAy LPT

La Figura 17 presenta el ajuste de las tasas de decoloracién del ab74 como una funcién de la
concentracion inicial del ab74. El ajuste de los datos experimentales al modelo cinético permitid
obtener los parametros cinéticos que se presentan en la Tabla 8. Las tasas especificas de
decoloracion basadas en U (umol de ABTS oxidado/L min) fueron més grandes para LAy LPT que
para Lac. Sin embargo, a pesar de las enzimas lacasa de LA y LPT presentaron menores valores de
U que Lac durante la oxidacion de ABTS, estas enzimas contribuyeron en aproximadamente un 20 %
para decolorar el ab74. LAy LPT no mostraron una diferencia significativa en Vmax, €s decir, que el
tratamiento de sonicacion para la obtencidn de los LPT no tuvo un efecto significativo en la mejora de

los parametros cinéticos respecto a los LA.
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Figura 17. Cinéticas tipo Michaelis-Menten para la decoloracién de ab74: (®) Lodos activados, (LA), (A )Lodos pre
tratados (LPT). Modelo ajustado: (—). Rz2= 0.9785 (LA), Rz= 0.9999 (LPT)

Tabla 8. Parametros cinéticos del modelo de Michaelis-Menten de Lac, LAy LPT

Indculo K (mglL) Vinax (mg ICA/ Uh)
Lac 205+ 30 0.23 £ 0.005
LA 1044+ 345 135718
LPT 166.7 £ 4.4 13.97 £ 0.16

La mejor afinidad entre el inéculo y el ab74 fue para Lac con un valor de 20.5 mg/L, siendo
aproximadamente 6 veces mejor que la K, de los LAy LPT. Por otra parte, los valores de Vmax de LA
y LPT fueron 60 veces mas rapidos que los obtenidos con Lac. Son pocos los trabajos en los que se
reportan variables cinéticas enzimaticas en procesos de decoloracion. Cristévéo y col. (2008)
reportaron los pardmetros cinéticos de decoloracién de diversos colorantes textiles, mediante una
lacasa comercial donde el valor maximo de LA y LPT evaluados en este trabajo, fueron
significativamente superiores a los valores de Vmax que obtuvieron estos autores durante el proceso
de decoloraciéon del amarillo reactivo 15, rojo reactivo y negro reactivo 5. Estos resultados
experimentales sugieren que LA y LPT son indculos con caracteristicas cinéticas prometedoras en el
proceso de decoloracién del ab74, incluso este tipo de lacasas pueden presentar otras capacidades

metabdlicas ademas de la decoloracidon como la mineralizacion de moléculas derivadas de la catalisis
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de la lacasa (Méndez-Hérnandez y col., 2013). Davison y col. (1999) reportd resultados de la
evaluacién de un lodo activado bajo condiciones de estrés para evaluar su capacidad de eliminar mas
de una fuente de carbono en el mismo experimento debido a la transferencia de genes que ocurre
dentro de los lodos activados como un mecanismo de adaptacion. Asi que, muchas bacterias aisladas
de lodos activados pueden presentar una versatilidad metabdlica para decolorar o eliminar diferentes
tipos de sustratos. Como Alishewanella que es una bacteria gram negativa aislada de suelo
contaminado con colorantes (Kolekar y col., 2013) que al mismo tiempo tiene la capacidad de hidrolizar
caseina, formar biopeliculas y decolorar (Jung y col., 2012). Cultivos mixtos o bacterias aisladas de
lodos activados pueden presentar muchas ventajas metabolicas para aplicarse en procesos

biotecnoldgicos como el tratamiento de diversos colorantes.

7.1.5.5 Decoloracion con Carboén Activado

Se realizd una comparacion biocinética en lote para evaluar la decoloracion del ab74 a una
concentracion de 100 mg ab74/L. La Figura 18 muestra el perfil de consumo del ab74 respecto al
tiempo para cada tratamiento evaluado, es decir, para LA, carb6n activado (CA) y la combinacién de
LA con CA (LA+CA), y la Figura 19 muestra la comparacion cinética y de eficiencia mediante las
velocidades especificas y eficiencia de cada tratamiento en la decoloracion del ab74. La eficiencia y
velocidades especificas de decoloracion fueron evaluadas estadisticamente y mediante un analisis de
varianza y la prueba de comparacion de Tukey. La mejor eficiencia de decoloracién fue la obtenida
mediante el tratamiento sinérgico de CA+LA, con una tasa de decoloracion de 5.9+0.4 mg ab74/h-
Qtratamiento Y UNA eficiencia de decoloracion de 76.6 + 11.8%. Este resultado también puede estar
asociado a las propiedades fisicoquimicas como porosidad y area superficial del adsorbente, en este
caso el carbon activado (Navarro y Vargas, 2010). Al mismo tiempo, los resultados de la decoloracion,
sugieren que, aunque la enzima lacasa es un método atractivo para la decoloracién, el costo para su
implementacion a nivel industrial es menos factible que el resto de los tratamientos evaluados. Por
otra parte, el tratamiento de CA+LA, mostr6 una eficiencia de 1.9 y 2.5 veces mejor que CA y LA,
indicando ser un interesante método de decoloracion para ser implementado a nivel industrial. La
mejora de CA+ LA, respecto a los lodos activados podria estar asociada a que en el método biolégico

requiere de un mecanismo de transporte de sustrato que necesita la accion de proteinas integrales
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que permitan la captacion del sustrato a través de la membrana (Jiménez y col., 2006) lo cual pudiera

estar limitando su velocidad respecto a los otros tratamientos.
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Figura 18. Eliminacion fisica y bioldgica del ab74. (@) LA, (o) CA, (¥ ) CA+LA, (A) control abiético
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Figura 19. Eficiencia y velocidades especificas de decoloracion para los tratamientos evaluados
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Sin embargo, antes de implementar el tratamiento CA+LA, fue importante realizar la evaluacion de la
capacidad de saturacion y regeneracion del carbdn activado, ya que en procesos de decoloracion se
ha considerado el proceso de saturacion como un cuello de botella o una limitante en procesos de
adsorcion (Lakshmi y col., 2009). Los resultados obtenidos se muestran mediante la Figura 20. Se
evalud la capacidad maxima de adsorcion del CA con el colorante ab74 y su posterior regeneracion
mediante lodos activados. El experimento considero distintas etapas (I-V). La primera y segunda
etapa fueron operadas con el objetivo saturar el carbén activado. Para lograr esto, se puso en contacto
el carbon activado con una solucion de 30 mg ab74/L conteniendo Unicamente la espuma de
poliuretano con carbdn activado, hasta observar el consumo del colorante. En la primera etapa (1), el
carbdn activado tuvo la capacidad de adsorber todo el colorante con una eficiencia de 100 £ 2.7 %,
en la segunda etapa (Il) mostro la capacidad de adsorber un segundo lote de ab74 a 30 mg/L con
eficiencia de 74.1 + 10.2 %. Basados en los datos experimentales, en la segunda etapa, durante el
intervalo de tiempo de 75-125 h no se observd una variacién en la concentracion de ab74
manteniéndose alrededor de 7.5 mg ab74/L, y fue en este punto donde se consideré la saturacion del
carbon activado. En la tercera etapa (lll) se condujo a la regeneracién del carbén activado (125 h a
200 h), mediante la adicion de los lodos activados (2.5 g SSVIL), sin la adicién de ab74. Durante esta
etapa (1ll), la concentracion del colorante fue cero debido a la decoloracién de los lodos activados, con
lo que se asumid que los lodos activados mostraron la capacidad de regenerar el carbén activado de
manera in situ sin liberar coloracion en el medio. Para corroborar este supuesto, se evalu6 una etapa
[V en la cual se removieron los lodos activados del carbdn activado y se alimento otro lote de ab74
con una concentracion inicial de 30 mg/L observandose una eficiencia de decoloracion de 100 + 3.5
%. Como se observa en la Figura 20, el carbon activado recuperd su capacidad adsorbente mediante
la actividad de los lodos activados. Este comportamiento sinérgico encontrado, aparenta ser un
método atractivo para ser implementado a nivel industrial ya que la actividad bioldgica decolorante
puede ser incrementada mediante el uso simultaneo de carbén activado y al mismo tiempo se puede

llevar acabo la regeneracion in situ del adsorbente.
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Figura 20. Perfil de decoloracion de ab74 usando carbon activado (CA).

(1) Adsorcion de ab74 en CA; (Il) Saturacién de CA mediante ab74; (lll) Regeneracion de CA mediante LA; (IV) Segundo

adsorcion de an74 en CA

7.2 Resultados Etapa 2

A continuacion, se presenta la segunda etapa de resultados, que describe el traslado de los
experimentos evaluados en lote en matraces de 250 mL a un reactor hibrido continuo de flujo
ascendente de 1.6 L. Es decir, la evaluacion de la decoloracion del ab74 en presencia de nitrégeno
amoniacal, mediante la accion sinérgica del carbon activado acoplado al sistema de lodos
activados. En esta segunda seccion se presentan los resultados de la oxidacion y adsorcion
simultdnea del ab74 y amonio en un reactor hibrido nitrificante-decolorante-desnitrificante de flujo
ascendente, asi como las variables de respuesta cinética y metabdélicas en un sistema continuo
(reactor hibrido) y en lote.

7.2.1 Cinéticas amonio oxidantes y decolorantes en lote

Con el objetivo de obtener los parametros cinéticos de la oxidacién y adsorcion simultanea del amonio
y ab74, se complementaron las comparaciones biocinéticas de decoloracién mediante la adicién de
un segundo sustrato, nitrégeno de amonio (NH4*), asi como para comprender la relacién sinérgica del
carbdn activado soportado en espuma de poliuretano y los lodos activados dentro del reactor hibrido
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en la oxidacion y adsorcion simultanea del NH4* y ab74. Las Figuras 21 y 22, describen el consumo
simultaneo de N-NH4* y ab74.

110 -
100 4
90 4
80
70-
60
50 -
40
30-
20
10

0- T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo (h)

mg N-NH, /L

Figura 21. Cinética de oxidacioén de Amonio (100 mg N-NH4*/L) en presencia de 30 mg ab74/L. (m) LA, (e) CA, (A)
CA+LA
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Figura 22. Cinética de oxidacion de ab74 (30 mg/L) en presencia de 100 mg N-NH4*/L. (m) LA, (@) CA, (A) CA+LA
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Como puede apreciarse, cuando se encuentran ambos sustratos presentes en una misma unidad
experimental, la velocidad de consumo de amonio se favorece con el tratamiento de lodos activados
(LA), sin embargo, la velocidad de decoloracién no se ve favorecida mediante este tratamiento, el ab74
se decolora con una mejor velocidad especifica de 1.50 £ 0.01 mg ab74/ g h con el tratamiento de
carbon activado y lodos activados (CA+LA) (Fig. 26), es decir, la decoloracion tuvo una mejora de 1.8
veces cuando se evaluo la oxidacién y adsorcidn simultdnea de ambos sustratos (NH4* + ab74) que
cuando se evaluaron de manera independiente (Fig. 25).

100 - B ab74 [ NH, 100

80 180

LA CA CA+LA

Figura 23. Eficiencia de oxidacion independiente de NHs* (100mg N-NH4/L) y ab74(30 mg/L) mediante LA, CA 'y CA+LA
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Figura 24. Eficiencia de oxidacion simultanea de NH4* (100mg N-NHa4/L) + ab74(30 mg/L) mediante LA, CA y CA+LA
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Figura 25. Velocidades especificas de oxidacion independiente de NH4* (100mg N-NH4/L) y ab74(30 mg/L) mediante LA,
CAy CA+LA
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Figura 26. Velocidades especificas de oxidacion simultanea de NH4* (100mg N-NHa4/L) + ab74(30 mg/L) mediante LA, CA
y CA+LA

Para el analisis de resultados de todos los tratamientos evaluados en la oxidacion y adsorcion
simultdnea de NH4* y ab74 se realiz6 un anélisis estadistico de las variables de respuesta metabdlicas
y cinéticas, en las que se observd que hubo diferencia significativa la velocidad especifica de
decoloracion y eficiencia de consumo de NH4+ y ab74 entre todos los tratamientos, excepto entre los
tratamientos de CA 'y CA+LA, en los cuales, mediante un ANOVA y la prueba de comparacion multiple
de Tukey no se observé una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre las velocidades
de consumo de amonio. Sin embargo, el tratamiento con mejores variables de respuesta, para la
eliminacién simultdnea de NH4* y ab74 fue CA+LA. Por otra parte, al comparar los tres tratamientos,
se evidencid la contribucion de cada tratamiento para cada sustrato, es decir, que cuando ambos
sustratos se encuentran presentes, el consumo de amonio predomind por la via biolégica mediante
LA, y el proceso de decoloracion de ab74 predomind por la via fisico quimica mediante CA (Fig. 24 y
26). Es de conocimiento que al ser el nitrdgeno amoniacal un contaminante muy importante, se han
implementado diversos métodos para su tratamiento y/o eliminacién, métodos fisicoquimicos (arrastre
de amoniaco “stripping”, cloracion, intercambio iénico, etc.) y bioldgicos (procesos respiratorios
microbianos). Sin embargo, los tratamientos biologicos se han utilizado sobre los tratamientos
fisicoquimicos debido a la afinidad de los microorganismos por el amonio como sustrato, la alta
eficiencia de consumo, bajos costos y flexibilidad de operacion (Tchobanoglous y Burton, 1991;
Cervantes-Carrillo y col., 2000). Como se describe mediante la eficiencia de consumo en la Figura 24,
los resultados mostraron la capacidad metabdlica de los lodos activados (LA) para nitrificar con una
eficiencia de 83.68 + 0.1 % y decolorar el ab74 23.03 £ 0.3 %. No obstante, el tratamiento de CA
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favorecié la decoloracion incrementando la eficiencia hasta 55.56 + 0.8 %. Sin embargo, la
participacion en conjunto de estos tratamientos (CA+LA) mejor6 la eficiencia de consumo de ambos
sustratos a 72.62 £ 0.4 % y 86.61 + 0.5 % para amonio y ab74 respectivamente (Fig. 24). Cuando se
tratd la eliminacion simultdnea de ab74 y NH4* mediante CA+LA, se evidencid que el consumo de
amonio de 72.62 + 0.4 % se elimind via nitrificante con un rendimiento en la produccién de nitrito y
nitrato de 0.02 + 0.001 y 0.36 £ 0.001, respectivamente, es decir que alrededor del 38 % se elimind
via biolégica y 34 % via fisicoquimica con CA.

Como se menciond anteriormente, la adicion del carbén activado mejord la eliminacién de estos
compuestos debido a sus propiedades fisico quimicas de porosidad y area superficial que le permiten
incrementar los fenémenos de adsorcion (Navarro y Vargas, 2010), y por lo tanto incrementar la
eficiencia de consumo de ab74 y NH4* en distintas proporciones. Por lo cual, cuando el tratamiento
fue sinérgico entre LA y CA, el tratamiento para la eliminacion de NH4* y ab74 se mejoré cinética y
metabdlicamente.

Por otra parte, la eliminacion de ambos sustratos, ab74 y NH4* se evalu6 de manera individual como
estudios control, es decir la eliminacidén de amonio en ausencia de ab74 y la eliminacion de ab74 en
ausencia de NHg4*. Los resultados de eficiencia y velocidad especifica de consumo se compararon en
el mejor tratamiento, CA+LA. Como se describe en la Tabla 9y 10, se obtuvo una mejora en la variable
de respuesta metabdlica, incrementando la eficiencia de consumo de amonio 6.6 % cuando el cultivo
se encontr en presencia del colorante ab74 y al mismo tiempo la eficiencia de consumo de ab74 se
mejord 45.7 % en presencia de amonio. Por otra parte, la respuesta cinética nitrificante, también se
vio mejorada en presencia del ab74, incrementando la velocidad especifica de consumo de amonio
1.8 veces cuando se encuentra en presencia de ab74 respecto al cultivo donde solo se utiliza al amonio
como sustrato. Estos resultados sugieren que el ab74 podria estar actuando como un co-sustrato en
el proceso nitrificante y el amonio en el proceso decolorante. Algunos autores han definido a un co-
sustrato como un sustrato adicional que mejora las variables de respuesta del cultivo, y que al mismo
tiempo puede utilizarse como un donador de electrones que mejora las reacciones oxido-reduccion
(Morales-Guzman y col. 2009; Martinez-Gutiérrez, 2013). Morales-Guzmén y col. (2009), evaluaron el
tratamiento de colorante azo rojo directo 23, mediante la adicién de acetato como co-sustrato, en el
cual observaron el 83 % de decoloracion en presencia del co-sustrato, mientras que en ausencia de
éste solo fue del 63 %. Por su parte, Martinez-Gutiérrez y col. (2013) en un proceso desnitrificante con
lodos activados evaluaron el consumo del 2-clorofenol y la influencia del acetato y fenol como co-
sustratos, mejorando la eficiencia de consumo hasta el 100 %, y la velocidad especifica de consumo
se incrementd entre 2 y 9 veces.

Con lo anterior, las cinéticas de consumo en lote permitieron obtener informacion sobre la influencia
del amonio y/o ab74 en el proceso decolorante y nitrificante dentro del reactor hibrido de flujo
ascendente.
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Tabla 9. Eficiencia de consumo de amonio y ab74 en lote mediante CA+LA

Sustrato E% ab74 E% NH4
NHg4* Ausente 66.02 £ 0.1
ab74 40.87 £ 0.1 Ausente

NH4*+ ab74 86.61+0.1 72.65+0.1

Tabla 10. Velocidad especifica de consumo de amonio y ab74 en lote mediante CA+LA

Sustrato q ab74 q NH4
NHg4* Ausente 2.8+0.03
ab74 0.83 £ 0.01 Ausente

NH4* + ab74 1.51£0.01 2.6 £0.02

7.2.2 Reactor hibrido
7.2.2.1 Médulo nitrificante-decolorante (m1)

El sistema hibrido se operd inicialmente con el modulo aerobio bajo condiciones nitrificantes para la
oxidacién y adsorcion simultdnea del amonio y el colorante azul acido 74 durante 22 dias con el
objetivo de adaptar al sistema bioldgico de lodos activados al nuevo sustrato, nitrégeno amoniacal, en
presencia del ab74, asi como para evidenciar la capacidad nitrificante de los lodos. EI mddulo
nitrificante se arrancé con un lodo previamente expuesto al ab74 (Fig. 27), en el cual se monitored el
comportamiento de los compuestos nitrogenados en el influente (N-NH4*) y ab74; y en el efluente (N-
NO-, N-NO3’) asi como la DQO. Con este perfil, se observo que se pudieron reproducir los estudios
previos en lote en un sistema continuo, mediante la accion sinérgica del carbén activado y los lodos
activados para nitrificar (Fig. 27) y decolorar el ab74 (Fig. 28), obteniendo una eficiencia de consumo
de 99.5 + 8.3 % y 57.8 + 28.4 % para amonio y ab74 respectivamente en el mddulo 1, con estos
resultados se evidencid la capacidad del mddulo 1 (nitrificante-decolorante) para oxidar y adsorber el
nitrdgeno de amonio y el ab74 de manera simultanea. Los rendimientos para el proceso nitrificante
fueron Ynoanne = 0.5 £ 0.3y Ynoanne = 0.4 £ 0.3. Lo que sugiere una nitrificacion parcial con capacidad
decolorante, que permitira acoplar al modulo 1 nitrificante a un proceso anaerobio para la reduccion
de NO2 y/o NOs hasta nitrégeno molecular como compuesto inocuo al ambiente en un segundo
maodulo desnitrificante, como se ha propuesto en recientes procesos simultaneos del ciclo del nitrogeno
(Silva y col., 2011; Téllez-Pérez y col., 2013). Estos autores han mostrado el comportamiento del
proceso nitrificante de lodos activados en presencia de compuestos aromaticos, en el cual han
reportado eficiencias de consumo de amonio cercanas al 100 % incluso en presencia de hasta 200
mg CI/L, sin embargo al incrementar la concentraciéon de carbono a 400 mg C/L, observaron una
disminucion en el rendimiento de la produccion de nitrato a Ynos = 0.78 £ 0.05, sin embargo reiteran
que la configuracién del reactor (reactor de lotes secuenciados) asi como los ciclos de operacién
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pueden mejorar la eliminacién simultanea de compuestos recalcitrantes como los evaluados. Este
reporte propone que, disminuir el rendimiento nitrificante, al ser un proceso de nitrificacién parcial,
puede acoplarse a un segundo sistema para reducir estos compuestos a nitrégeno molecular. Tal
como fue el caso del presente estudio, como se muestra en los resultados del reactor hibrido (m1+m2).
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Figura 27. Perfil de los compuestos nitrogenados en el modulo nitrificante (m1).

(l) N-NHa+ influente, (.) N-NH4* efivente, (A ) N-NO2 efluente, (V ) N-NOs" efiuente.

mg C-ab74/L
[o2]
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Figura 28. Perfil de carbono de ab74 en el médulo nitrificante (m1).
(I) C-ab74 influente, (.) C-ab74 efiente
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7.2.2.2 Reactor hibrido (m1+m2)

En esta seccion se muestran los resultados del acoplamiento de ambos modulos, es decir, del reactor
hibrido. Operando en el médulo 1 el proceso nitrificante y la decoloracion del ab74, mediante lodos
activados y carbon activado, y el segundo médulo desnitrificante con lodos activados soportados en
espuma de poliuretano, con el objetivo de oxidar simultdneamente el amonio y ab74 en el modulo
aerobio (m1) y reducir los productos resultantes de este proceso (NO2 y NO3z) en el mddulo
desnitrificante (m2) utilizando al ab74 residual o productos de la oxidacion del ab74 (&cido isatin
sulfénico 6 &cido antranilico segun la ruta reportada por Campos y col. (2001) y Fischer y col. (2005)),
como donador de electrones en el proceso desnitrificante.

La Figura 29, muestra el perfil de concentracion de los compuestos nitrogenados dentro del reactor
hibrido, el cual se alimentd una concentracion de 100 mg N-NH4*/L en presencia de 3 concentraciones
distintas de ab74 (30, 60 y 90 mg/L). Como se observa en el perfil, a partir del dia 28 de operacion, el
reactor hibrido alcanz6 el estado pseudo estacionario en el proceso acoplado nitrificante-
desnitrificante, con un coeficiente de variacién menor al 10 % en la variable metabdlica de respuesta
de eficiencia de consumo de amonio. A partir de ese dia se evalud la estabilidad de ambos procesos
respiratorios en presencia de 30 mg ab74/L, con una eficiencia de consumo de amonio de 97.3 + 1.4
% y un rendimiento de productos a la salida del médulo nitrificante de 0.4 £ 0.3 para el Yno2y 0.4 £
0.1 para el Ynos, y a la salida del médulo desnitrificante se observé una eficiencia de consumo de
nitrito y nitrato de 63.5 £ 26.8 % y 54.8 + 28.6%, respectivamente. Con base en la eficiencia de
consumo de nitrato y nitrito y la alta eficiencia de consumo de amonio, estos resultados sugieren que
el proceso nitrificante se acoplo al proceso desnitrificante en una misma unidad experimental y se
aprecio la oxidacion y adsorcion simultdnea del ab74 (Fig. 27) con una eficiencia de 66.6 £ 5.6 %. El
proceso desnitrificante también se corroboré mediante la oxidacion del ab74, siendo utilizado como
posible donador de electrones en el proceso desnitrificante mostrando una eficiencia de consumo de
COT de 49.0 + 8.8 % en el mddulo anaerobio siendo 25% mayor el consumo de COT que en el mddulo
aerobio (m1). Algunos trabajos con lodos activados, han reportado a la cepa de Bacillus sp. con
capacidad de oxidar el ab74 y desnitrificar, sin embargo, la evaluacién del proceso respiratorio y la
decoloracién del ab74 la han realizado de manera individual para cada sustrato (Brycki y col., 2000).
En el presente estudio, cabe destacar que la oxidacion de ambos sustratos se logré de manera
simultanea, en un proceso secuencial y en una misma unidad experimental. Por otra parte, cuando la
concentracion del colorante fue elevada (mayor a 30 mg/L), el proceso nitrificante se mantuvo con alta
eficiencia en el consumo de amonio de 99.0 £ 0.3 % y 98.6 £ 0.5 % en presencia de 60 y 90 mg ab74/L
respectivamente. Sin embargo, el rendimiento de la producciéon de nitrito fue nula a estas
concentraciones de ab74, siendo el nitrato el unico producto de la oxidacion del amonio con
rendimiento de 0.6 £ 0.1y 0.8 £ 0.1 a 60 y 90 mg ab74/L, respectivamente, reduciendo al N-NOs- en
el mddulo desnitrificante con una eficiencia de consumo de 15.6 £ 6.9 % a 60 mg ab74/L y una Exnos
de 17.1 £ 1.3 % a 90 mg ab74/L, donde la eficiencia de consumo del COT para cada concentracion
de ab74 evaluada fueron 18.0 + 14 % y 11.7 £ 3.3 % respectivamente. Es decir, que el proceso
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desnitrificante en presencia de concentraciones mayores a 30 mg ab74/L se vio disminuido alrededor
de 30 %, respecto a la primera concentracion de ab74 evaluada.

Enla Tabla 11y 12 se muestran las semireacciones de reduccion y oxidacion, asi como el numero de
mili-equivalentes (meq) de electrones involucrados en los procesos bioldgicos. Se realizé un balance
de electrones con los productos y sustratos residuales entrantes al médulo 2, considerando las
semireacciones de la Tabla 11. Por ejemplo, a la primera concentracién de 30 mg ab74/L evaluada, la
cantidad de ab74 residual, asi como los intermediarios carbonados (acido antranilico o isatin sulfénico)
formados, dieron una cantidad de 2.8 meq de electrones totales donados, mientras que las
concentraciones de nitrato y nitrito cuantificadas dieron una cantidad de 20.2 meq de electrones totales
aceptados, lo que indica un exceso de la fuente oxidante, es decir, suficiente aceptor de electrones
para mineralizar completamente la materia organica (Tabla 13). En el efluente del reactor hibrido se
detectaron residuales de materia organica y nitrato (Tabla 14), lo que indicé que la materia organica
no fue completamente mineralizada a pesar del exceso de la fuente oxidante, lo que estaria sugiriendo
fuertes efectos inhibitorios. A las otras dos concentraciones de ab74 evaluadas, se observo el mismo
comportamiento redox.

Tabla 11. Semireacciones quimicas

NOs + 6H* + 5e- > 0.5N2 + 3H20

NO2 + 4H* + 3e- > 0.5N2 + 2H,0

C16HsN208S22+ 32 H20 = 16CO2 + 25042 + 2NH4* + 64H* + 64e-
CsH4NOs5S-+ 15 Ha0 + 286> 8CO2 + SO42 + NH4* + 30H*
C7H/NO2 + 12 H20 = 7CO2 + NHg* + 27H* + 27¢

Nitrato reduccién

Nitrito reduccién

Oxidacién de ab74 (ab74)
Oxidacién de isatin sulfénico (isa)
Oxidacién de &cido antranilico (ant)

Tabla 12. meq de electrones donados o aceptados por mol de sustrato

meq aceptados meq aceptados meq donados meq donados meq donados
NO3—> N2 NOz> N2 ab74 > CO» isa > CO» ant 2> CO»
5e- 3e 6de 28e 27e
Tabla 13. Balance estequiométrico de electrones en el RCFA (meq)
mg ab74/L meq donados meq aceptados oxido-reduccion
30 2.8 20.2 Desbalanceado
60 8.2 23.8 Desbalanceado
90 11.7 32.6 Desbalanceado

Tabla 14. Eficiencia de consumo de carbono organico total (COT)

mg ab74/L E% cor m1 (%) E% cor m1+m2 (%)
30 255+34 49.0+88
60 1.3+1.2 180+ 1.4
90 3605 11.7+33
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La eficiencia de consumo de COT (Tabla 14), sugirid6 que el proceso desnitrificante no se vio
disminuido debido a una limitacion de materia organica para acoplarse a la reduccion del nitrato. Por
el contrario, los resultados podrian estar indirectamente relacionados con la concentracion del ab74,
es decir, con los productos de la oxidacién del ab74 (intermediarios). EI ab74 es un colorante
frecuentemente oxidado a isatin el cual es facilmente hidrolizable a acido antranilico que ha sido
reportado como una sustancia toxica para la vida acuatica (Solis-Oba y col., 2009). Por lo que se ha
supuesto que la concentracion de este compuesto pudo tener un efecto negativo en la desnitrificacion.
No obstante, se ha reportado a cepas desnitrificantes como Pseudomonas sp. con capacidad de crecer
en acido antranilico a una concentracion de 68.5 mg/L (Braun y Gibson, 1984; Loehmeyery col., 1992),
mientras que, en el presente trabajo, se evaluaron dos compuestos que posiblemente en conjunto
contribuyan a la disminucién del proceso desnitrificante. Por otra parte, como se observa en el perfil
de concentracion de carbono de ab74 (Fig. 22), la eficiencia decolorante a 60 y 90 mg ab74/L se
mejoré a 95.7 £ 5.2 % y 95.5 + 5.8 % respectivamente (Tabla 15), es decir, que el incremento en la
concentracion del ab74 en el sistema hibrido fue directamente proporcional al incremento de la
eficiencia de decoloracion. Estos resultados se encuentran relacionados a una cinética de consumo
de primer orden y a fenémenos difusivos del colorante, donde debido al gradiente de concentracion
se incrementan las areas superficiales, mejorando asi el proceso de adsorcién del ab74 en el carbon
activado.

Tabla 15. Eficiencia de decoloracion

mg ab74/L E% ao74 m1 (%) E% ao7a m1+m2 (%)
30 61987 66.6 £ 5.6
60 89.4 £ 9.0 957 £5.2
90 855 + 13.0 955+58

Recientemente, los sistemas hibridos se han propuesto como una herramienta innovadora para el
mejoramiento de los espacios y costos de operacidn, como se observo en el presente trabajo. Diversos
trabajos muestran la evaluacion de combinar parametros de cultivo para mejorar la operacion del
sistema, el cual posteriormente puede adoptarse a un sistema hibrido. Gonzalez-Martinez y col. (2010)
operaron un sistema de flujo ascendente, para la eliminacién simultanea del colorante azo azul directo
2 'y amonio de un agua municipal, con ciclos intermitentes de aireacion, lo cual les permitié eliminar el
colorante azo en los ciclos anaerobios y utilizar la DQO del agua real como un donador de electrones,
incrementando la eficiencia de decoloracién hasta 61% en presencia del agua real. Al mismo tiempo
la eficiencia de eliminacion del nitrdgeno amoniacal, se notd favorecida 17% en presencia del agua
municipal.
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Figura 29. Perfil de los compuestos nitrogenados en el modulo reactor hibrido (m1+m2).
(I) N-NH4* influente, (.) N-NHg4* efluente, (v ) N-NO2 efluente, (A ) N-NOs" efluente.
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Figura 30. Perfil de carbono de ab74 en el reactor hibrido (m1+m2).

(I) C-ab74 influente, (.) C-ab74 m1 efuente, (A) C-ab74 m1+m2 efuente.
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8. Conclusiones

Mediante los estudios de decoloracion en lote empleando enzima comercial lacasa, lodos activados y
lodos pre-tratados, se mostré que bacterias contenidas en los lodos activados tuvieron la capacidad
de eliminar el colorante azul acido 74. Estos microorganismos bacterianos mostraron la contribucion
de enzimas lacasa en un 20%, que participaron de forma significativa en el proceso de decoloracion
del azul acido 74. Por primera vez se contribuy6 con informacién cuantitativa de la presencia de
enzimas lacasa en lodos activados. La velocidad especifica y la eficiencia de decoloracion, pero
esencialmente la regeneracion in situ del carbon activado por lodos activados hacen que el tratamiento
sinérgico de carbon activado con lodos activados (CA+LA) sea un sistema atractivo para la
decoloracién de aguas residuales. Sin embargo, son necesarios estudios futuros, como el tiempo de
vida del carbén activado, asi como el nimero maximo de veces de regeneracion del CA mediante LA,
asi como evaluar distintas concentraciones y/o TRH de las condiciones estudiadas, con la finalidad de
mejorar los parametros de ingenieria para ampliar esta tecnologia.

La evaluacion de la decoloracion del azul acido 74 y la oxidacion y adsorcion simultanea del nitrégeno
de amonio en lote, asi como la operacién del reactor hibrido bajo condiciones decolorante-nitrificante-
desnitrificante, dieron evidencia de la capacidad de la oxidacién y adsorcion simultanea del amonio y
del colorante azul acido 74 en una misma unidad experimental mediante la relacidn sinérgica de lodos
activados y carbdn activado, el cual presenta ventajas como la reduccion de costos y espacios de
operacion. Asi mismo, al acoplar el sistema hibrido nitrificante-desnitrificante en presencia de 30 mg
ab74/L, el sistema hibrido sugiere tener la capacidad de obtener productos inocuos al ambiente,
reduciendo los productos de la oxidacion del amonio. Sin embargo, es necesario realizar estudios
como la identificacién de intermediarios producidos en la oxidacién del ab74, que podrian tener un
efecto negativo en el proceso desnitrificante, esto para extender las condiciones de operacion del
reactor hibrido bajo concentraciones mayores de carbono y nitrégeno.
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