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Resumen

RESUMEN

La contaminacién del agua es un grave problema que aqueja a México y a todo el mundo.
Esta contaminacibn se da por altas concentraciones de compuestos carbonados,
nitrogenados y azufrados, entre otros. Las aguas residuales pueden provenir de industrias o
de hogares. Estas aguas son desechadas a mantos acuiferos receptores sin ser tratadas,
provocando fendmenos contaminantes como la eutroficacion asi como graves dafios a la
salud humana y al medio ambiente. El principal contaminante nitrogenado es el amonio asi
como el sulfuro en el caso del azufre, este compuesto es altamente tdxico y con altas
capacidades corrosivas. Se ha encontrado que el amonio y el sulfuro se pueden encontrar en
una gran cantidad de efluentes industriales como: la industria petroquimica, agroalimentaria,
papelera, sélo por citar algunas, observandose grandes concentraciones de estos dos
contaminantes. Una posible forma de tratamiento de aguas contaminadas por amonio es la
nitrificacion-desnitrificacion. La nitrificacidbn es un proceso respiratorio quimiolitoautotrofico
donde el amonio es oxidado a nitrito y posteriormente hasta nitrato. El nitrato puede ser
luego reducido a nitrégeno molecular por desnitrificacién. Ain no se conoce bien qué efecto
tiene el sulfuro sobre el proceso respiratorio nitrificante. Algunos autores mencionan que el
sulfuro provoca un efecto inhibitorio sobre la nitrificacion, sin embargo en estos estudios no
se presentan datos cinéticos ni variables de respuesta que den una afirmacién a estas
suposiciones, es decir no se conoce bien si el sulfuro provoca una inhibicibn o es su
toxicidad la que afecta el proceso nitrificante.

Por lo anterior el objetivo de este estudio fue ampliar la informacién del efecto del
sulfuro sobre la nitrificacion, mediante variables de respuesta como: eficiencia de consumo
de amonio y rendimientos de formacién de nitrito y nitrato, asi como variables cinéticas
como: velocidad especifica de consumo de amonio y velocidad de formacién de nitrato, que
determinaran cudl es el efecto del sulfuro sobre la nitrificacion.

Este estudio se realizd6 en cultivos en lote inoculados con el lodo nitrificante de un
reactor continuo de tanque agitado en régimen estacionario. En este reactor se obtuvo una
eficiencia de consumo de amonio (E-NH,") de 100% +* 3.4 y un rendimiento de produccion de
nitrato (Ynos.) de 0.96 + 0.09. En los cultivos en lote sin sulfuro, el proceso nitrificante se llevo
a cabo satisfactoriamente bajo las condiciones experimentales utilizadas, obteniendo que
después de 24h, la E-NH," fue del 100% + 2.3 y el Yyos. de 0.88 + 0.04. Las velocidades
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especificas de consumo de N-NH," y produccién de N-NOs fueron 0.095 + 0.01 y 0.088 +
0.009 mg N/mg proteina h, respectivamente. Al afiadir sulfuro a los cultivos nitrificantes a una
concentracion inicial de 112 + 2.5, 58 + 25 y 13 £ 0.7 mg S-HS/L disminuyeron las
velocidades especificas en un 92%, 92% y 73.7%, respectivamente, para el consumo de
amonio, y 96.5%, 95% y 88.6%, respectivamente, para la produccién de nitrato. Los
resultados ponen en evidencia el efecto inhibitorio del sulfuro sobre la nitrificacién e indican
que el sulfuro inhibi6 todo el proceso respiratorio nitrificante. Después de 60h, la E-NH," fue
de 11.1%, 29.7% y 100% respectivamente, mientras que el Yyos. fue de 0.3, 0.65 y 0.47,
determinandose asi que el sulfuro afect6 mayoritariamente el proceso nitrito oxidante. Por
otra parte, se pudo determinar que la eliminacién del sulfuro durante los ensayos se dio por
oxidacién quimica y no por oxidacion bioguimica, ya que en todos los casos la velocidad de
eliminacion de sulfuro fue cercana a la velocidad obtenida en la cinética abidtica (38.0 + 2.1
mg S-HS7/L.h), teniendo como producto principal sulfato (SO,*) y una formacion transitoria
de tiosulfato (S,05%).

También se realiz6 un ensayo bajo las mismas condiciones experimentales, pero ahora
con una concentracién inicial de sulfato de 83.2 £ 2.6 mg S-S0,%/L, observandose que el
sulfato no tuvo un efecto significativo sobre la nitrificacion, indicando que el sulfuro fue el
responsable de la inhibiciéon y no el producto de su oxidacién. Durante todos los ensayos
realizados se dio seguimiento al pH, obteniendo un valor promedio de 8.6 + 0.3, lo cual se ha
reportado que a valores como éste la nitrificacion se lleva a cabo favorablemente. Otro de los
puntos que se analizaron fue la disponibilidad de oxigeno ya que previamente a la
realizacion de las cinéticas se aseguré que la cantidad de oxigeno presente en las botellas
serolégicas fuera suficiente, haciendo los calculos con las concentraciones de amonio y
sulfuro mas altas utilizadas. Por lo cual, ni el sulfato presente durante las cinéticas a
diferentes concentraciones de sulfuro (a causa de la oxidacion del sulfuro), ni el aumento en
el valor de pH, asi como tampoco la falta de disponibilidad de oxigeno, fueron las causas del

efecto negativo sobre el proceso respiratorio nitrificante.
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Abstract

ABSTRACT

Water pollution is a serious problem affecting Mexico and the world. This contamination
is given by high concentrations of carbon, nitrogen and sulfur compounds, among others.
Sewage can come from industries or households. This water is dropped in receiving aquifers
without being treated, causing eutrophication pollution phenomena as well as serious
damage to human health and the environment. The main nitrogen pollutant is ammonia and
sulfide in the case of sulfur compounds, as this compound is highly toxic and corrosive.
Ammonia and sulfide can be found in a large amount of industrial effluents such as
petrochemical, food processing, paper, just to name a few, observing high concentrations of
these two pollutants. One possible way of treating water contaminated by ammonium is
nitrification-denitrification. Nitrification is a chemolithoautotrophic respiratory process where
ammonium is oxidized to nitrite and subsequently to nitrate. Nitrate is then reduced to
nitrogen gas by denitrification. Little is known about the effect of sulfide on the nitrifying
respiratory process. Some authors mention that sulfide causes inhibitory effects on
nitrification, but these studies do not show kinetic data or response variables as evidences to
these assumptions, so it is not known whether sulfide causes inhibition or its toxicity affects
the respiratory nitrifying process.

For these reasons the aim of this study was to extend the information on the effect of
sulfide on nitrification by using response variables such as efficiency of ammonium
consumption and yields of nitrite and nitrate formation, and kinetic variables such as specific
rates for ammonium consumption and nitrate formation, which determine the effect of sulfide
on nitrification.

This study was conducted in batch cultures inoculated with the nitrifying sludge from a
continuous stirred tank reactor at steady state. In this reactor the efficiency of ammonium
consumption (E-NH,") was of 100% =* 3.4 and the yield of nitrate production (Yyos.) of 0.96 +
0.09. In batch cultures without sulfide, the nitrifying process was carried out successfully
under the experimental conditions used, obtaining that after 24h, the E-NH," was 100% + 2.3
and Yyos. of 0.88 + 0.04. The specific rates of NH,"-N consumption and NOs-N production
were 0.095 + 0.01 and 0.088 + 0.009 mg N/mg protein h, respectively. By adding sulfide to
nitrifying cultures at initial concentrations of 112 + 2.5, 58 + 2.5 and 13 £ 0.7 mg HS™-S/L the
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specific speeds decreased by 92%, 92% and 73.7% respectively for the consumption of
ammonium and 96.5 %, 95% and 88.6% respectively for the production of nitrate. The results
evidence the inhibitory effect of sulfide on nitrification and that sulfide inhibited the whole
breathing nitrifying process. After 60h, the E-NH," was 11.1%, 29.7% and 100% respectively,
while the Yyos. was 0.3, 0.65 and 0.47, showing that sulfide affected mainly the nitrite
oxidizing process. Moreover, it was found that the removal of sulfide during the tests was due
to chemical oxidation and not biochemical oxidation, since in all cases the rate of sulfide
removal was close to the velocity obtained in the abiotic control (38.0 £ 2.1 mg HS™-S/Lh),
with sulfate (SO,?) as the main product and a transient formation of thiosulfate (S,03%).

Test was also performed under the same experimental conditions, but now with an initial
sulfate concentration of 83.2 + 2.6 mg SO,*-S/L, observing that sulfate had no significant
effect on nitrification, showing that sulfide was the responsible for the nitrification inhibition
and not the product of its oxidation. During all tests the pH was monitored, obtaining an
average value of 8.6 £ 0.3. It has been previously reported that at such pH value nitrification
is performed favorably. Another point discussed was the oxygen availability during the tests.
Prior to carrying out the Kinetics, it was verified that the amount of oxygen present in the
serological bottles was sufficient, calculating with the highest concentrations of ammonium
and sulfide used in this study. Therefore, neither the sulfate present during the kinetics at
different concentrations of sulfide (from the oxidation of sulfide) or the increase in the pH
value, nor the lack of oxygen availability, were the causes of the negative effect observed on
the nitrifying respiratory process.
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Introduccion

l.- INTRODUCCION
I.1 Problematica

En sociedades en desarrollo como la nuestra, el 90% del agua disponible se emplea
con propésitos industriales, agricolas y domeésticos, por lo que es necesaria su recuperacion
mediante procesos de tratamiento de aguas residuales. Entre los contaminantes del agua
mas importantes, en magnitud y frecuencia, estan los compuestos carbonados y
nitrogenados en sus diversas formas, siguiéndoles de cerca los compuestos de azufre.

Las formas idnicas de nitr6geno inorganico mas comunes en los ecosistemas acuaticos
son el amonio (NH,"), el nitrito (NO,") y el nitrato (NO3"). Estos iones pueden estar presentes
de manera natural en el medio acuatico como consecuencia de la deposicién atmosférica, la
escorrentia superficial y subterrdnea, la disolucion de depdsitos geoldgicos ricos en
nitrégeno, la descomposicién biolégica de la materia orgénica, y la fijacion de nitrégeno por
ciertos procariontes. Sin embargo, las actividades humanas han alterado de manera
significativa el ciclo global del nitrdgeno, aumentando su disponibilidad en muchas regiones
del planeta como consecuencia de fuentes puntuales y difusas de contaminacion. Asociados
a esta contaminacion generalizada aparecen los siguientes problemas medioambientales en
los ecosistemas acuaticos: (1) acidificacion de rios y lagos con baja o reducida alcalinidad;
(2) eutroficacién de las aguas y proliferacion de algas toxicas; (3) toxicidad directa de los
compuestos nitrogenados para los animales acuaticos. Ademas, la contaminacién por
nitrégeno inorganico podria inducir efectos perjudiciales sobre la salud humana (Camargo y
Alonso, 2007).

Los 6xidos de nitrégeno (NO, N,O) han sido reconocidos tradicionalmente como los
contaminantes principales en el proceso de acidificacién de lagos y rios con baja o reducida
alcalinidad. Estos gases, una vez emitidos a la atmésfera, pueden reaccionar con otras
moléculas (H,O, OH, Os), llegando a formar acido nitrico (HNO3). La deposicién atmosférica
de este 4cido sobre las aguas superficiales puede incrementar no sélo la concentracién de
NO;~ sino también la concentracién de H* y, en consecuencia, reducir el valor del pH del
agua (Baker y col., 1991).

Las aguas residuales industriales sin tratamiento, ocasionan descargas masivas de
nitrégeno en las aguas receptoras provocando su contaminacion y eutroficacion. El nitrégeno

es un nutriente limitante para los ecosistemas acuaticos, por lo tanto su presencia estimula el
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crecimiento de fitoplancton en lagos. Las caracteristicas més frecuentemente observadas
cuando se alcanza un estado eutréfico son las siguientes (Harper, 1992):

e biomasa abundante,

e cambio de coloracién en las aguas,

e transparencia reducida,

e disminucién de oxigeno en las capas profundas,

e olores desagradables producidos por descompaosicion,

e aparicibn de especies indicadoras del estado eutréfico (principalmente

cianobacterias).

Concentraciones elevadas de NH;, NO,” y NO;  pueden, por tanto, promover el
desarrollo, mantenimiento y proliferacién de los productores primarios (fitoplancton, algas
bentdnicas, macrdfitos), contribuyendo al muy extendido fenémeno de la eutroficacion de los
ecosistemas acuaticos (Wetzel, 2001; Anderson y col., 2002).

La ingesta de nitrito y nitrato a través del agua puede inducir efectos adversos sobre la
salud humana. Los nifios pequefios, sobre todo los menores de cuatro meses, son mas
susceptibles de sufrir metahemoglobinemia, manifestando los sintomas tipicos de cianosis,
taquicardia, convulsiones, asfixia, y en ultimo término la muerte (Fewtrell, 2004). En el caso
de las nitrosaminas, su formacion se ve favorecida por el ambiente acido del estbmago y la
interaccion de aminas secundarias con los iones nitrito (Manahan, 1992). Algunas evidencias
cientificas sugieren ademas que la ingesta prolongada de nitrato y nitrito podria contribuir al
desarrollo de linfomas y cancer, enfermedades coronarias, infecciones del tracto respiratorio,
y malformaciones en los recién nacidos (Camargo y Alonso, 2007).

El acido sulfhidrico (H,S) es emitido al ambiente por un gran nimero de industrias como
la petrolera, tenerias, produccién de viscosa y celofan. Ademas, este compuesto es el
resultado del tratamiento anaerobio de aguas residuales que contienen sulfato, se encuentra
presente en la extraccion de gas natural y es un intermediario de la oxidacion bioldgica de
CS, (Revah y col., 1995). Sus propiedades corrosivas estan relacionadas con el dafio a
paredes de concreto de los reactores, sistemas de drenaje y tuberias de acero. Su emision al
ambiente genera olores desagradables y lluvia acida (Alcantara, 2000). Ademas, es un
compuesto altamente téxico (Sublette y col., 1998). En la Tabla 1 se muestran los niveles de

toxicidad del acido sulfhidrico y sus efectos a la salud.
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Tabla 1. Niveles de toxicidad del H,S y su efecto a la salud (Janssen, 1996).

Concentracion
de H,S (ppm) Efecto a la salud

1.00 Mal olor (a huevo en descomposicion)

10.0 Nivel maximo permisible durante una jornada
laboral de 8 horas

20.0 Se requiere de equipo de seguridad

100 Puede causar dolor de cabeza y nausea,
pérdida del sentido del olfato de 2-15 min

200 Rapida pérdida del sentido del olfato, ardor de
ojos y traquea

500 Pérdida de equilibrio y de razonamiento,
insuficiencia respiratoria en 20 min

700 Inconsciencia inmediata, sin un tratamiento

adecuado paro respiratorio y muerte

Es comun que se establezca como limite para descargas valores menores que 1 mg
HS/L. Por diferentes razones: de salud publica (toxicidad), ambientales (control de olor),
ecoldgicas (deficiencia de oxigeno en cuerpos receptores de agua) y econémicas (corrosion
de equipo), las corrientes de agua residual contaminadas con sulfuro deben ser tratadas
antes de ser descargadas a los cuerpos receptores.

1.2 Fuentes industriales de contaminacién por compuestos nitrogenados y

azufrados.

Muchas industrias descargan aguas residuales ricas en nitrégeno y azufre. Aguas
residuales de industrias como la textil, tenerias, procesadoras de alimento y papel,
produccién de latex, manufactureras de explosivos, plaguicidas, entre otras, contienen altas
concentraciones de compuestos azufrados y nitrogenados (Lens y col., 1998; Altas y
Buyukgungor, 2008; Tait y col., 2009).

Las aguas residuales que se producen en algunos procesos de la refinacion del
petroleo tales como las aguas amargas, contienen elevadas concentraciones de sulfuro,
nitrégeno y derivados fendlicos, entre otros contaminantes, lo que constituye un serio
problema de contaminacién (Olmos y col., 2004).

El nitrdgeno en aguas residuales puede existir en varias formas, tales como nitrégeno

organico, amonio, nitrito o nitrato. Por ejemplo un gran nimero de industrias de fertilizantes
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producen principalmente amonio y urea. El nitrégeno oxidado en las aguas residuales puede
ser una consecuencia directa de varios procesos industriales o del tratamiento aerobio de las
aguas residuales (Gupta y Sharma, 1996; Ahn y Kim, 2004). La composicion de aguas

residuales ricas en nitrégeno se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Aguas residuales industriales que contienen altas concentraciones de nitrégeno (Tandukar y

col., 2009).
. N-NH4" N-NOy N-NOs DQO .

Aguas residuales ’ (mgiL) ’ (ma/L) ‘ (ma/L) ‘ pH ‘ (ma/L) ‘ Referencia

Fertilizantes 38,000- ) ) ) 3,520- Gupta and Sharma
45,000 4,850 (1996)
Condensado
Desechos 13,800—  Jooy col. (2006)
(mezclados) 1850-1960 <1 <1 5.8-6.1 14,650
Desechos (slidos) ~ 830-1250 <1 <1 83ss5 oo Jooycol (2000
Desechos (purines) 2,150 12’850000_ - - 25,700  Ahny Kim (2004)
Farmacéutica 30-50 - - - 15’150005 Ghafariy col. (2008)
Planta de armas : : ~50,000 - : Ghafari y col. (2008)
nucleares
Produccion TNT - . o0 . Glssysiversen
Procesamiento de
camarén 84 250 31 - 1,593 Lyles y col. (2008)
Fertilizante 183 1.3 100 8.7 - Mijatovic y col. (2000)
i 990 .

Estiércol de aves de Yetilmezsoy y
corral (,{”?.?;) ) ) 7.3 12,100 Sakar (2008)
Procesamiento de 300-450 ; ; 7-81  500-2,000 Wangy col. (2005a)
alimentos
Lixiviados de ~20,000 .
vertedero 1,100-2,20 - - 3.8-55 (COT) Tait y col. (2009)
Procesamiento de 186 (NT) - - 6.5-7.0 3,102 Neryy col. (2007)

aves de corral
DQO, Demanda Quimica de Oxigeno; NT, Nitrogeno total; NKT, Nitrégeno Kjeldahl Total; COT, Carbono
Organico Total; TNT, trinitrotolueno.

Por otro lado, los compuestos de azufre en aguas residuales pueden estar en forma
reducida u oxidada. Muchas industrias como fabricas de papel, fabricas de fécula de patata,
etc., usan una significante cantidad de acido sulfirico o sulfito como un blanqueador porque
es barato y efectivo. Estas industrias producen aguas residuales conteniendo una gran
cantidad de sulfato (Silva y col., 2002). Del mismo modo, en refinerias petroguimicas, la
presencia de azufre en el producto es muy importante. Actualmente, el petroleo crudo es
clasificado basado en el contenido de sulfuro. El petréleo crudo dulce es el que tiene bajo
contenido en azufre y el petréleo crudo agrio es el de mayor contenido de azufre. Aguas

residuales de refinerias petroquimicas, industrias de acero galvanizado, industrias mineras,
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lavado de gases en las plantas de energia, etc., contienen altas concentraciones de
compuestos azufrados reducidos. Del mismo modo, aguas residuales de industrias, tales
como fabricas de textiles, de plaguicidas, manufactureras de fertilizantes, fabricacion de
caucho, entre otras, contienen altas concentraciones de compuestos azufrados reducidos,
como sulfuro o azufre elemental por la reduccion bacteriana de sulfato como se muestra a

continuacion (Silva y col., 2002; Kanyarat y Chaiprapat, 2008).

SO, + matéria organica PR » HCO5/CO, + H,S (1)

(BSR: Bacterias sulfato reductoras)

En la tabla 3 se presenta una lista de aguas residuales industriales que contienen

azufre en varias formas.

Tabla 3. Aguas residuales de industrias que contienen altas concentraciones de sulfuro y sulfato
(Tandukar y col., 2009).

RECIERIGES

Agua Residual

Azufre (mg-S/L) DQO (mg/L)

Rattanapan y col.

Latex 100-4000 (H2S) 8.52 - (2009)
Sekoulov y
Procesadoras de 2 . 2
petrleo crudo 150 (S7) 1,500 (Blrg;l;e)-Selferth
N Altas y
Eteetfrlglee r(l)as de 150 (S%) 8-9 216 Buyukgungor
(2008)
. 2- Kanyarat y
Latex de caucho 1819 (S0O47) 4.7 5430 Chaiprapat (2008)
Lixiviados de 1,100-3,800 (S04~ 15,000-20,000 .
vertedero ) 3.8-55 (CoT) Tait y col. (2009)
Industria quimica 12’0(%%%5)'000 2.0-12.0 15,000-40,000  Silva y col. (2002)
2- Percheron y col.
Melazas 2,800 (SO47) 7.8 20,000 (1997)
] 750—1250 (SO47); Genschow y col.
Tenerias 140-280 (S) - 2,990-8,200 (1996)
50—200 (S7);
Pulpa y papel 1,200-1,500 (SO42' 797 500-10,400 Lensy col. (1998)
)
. 2- 2,800-4,500
Ribera 500-1,500 (S7) 11.2 (DBO) Lensy col. (1998)
45,500 (S2035”);
Fotografica 8,000 (SO42'); - 67,800 Lensy col. (1998)
3,500 (SO5%)
Z.
Produccion de TNT 51,400 (SO ); 7.6 68,500 Lensy col. (1998)

5,500 (SO5%)

DQO, Demanda Quimica de Oxigeno; DBO, Demanda Biol6gica de Oxigeno; COT, Carbono Orgénico
Total; TNT, trinitrotolueno.
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1.3 Tratamiento de aguas residuales

Conforme se agudiza el problema de la contaminacién del agua, se incrementan las
investigaciones para desarrollar procesos eficientes y de bajo costo que permitan eliminar los
contaminantes de las aguas residuales y cumplir con los requerimientos de descarga
permitidos. Para disefiar y operar de manera eficiente una planta de tratamiento de aguas
residuales, es necesario entre otros aspectos entender la fisiologia de los microorganismos
involucrados. En relacién con esto las investigaciones a nivel basico son fundamentales para
entender y optimizar procesos ya establecidos o desarrollar nuevos sistemas.

Para la eliminacion de los diferentes contaminantes del agua, se ha desarrollado una
amplia gama de alternativas, tanto fisico-quimicas, como biolégicas. La eliminacion fisico-
guimica de nitrégeno amoniacal en el agua puede hacerse por medio de arrastre del gas
amoniaco (NHsz). Aunque el procedimiento de arrastre es eficiente, la cantidad de aire
requerida es alta, el precio del proceso resulta oneroso por el elevado consumo de energia
(Gémez y col., 1995). Para el caso del sulfuro asi como para el amonio en aguas, los
métodos mas utilizados son el uso de resinas idnicas y procesos fisicos como precipitacién y
filtracion (Jeworski y Heinzle, 2000). El tratamiento biol6gico de aguas residuales se lleva a
cabo mediante el empleo de consorcios microbianos; con lo cual es posible la depuracion
eficaz del agua bajo condiciones controladas, sin que se generen nuevos efectos
contaminantes, como lo que sucede con los procesos fisico-quimicos.

La eliminacién de nitrégeno por via biolégica puede realizarse por dos procesos, uno
anaerobio y otro aerobio, conocidos respectivamente como desnitrificacion y nitrificacion.
Dado que el tratamiento bioldégico de aguas por nitrificacién es ampliamente utilizado y que
muchas aguas residuales presentan contaminantes nitrogenados y azufrados, es necesario
estudiar mas el efecto inhibitorio o téxico del sulfuro sobre la nitrificacibn para conocer o
determinar los parametros de operacion o control de los procesos nitrificantes en reactores

biol6gicos que tratan este tipo de efluentes.

I.4 Nitrificacion

El ciclo del nitrgeno mantiene una eficiente recirculacion del nitrégeno en la naturaleza
(Figura 1). Si el amonio no es rapidamente transformado puede alcanzar concentraciones

muy altas, teniendo como consecuencia la erosion de los suelos y la muerte de flora y fauna
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en ecosistemas acuosos. Por lo tanto, a fin de disminuir el impacto ambiental del amonio en
los ecosistemas, es importante identificar algunas de las etapas limitantes del ciclo del
nitrégeno, en particular la nitrificacion y desnitrificacion (Lenntech, 2000).

NOs

I

NO
Desnitrificacion Desasimil_acién Desasimilacion
(Fuente de Reductiva Oxidativa
_eIectrpn_es: Nitrificacion
inorganica, N,O
organica o
mezclada)
Atmosfera +«—N,
v /
Fijacion
NH," —
| Asimilacion
T > N Organico
Lisis celular

Figura 1. Ciclo global del nitrégeno (Cuervo-Lépez y col., 2009).

La principal forma de nitrdgeno en la tierra es el N, y las bacterias fijadoras de éste
pueden utilizarlo como fuente de nitrégeno. EI amonio que se produce por la fijacion de
nitrégeno o de los compuestos organicos nitrogenados, es asimilado en forma de materia
organica (aminoacidos y proteinas) o bien oxidado a nitrato por las bacterias nitrificantes. En
su ambiente natural, las bacterias nitrificantes son el Gnico grupo microbiano que produce
cantidades altas de nitrito y nitrato a partir del amoniaco. Las pérdidas de nitrégeno en la
biosfera son el resultado de la desnitrificacion, en la que el nitrato se reduce nuevamente a
N, (Madigan y col., 2003).
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El sistema nitrificante-desnitrificante constituye una forma efectiva, sustentable y
econémicamente factible de eliminar biolégicamente el nitrégeno de aguas residuales
(Cervantes y col., 2000). Aunque se han logrado avances en la comprensién del proceso
nitrificante, faltan estudios fisiolégicos que ayuden a caracterizar los lodos activados que se

utilizan en las plantas de tratamiento.

[.4.1 Bioquimica de la nitrificacion

Se define la nitrificacion como un proceso respiratorio aerobio donde se lleva a cabo la
oxidacibn del amonio hasta nitrato via nitrito mediante dos grupos de bacterias
guimiolitoautotrofas filogenéticamente no relacionadas, las amonio-oxidantes y nitrito-
oxidantes que pertenecen a la familia Nitrobacteraceae (Prosser, 1989). Las bacterias
nitrificantes utilizan como donador de electrones al amoniaco o nitrito y pueden fijar el CO,
via el ciclo de Calvin para utilizarlo como fuente de carbono para biosintesis celular. La
nitrificacion se realiza en dos etapas sucesivas (Figura 2). En una primera etapa de la ruta
metabdlica nitrificante (amonio-oxidacion), el amoniaco (NH3z) se oxida a nitrito (NO3),
aerGbicamente por accién de las bacterias amonio-oxidantes. En la segunda etapa (nitrito-
oxidacion), las bacterias nitrito-oxidantes, oxidan el nitrito (NO;") a nitrato (NO3).

NH, + 20, + 2¢ + 2H— NH,OH+H,0 (1)

, L, Amonio monooxigenasa
Amonio-Oxidacion -

NH,OH+H,0 — NOj +5H" +4e-  (2)

Hidroxilamina dxidoreductasa
AG® = -275 kJIreaccion

Nitto-Oxidacion — 02 *HO —— NOg+2H' +2e (g

Nitrito dxidoreductasa

AG* = .74 kJIreaccion
Global AG® = - 349 kJ/reaccion

Figura 2. Reacciones del proceso respiratorio nitrificante.
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La primera reaccion (ecuacion 1) es catalizada por la enzima amonio monooxigenasa
(AMO) vy la segunda (ecuacién 2) por la enzima hidroxilamina oxidoreductasa (HAO). El
amoniaco es utilizado como un donante de electrones por las bacterias amonio-oxidantes y
el aceptor final de electrones es el oxigeno. Dos de los electrones producidos en la segunda
reaccion se utilizan para compensar la entrada de electrones de la primera reaccion,
mientras que los otros dos se pasan a través de una cadena de transporte de electrones a la
oxidasa terminal, lo que genera una fuerza motriz de protones (Kowalchuk y Stephen, 2001).
Esta fuerza motriz se utiliza como fuente de energia para la produccién de ATP. El
rendimiento de energia libre estandar (AG°") de la oxidacion del amoniaco es -275 kJ/mol. Se
puede observar que durante la amonio-oxidacion se produce acidez (formacién de protones)
Yy que esta reaccién es de gran consumo de oxigeno: 1.5 mol de oxigeno por mol de
amoniaco, lo que es 3.43 g de oxigeno por g de nitrégeno amoniacal (Bernet y Spérandio,
2006).

El nitrito es oxidado a nitrato por las bacterias nitrito-oxidantes en un solo paso. Esta
reaccién (ecuacién 3) es catalizada por una nitrito oxidoreductasa (NOR). El nitrito es el
donante de electrones, mientras que el oxigeno es el aceptor final de electrones. La
produccion de energia libre de la oxidacién de nitrito s6lo es de -74 kJ/mol. La consecuencia
es un rendimiento bajo de crecimiento (Bernet y Spérandio, 2006).

[.4.2 Microbiologia de la nitrificacion

Las bacterias nitrificantes se dividen en dos grupos (Figura 3).

Estados de oxidacion del nitrégeno.

(-3) > (+3) > (+5)

NH3 ——» NO,, — > NOg3

Nitrosomonas

Nitrosococcus Nitrobacter

Nitosolobus Nitococrus
Nitrosolobus I (
Nitrospira

Nitrosovibrio

Figura 3. Listado de bacterias que llevan a cabo la amonio-oxidacion y nitrito-oxidacion, con el

respectivo estado de oxidacion del nitrégeno durante el proceso (Camilla, 1998).
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En el primer grupo se encuentran las bacterias amonio-oxidantes que cuentan con los
siguientes géneros: Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosolobus, Nitrosococcus y Nitrosovibrio.
Las bacterias amonio-oxidantes estan ampliamente distribuidas en varios ecosistemas.
Especies de diferentes géneros se han aislado en suelos, rios, lagos y océanos. El género
mas estudiado es Nitrosomonas. La pared celular de estos microorganismos es tipicamente
gram negativa, y presentan diversas morfologias tales como: cocos, bacilos y espirales.
Presentan un mayor crecimiento en intervalos de temperatura de 25 a 30°C, y a valores de
pH entre 7.5y 8.0 (Bock y col., 1991).

En el caso de las bacterias nitrito-oxidantes, se han encontrado los siguientes géneros
gram negativos: Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus y Nitrospira, que presentan diversas
morfologias tales como: cocos y bacilos. Algunos géneros nitrito-oxidantes estan restringidos
a ambientes marinos, mientras que Nitrobacter ha sido aislado de suelos, rocas y rios (Bock
y col.,, 1991). El género Nitrobacter es el mas estudiado. Las bacterias nitrito-oxidantes
tienen su mejor actividad en la zona de temperatura mesofila y a valores de pH de neutro a
alcalino y no presentan actividad ni crecimiento a pH acido (Prosser, 1989).

No soélo la familia Nitrobacteraceae se le reconoce como nitrificante, existen organismos
heterétrofos que pueden oxidar el amonio a nitrito y/o nitrato (Papen y col., 1989; Mevel y
Prieur, 2000). La nitrificacion heterotréfica puede ocurrir también con compuestos organicos
gue contengan nitrégeno como sustrato y por reacciones que no necesariamente son de
oxidacion, las cuales no son la Unica fuente de energia de estos organismos (Painter, 1970).
Es generalmente aceptado que los microorganismos nitrificantes heter6trofos son menos
activos y eficientes en su capacidad nitrificante que los autétrofos. Algunos autores proponen
la hipétesis que la baja actividad nitrificante en heterétrofos se ha atribuido en algunas cepas
a una capacidad simultanea de formacion de nitrito y desnitrificacion aerobia (Robertson y
col., 1988).

En estudios recientes, Kénneke y col. (2005) aislaron una nueva especie maritima del
dominio archaea que oxida el amoniaco (Archaea Amonio-Oxidante) Candidatus
"Nitrosopumilus maritimus”. Esta especie contiene genes que codifican para las tres
subunidades (amoA, amoB, y amoC) de la amonio monooxigenasa. Candidatus
"Cenarchaeum symbiosum" también muestra tener los genes codificantes de la AMO para la
oxidacion de amoniaco (Hallam y col., 2006a, b). Esta especie de archaea puede contribuir
considerablemente a la oxidacion de amoniaco en ambientes maritimos y terrestres (Horner-
Devine y Matrtiny, 2008).
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I.4.3 Factores ambientales que afectan la nitrificacion

Como todos los procesos microbianos, la nitrificacion se ve afectada por factores
ambientales tales como: temperatura, pH, concentraciones de sustratos, y compuestos
inhibidores. Estos factores pueden afectar la velocidad del proceso respiratorio nitrificante.
Se considera que las bacterias nitrito-oxidantes son mas sensibles a las variaciones en las
condiciones ambientales y la consecuencia de una perturbacion del medio ambiente a

menudo sera la acumulacién de nitrito (Bernet y Spérandio, 2006).
I.4.3.a Efecto de latemperatura

Al igual que todos los procesos biologicos, la nitrificacion se ve influida por la
temperatura. La mayoria de las bacterias nitrificantes son: mesdfilas y su temperatura éptima
de crecimiento esta entre 28 y 36°C (Bernet y Spérandio, 2006). Por lo tanto, las velocidades
de crecimiento de las bacterias nitrificantes se reducirdn con la disminucién de las
temperaturas. Sin embargo, la nitrificacion es posible a temperaturas tan bajas como 5°C. La
temperatura también tiene un efecto sobre la velocidad de las reacciones enzimaticas
involucradas en el proceso respiratorio. El efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la

respiracion puede ser expresado por la siguiente ecuacién de van't Hoff-Arrhenius:

. OT-ZO (5)

M= Hao

dsp = A-€ (CE/RT) (6)

Donde: p = coeficiente de velocidad (d), poo = el valor de p a 20°C (d), 6 = coeficiente
de temperatura (adimensional), T = temperatura (°C), gs = velocidad especifica de consumo
de sustrato (h™) y g = velocidad especifica de formacion de producto (h™), E = Energia de

activacion, R = constante de los gases y A = Constante de Arrhenius.
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La relacion entre la temperatura y la velocidad méxima de crecimiento es diferente entre
bacterias amonio-oxidantes y nitrito-oxidantes. A temperaturas superiores a 15°C, las
bacterias amonio-oxidantes tienen una mayor velocidad de crecimiento que las bacterias

nitrito-oxidantes.

1.4.3.b Efecto del pH

La eliminacién 6ptima de amonio en la nitrificacion ocurre bajo condiciones neutrales a
moderadamente alcalinas (pH 7.5 a 8.0) (Gieseke y col., 2006). Sin embargo, se ha
reportado que la nitrificacion puede ocurrir en condiciones acidas (valores de pH entre 5y 6)
asi como en suelos &cidos (De Boer and Kowalchuk, 2001) o, mas recientemente, en
biopeliculas y reactores con biomasa suspendida a valores de pH entre 4y 5 (Tarre y Green,
2004).

El pH tiene también un efecto indirecto sobre la nitrificacion influyendo directamente
sobre el equilibrio quimico entre amonio y amoniaco (NH;/NHj;) y nitrito y &cido nitrico (NO,’
/HNO,).

Anthonisen y col. (1976) fueron los primeros en estudiar el efecto de las
concentraciones de amonio libre, es decir, en forma de amoniaco sobre la velocidad de
eliminacion de amonio de las bacterias amonio-oxidantes y nitrito-oxidantes. Ellos

establecieron condiciones limite para la inhibicion de amonio libre de ambas bacterias.

1.4.3.c Efecto de la concentracion de oxigeno

La nitrificacion es muy sensible a bajas concentraciones de oxigeno. Las bacterias
nitrificantes tienen una alta afinidad por el oxigeno (bajos valores de Ks entre 0.4 y 0.6 mg/L)
(Robinson y col., 2004).

Estudios con cultivos puros de bacterias nitrificantes mostraron una diferencia en
afinidad por el oxigeno. Por ejemplo entre Nitrosomonas europaea Yy Nitrobacter
winogradskyi, se determind un mayor valor en la constante de afinidad (Koz) para N.
winograsdskyi (Laanbroek y Gerards, 1993). Esto se ha podido observar también en cultivos
mixtos (Jayamohan y col., 1988). A bajas concentraciones de oxigeno disuelto, alrededor de

0.2 a 0.5 mg/L, es posible limitar el crecimiento de bacterias nitrito-oxidantes (Robinson y
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col., 2004). La limitacién de oxigeno ha mostrado ser eficiente en sistemas de biopeliculas
favoreciendo el aumento de nitrito (Bernet y col., 2000).

1.4.3.d Efecto de compuestos inhibidores

Debido a sus bajas velocidades de crecimiento, la inhibicibn de las bacterias
nitrificantes, incluso parcial, puede causar un paro completo del proceso de nitrificacién en
sistemas de lodos activados. La nitrificacidon puede ser inhibida por compuestos organicos
(especialmente compuestos azufrados, anilina, compuestos fendlicos y cianidas) y metales
(Cu, Ni, Cr, Zn, Co) (Henze, 2002).

Los modos de accion para la inhibicion especifica de la nitrificacién han sido reportados
por McCarty (1999), quien se enfocO en inhibidores que pueden estar presentes en suelos.
Se ha reportado que la AMO puede oxidar una amplia gama de sustratos y se supone que
los efectos inhibitorios de muchos compuestos son por competicion por el sitio activo de esta
enzima. Otros compuestos, tales como: acetilenos, son oxidados por la AMO a productos
muy reactivos, los cuales se unen covalentemente a la enzima causando inhibicion
irreversible. El cobre ha mostrado tener una funcién importante en la actividad de la AMO.
Un gran numero de diferentes clases de compuestos que contienen azufre también inhiben
la actividad de la AMO, probablemente por la unién con el Cu dentro del sitio activo.
Compuestos heterociclicos de nitrdgeno son otra clase importante de inhibidores de la

nitrificacion poco conocidos (McCarty, 1999).

I.5 El sulfuro y su oxidacion

[.5.1 Quimica del azufre

La quimica del azufre es sumamente compleja debido a los diferentes estados de
oxidacion que presentan los compuestos inorganicos del azufre en la naturaleza: sulfuro de
hidrégeno, azufre elemental, tiosulfato, tetrationato, sulfito y sulfato (Tabla 4). Algunas de sus
transformaciones ocurren quimicamente o por procesos bioldgicos. El sulfuro de hidrégeno

es el compuesto més reducido y el sulfato el mas oxidado.
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Tabla 4. Estados de oxidacidon de compuestos azufrados, modificado de Bruser y col. (2000).

Estado de oxidacion del

Compuesto azufre
Grupo sulthidrilo R-5SH -2
Sulfuro H,S, HS, 8% -2
Polisulfuros -S5(5,)5- -1 (S terminal) / 0 (S interno)
Tiosulfato 52032' -1 (S sulfano) / +5 (S sulfona)
Politionatos -035(5),S0s- 0 (Sinterno)/ +5 ( S sulfona)
Azufre elemental Anillos S, (S") 0
Sulfito SO, +4
Bisulfito HSO, +4
Sulfato s0,” +6

El sulfuro de hidrégeno (H,S) es tdxico, inflamable, corrosivo y muy soluble en agua
(aproximadamente 0.1 M a 25°C) con un pKa; alrededor de 7.2 y un pKa, de 11.9 (Suzuki,
1999) (ecuaciones 7 y 8). La forma en que el sulfuro esta presente en el ambiente se
relaciona con el pH, ya que a pH mayor que 11.9 la forma dominante es el ion sulfuro (S%), a
pH neutro existe un equilibrio entre la forma no ionizada de sulfuro (H,S) y el ion sulfuro de
hidrégeno (HS’), y por debajo de un valor de pH de 7 la principal especie es el H,S que se
volatiliza facilmente. El HS y el S* son muy hidrosolubles (Madigan y col., 1999). En
condiciones 6xicas y pH neutro, el HS™ se oxida de forma espontanea.

HiS — H* + HS oo, pKa, = 7.2 (7)

HS — H" +S% i, pKa, = 11.9 (8)

El ion sulfato (SO,*) es uno de los oxianiones universales que se encuentra en aguas
naturales, se forma bajo condiciones aerobias a partir de los compuestos azufrados que son
sensibles al proceso de oxidacion y en presencia de microorganismos especializados. El
sulfato es quimicamente inerte y no volatil. El efecto negativo del sulfato esta asociado con la
actividad de bacterias que reducen el sulfato en procesos de digestion anaerobia, donde el
sulfato es usado como el aceptor de electrones resultando en la produccion de sulfuro (Hao y
col., 1996).
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El azufre elemental (S° es un sélido amarillo, no toxico, que forma cristales
ortorrombicos. Contiene méas unidades de azufre por masa que cualquier otra forma quimica.
Su molécula méas estable es la que presenta un anillo octaédrico (S®). Es poco soluble en
agua (5 ug/L de S® a 25°C) pero muy soluble en bisulfuro de carbono, tetracloruro de
carbono y disolventes no polares anélogos (Suzuki, 1999).

El tiosulfato (S,05%) tiene dos atomos de azufre no equivalentes, es decir, es un ion
sulfato (SO,*) en el que uno de los atomos de oxigeno ha sido desplazado por un &tomo de
azufre. El &tomo de azufre central tiene un nimero de oxidacion de +6 y el &tomo de azufre
unido, tiene un namero de oxidacion de —2. Esta propiedad sugiere su posible formacion a
partir de la combinacién del azufre elemental con sulfito, o de sulfuro con el trioxido de azufre
con el estado de oxidacion de 2 por atomo de azufre (Suzuki, 1999).

El sulfito (SO3%) es un intermediario en la mayoria de las vias de oxido-reduccién de los
compuestos azufrados, es inestable, pero se puede encontrar permanentemente en las
fuentes hidrotermales submarinas (Bruser y col., 2000).

Los polisulfuros son cadenas de aniones de azufre de diferentes longitudes que tienden
a oxidarse facilmente en el ambiente, lo que les confiere su caracter inestable. Pueden ser
producidos por la apertura del anillo del azufre elemental con sulfuro o por la oxidacion
parcial de sulfuro (Steudel, 2000). En el agua se encuentran sélo a pH mayor que 6 y su
presencia en una solucion acuosa da una coloracion de amarillo-verdoso a naranja.

Los politionatos son moléculas que presentan grupos sulfato ((O;S-Sn) de cadenas
poliméricas de azufre de valencia cero (Steudel, 2000). Se forman cuando el ion tiosulfato se
oxida con diferentes compuestos como: el iodo (I,), el bicloruro de azufre (SCI,) y el diéxido
de azufre (SOy).

1.5.2 Ciclo del azufre

En la figura 4, se presenta el ciclo global del azufre. La etapa de reduccion del sulfato
presenta dos vias bioquimicas: la asimilativa y la no asimilativa. La primera es realizada por
todos los organismos (eucariotas y procariotas) capaces de reducir el sulfato a sulfuro
mediante el catabolismo de compuestos que contienen azufre y que son necesarios para el
crecimiento celular. La reduccion no asimilativa la realizan principalmente organismos

procariotas (eubacterias y archaea) denominados bacterias sulfato reductoras (BSR) que
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utilizan sulfato, tiosulfato y azufre elemental como aceptores finales de electrones durante la

oxidacion de compuestos organicos e inorganicos, en condiciones anaerobias.

/(gmpuestos\

: organicos |

Q azure j\\
Reduccion 3
asimilatoria Aﬁade%as
del sulfato _Anaerobias
-;mlnerallzamom
Reduccion

. NI0I0JICA it

disimilatoria
del sulfato \
f’ Sulfatos . Oxidacion Sulfuro "-
‘ o, ) (On, NO3)
Reduccion >__ (

Oxidacion déﬂ{"é?&?rga Oxidacion Ct))%ljg;;:ilgan
biologica parcial anaerobia
Oxddacion (O, NO3)
quimica Oxidacidon
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biclogica Azufre (O, NO3)
anaerobia | elemental-‘/

S:I

Figura 4. Ciclo global del azufre (Robertson y Kuenen, 1992).

La segunda etapa del ciclo, la constituyen las reacciones de oxidacion de los
compuestos reducidos del azufre que pueden ocurrir bajo las siguientes condiciones: (1)
anoxicas (ausencia de oxigeno) en presencia de bacterias de los géneros Thiobacillus,
Paracoccus y Thiosphera (Barrenstein y col., 1986), (2) facultativas (no necesariamente en
ausencia de oxigeno), metabolizadas por bacterias fototroficas de los géneros de la familia
Chlorobioaceae y Chromaticeae (Cork y col., 1986) y (3) aerobias, en presencia de bacterias
sulfuro oxidantes de los géneros Beggiatoa, Thiosphera, Wollinella, Sulfolobus, entre otras
(Holt y col., 1994; Alcantara, 2000). Bajo las tres condiciones el producto principal de la
oxidacion del sulfuro es el sulfato (SO,*). Estos procesos biolégicos de oxidacién compiten
exitosamente con las reacciones quimicas, ya que pueden llegar a tener velocidades de 100

a 1000 veces mayores (Lens y Kuenen, 2001).
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En condiciones aerobias y en funcién de la estequiometria de la reaccion, el oxigeno es
el parametro que determina el producto final de la oxidacion (ecuaciones 9y 10). De acuerdo
a la estequiometria se necesita una relacion O,/HS de 0.5 para producir S°, por lo que la
formacion de azufre elemental puede ser regulada dosificando estequiometricamente las
cantidades de oxigeno (Janssen y col., 1997, Annachhatre y Suktrakoolvait, 2001). Janssen
y col. (1997) encontraron que bajo condiciones limitadas de O, (< 0.1 mg/L), el S° es el
producto final de la oxidacion parcial del H,S, mientras que la formacion de SO,* se ve

favorecida por concentraciones limitadas de la especie reducida de azufre.

2HS + 0,—> 2S° + 20H AG® "= -129.50 kJ/mol HS (9)

2HS +40, —> 2S04 +2H" AG® "= -732.58 kJ/mol HS (10)

I.5.3 Efecto del sulfuro sobre procesos microbianos

Los diferentes compuestos de azufre también pueden inhibir la actividad de una amplia
gama de bacterias como las bacterias nitrificantes y sulfato reductoras, con los aumentos de
efecto inhibitorio en el siguiente orden: sulfato<tiosulfato<<sulfito<<<H,S (Neculita y col.,
2007).

El mecanismo exacto de la inhibicion por sulfuro adn no se entiende por completo, pero
existen diferentes opiniones. En general, el efecto inhibidor del sulfuro se ha atribuido a
fendmenos de permeacion del H,S en las células y la destruccion de las proteinas haciendo
gue la célula se inactive (Postgate, 1984). Se menciona también la alta capacidad de
reaccion del H,S haciéndolo aun mas toxico, por ejemplo puede reaccionar con los metales
divalentes esenciales para la activacion de las enzimas (Nagpal y col., 2000).

Sin embargo, la reversibilidad de la inhibicion por sulfuro se muestra en el estudio de
Okabe y col. (1992). También existe incertidumbre sobre si el sulfuro ionizado (HS") o so6lo el
H,S no ionizado es el causante de la inhibicion. Reis y col. (1992) demostraron que la
inhibicion de las bacterias se correlacionaba mejor con el nivel de H,S no disociado. Esto

esta de acuerdo con la teoria que establece que solo puede penetrar H,S a través de la
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membrana celular bacteriana (Speece, 1983) y las observaciones de O'Flaherty y Colleran
(1998) que demostraron que el aumento del pH en un intervalo de 6.8-8.5 podria llevar a la
tolerancia de niveles mas altos de sulfuro. Los niveles inhibitorios en términos de presencia
de HS  estan en un intervalo de 2 a 64 mg/L (McCartney y Oleszkiewicz, 1991) y en el caso
de H,S varian desde 0.5 hasta 10 mg/L (Vissery col., 1996).
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II.- ANTECEDENTES

Se han realizado extensas investigaciones sobre el impacto inhibitorio del sulfuro sobre

procesos microbianos anaerobios (metanogénesis, desnitrificacion y sulfatorreduccion), sin

embargo, los estudios sobre el efecto del sulfuro soluble sobre el proceso respiratorio

nitrificante son aun limitados (Tabla 5).

Tabla 5. Estudios sobre el efecto del sulfuro sobre la nitrificacién.

. Inéculo y ) L .
; Concentracion » Tipo de Concentracion Variable
Referencia concentracion p Efecto
de sulfuro 6 biemEsa reactor de oxigeno Calculada
0-3.5mg S-HS’ .
/L en condiciones Lodo nitrificante Velocidad . _
iread 1000 mg/L de - Inhibicién reversible
Sears y col. aireadas s Matraces de volumétrica de
(2004) = sélidos 500 mL 2-6mg O,/L eliminacion de del proceso de
0-200 mg S'HS suspendidos NH.* amonio-oxidacion
/Len condictones | volatiles (SSV) ¢
60 uM Velocidad 50% de inhibicion de
1.9 mg S-HS'/L . o la nitrificacion
HSI%ZS' h ( 9 ) Sedimentos Cultivos en 150 - 200puM especifica de
(1995)9 lote (4.8-6.4mgl/L) formacion de
100 uM NOz" y NO3 100% de inhibicion
(3.2mg SH—HS'/L) de la nitrificacion
Egﬁfﬁﬁg gﬁ El proceso nitrito
Erguder y Lodo nitrificante 6.5-7.9m NH,* ox;jfigggge glr rlgas
col. 0-80mg S-HS/L 2.7+0.06g SBR* P oL 9 s dgsulfuro
(2008) SSVIL 2 Relacién NO5 || P 3
/NO,+NO; provocando
acumulacion de NOy
Velocidad
volumétrica de
Reactor de NS o
lecho ellmlrlllaﬁlgn de Dlsmlnluc[znéen la
AEs@ay y col. 0-2.5mg S-HS A " ) 4 velocida
(1998) L No se report6é ﬂLllolfjolzzﬁguTgn 5-8 mg O, /L volumétrica de
nitr'i)ficante Eficiencia de eliminacién de NH4*
eliminacion de
NH4*
El proceso
Martienssen Reactor de Eficiencia de respiratorio
200-800 mg S-HS’ Biopelicula lecho ) A nitrificante se
({s(;:gé) L nitrificante fluidizado con 4-6 mg Oz/L ehmwgmngn de disminuy6 mas del
biopelicula 4 60% en el consumo
de amonio
Bentzen Eficiencia de Disminucion en la
y 0.24 -5mg S-HS’ . Cultivos en P velocidad
col. No se reporté 6 —8mg O,/L eliminacién de Py
(1995) /L lote NH." volumétrica de
4 eliminacién de NH,*
Beckery Cultivos en Eficiencia de Dlsr?/lenllcj)ilizg; na
col. 5-10mg S-HS'/L No se report6é 5-6 mg O, /L eliminacion de P
lote + volumétrica de
(1997) NH,4 B +
eliminaciéon de NH,4

*SBR: Sequencing Batch Reactor, segln sus siglas en ingles o Reactor de lotes secuenciados.
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Se observa que las condiciones experimentales utilizadas en los diferentes estudios son
distintas y esto dificulta la comparacion de los resultados. Por ejemplo, las unidades en la
biomasa utilizada en los diferentes ensayos son diferentes y no hay un factor de conversion
para poder compararlos, la concentracion de oxigeno varia entre cada experimento y las
configuraciones de reactores son distintas. Sin embargo, de manera general se puede
destacar que en todos los trabajos, se muestra que el sulfuro tiene un impacto negativo
sobre la nitrificacion.

Es interesante notar también que muy pocos estudios evalGan el proceso nitrificante de
manera completa (oxidacion de amonio hasta nitrato) utilizando las variables de respuesta
necesarias: eficiencia de consumo en amonio, rendimientos de nitrito y nitrato, y velocidades
especificas de consumo de amonio y produccién en nitrato. Hacen falta mas estudios
enfocados a la fisiologia de consorcios nitrificantes en presencia de sulfuro para entender
mejor como se ve afectado el proceso respiratorio nitrificante.

Hay que sefalar también que en ninguno de los estudios se evalué la oxidacion del
sulfuro y la formacion de sus productos.

En el estudio realizado por Sears y col. (2004), el inéculo nitrificante (1 g SSVI/L) fue
expuesto a diferentes concentraciones de sulfuro (0.5 — 200 mg/L) durante 2 h sin aireacion.
Posteriormente, se utilizé la misma biomasa previamente expuesta al sulfuro en ensayos
nitrificantes en lote aireados y se midi6 la velocidad de consumo de amonio. Se observé que
a una concentracion de sulfuro de 5 mg S/L se vio inhibido el proceso nitrificante con una
disminucion de 72% en la velocidad de consumo de amonio. Cuando se afiadi6 el sulfuro
bajo condiciones aireadas, se encontré que a concentraciones mayores que 0.5 mg/L la
velocidad de oxidacion de amonio disminuyé un 95%. En cuanto se elimin6 el sulfuro del
cultivo, el lodo recuper6 su actividad amonio oxidante pero a velocidades menores. En este
estudio, sélo se enfocaron en el primer paso de la nitrificacion, donde se ve involucrada la
enzima AMO y no se presentaron datos del proceso de nitrito oxidacion.

Segun Sears y col. (2004), este efecto inhibitorio del sulfuro sobre la amonio-
oxidacion pudo deberse a varias razones. Una de ellas es que el sulfuro reacciona con el
oxigeno presente (disuelto), disminuyendo asi su disponibilidad en el medio. Sin embargo
como en este experimento se aired constantemente el cultivo (2 a 6 mg O,/L), no permitié
comprobar la inhibicién por limitacién de O,. Otra de las propuestas de Sears y col. (2004),
es que el sulfuro reacciona con los metales divalentes adicionados en el medio de cultivo

como elementos traza, quelandolos y esto podria disminuir su disponibilidad en el medio de
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cultivo y asi verse inhibido el proceso respiratorio nitrificante. Otra hipdtesis mencionada por
los autores es que hay una inhibicion reversible de la AMO por la presencia de sulfuro.
Llegaron a esta suposicion porque después de 24 h de que se dej6 de exponer con sulfuro el
indculo, éste recuperd su capacidad nitrificante. Se ha reportado que algunos compuestos
azufrados pueden ser sustratos de la AMO (McCarty, 1999; Juliette y col., 1993). Sin
embargo hace falta mucho mas investigacion referente a este tema. Joye y Hollibaugh
(1995) obtuvieron resultados similares de recuperacion de la actividad nitrificante utilizando
sedimentos de agua marina y agua dulce expuestos a concentraciones de sulfuro de 60 y
100 pM.

Por otra parte, Erguder y col. (2008) utilizaron un reactor nitrificante de lotes
secuenciados (2.7 £ 0.06 g SSV/L), operando con ciclos de 2 d en condiciones aerobias y
anoxicas. El sulfuro fue adicionado al reactor a concentraciones iniciales variando de 1.3 a
80 mg/L. El proceso nitrito oxidante resulté ser mas sensible a la presencia de sulfuro que la
amonio oxidacién ya que la eficiencia de eliminaciéon en amonio se mantuvo alta cuando se
acumulo nitrito en el cultivo. La actividad amonio oxidante no fue afectada hasta una

concentracion de 60 mg/L de sulfuro.
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[Il.- JUSTIFICACION

En algunos efluentes industriales se pueden encontrar altas concentraciones de amonio
y sulfuro. La nitrificacion puede ser utilizada como una primera etapa para oxidar el NH," a
NOs, para que posteriormente este Ultimo se reduzca hasta N, por desnitrificacion. Sin
embargo en la literatura aun no se cuenta con suficiente informacién sobre la fisiologia y
cinética del proceso nitrificante en presencia de sulfuro. En los pocos trabajos existentes se
omiten datos cinéticos (velocidades especificas del consumo de amonio, produccién de
nitrato, consumo de oxigeno y oxidacién del sulfuro) que permitan entender mejor cémo son
inhibidos los procesos de amonio y nitrito oxidacion. Por tal motivo, es necesario ampliar la
informacion referente al proceso respiratorio nitrificante en presencia de HS y poder
contribuir a proponer alternativas para tratar efluentes que contengan a la vez amonio y

sulfuro.

IV.- HIPOTESIS
e Bajo condiciones experimentales controladas, se puede llevar a cabo el proceso
respiratorio nitrificante en presencia de sulfuro, con alta eficiencia de consumo de

amonio y alto rendimiento de formacion de nitrato.

V.- OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Evaluar y analizar el efecto del sulfuro sobre el proceso respiratorio nitrificante.

V.2 Objetivos particulares
En cultivos en lote con un consorcio nitrificante:
e Evaluar y analizar el efecto inhibitorio del sulfuro a diferentes concentraciones
iniciales sobre los procesos de amonio y nitrito oxidacion.
e Evaluar y analizar la oxidaciéon del sulfuro bajo las condiciones experimentales

utilizadas.
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VI.- MATERIALES Y METODOS

VI.1 Reactor nitrificante en continuo

Bomba de
alimentacion
Fuente de Fuente
nitrégeno 47 de

carbono
Bomba de
: salida
e Agitador
Sedimentador
Controlador
de
temperatura,
== agitacion y
pH
Bomba de Reactoren
recirculacion continuo

Figura 5. Reactor nitrificante en continuo.

Se instal6 un reactor nitrificante de tanque agitado con un volumen de operacién de 6 L
(Figura 5). Se inoculé con lodo nitrificante a una concentracién de proteina microbiana de
532 + 25 mg/L. Se operd a una temperatura de 30 + 3°C, un pH de 7.2 £ 0.4, una agitacion
de 310 rpm, una aireacién continua de aire (concentracion de oxigeno disuelto de 6 + 1 mg
0O,/L) y un tiempo de retencion hidraulica de 3.5 d.

El reactor fue alimentado con agua residual sintética compuesta por dos medios que se
separaron como fuente de nitrégeno (A) y carbono (B) (Tabla 6). El medio A se diluy6é a una
concentracion total de N-NH," de 743 mg/L. El bicarbonato de sodio del medio B ademas de
ser la fuente de carbono tiene la funcion de amortiguar el pH.

Los medios A y B fueron alimentados a un flujo de 0.86 L/d en ambos casos. La
velocidad de carga de N-NH," en el reactor fue de 102.9 + 4.7 mg N-NH,"/Ld. La relacién
CIN fue de 1.8. Ademas se adicionaron cada tercer dia 30 mL de una solucién de FeSO, al
0.5% (p/v) como micronutriente para la actividad enzimética de la amonio monooxigenasa.

Se opero el reactor y dio seguimiento durante 143 dias, midiéndose las concentraciones
de N-NH,", N-NO;, N-NO; y biomasa. Se determinaron la eficiencia de consumo de N-NH,"

y los rendimientos de formacion de N-NO,, N-NO; y biomasa. El consorcio nitrificante

23 | Efecto inhibitorio del sulfuro sobre un proceso respiratorio nitrificante



Materiales y Métodos

mantenido en el reactor bajo estas condiciones, se utilizé6 como fuente de indculo para todos

los ensayos en lote.

Tabla 6. Composicién del medio de cultivo alimentado al reactor nitrificante en continuo.

Medio A Concentracion (g/L
(NH,),S04 1.732
(NH,)CI 1.398
KH,PO, 2.73
MgSO, 0.6
NaCl 1
Medio B Concentracion (g/L
NaHCO; 9.3
CaCl, 0.05

VI.2 Cultivos en lote con un consorcio nitrificante

Se utilizaron botellas seroldgicas de 160 mL, con un volumen de operacion de 100 mL.
El in6culo (30 mL) provino del reactor nitrificante en continuo, y se afadid a una
concentracion inicial de proteina microbiana de 128.0 + 6.4 mg/L. El lodo fue previamente
lavado con solucién fisiologica (9 g/L de NaCl). La concentracion inicial de amonio fue 108.0
+ 4.3 mg N-NH,*/L. Se utilizaron los medios A (25 mL) y B (25 mL) que se describen en la
tabla 7. Se adicioné ademas 0.5 mL de una solucién de FeSO, (0.5% p/v). El resto fue agua

destilada, para alcanzar un volumen final de 100 mL.

Tabla 7. Concentraciones de los nutrientes del medio de cultivo nitrificante en lote.

Concentracion (g/L

(NH.),504 0.95
(NH4)CI 0.77
KH,PO, 1.12
MgSO., 0.8

NaCl 0.8
NaHCO; 7
CaC|2 0.04

Se le inyectd oxigeno puro (99% de pureza) durante 2 min al medio de cultivo antes de
adicionar el inéculo y el sulfuro. Se sellé la botella herméticamente con un tapén de goma y

un anillo de aluminio y se saturd el espacio de cabeza con oxigeno durante 2 min. El pH
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inicial fue de 7.8 £ 0.3. Finalmente se coloc6 cada botella en un agitador orbital a 200 rpm
dentro de una incubadora a temperatura controlada de 30°C por 60 h. Cada ensayo se
realizé por duplicado. El sulfuro (Na,S-9H,0) fue afiadido a los cultivos nitrificantes a las
siguientes concentraciones: 13 + 0.7, 58 + 2.5y 112 + 2.5 mg S”/L.

A diferentes tiempos de incubacién, se tomaron muestras de los cultivos en lote que
fueron centrifugadas y filtradas a través de una membrana de 0.45 pm. Se midieron los
siguientes compuestos: NH,*, NO," y NOg, S* asi como SO,* y S,05%, para determinar las
velocidades, los rendimientos y la eficiencia del proceso respiratorio nitrificante vy

compararlos con una cinética control sin presencia de sulfuro.
VI.3 Variables de respuesta del proceso nitrificante

Para valorar fisiolégicamente el cultivo, se determinaron las variables de respuesta, las
cuales nos proporcionaron informacion global del proceso. Las variables de respuesta
utilizadas tanto en cultivos en lote como en el reactor en continuo fueron: la eficiencia y el
rendimiento. La eficiencia de consumo de NH," (Eyns+) que es la forma de cuantificar el

consumo de sustrato, se define como:

E _ ‘IH4+ ;icial __I‘IH4+ ;na, ) .

NH, " +
' H4 inicial ) (11)

Los rendimientos de produccién de N-NOsz™ (Ynos.), N-NO5™ (Yno2.) Y biomasa microbiana
(Ys.m) fueron determinados también. El rendimiento se refiere a la generaciéon de producto (P)

a partir del sustrato (S) consumido y se calcula:

o[ J-vo g
NO;~ l| = NH," o cimido ) o (12)

El rendimiento puede proporcionar informacion relacionada con las vias metabdlicas. Es
importante mencionar que la eficiencia y los rendimientos deben ser medidos a un tiempo

constante.
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La cinética del proceso nitrificante se evalué en los cultivos en lote mediante el
calculo de las velocidades volumétricas (ecuacion 13) y especificas (ecuacion 14) de

consumo de amonio y produccién de nitrato, las cuales se expresan como sigue:

dP dS
qu:dT qsx:a ......................... (13)

_idp g 108
qp—xdt e (14)

Donde x es la concentracion de proteina microbiana. Asimismo, las velocidades
especificas de consumo de N-NH," (g-NH;") y produccién de N-NO;s; (g-NO3) fueron
expresadas en mg N/mg proteina h. Cabe mencionar que la velocidad volumétrica aumenta
conforme aumenta la concentracién celular, por lo que no es Util para evaluar la capacidad
exclusiva del cultivo. Mientras que la velocidad especifica si evalla las capacidades
metabdlicas propias del cultivo.

Cabe destacar también que se realiz6 el balance de nitrégeno (mg/Ld) en el cultivo en

continuo, utilizando la siguiente ecuacion:

Qe n-nHa+ = QS n-nHa+ + QS nno3- + QS N-no2- + QS N-Biomasa

Qe es la velocidad de carga y Qs, la velocidad de descarga. Al ser cuantificada la
proteina microbiana se asumié que el 16% de la proteina microbiana es nitrégeno (Bailey y
Ollis, 1986).

Para los cultivos en lote, el balance de N se realizé de la siguiente manera (mg N/L):

[N'NH4+] inicial = [N'NH4+] final + [N'NOZ-] final + [N'NO3-] final + [N'Biomasa] final

Se estableci6 igualmente el balance de S (mg S/L):

[S-S* Tinicial = [S-HS Tsinal + [S-H2STfinat + [S-SO04> Jinal + [S-S205" Trinat + [S Trinai
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V1.4 Cultivos control

Se realizaron diversas cinéticas control en lote para compararlas con las cinéticas
obtenidas a diferentes concentraciones de sulfuro. En estos ensayos control, se utilizo la
metodologia previamente descrita en VI.2.

Se realizaron cinéticas en lote con biomasa estéril para evaluar la posible pérdida de
amonio y sulfuro por fendbmenos de adsorcién. Se esterilizd la biomasa en una autoclave
durante 15 min a una presién de 15 psi.

Posteriormente se realizaron cinéticas del proceso respiratorio nitrificante sin sulfuro y
se calculd: eficiencia, rendimientos y velocidades especificas de consumo de amonio y
formacion de nitrato.

En ensayos abidticos aireados, se midid la oxidacion del sulfuro a una concentracion
inicial de 107.5 + 3.5 mg S-S?/L.

VI.5 Métodos analiticos

Los métodos analiticos que se utilizaron durante el proyecto experimental se enlistan en
la tabla 8. La descripcién de cada método se presenta en los siguientes apartados (VI.5.1,

VI.5.2, VI.5.3, VI.5.4 y VI.5.5) con su respectiva curva estandar.

Tabla 8. Métodos analiticos utilizados durante el proyecto experimental para el andlisis de

compuestos en las aguas residuales.

Compuesto | Método

NH,* Electrodo selectivo

NO, HPLC

NOs HPLC
HS Método iodométrico

S0~ HPLC

S,05% HPLC

Proteina microbiana Método de Lowry

Oxigeno Electrodo selectivo
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VI.5.1 Cuantificacién de amonio

Para cuantificar el amonio, se utiliz6 un electrodo selectivo de amoniaco (Phoenix
electrode Co). Primeramente se construyé una curva estdndar con NH4Cl a cuatro
concentraciones conocidas: 1, 10, 100, y 200 mg NH,'/L, a partir de la cual se determiné la
concentracion de amonio en las muestras (Figura 6). La lectura del potencial (mV) generado
por el electrodo se registrd6 con un potenciometro (Cole-Parmer). El valor del potencial es
proporcional al logaritmo de la concentracién cuyo valor puede ser calculado directamente de
la ecuacién de la recta. Se tomd un volumen de muestra de 50 mL y se alcalinizé con 0.5 mL
de solucion de NaOH (10N) para desprotonar el ion amonio formandose el amoniaco. Bajo
agitacion constante y temperatura ambiente, se tomoé la lectura del potencial cuando fue
estable (aproximadamente 3 min. después de agregar el NaOH), (Tabla 9).

20 ¢ 0.5 1 1.5 2 25
40
_60 4
80 |

-100

Potencial (mV)

-120 o

-140 -

-160 -+

-180 -
Log {mg N-NH,/L)

Figura 6. Curva estandar de amonio.

Tabla 9. Valores de R?, pendiente y ordenada de la curva estdndar de amonio.

Variable m
S

Promedio 0.9999 -53.035 -31.478
D.E 0.00102 4.06887 5.91
C.V (%) 0.102 7.672 18.764
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VI.5.2 Medicién de nitrito y nitrato

Como método de cuantificacién de nitrito y nitrato, se utilizé6 un cromatégrafo de liquidos

(HPLC, Perkin Elmer serie 200) con una columna de intercambio iénico (Waters IC-pak HC)

y un detector UV-visible. La fase movil consistié en una mezcla de butanol, acetonitrilo y un

concentrado de gluconato (20:120:20, v:v:v) diluidos con agua desionizada a un volumen de

1L. La longitud de onda fue de 214 nm vy el flujo de 2 mL/min. Se construyé una curva

estandar a partir de una solucién madre de 1000 mg/L de cada uno (N-NO, y N-NO3) a las

concentraciones de 0, 25, 50, 75 y 100 mg N de nitrito y nitrato/L y se encontré que la

respuesta del equipo fue lineal (Figura 7 y tablas 10 y 11).

—&— Nitrito —=— Nitrato ----—- Lineal (Nitrito)

7000000

6000000

5000000

4000000

Area

3000000

2000000

1000000

0]

Lineal (Nitrato)

T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Concentracién (mg N/L)

Figura 7. Curva estandar de nitrito y nitrato.

Tabla 10. Valores de R?, pendiente y ordenada de la curva estandar de nitrito.

Promedio 0.9809 55927 124211.33
D.E 0.00159 126.439 9281.15
(A'XC)) 0.162 0.226 7.472
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Tabla 11. Valores de R? pendiente y ordenada de la curva estandar de nitrato.

Promedio 0.9922 32619.7 78132.7
D.E 0.0004 38.03 3445.7
C.V (%) 0.0382 0.117 4.41

VI.5.3 Cuantificacién de sulfuro

El procedimiento de cuantificacién de sulfuro en fase acuosa se realizé inmediatamente
después de tomar la muestra. En un matraz Erlenmeyer de 100 mL, se adicion6 5 mL de
solucion de yodo (0.025N previamente valorada), ademas se agregé 10 mL de agua
destilada y 1 mL de HCL 3N sin agitar. Enseguida se midié un volumen (10 mL) de la
muestra problema y se adiciond sin agitar. Posteriormente se dejo en reposo por 10 min y se
procedi6 a titular lentamente con la solucion de tiosulfato de sodio (0.025N también
previamente valorada). Al alcanzar el contenido en el matraz una coloraciébn amarilla se
adicion6é 0.5 a 1 mL del indicador de almidén. Adquiri6 una coloracion obscura que al
continuar la titulacién en el punto final cambi6 a incoloro o simplemente hasta observar el
vire del color violeta-obscuro, debido a la reaccion del almidon con el yodo. Se obtuvo una
respuesta lineal como se muestra en la figura 8 y tabla 12.

6

o

mL tiosulfato
N w B
Il Il Il

[y
L

o

8] 10 20 30 40 50 60
Concentracion {mg S-HS /L)

Figura 8. Curva estandar de sulfuro.

Tabla 12. Valores de R? pendiente y ordenada de la curva estandar de sulfuro.

Variable | R? | m _| b |

O GG 0.9968 -0.026 5.11
D.E 0.009 0.0007 0.027
C.V (%) 0.898 2.594 0.53
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VI.5.4 Cuantificacion de sulfato y tiosulfato

Como método de cuantificacion de sulfato y tiosulfato, se utiliz6 un cromatografo de
liguidos (HPLC, Waters serie 600) con una columna de intercambio iénico (Varian) y un
detector UV-visible. La fase mavil consistié de una solucién de ftalato acido de potasio (0.04
M). La longitud de onda fue de 308 nm vy el flujo de 0.8 mL/min. Se construyé una curva
estandar a partir de una solucién madre de 1000 mg/L de cada uno (S-SO,* y S-S,0:?) a las
concentraciones de 5, 10, 20, 30 y 50 mg S de sulfato y tiosulfato/L y se encontrdé que la

respuesta del equipo fue lineal (Figura 9 y tablas 13 y 14).

—— Sulfato —— Tiosulfato
160000

Lineal {Sulfato) — — — Lineal {Tiosulfato)

140000 -
120000 -
100000 -

80000 -

Area

60000 -
40000 -
20000 -

0 T T T T 1
5 10 20 30 50
Concentracion {mg S/L)
Figura 9. Curva estandar de sulfato y tiosulfato.

Tabla 13. Valores de R?, pendiente y ordenada de la curva estandar de tiosulfato.

Variable | R? | m__| b |

4 GO 0.9758 1258.4 80812
0.0002 0.7 3.54
0.02 0.06 0.44

Tabla 14. Valores de R?, pendiente y ordenada de la curva estandar de sulfato.

variable | R> | m | b |

O eI 0.9976 1265.5 -387
D.E 0.0001 0.7 5.66
C.V (%) 0.01 0.06 1.46
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VI.5.5 Medicién de proteina microbiana

La concentracion de proteina fue determinada por el método colorimétrico de Lowry
(Lowry y col., 1951). Se midi6 la absorbancia con un espectrofotometro (Shimadzu TM), a
una longitud de onda de 750 nm. Se realiz6 una curva estandar de albumina, como se

muestra en la figura 10 y tabla 15.

0.6
0.5
0.4
0.3

0.2

Absorbancia

0.1

0 = - g T T T T T T 1
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

_01 l
Concentracidon {mg-protina/L)

Figura 10. Curva estandar de concentracion de proteina microbiana.

Tabla 15. Valores de R?, pendiente y ordenada de la curva estandar de proteina.

Variable [ R? [ m | b |

Promedio [IORA 1.629 -0.007
D.E 0.0119 0.1516 0.0137
C.V (%) 1.21 9.311 195.34

Para todos los métodos analiticos, se corrobor6 que cada una de las curvas
estandares presentaron valores de R? superiores a 0.97 y un coeficiente de variacién menor
al 2%. Ademas se verificd que los métodos fueron reproducibles a través de los coeficientes
de variacion de las pendientes de las curvas estandares, los cuales se mantuvieron por
debajo de 10%.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VIl.1 Reactor en continuo

En la figura 11 y la tabla 16, se presentan las velocidades volumétricas de carga y

descarga de amonio (Qe N-NH," y Qs N-NH,", respectivamente), asi como la velocidad

volumétrica

de produccion de nitrato (Qs N-NOj’), obtenidas en el reactor nitrificante en

continuo, durante un periodo de 106 dias.

El reactor se aliment6é con una Qe N-NH," de 102.9 + 4.7 mg N/L.d. La velocidad de

descarga en N-NH," residual fue nula y la velocidad de produccion de N-NOjs fue de 98.7 +

2.5 mg N/Ld. Durante el tiempo de operacion del reactor nitrificante, no se detecté N-NO,".

Se observo que la Qs N-NOz” se mantuvo constante con una desviacion estandar de 2.5, lo

que indicé que el cultivo nitrificante alcanzé el régimen estacionario.

140 A

Vel. de carga y descarga (mg N/Ld)

30 4

60

40 -

20 A

—+— (QeN-NH4+ —=— (s N-NH4~+ Qs N-NO2- —— Qs N-NO3-

Ty » v vy vy v vy ¥ v ¥ ¥y ¥ ¥ ¥ ryY ¥ vryYy¥TYTF®YTTYCyTTrTYyYeyoQoPTTyY§eoQPoQeTyYysYyTTyYeoQePTFTTYTTYTTTTYTTYTTreTy

1 5 7 11 13 18 20 25 27 31 33 35 39 41 45 47 49 54 60 68 82 93 98 104
tiempo (d)
Figura 11. Perfil del reactor nitrificante en continuo.

Tabla 16. Balance de nitrégeno en el reactor nitrificante en continuo.

Qe amonio Qs amonio Qs nitrito Qs nitrato | Qs biomasa Porcentaje
(WELE (mg N- (mg N-NO; | (mg N-NO3" (mg N-

NH.*/L.d NH,*/L.d /L.d /L.d Prot./L.d recuperacion

102.9 + 4.7 0+0.5 0 98.7 £ 2.5 3.7+03 99.5 %
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Se determiné una eficiencia en el consumo de amonio de 100% * 3.4 y un rendimiento
de produccion de nitrato de 0.96 + 0.09 (Tabla 17). Se encontré que el rendimiento de
produccién de proteina microbiana (Ypy) fue de 0.04 + 0.002 mg N-proteina/mg N-NH,"
consumido. Esto indicé que menos del 4% del N-NH," consumido se utilizé para biosintesis
celular. Tanto el rendimiento alto de produccién de nitrato como el bajo rendimiento de
produccién de biomasa, indicaron que el proceso nitrificante fue netamente desasimilativo. El
valor promedio de pH fue 7.8 = 0.3. Cabe mencionar que no fue necesario ajustar el pH en el
reactor en continuo, debido a la presencia de bicarbonato de sodio en el medio de cultivo
que tuvo la funcion de amortiguador.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el consorcio nitrificante, utilizado como fuente

de indéculo para los ensayos en lote, se encontraba fisiol6gicamente estabilizado.

Tabla 17. Valores promedio y desviacion estandar de las variables de respuesta, durante 106 dias de

seguimiento del reactor nitrificante en continuo, utilizado como fuente de inéculo.

Variables Valor

Eficiencia (%) 100+3.4
Y Nitrito 0
Y Nitrato 0.96+0.09
Y Biomasa 0.04+0.002

VIl. 2 Cinéticas de la nitrificacion en lote

VIl.2.1 Cinética con biomasa estéril

Se realiz6 esta prueba en lote con una concentracion inicial de 110.0 + 3.2 mg N-NH,"/L
y 180.0 £ 4.6 mg HS/L, utilizando biomasa estéril (128.0 + 6.4 mg proteina microbiana/L), en
ausencia de oxigeno y a un valor de pH de 7.8 £ 0.3, para determinar la posible adsorcion de
sulfuro y amonio sobre el material biologico y la unidad experimental. En la figura 12 se

puede apreciar el perfil de las concentraciones de sulfuro y amonio.
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Figura 12. Perfiles de concentracién de sulfuro y amonio, utilizando biomasa esterilizada en ausencia

de oxigeno.

Durante la primera hora de ensayo se observé una disminucion del 12% en la
concentracion inicial de sulfuro durante la primera hora. Esto se puede explicar debido a que
una parte del sulfuro disuelto (HS") pas6 a su estado gaseoso (H,S no ionizada), cuando se
alcanzé el equilibrio quimico (ecuaciones 16 y 17). De acuerdo a la ecuacion de Henderson-
Hasselbalch (ecuacion 15) y al valor de pH de 7.8 £ 0.3, se estima que el 25% del sulfuro se
encontraria en forma de H,S.

pH = pK, + log l\_

7y &

H,S < HS +H* PRa=7.2 ()
HS < S*% +H" pK,, =11.89 (17)

La concentracion de amonio se mantuvo practicamente constante a un valor promedio
de 107.0 + 3.4 mg N-NH,"/L. No se present6 la formaciéon de ningin producto azufrado o
nitrogenado. Con base en los resultados obtenidos, se considera que la adsorcion de sulfuro
y amonio por la biomasa no fue significativa.
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VI1.2.2 Cultivo control nitrificante

Se llevaron a cabo cultivos nitrificantes control sin sulfuro utilizando biomasa
proveniente del reactor en continuo en régimen estacionario. El objetivo fue establecer las
cinéticas del proceso respiratorio nitrificante, calcular las variables de respuesta: eficiencia,
rendimientos, velocidades volumétricas y especificas de consumo de amonio y produccion
de nitrato, y utilizarlas como referencia en los ensayos posteriores a diferentes
concentraciones de sulfuro.

Como se puede observar en la figura 13, el amonio fue consumido en su totalidad,
teniendo como producto principal nitrato. Se presentd la formacién transitoria de nitrito,
mismo que desaparecio al final del ensayo de 24 h. De acuerdo con lo anterior se calcularon

las variables de respuesta (Tabla 18).
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Figura 13. Perfiles de consumo de amonio y formacién de nitrito y nitrato en los cultivos en lote

control sin sulfuro.

Tabla 18. Variables de respuesta del proceso respiratorio nitrificante de la cinética control.

Enviar (%) 100 + 2.3
Ynos-
(mg N-NOs/mg N-NH," consumido) 0.88 0.04
YNOZ- 0
(mg N-NO,/mg N-NH,* consumido)
Quras 0.095 + 0.01
mg N-NH,*/mg proteina‘h
Qros- 0.088 + 0.009

mg N-NOs/mg proteina‘h
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Después de 24 h de incubaciéon se obtuvo una eficiencia de consumo de amonio del
100% y un alto rendimiento de nitrato. Los resultados registrados mostraron que las
condiciones experimentales utilizadas en los cultivos en lote fueron adecuadas para llevar a

cabo el proceso respiratorio nitrificante con altos valores de eficiencia y rendimiento de
formacion de nitrato.

VII.2.3 Cinética nitrificante con 112 mg S-HS'/L

Se realizé el perfil cinético del proceso nitrificante en presencia de sulfuro a 112.0 + 2.5
mg S-HS'/L (Figura 14).

100 M
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60 -
40 4

20 A

Concentracion (mg N/L)

O M- &

0 10 20 30 40 50 60
- . . tiempo (h)

Nitrito —&—Nitrato —@®—Amonio
Figura 14. Perfiles de consumo de amonio y formacion de nitrito y nitrato en los cultivos nitrificantes

expuestos a 112 mg S-HS'/L.

Se observé una fase de retardo de aproximadamente 45 h en el consumo de amonio.
Después de 60 h, la oxidacion de amonio fue baja con una eficiencia de apenas 11.1 + 1.3%.
A su vez se observo la formacién de nitrito y nitrato a partir de 45 h, con rendimientos de 0.6
+ 0.04 y 0.3 + 0.07, respectivamente. Estos primeros resultados muestran que el sulfuro a
112.0 £ 2.5 mg S-HS/L retard6 considerablemente la oxidacion de amonio por el consorcio
nitrificante.

Por otro lado se determin6 una velocidad especifica de consumo de amonio de 0.0073

+ 0.0003 mg N-NH,’/mg proteina-h, lo que corresponde a una disminucién del 92% con
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respecto a la cinética control (Tabla 18). La disminucién en la velocidad especifica de
formacion de nitrato fue de 96.5% con respecto al control con un valor de 0.003 + 0.0004 mg
N-NOs/mg proteina-h. La disminucién en las velocidades especificas (durante los ensayos
de 60 h) evidenci6 el efecto inhibitorio del sulfuro sobre la velocidad del proceso respiratorio
nitrificante.

La diferencia en la disminucion de la velocidad especifica de produccion de nitrato (-
96.5%) con respecto a la velocidad especifica de consumo de amonio (- 92%) no fue
significativa y el efecto del sulfuro sobre la nitrito-oxidacion pudo ser debida a la inhibicion de
la primera fase de la nitrificacién, la amonio-oxidacion. Sin embargo, no se puede descartar
una posible alteracién de la nitrito-oxidacion en si, ya que una parte del amonio oxidado se
acumulé en forma de nitrito. Segun Erguder y col. (2008), las bacterias nitrito-oxidantes son

mas sensibles que las amonio-oxidantes al efecto del sulfuro.

VII.2.4 Cinética nitrificante con 58 mg S-HS'/L

Posteriormente, se evalud el efecto de la adicion de sulfuro a una concentracién de
58.0 + 2.5 mg S-HS/L (Figura 15).
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Figura 15. Perfiles de consumo de amonio y produccion de nitrito y nitrato en cultivos nitrificantes

expuestos a 58 mg S-HS'/L.

Tal como se muestra en la figura 15, el consumo de amonio present6 una fase de

retardo de 15 h. Posteriormente comenz6 la oxidacidon de amonio con una eficiencia de 29.7
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+ 2.5% al finalizar el ensayo. A su vez se registré la formacion de nitrito y nitrato con
rendimientos de 0.24 + 0.04 y 0.65 * 0.6, respectivamente. Con base en los resultados
obtenidos se determiné la velocidad especifica de consumo de amonio, registrando una
disminucion del 92% (0.0076 + 0.001 mg N-NH,’/mg proteina-h) comparada con la cinética
control. La disminucion en la velocidad especifica de formacion de nitrato fue de 95% con
respecto al control (0.004 £ 0.0003 mg N-NOs/mg proteina-h).

Las velocidades especificas se vieron igualmente disminuidas en comparacion con la
cinética control, la diferencia reportada entre ellas no fue significativa con respecto al ensayo
realizado a una concentracion de exposicion de 112 mg HS/L. En el caso de los
rendimientos y la eficiencia, comparados con el control, siguen siendo significativamente
menores. Si se comparan estos resultados con los obtenidos a una concentracién de
exposicion de 112 mg HS'/L, se observa un incremento en la eficiencia y el rendimiento de
formacion de nitrato, mientras que el rendimiento de nitrito disminuyd significativamente.

Todo parece indicar, que entre menor sea la concentracion inicial de sulfuro a la que se
expone el inéculo, los efectos sobre el consumo de amonio y la formacién de nitrato son
menores, sin embargo, las velocidades especificas se ven igualmente disminuidas. Aunque
la eficiencia de consumo de amonio es baja, el producto predominante es el nitrato, esto
quiere decir, que si se realiza la nitrificacion con un rendimiento razonablemente alto de
formacién de nitrato y que el nitrito va disminuyendo en cantidad conforme disminuye la

concentracion de sulfuro inicial.
VII.2.5 Cinética nitrificante con 13 mg S-HS'/L
Con la finalidad de tener un panorama mas completo del efecto del sulfuro sobre el

consorcio nitrificante se probd una tercera concentracion inicial de exposicion en sulfuro con
un valor de 13.5 £ 0.7 mg S-HS'/L (Figura 16).

39 | Efecto inhibitorio del sulfuro sobre un proceso respiratorio nitrificante




Resultados y Discusion

—e— Amonio Nitrito —a&— Nitrato

100

40

Concentracion{mg N/L)

20 -

O -
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60
tiempo (h)

Figura 16. Perfil de consumo de amonio y produccion de nitrito y nitrato en cultivos nitrificantes
expuestos a 13 mg S-HS'/L.

Es posible observar que el consumo de amonio presenté una fase de retardo de 4 h,
posteriormente empez6 el consumo de amonio, teniendo una eficiencia final de 100 + 3.8 %.
A su vez se registré la formacién de nitrito y nitrato manteniéndose constantes sus
concentraciones a las 50 h de haber iniciado la cinética, con rendimientos finales de 0.35 +
0.03 y 0.47 £ 0.4, respectivamente. Se determind la velocidad especifica de consumo de
amonio, obteniendo una disminucion del 73.7% (0.025 + 0.004 mg N-NH,’/mg proteina.h)
con respecto al control. La disminucién en la velocidad especifica de formacién de nitrato fue
de 88.6% comparada con el control (0.01 + 0.006 mg N-NOs/mg proteina.h).

Con los resultados obtenidos a 13 mg S-HS/L, se pudo corroborar que a menor
concentracion de sulfuro a la que se expuso el indculo nitrificante, fue menor el efecto sobre
el proceso respiratorio. Se determiné una eficiencia de consumo de amonio de 100%, es
decir, todo el amonio que se adicion6 fue consumido, lo que demuestra que el proceso de
amonio-oxidacion se llevo a cabo satisfactoriamente aunque fue retardado presentando una
fase de retardo de 4 h. Sin embargo, el proceso nitrito-oxidante fue significativamente
afectado por la exposicion al sulfuro todavia, ya que se presenté acumulacion de nitrito en el
cultivo. De acuerdo a los resultados obtenidos a 13 mg S-HS'/L, se observé que el sulfuro
afecta principalmente el proceso nitrito-oxidante. Estos resultados corroboran lo reportado
por Erguder y col. (2008), quienes observaron que la adicion de sulfuro en un reactor

nitrificante de lotes secuenciados alter6 principalmente el proceso nitrito-oxidante y
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ocasionando la acumulacion de nitrito. Esto puede ser utilizado para obtener una nitrificacion
parcial y detener el proceso hasta la formacion de nitrito para que se realice una
desnitrificacion subsecuente, como una forma mas eficiente y rapida de tratamiento de aguas

residuales con altas concentraciones de nitrégeno.

VIl.2.6 Comparacion de las variables de respuesta de la nitrificacion a

diferentes concentraciones de sulfuro

Las variables de respuesta que se vieron afectadas por la exposicion del in6culo
nitrificante a diferentes concentraciones de sulfuro son: la eficiencia, los rendimientos y las
velocidades especificas de consumo de amonio y formacién de nitrato.

La eficiencia de consumo de amonio fue una de las variables de respuesta mas
representativa del efecto del sulfuro sobre el proceso respiratorio nitrificante, ya que se
observé que conforme mayor fue la concentracion inicial de sulfuro a la que se expuso el

indculo, menor fue el consumo de amonio (Figura 17).

100
80 H Control

60 m13
58

40

m112
20
0

Figura 17. Eficiencias de consumo de amonio determinadas a diferentes concentraciones de
exposicién de sulfuro (0 (control), 13, 58 y 112 mg S-HS'/L).

A la concentracion de sulfuro de 13 mg S-HS/L, se puede observar que la eficiencia fue

del 100%, lo cual indica que la amonio-oxidacion no se vio afectada a esa concentracion. Sin
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embargo, la nitrificacion fue alterada en su ruta metabdlica ya que no todo el amonio
consumido fue oxidado a nitrato, una parte se quedd en forma de nitrito (Figura 18).

A todas las concentraciones de sulfuro ensayadas, hubo acumulacion de nitrito
(Figura 18). Afectando mayormente el proceso nitrito-oxidante Se ha reportado previamente
gue el sulfuro podria alterar la actividad de la AMO pero poco se sabe sobre el efecto del
sulfuro sobre la nitrito 6xido-reductasa (NOR), enzima involucrada en la oxidacion del nitrito
(Sears y col., 2004). El efecto negativo sobre el proceso respiratorio nitrificante podria
deberse por otra parte a un efecto inhibitorio del nitrito (100 — 200mg N-NO,/L) sobre la
NOR, ya que se acumulé en los ensayos realizados, por lo cual, se observa un mayor efecto

en la segunda etapa de la nitrificacion (nitrito-oxidacion) aungue no estd muy bien estudiado

.3
47
65 Mitrato
Nitrito
.88
.6
BS5
24
13 58

aan.

Control 112

Concentracion (mg HS/L)

Figura 18. Rendimientos de nitrito y nitrato determinados a diferentes concentraciones de exposicion
de sulfuro (0, 13, 58 y 112 mg S-HS'/L).

En la nitrificaciéon, cuando las velocidades especificas de consumo de amonio y
produccién de nitrato estan acopladas entre ellas o similares, la acumulaciéon de nitrito es
minima, como fue el caso en el cultivo control (Tabla 19). Pero si la velocidad del proceso
nitrito-oxidante es menor que la de la amonio-oxidacion, se acumula nitrito, lo que puede

interpretarse como posible inhibicién de la NOR (Smith y col., 1997).
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Tabla 19. Fases de retardo y velocidades especificas de la nitrificacion a las diferentes

concentraciones de exposicion de sulfuro (13, 58 y 112 mg S-HS'/L) comparadas con el control.

Concentracion de

sulfuro Fase de + )
(mg S-HS'/L) retardo | N-NH4‘9/-:1;I4proteina.h) (mg N-N‘(])-?/?;g prot.h)
0 0 0.095 + 0.001 0.088 + 0.009
ST S '
58 + 2.5 15 0-0(2_796230?;001 0.0(2?915:0/00.)2003
112+ 2.5 45 0.00(?32;00).2003 0.0((336%52/;())204

*(Porcentaje de disminucién en la velocidad especifica de consumo de amonio o formacidn de nitrato)

Fue posible determinar que la exposicion al sulfuro provocé una fase de retardo en la
oxidacion del sustrato, guardando la siguiente relaciébn: que a mayor concentracion de
sulfuro, mayor fue esta fase de retardo (Tabla 19).

0.12
0.1 A
0.08 -
0.06 -
0.04 -

0.02 -

Vel. especifica {mg N/mg Prot*h)

0] 13 58 112

—e—q-Amonio —a— q-Nitrato Concentracion {mg HS /L)

Figura 19. Velocidades especificas de consumo de amonio y formacion de nitrato determinadas a
diferentes concentraciones de exposicidn del inéculo nitrificante al sulfuro (0, 13,58 y 112 mg S-HS’
IL).
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El efecto inhibitorio del sulfuro a 13, 58 y 112 mg S-HS/L se reflej6 en los valores de
las velocidades especificas disminuyéndolas, siendo en todos los casos menores que las
reportadas en la cinética control (Figura 19).

Los resultados muestran que tanto el proceso amonio y nitrito-oxidante se vio
fuertemente inhibido en presencia de sulfuro a todas las concentraciones ensayadas, sin
embargo, a 13 £ 0.7 mg S-HS'/L el amonio se eliminé por completo después de 60 h de
cultivo. Esto sugiere que en reactores en continuo es posible llevar a cabo la nitrificacién en
presencia de sulfuro a bajas concentraciones con alta eficiencia y rendimiento. Para evitar
gue la inhibicion altere totalmente el proceso nitrificante en su eficiencia y rendimiento, se
necesitaria controlar adecuadamente las concentraciones adicionadas en sulfuroy el TRH, y
tomar en cuenta la concentracion en lodo y su actividad metabdlica entre otros parametros.

Aunque se han propuesto diversos mecanismos que podrian ayudar a entender mejor
el efecto negativo del sulfuro sobre la nitrificacion, como son: el efecto quelante de metales
divalentes logrando afectar el centro de cobre de la AMO (Hooper y Terry, 1973) o la
inhibicibn acompetitiva sobre la AMO (McCarty, 1999), es necesario abundar mas sobre el
tema, ya que los estudios realizados hasta ahora no dan una conclusion satisfactoria de qué

efecto tiene el sulfuro sobre el proceso respiratorio nitrificante.

VII.3 Oxidacioén del sulfuro en cultivos nitrificantes

VII1.3.1 Cinética abidtica

Con la finalidad de evaluar la oxidacién quimica del sulfuro bajo las condiciones
experimentales utilizadas, se realizé una cinética con amonio y sin biomasa durante casi 4 h
(Figura 20).
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Figura 20. Perfiles de oxidacién de sulfuro y amonio en ensayos abiéticos.

La concentracién de amonio se mantuvo constante a un valor de 106.4 £ 2.8 mg N/L,
indicando que el amonio no fue oxidado quimicamente (Figura 20). Esto permite evidenciar
gue la oxidacion del amonio obtenida en los ensayos realizados con lodo fue
bioguimicamente llevado a cabo por los microorganismos del consorcio nitrificante.

Como se observa en la figura 20, antes de las 3 h, todo el sulfuro fue oxidado,
teniendo como producto principal el sulfato. La velocidad de oxidacion del sulfuro fue de 38.0
+ 2.1 mg S-HS'/L.h. No se registr6 la formacién de tiosulfato durante este periodo de tiempo.
Ademas se observd un precipitado blanquecino, que se asume que corresponde a la
formacién de azufre elemental (S°. Su concentracién fue deducida a partir del balance de

azufre presentado a continuacion:

[S-HS]: = [S-HS] ¢ + [S-H;S] ¢ + [S-S04>] ¢ + [S-S,05"] ¢ + [S°] ¢

[107.5 + 3.5 mg S-HS7/L] = [0 mg S-HS /L + [12.9 + 2.8 mg S-H,S/L]; + [80 + 0 mg S-
SO.Z/L}; + [0 mg S-S,05*/L]s + [14.6 mg S%/L]

Los resultados mostraron que el sulfuro fue quimicamente oxidado a sulfato ya que
no hubo presencia de biomasa en los ensayos.
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VII.3.2 Oxidacion del sulfuro en los cultivos nitrificantes

En la figura 21, se presentan los perfiles cinéticos de oxidacion del sulfuro cuando fue
adicionado a los cultivos nitrificantes a las tres concentraciones iniciales siguientes: 112 + 2.5
(A), 58 + 2.5 (B) y 13 £ 0.7 mg S-HS'/L (C). En los tres casos, el sulfuro fue rapidamente
oxidado en menos de 3 h. El producto principal fue el sulfato (Tabla 20). El azufre elemental

y el tiosulfato fueron otros de los productos de la oxidacién del sulfuro pero en cantidades
menores.

—o—Sulfuro —8—Sulfato Tiosulfato A

Concentracion mg S/L

0 n—\—o—o—T‘- I : = , x

0 1 2 3 4 5 3

7
Tiempo (h)

Figura 21. Perfiles de oxidacién del sulfuro adicionado en los cultivos nitrificantes a las siguientes
concentraciones: 112 £ 2.5 (A), 58 + 2.5 (B) y 13 £ 0.7 mg S-HS'/L (C).
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Tabla 20. Balance de azufre a diferentes concentraciones iniciales de sulfuro adicionado a los cultivos
nitrificantes.

[S-HS]¢ |[S-H:S]¢
(mgS-HS | (mg S-

[S-S0,>] ¢ [S-S,05*1¢ [S°] ¢

/L) H,S) (mg S-S04*/L) | (mg S-S,05”/L) | (mg S°/L)
112 + 2.5 0 13.5 80 1.8 0 18.5
58 + 2.5 0 3 50 + 2.9 542.2 0
13.5 £ 0.7 0 0 12.8 £ 0.5 0 0

Los perfiles cinéticos obtenidos en los cultivos microbianos fueron parecidos a los del
control abiotico, obteniéndose los mismos productos. En la figura 22, se comparan las
velocidades de oxidacion del sulfuro registradas a las diferentes concentraciones iniciales
con la velocidad obtenida en el ensayo control abidtico.

45
40
35
30
25

20

mg HS/L*h
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W Control abiético m13 4 58 w112
mg HS /L

Figura 22 Velocidades de oxidacion de sulfuro a diferentes concentraciones iniciales de exposicion al
cultivo nitrificante (13, 58 y 112 mg S-HS'/L).

No se encontré una diferencia significativa entre las velocidades obtenidas en los
cultivos con biomasa y el cultivo abidtico, indicando que aun en presencia del lodo nitrificante
la oxidacion del sulfuro se debié a una oxidacién quimica.

Es relevante notar que aunque el sulfuro fue rapidamente eliminado de los cultivos, la

actividad nitrificante del lodo siguié siendo altamente inhibida durante mas de 60 h. Lo que
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pudiera sugerir que mas que el sulfuro, fue el sulfato quien ocasioné un efecto inhibitorio en
los cultivos nitrificantes.

VIl.4 Efecto del sulfato sobre la nitrificaciéon

Se evalué el efecto del sulfato sobre la actividad de los cultivos nitrificantes, ya que fue
el producto principal de la oxidacion del sulfuro. Se realiz6 este ensayo para probar si el
sulfato a una alta concentracion fue el responsable de la inhibicién del proceso respiratorio
nitrificante. La Figura 23 presenta el perfil nitrificante en presencia de una concentracion
inicial de sulfato de 83.2 + 2.6 mg S-SO,*/L, observando que la concentracion de sulfato se
mantuvo constante durante las 24 h que duré el ensayo.

100

&0
=
=
2 60
=
c
h]
S 40
=
c
@
g 20
=]
O
0
0 1 2 4 6 & 10 14 18 24
tiempo (h)
—e— Amonio Nitrito —m—Nitrato —e— Sulfato

Figura 23. Perfil de consumo de amonio y produccion de nitrito y nitrato en cultivos nitrificantes

expuestos a 83.2 + 2.6 mg S-S0, /L.

Cabe destacar que el proceso respiratorio nitrificante se llevo a cabo eficientemente
(Enna+ cercana al 100%) y con un alto rendimiento de formacion de nitrato (0.86 + 0.07). La
aparicion de nitrito fue solamente transitoria. Las velocidades especificas de consumo de

amonio y formacién de nitrato fueron 0.090 + 0.004 y 0.089 + 0.01, respectivamente. Estos
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resultados fueron parecidos a los obtenidos en la cinética control nitrificante sin adicién de
sulfuro (Figura 13 y Tabla 18). Esto muestra que el sulfato no tuvo un efecto significativo
adverso sobre el proceso. En consecuencia, el sulfato acumulado en los cultivos por la

oxidacion quimica del sulfuro no fue el responsable de la inhibicion de la nitrificacién.

VII.5 Efecto del oxigeno sobre la nitrificacion

Se calcul6 la cantidad tedrica de oxigeno necesario para oxidar 100 mg de S-HS/L y
100 mg de N-NH,"/L. Mediante las ecuaciones 18 y 19 previamente balanceadas, se
determiné que deberian estar disponibles 0.02 moles de O, para evitar la limitacion de

oxigeno durante los ensayos realizados.

NH4+ + 20, —» NOj3z + H,O + H* (18)

H,S + 20, —» H»,S0O,4 (19)

Haciendo uso de la ecuacién de los gases (ecuacioén 20) y utilizando las condiciones
experimentales establecidas (30°C, presion atmosférica de la ciudad de México), se calculd
el volumen de espacio de cabeza que se deberia dejar en las botellas para alcanzar el

nimero de moles de O, necesario.

Siendo P la presion, V el volumen, n el nimero de moles, R la constante universal de
los gases ideales y T la temperatura en Kelvin, se determiné que dejando un volumen de 60
mL de espacio de cabeza en las botellas serolégicas, el proceso nitrificante con 100 mg S-
HS’/L no deberia de ser limitado en oxigeno. Ese fue el volumen de espacio de cabeza que
se empleo en los frascos. Por lo que se puede decir que el efecto inhibitorio por la adicién de
sulfuro en los cultivos nitrificantes no fue debido a una limitacion de oxigeno. Autores como
Joye y col. (1995), Sears y col. (2004) y Erguder y col. (2008) mantuvieron constante la
inyeccion de oxigeno en sus experimentos con sulfuro para evitar igualmente la limitacion de

O, y observaron de igual manera una disminucion en las velocidades de la nitrificacion.
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VII.5 Efecto del pH sobre la nitrificacion

Durante los cultivos control nitrificantes y a diferentes concentraciones de sulfuro (13,
58 y 112 mg S-HS/L), se dio seguimiento al valor del pH (Figura 24). El resultado fue que la
adicion de sulfuro en el medio provocd un aumento en el valor del pH a un valor promedio de
8.6 + 0.3. Se ha reportado previamente que a ese valor de pH, se puede llevar a cabo el
proceso respiratorio nitrificante satisfactoriamente (Tang y col., 2009). En consecuencia,
parece claro que el cambio en el valor del pH por la adicién del sulfuro tampoco fue la causa

por la que se vio afectado el proceso.

—&—control —m—-58 112 ——13

-
[an)

pH
O —_ %] [95] = wm (o)) | [es] [(e]
.

0 0.5 1 1.5 2 3 5 2 15 20 24 30
tiempo (h)

Figura 24. Perfil de pH durante la cinética control sin sulfuro y con sulfuro adicionado a 13 + 0.7,58 +
25y 113 +2.5mg S-HS'/L.
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VIIl. —= CONCLUSIONES

La adicion de sulfuro (13 + 0.7, 58 £ 2.5y 112 + 2.5 mg S-SH7/L) provoco un efecto
inhibitorio sobre el proceso respiratorio nitrificante, ya que se observd una
disminucion en las velocidades especificas de consumo de amonio y formacién de

nitrato entre 70 y 97%.

La adicién de sulfuro afectd la ruta metabdlica nitrificante ya que se acumulé nitrito y

disminuyé el rendimiento de nitrato.

A 13 + 0.7 mg SI/L, la eficiencia se mantuvo de 100%, mostrando que es posible
eliminar totalmente el amonio por nitrificacion en cultivos alimentados a bajas

concentraciones de sulfuro, aunque se acumula nitrito.

En los cultivos nitrificantes, el sulfuro se oxid6 a sulfato por oxidacion quimica.

El efecto negativo sobre el proceso respiratorio nitrificante no se debid a la

acumulacion de sulfato en el medio, a una limitacion de oxigeno, ni al aumento en el

valor de pH.
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