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Resumen /abstract

RESUMEN

El consumo bioldgico de los clorofenoles, compuestos generados por diversas industrias
como la del papel, tintes, pesticidas y herbicidas, es generalmente dificil. Existen datos
que muestran que por medio de la metanogénesis se pueden eliminar de las aguas
residuales. Hay algunos indicios que por medio de la desnitrificaciéon es también posible
su eliminacién. En cualquier caso, los estudios realizados sélo aportan algunos datos
sobre la eficiencia de consumo, pero es poca la informacién sobre el destino de los
clorofenoles y no se cuenta con informacion suficiente que muestre cuales son los pasos
limitantes. En el presente trabajo se aportan nuevas evidencias experimentales que
contribuyen a una mejor comprension de la eliminacién del 2-clorofenol (2-CF) en
cultivos en lote, utilizando un lodo desnitrificante fisiologicamente estable. El trabajo
consto de tres etapas. En la primera se estudio la eliminacion del 2-clorofenol (22 mg
C/L) en condiciones desnitrificantes iniciales con la presencia de fenol (69 y 92 mg C-
fenol/L) o acetato (60 y 108 mg C-acetato/L) como cosustratos. Cuando el fenol fue
adicionado, la velocidad especifica de consumo del 2-CF se increment6 hasta 2.6 veces
con respecto al control sin cosustratos, mientras que con acetato el incremento fue hasta
9 veces con eficiencias hasta de 100%. El lodo desnitifricante mineralizd
simultdneamente el 2-CF, fenol o acetato y redujo el nitrato a N;. No obstante, con los
resultados obtenidos, no se pudo establecer que el consumo de nitrato estuviera ligado al
consumo del 2-CF. En la segunda etapa, se evalu¢ la eliminacion de 2-CF en condiciones
anaerobias en ausencia de nitrato y en presencia de diferentes donadores de electrones
(fenol, acetato o glucosa) a diferentes concentraciones (77, 127 y 177 mg C/L), para
determinar el efecto del tipo y la concentracion del donador de electrones sobre el
consumo del 2-CF. Los tres donadores de electrones incrementaron la eficiencia de
consumo del 2-CF, en comparacion con el control sin donador de electrones, con valores
de hasta 53.3%, 97,8% y 98.6% en presencia de fenol, glucosa y acetato,
respectivamente. Con glucosa y acetato la velocidad de consumo de 2-CF se incremento,

con respecto al control, hasta 3 y 8.4 veces, respectivamente. Los resultados sugirieron
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Resumen /abstract

que el tipo de donador de electrones, mas que su concentracién, determinaron los
valores de la eficiencia y velocidades especificas y no dependieron de su similitud con el
2-CF. En la tercera etapa se estudid el efecto de la presencia del 2-CF en el proceso
desnitrificante, usando fenol, acetato o glucosa como donadores de electrones. En
presencia de 2-CF, la eficiencia de consumo de nitrato (Eno3-) disminuy6 cuando la
glucosa o el fenol fueron la fuente de electrones, mientras que con acetato no se observo
un efecto. La velocidad especifica de consumo de nitrato (qnos-) disminuyé en presencia
de 2-CF cuando la glucosa o el fenol fueron los donadores de electrones, mientras que la
gnos- se increment6 1.36 veces en los ensayos con acetato. Asi, el efecto del 2-CF sobre el

cultivo fue diferente dependiendo del donador de electrones utilizado.

Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que el cosustrato tuvo un
papel muy importante en la mineralizacion 2-CF, ya que la velocidad de consumo de 2-CF
aumentd significativamente. Los resultados mostraron que el paso limitante fue la
descloracion y se verificé que el fenol es un intermediario de la oxidacién de 2-CF. Estas
evidencias pueden ser muy utiles en el tratamiento de aguas residuales que contengan 2-

CF.
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ABSTRACT

Biological consumption of chlorophenols, compounds generated by various
industries such as paper, dyes, pesticides and herbicides, is generally difficult. There are
some evidences which indicate that these compounds can be removed from water by
methanogenesis or denitrification. In any case, these studies only provide some signs on
consumption efficiency, but information about the fate of chlorophenols or the limiting
step in the processes is even scarce. The present work provides new experimental
evidences which contribute for a better understanding of 2-chlorophenol (2-CP) removal
from water. The work consisted of three stages. In all cases denitrifying sludge produced
in steady state with no previous exposition to 2-CP was used in batch cultures. At first, it
was evaluated the removal of 2-chlorophenol in presence of nitrate, phenol (69 and 92 C-
phenol mg/L) or acetate (60 and 108 C-acetate mg/L) as cosubstrate. Specific
consumption rate of 2-CP increased in 2.6 and 9 times when phenol or acetate were
respectively added, when compared to the control without cosubstrates. Likewise,
efficiencies up to 100% were achieved. Denitrifying sludge simultaneously mineralized
2-CP, phenol or acetate whereas nitrate was reduced to N». In spite of the improvements
in 2-CP removal it was not possible to establish if nitrate depletion was linked to the 2-
CP removal. In a second stage, it was evaluated in absence of nitrate the effect of different
concentrations (77,127 and 177 mg C/L) of phenol, glucose or acetate on the removal of
the 2-chlorophenol (22 mg C/L) under anaerobic conditions. Consumption efficiency of
2-CP increased up to 53.3 %, 97.8% and 98.6% for phenol, glucose and acetate,
respectively. Specific consumption rate of 2-CP increased up to 3 and 8.4 times in the
assays with glucose and acetate, respectively, as compared to the control without donor
electron. The results suggested that electron donor type, rather than its concentration
determined the 2-CP consumption efficiencies and specific rates values. These effects
were not linked to its structural similarity with the 2-CP. On the third stage it was
studied the effect of the presence of 2-CP (22 mg C/L) on the denitrifying process, using
phenol, acetate o glucose as electron source. In presence of 2-CP, nitrate consumption
efficiency (Enos- ) decrease when glucose or phenol were the electron source, whereas no
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effect in this parameter was observed with acetate. The nitrate consumption specific rate
(qno3-) decreased in the presence of 2-CP when phenol or glucose were the electron
donors whereas the qnos- increased 1.36 in the assays amended with acetate. Thus, the
effect of 2-CP on the denitrifying process was different depending on the electron donor

used

The results obtained in this work indicated that the cosubstrate had a very
important role on the performance for 2-CP mineralization, as the specific oxidation rate
of 2-CP was significantly increased. The results showed that the limiting step was the
dechlorination and it was verified that phenol is an intermediate of the 2-CP oxidation.
Likewise, nitrate was reduced to N;. These evidences might be useful for the biological

treatment of wastewaters containing 2-CP.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

En México se recibe un promedio anual de 1 489 kilémetros ctubicos de agua al
afio, de los cuales el 73.2% se evapora, el 22.1% escurre por rios o arroyos y el 4.7 %
restante se infiltra al subsuelo y recarga los acuiferos. De acuerdo con estas cifras, le
corresponderia a cada mexicano 4 288 m3 de agua renovable por afio (volumen que
corresponde a una categoria de disponibilidad baja). No obstante, solamente el 2% del

total (31 Km3 /afio) se destina al consumo (CNA, 2010).

El agua residual se genera del empleo del agua para un uso determinado (urbano,
industrial, agricola, entre otros). En México, las aguas residuales en el 2008 se estimaron
en 13.45 Km?3 al afio (aguas residuales municipales y no municipales), de las cuales sélo
fue tratada el 27.5% (CNA, 2010). En el agua residual se pueden encontrar un gran
numero de contaminantes, los cuales se pueden definir como aquellos compuestos en
exceso que afectan negativamente al ser humano, la flora, la fauna y/o el entorno. Entre
los contaminantes de las aguas residuales podemos encontrar, principalmente, los
compuestos nitrogenados y carbonados en diferentes formas. El nitrégeno llega a los
cuerpos de agua como nitrato, nitrito y amonio generando problemas de toxicidad para
los organismos acuaticos y la eutroficacion de los cuerpos de agua (Laws, 1993). La
contaminacion del agua subterranea por nitrato es un problema que amenaza el
abastecimiento de agua potable (Mufioz y col., 2004). Se sabe que una concentracién alta
de nitrato en el agua potable puede afectar la salud dado que puede provocar
metahemoglobinemia en infantes y posiblemente cancer (Forman, 1991). El nitrato es
generado por muchas industrias como la de fertilizantes, explosivos, nuclear, entre otras.
El nivel permitido de N-NO3z  en agua potable es de 10 ppm en Estados Unidos de
Norteamérica (US EPA, 2003) y de 12 ppm en Europa, mientras que en México el limite

maximo permisible es de 40 ppm de nitrégeno total (SEMARNAP, 1997).

En cuanto al carbono, se puede encontrar en las aguas residuales como polimeros,

acidos grasos volatiles, azlicares, compuestos organicos clorados, etc. proveniente de las
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diversas actividades del ser humano. El agua residual urbana tiene un alto contenido de
materia organica, que suele ser méas facilmente eliminada, que la de origen industrial.
Ademas, también se pueden tener contaminantes provenientes de la industria en el agua
residual urbana, debido a que algunas descargas de aguas industriales son depositadas
en las redes del alcantarillado urbano. Asi, pueden ser encontrados compuestos que por
su solubilidad o estructura son muy lentamente consumidos y oxidados. Entre ellos se
encuentran los compuestos aromaticos como el benceno o tolueno; o bien los de tipo
fenolico como los isdmeros del cresol o, el fenol mismo y sus derivados clorados o
compuestos organicos de diversa indole. Dentro de los compuestos organicos clorados
estan los clorofenoles, los cuales han sido reconocidos como contaminantes organicos de
aire, agua subterranea, suelo, sedimentos y aguas residuales (Fetzner, 1998).
Dependiendo de su concentracién, pueden ser toxicos, ya que es posible que ocasionen
dafio en la membrana celular, asi como desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa
(Bradberry y col., 2004). Se ha visto que, tienen tendencia a la bioacumulacién al

penetrar y permanecer en las membranas celulares.

Los clorofenoles son moléculas estables, (con valores de AG°® menores de -170
K] /reacccioén, para la deshalogenacion reductiva con liberacion de cloro), que se generan
en diferentes industrias, como la del papel, durante el proceso de blanqueado. Los
clorofenoles son el producto de la reduccién de compuestos aromaticos policlorados. La
industria de la pulpa y el papel ocupa el tercer lugar en términos de uso de agua dulce
(Kallas y Munter, 1994). Los clorofenoles se utilizan para la preservacion de la madera,
asi como para manufacturar herbicidas, fungicidas, insecticidas y tintes. El uso excesivo
de pesticidas y herbicidas en la agricultura es una causa importante de la aparicion de los
monoclorofenoles en las aguas superficiales y subterrdneas por la reduccion de
compuestos, tales como el 2,4 diclorofenol y el pentaclorofenol (Virtanen y Hattula,

1982; Seidler y col., 1986; U.S. EPA, 1993).

Se han desarrollado diferentes métodos para la eliminaciéon de los compuestos

organicos clorados. Estos han sido clasificados como métodos fisicos, quimicos,
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electroquimicos y bioldgicos. Los tres primeros métodos parecen ser mas rapidos, pero
todo indica que son caros y generan contaminacion colateral, son menos amigables que
los procesos biologicos (Savant y col., 2006). Por lo anterior, se hace necesario contar
con procesos de tratamiento eficaces y mas econémicos que permitan la eliminacion de
los clorofenoles de los diferentes cuerpos de agua que puedan estar contaminados, a
saber, rios, aguas subterraneas y aguas residuales, por sefialar algunos casos. Para poder
eliminarlos de manera mas eficaz son necesarios mas trabajos de investigacion basica y

aplicada.

1.1 Tratamiento bioldgico de aguas residuales

Los sistemas de tratamiento biolégico involucran el uso de microorganismos que
transforman la materia orgénica en células nuevas o en biogas. También pueden eliminar
algunos aniones inorganicos (nitrato, nitrito, sulfato, sulfuro, fosfato, etc.). Los sistemas
de tratamiento biolégico pueden ser aerobios o anaerobios. Dentro de estos sistemas
podemos encontrar a los lodos activados, lagunas aireadas y filtros percoladores, entre
otros (Schneiter y col., 1984; Boller y Gujer, 1986; Zita y Hermansson, 1994). Los lodos
activados utilizan tanques a los que se les suministra aire por medio de difusores
mecanicos localizados en su interior. Durante el tratamiento, los microorganismos
pueden formar fléculos que después se dejan sedimentar en un tanque de clarificacion.
Este sistema tiene altos costos energéticos y produce un mayor volumen de lodos
(biomasa) que requiere tratamiento posterior (Von Sperling, 1996). Cabe sefialar,
ademas, que no es facil tratar efluentes con altas concentraciones de materia organica,

debido a los altos costos de operacidn que implica el consumo de oxigeno y de agitacion.

Los procesos biolégicos anaerobios podrian ser utiles para la eliminaciéon de
contaminantes cuando el oxigeno no esta disponible, ademas de que se presenta como
una alternativa econdémicamente atractiva para el tratamiento de aguas residuales
industriales debido a que suelen producir una menor cantidad de lodos que el proceso
aerobio. La eliminacién anaerobia de la materia organica se ha descrito como un proceso

multifacético en el que la materia polimérica compleja, como polisacaridos, son
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hidrolizados por enzimas extracelulares, producidas por los microorganismos para
facilitar su transporte o difusién a través de la membrana celular (Bal y Dhagat, 2001).
En estos procesos respiratorios, los contaminantes pueden funcionar como donadores o
aceptores de electrones. En la respiracion anaerobia los aceptores de electrones son
diferentes al oxigeno y pueden ser el nitrato, hierro férrico, sulfato o carbonato
(Haggblom y col. 1993). También se ha encontrado que algunos compuestos organicos
pueden participar como aceptores de electrones en la respiracion anaerobia (fumarato,
oxido de trimetilamina), asi como algunos compuestos organicos clorados en el proceso
denominado descloracién reductiva (Fetzner S. 1998; Madigan y col. 2004). Dentro de
los procesos anaerobios podemos encontrar a la desnitrificacién, metanogénesis, sulfato-

reduccion, entre otros.

1.2 Eliminacion bioldgica de nitréogeno

La gran distribucién del nitrégeno en el ambiente, incluyendo el agua potable,
genera un problema ambiental serio alrededor del mundo. El nitrégeno esta presente en
diferentes formas, como compuestos organicos e inorganicos con diferentes estados de
oxidacion que van desde -3 cuando esta en forma de amonio hasta +5 cuando esta en
forma de nitrato. La presencia de estos compuestos nitrogenados en los efluentes,
pueden afectar negativamente la calidad del agua. Los principales contaminantes
nitrogenados en el agua son los iones de amonio (NH4*), nitrito (N-NOz") y nitrato (NOz"),
que se utilizan como nutrientes para el crecimiento de plantas acuaticas, contribuyendo
de esta manera en la disminucion de oxigeno disuelto y acelerando el proceso de
eutroficacidon de los cuerpos de agua donde son depositados. También pueden modificar
la capacidad de los animales acuaticos para sobrevivir, crecer y reproducirse como
consecuencia directa de la toxicidad de estos compuestos (Cervantes, 2009), o por la

disminucién de oxigeno ocasionada por eutroficacion.

Los tres iones puedes ser toxicos para la vida acudtica especialmente para los
peces, siendo el nitrito el mas toxico de los tres iones nitrogenados. El i6n amonio es la

forma usual de nitrégeno como nutriente para la mayoria de los organismos, sin
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embargo el idbn amonio es convertido en amoniaco cuando se incrementa el pH. A valores

de pH de 9.4 0 mas altos, el equilibrio se desplaza hacia la formacién de amoniaco.

El nitrato, por su parte, se ha observado que puede ocasionar
metahemoglobinemia en nifios. La metahemoglobinemia es una afecciéon en la sangre
originando cianosis y causando el sindrome del bebé azul. Clinicamente, es vista como
una reduccién de la metahemoglobina en la sangre, dando por resultado una reducciéon

de la capacidad de acarrear oxigeno (Fan and Steinberg, 1996).

1.2.1 Ciclo del Nitréogeno

El ciclo del nitrégeno es un ciclo dinamico, que involucra principalmente cuatro
procesos microbiolégicos: fijacion del nitrégeno, mineralizacién, nitrificacion y
desnitrificacién. Sin embargo, este ciclo es alterado por los seres humanos como
resultado del aumento de la combustion de combustibles fésiles, la creciente demanda
de nitrogeno en la agricultura y la industria, y las ineficiencias generalizadas en su uso
(Galloway y col., 2008). El nitrégeno es un elemento abundante en la atmosfera, se
encuentra como molécula diatémica (Nz), y puede ser biol6gicamente reducido a NH3 por
diazétrofos procariotas (como las cianobacterias) que fijan el N2 y el nitrégeno
inorganico producido es oxidado a nitrato (Figura 1.1) (Cabello y col, 2004). La fijacion
bioldgica del N2 es una etapa importante del ciclo del nitrégeno, que, generalmente, es un
proceso estrictamente anaerobio. La formacion de nitrato a partir de amonio es
catalizado secuencialmente por dos grupos de bacterias aerobias: un grupo oxida el
amonio a nitrito, el segundo grupo oxida el nitrito a nitrato, proceso conocido como
nitrificacion. El tercer proceso de importancia del ciclo del nitrégeno es la
desnitrificacion que permite la reduccion del nitrato a N2 (producto final del ciclo) por

medio de bacterias facultativas.

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 7



Introduccion
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Figura 1.1 El ciclo del Nitrégeno. El nitrégeno molecular es removido de la atmdsfera y regresado a ella

mediante una serie de reacciones de oxidacion y reduccidn.

Algunos procesos biologicos se han desarrollado para la eliminacion de
compuestos nitrogenados, como una alternativa al proceso convencional de nitrificacion-
desnitrificacion. Entre ellos, se puede encontrar al proceso conocido como SHARON
(single reactor system for high activity ammonium removal over nitrite), que consiste de
una nitrificaciéon parcial (oxidacién de amonio a nitrito) y su desnitrificacién posterior
(Hellinga y col 1998); el proceso ANAMMOX (anaerobic ammonia oxidation), que es la
oxidacion anaerobia de amonio a nitréogeno molecular, empleando nitrito como aceptor
de electrones (Broda, 1977; Strous y col., 1988; Strous 1999), el proceso llamado OLAND
(oxygen limited autotrophic nitrification and denitrification), en el cual el amonio es

oxidado a Nz con nitrito como aceptor de electrones bajo condiciones limitadas de
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oxigeno (Kuai y Verstraete, 1998), entre otros. Aunque estos procesos presentan varias
ventajas como una menor demanda de oxigeno, utilizacién de un solo reactor, entre
otras, también tienen varias desventajas, como por ejemplo, en el arranque del reactor se
pueden presentar competencia entre las bacterias autotréficas anammox y las bacterias

desnitrificantes (Ahn, 2006).

Aunque existen también diversos métodos fisicoquimicos para la eliminacion del
nitrégeno, tales como: intercambio i6nico, 6smosis reversa, catalisis y electrodialisis, el
uso de estos procesos esta limitado por los altos costos de capital y energia. Ademas del
problema que representa la generacidon de grandes volimenes de desechos de salmuera
(Shrimali and Singh, 2001). En contraste, los procesos biolégicos como nitrificacion
seguida por la desnitrificacién parecen ofrecer un tratamiento biologico para la
eliminacién del nitrégeno sin la necesidad de un post-tratamiento ya que el nitrégeno es
transformado hasta Nz, por lo tanto podria ser un proceso costo-efectivo atractivo y
amigable con el ambiente. Sin embargo, parece ser que son procesos mas lentos que los
fisicoquimicos, por lo que es necesario desarrollar procesos o reactores que mejoren las

velocidades de reaccion.

1.3 Nitrificacion

La nitrificacién es un proceso aerobio que permite la oxidaciéon del amonio hasta
nitrato, es llevado a cabo por bacterias quimiolitoautotrofas, pertenecientes a la familia
Nitrobacteraceae. El proceso se lleva a cabo en dos etapas, los cuales involucran dos
grupos diferentes de bacterias. En la primera etapa las bacterias amonio oxidantes (AOB)
oxidan el amonio a nitrito, mediante dos pasos, el amonio es primero oxidado a
hidroxilamina la que, posteriormente, se oxida a nitrito (Ecuacion 3). En la segunda etapa
las bacterias nitrito oxidantes (NOB) oxidan el nitrito a nitrato (Ecuacion 4) (Bathe y col
2000). Las bacterias AOB se han clasificado en cinco géneros diferentes: Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibrio y Nitrosolobus. Mientras que los géneros que se
han encontrado de las bacterias nitritooxidantes son Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus

y Nitrospira. Aunque recientemente se han observado arqueas nitrificantes (Konneke y
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col,, 2005). En cada etapa las bacterias utilizan amonio o nitrito como fuente de energia y
oxigeno como aceptor de electrones. Como se mencion6 antes, la oxidacién de amonio a
nitrito se lleva a cabo en dos pasos. En el primero, la enzima amonio monooxigenasa
(AMO) cataliza la oxidacién de amonio a hydroxilamina (NH20H) (Ecuacién 5) y en el
segundo paso la enzima hidroxilamina oxidoreductasa (HAO) cataliza la oxidaciéon de

NH20H a nitrito (Ecuacién 6). (McCarty ,1999)

NHs* + 1.5 O2 —> NO2- + 2H* + H20 AGO’=-274.7 k] /mol (3)

NOz- + 0.5 02 —> NOz- AG'=-74.1 k] /mol (4)
NH4+ + 0.5 O2 - NH20H + H* -8.2 k] /mol (5)
NH20H + 02 — NOz- + H* + H20 -266.5 k] /mol (6)

Como se aprecia en los cambios de energia (AG°") la transformaciéon de NH20H a
nitrito es el paso en el que las bacterias amonio oxidantes obtienen principalmente su
energia. Sin embargo, la produccién de ATP es baja y, por lo tanto, se genera poca
biomasa, porque podria estar limitada la disponibilidad de energia para la biosintesis

celular (Beristain-Cardoso y col., 2009).

La oxidacion de nitrito a nitrato es catalizada por el complejo enzimatico llamado
nitritooxidoreductasa (NOR). El nitrito es el donador de electrones, mientras que el
oxigeno es el aceptor final de electrones. La energia libre obtenida de la oxidacién del
nitrito es solo de -74.1 kJ/mol, como consecuencia el crecimiento podria ser aiin mas

escaso que en las AOB.

Entre los factores que afectan la nitrificacion, se encuentran la temperatura, el pH,
la concentraciéon de amonio, la concentracién de nitrito, la materia orgdnica y bajas
concentraciones de oxigeno. Se ha mencionado que las nitrito oxidantes pueden inhibirse
por la concentracion de nitrito debido a un posible cambio en el pH por la formacién de

acido nitroso (Abeling y col, 1992), las nuevas alternativas buscan que ocurra este
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fendmeno de acumulacién de nitrito para inhibir la nitratacién y de esta manera tener un
menor consumo de oxigeno y poder acoplar el consumo de nitrito a otro proceso ya sea

desnitrificacion o Anammox.

1.4 Desnitrificacion

La desnitrificacion es una de las principales etapas del ciclo del nitrogeno.
Contrarresta la fijacion del N2 con la formaciéon de N2 a partir de nitrato. En la
desnitrificacion el nitrato o nitrito son usados como aceptores terminales de electrones
en la respiracion, en lugar del oxigeno, proceso conocido como respiraciéon anoxica. La
desnitrificacién es un proceso respiratorio anéxico organotréfico o litotréfico, que
implica la reduccién de nitrato (NOs3-) hasta N (Figura 1.2), aunque pueden ocurrir una
desnitrificacién parcial con acumulaciéon de intermediarios nitrogenados (por ejemplo:
6xido nitroso), lo cual dependera de las condiciones ambientales que estén presentes
como la estequiometria, pH, C/N, temperatura, sustrato, etc., (Betlach y Tiedje, 1981;

Thomsen y col,, 1994; Bing-Jie y Han-Qing, 2007).

NO,-

Nitrato reductasa
(Nar)

NO,"
Nitrito reductasa
(Nir)

NO I

Y

Oxido nitrico reductasa
(Nor) Atmosfera

N,O 5

Oxido nitroso reductasa
(Nos)

Y

N,

Figura 1.2 Ruta enzimdtica de la reduccién del nitrato a N.. La nitrato reductasa ha sido encontrada no
s6lo en bacterias desnitrificantes sino también en bacterias entéricas (E. coli), mientras que la nitrito

reductasa parece estar presente en todas las bacterias desnitrificantes
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1.4.1 Microbiologia de la desnitrificacion

La desnitrificacion es llevada a cabo por bacterias facultativas denominadas
bacterias desnitrificantes. Sin embargo, recientemente se ha observado actividad
desnitrificante no solo en bacterias sino en algunas Archaea y Eukarya (Hayatsu y col.
2008). Las enzimas nitrato y nitrito reductasas han sido encontradas en el genoma de
Crenarchaeota y Euryarchaeota. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la informacién
sobre su funcién y datos de secuencia no estan disponibles (Cabello y col. 2004). Hacen
faltan mas estudios que ayuden a dilucidar las similitudes de las enzimas nitrato y nitrito
reductasas de arquaeas y bacterias. Dentro de Eukarya hay algunos hongos que tienen la
capacidad de reducir el nitrato a Nz (Shoun y col. 1992). Las bacterias desnitrificantes
tienen la capacidad de utilizar 6xidos de nitr6geno como aceptores terminales de
electrones en la bioenergética celular en condiciones anaerobias principalmente, aunque
se ha reportado en condiciones microaerofilicas y ocasionalmente en condiciones
aerobias (Bothe y col 2000). En la Tabla 1.1 se presentan algunos géneros bacterianos
que desnitrifican. Las bacterias desnitrificantes son bioquimica y taxonémicamente muy
diversas, incluyen géneros de todas las clases de proteobacterias. Algunas son
heterétrofas y otras utilizan compuestos de un carbono, mientras que otras pueden
crecer autotroficamente sobre Hz, CO2 o compuestos reducidos de azufre como el sulfuro.
La mayoria tienen todas las reductasas necesarias para la reduccidon de nitrato a N:
(Figura 1.2), sin embargo a algunas les falta la nitrato reductasa y son dependientes de
nitrito. Otras bacterias les falta la 6xido nitroso reductasa y tienen como producto final el
N20 (Knowles, 1982). Siendo al parecer, la enzima nitrito reductasa la que esta presente
en todas las bacterias desnitrificantes, de hecho a partir de esta enzima se han
construido cebadores para realizar seguimientos poblacionales de las bacterias

desnitrificantes (Braker y col., 1998).
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Tabla 1.1. Algunos géneros microbianos que incluyen bacterias con actividad desnitrificante

Clase Orden Familia Género
Alfa Proteobacteria Sphingomonadales Erythrobacteraceae Erythrobacter
Spirillaceae Aquaspirillum

Rhodosoirillales Rhodospirillaceae Azospirillurn
Rhodobacterales Rhodobacteraceae Paracoccus
Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium
Rhizobiales Bradyrhizobiaceae =~ Rhodopseudomonas

Gamma Aeromonadales Aeromonadaceae Aeromonas

Proteobacteria Oceanospirillales =~ Halomonadaceae Halomonas
Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
Thiotrichales Thiotrichaceae Beggiatoa
Vibrionales Vibrionaceae Vibrio
Xanthomonadales Xanthomonadaceae Xanthomonas

Beta Proteobacteria  Burkholderiales Alcaligenaceae Achromobacter
Burkholderiales Alcaligenaceae Alcaligenes
Hydrogenophilales Hydrogenophilaceae Thiobacillus
Neisseriales Neisseriaceae Chromobacterium
Neisseriales Neisseriaceae Neisseria
Rhodhocyclales Rhodocyclaceae Azoarcus

Delta Proteobacteria  Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio

Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
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La mayoria de las bacterias desnitrificantes son gram negativas. Estas bacterias
presentan dos membranas lipidicas (a diferencia de las gram positivas que solo
presentan una membrana), en medio de ellas se localiza una delgada pared celular de
peptidoglicano que, al tefiirse con la tinciéon de gram, no retienen el colorante de ahi su
nombre de bacterias gram negativas. El péptidoglicano es un polisacarido formado por
cadenas de unidades alternadas de N-acetilglucosamina y N-acetilmurdmico. La
membrana externa de las bacterias gram negativas ésta compuesta de fosfolipidos,
polisacaridos y proteinas. Los lipidos y polisacaridos estan estrechamente unidos
formando estructuras estrechamente unidas denominadas lipopolisacaridos (LPS). La
membrana externa es relativamente permeable a pequefias moléculas, debido a la
presencia de unas proteinas llamadas porinas, que actian como canales de entrada y
salida de sustancias hidrofilicas de bajo peso molecular. La pared celular de las gram
negativas estd compuesta por varias capas, mientras que la pared de las gram positivas
suele ser mas ancha (Figura 1.3). La regién situada entre la membrana externa y la

membrana interna se le denomina periplasma.

Gram positiva Gram negativa

7~ [~ Peptidoglicano

Peptidoglicano j/‘f'
S
(
[E)\ j Membrana
[\ Sy’
\

Membrana Periplasma

Membrana

externa
a) b)

Figura 1.3. Paredes celulares de bacterias gram positivas y gram negativas.
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Una de las funciones de la membrana externa es retener algunas enzimas situadas
en el periplasmas, entre ellas las enzimas hidroliticas, que llevan a cabo la
transformacion inicial de algunos nutrientes, proteinas de union, que inician el proceso

de transporte de sustratos y quimioreceptores (Madigan y col. 2004)

1.4.2 Bioquimica de la desnitrificacion

En la desnitrificacion intervienen una serie de enzimas que catalizan cada paso de
reducciéon del nitrato a N2. La enzima nitrato reductasa reduce el nitrato a nitrito; la
nitrito reductasa cataliza la reduccién de nitrito a NO, seguido por la 6xido nitrico
reductasa que reduce el NO a 6xido nitroso y por dltimo la 6xido nitroso reductasa, cuyo
producto final es el N;. Estas enzimas desnitrificantes son sintetizadas cuando el oxigeno
no esta disponible (Betlach, 1981). En la Figura 1.4 se muestra un posible arreglo de las

enzimas desnitrificantes en la célula bacteriana y a continuacion se describen

individualmente.

NO, N,
Membr‘ana ’::‘;. " .),.,. 00 ans 0 ) 2000 ou:o:.\' -..:)"ann n.:n :.:.:"':’:.(:"‘.““:g:'
eXterna L N T L Y 2 DT T unn“'
Periplasma #

NO, NO NO

NO -
Membrana ks g
interna btk ipod
| hno,

Citoplasma ‘

NO,

Figura 1.4. Modelo hipotético de la via desnitrificante en Pseudomonas stutzeri propuesto por Lalucat y

col., 2006.
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1.4.2.1 Primera etapa: nitrato reductasa (Nar, Nap).

El nitrato se reduce a nitrito en el primer paso de la desnitrificacién, por la nitrato
reductasa. Existen dos tipos de nitrato reductasas desasimilativas que han sido
encontradas en bacterias denitrificantes. Una es la nitrato reductasa unida a la
membrana (Nar) y la otra es la nitrato reductasa localizada en el periplasma (Nap). La
Nar esta ampliamente distribuida encontrandose no sélo en bacterias desnitrificantes,
sino también en bacterias entéricas como E. coli, donde se ha estudiado extensamente
(Berks y col, 1995); ademas, ha sido estudiada en Pseudomnas stutzeri, Paracoccus
denitrificans, Bacillus holodenitrificans, entre otras (Craske y Ferguson, 1986; Bliime y
col, 1991, Ketchum y col, 1991). La Nar se compone de tres subunidades con masa
molecular de 118 a 150 kDa para la subunidad o, 55 a 64 kDa para la By 19 a 21 kDa
para la y (Carlson y col., 1982; Ishizuka y col., 1984; Craske y Ferguson, 1986; Ketchum y
col,, 1991). La subunidad o contiene molibdeno como cofactor, en forma de dinucleétido
de molibdopterina y guanina, el cual es el sitio activo de la enzima. Esta enzima esta
anclada a la membrana citoplasmatica por la subunidad y. Las tres subunidades son
codificadas por el operdn narGH]JI. La otra nitrato reductasa desasimilativa se encuentra
en el periplasma, por lo que se conoce como nitrato reductasa periplasmatica, y esta
compuesta por dos subunidades NapA y Nap B de 90 y 19 kDa, respectivamente (Berks,
1994). La subunidad grande contiene al cofactor molibdeno y al grupo [4Fe-4S]. Son
codificadas por el operén nap (Ellington y col., 2006)

De igual forma ambas enzimas presentan caracteristicas bioquimicas diferentes.
La nitrato reductasa unida a la membrana utiliza al NADH como donador de electrones y
su actividad es inhibida por azida (Bell y col., 1990). Mientras que la nitrato reductasa
periplasmatica no es sensible a bajas concentraciones de azida y no puede usar el NADH
como donador de electrones. Ademas, la enzima nitrato reductasa periplasmatica se
expresa tanto en condiciones aerobias como en anaerobias (Bedzyk y col, 1999),
mientras que la enzima unida la membrana sé6lo en condiciones andxicas. La reaccién de
la Nar se podria esquematizarse de la siguiente manera (Jetten y col., 1997):

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 16



Introduccion

NO3- + UQH2 — NO2- + UQ + H20 (7)
Donde: UQH:? es ubiquinona reducida y UQ es ubiquinona.

Se ha estimado la Km aparente de la Nar en cultivos axénicos y en enzimas
purificadas, obteniendose valores desde de 0.15 uM hasta 15 mM (Betlach y Tiedje,
1981; Blime y col, 1991; Ketchum y col, 1991; Sung y col, 2002). Estas diferencias
pueden deberse a las condiciones ambientales empleadas asi como al tipo de donador de
electrones utilizado y el tipo de microorganismo, entre otros factores. Por ejemplo,
Ketchum y col. (1991) observaron que la Km para reduccién de nitrato a nitrito
utilizando menadiol fue 50 veces mas baja que cuando se utilizé6 metil viol6geno. Sin
embargo a pesar de esas diferencias los valores de Km nos indican una alta afinidad de la

enzima por el sustrato

La actividad de la Nar se inhibe por azida, tiocianato, cianida, cloranfenicol y
agentes que quelan o compiten con el molibdeno como el tungsteno (Carlson y col., 1982;

Wu y Knowles, 1995).

1.4.2.2 Segunda etapa: nitrito reductasa (Nir)

En el segundo paso de la desnitrificacion, el nitrito se reduce a 6xido nitrico,
reaccion catalizada por la nitrito reductasa. Existen dos tipos de nitrito reductasas,
ambas son estructuralmente diferentes pero funcionalmente equivalentes y se
encuentran localizadas en el periplasma (Zumft, 1997). Una contiene cobre (Nir-Cu) y la
otra contiene el citocromo cd; (Jetten y col., 1997), estan codificadas por los genes nirK'y
nirS respectivamente. Ambos genes han sido encontrados en cepas diferentes de la
misma especie por lo que se piensa que no existe relaciéon entre el género o especie del
microorganismo con el tipo de nitrito reductasa presente. Sin embargo se piensa que son
genes mutuamente excluyentes (Coyne y col., 1989). La enzima citocromo cd: ha sido
encontrada de manera mas abundante en muestras ambientales, sin embargo la Nir-Cu,

al parecer, esta distribuida en un nimero mayor de grupos bacterianos (Ye y col,, 1993).
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Los estudios realizados hasta el momento, indican que todas las bacterias

desnitrificantes presentan alguno de estos dos genes.

La Nir-cd: es una enzima soluble en agua localizada en el periplasma, ha sido
purificada de una gran variedad de bacterias desnitrificantes, incluyendo, Pseudomonas
aeruginosa, Paracoccus denitrificans, Paracoccus pantotropha, Alcaligenes feacacalis,
Pseudomonas stutzeri, entre otras (Lams y Nicholas, 1969; Iwasaki y Matsubara, 1971;
Gudat y col,, 1973; Zumft y col., 1988; Moir y col,, 1993). Esta enzima también puede
reducir el oxigeno a agua. La enzima tipicamente consiste de dos subunidades idénticas
de masa molecular de 60 kDa, cada una contiene un grupo prostético hemo c
covalentemente unido a la cadena de polipéptidos y un grupo hemo d: asociado no
covalentemente con la proteina (Averill, 1996). El dominio hemo c es una estructura o-
helicoidal, parecida a la del citocromo clase 1. El dominio del hemo d1 consiste de una

estructura -hélice alrededor del hemo di (Averill, 1996).

La Nir-Cu ha sido aislada de diversas bacterias desnitrificantes que incluyen
especies de Pseudomonas, Alcaligenesis, Bacillus, Rhodopseudomonas, entre otros
(Kakutani y col., 1981; Michalski y Nicholas, 1985; Zumft y col.,, 1987; Denariaz y col,,
1991). Inicialmente, esta enzima fue reportada como un dimero de subunidades
idénticas, con masa molecular de 30-40 kDa (Denariaz y col,, 1991; Zumft y col., 1987).
Sin embargo, ahora se conoce que, la mayoria si no todas, las Nir-Cu son triméricas con
dos atomos de cobre por monémero (Godden y col, 1991). Cada subunidad tiene un
atomo de cobre tipo 1 (cobre azul) y un &tomo de cobre tipo 2 (cobre no azul). El &tomo
de cobre tipo 1 esta ligado por 2His, Cis y Met, acepta un electrén de la proteina donador
y muestra un intenso color azul o verde. El cobre tipo 2 esta ligado por 3His y un solvente

(H20, OH"), es un centro de reduccidn del nitrito a NO (Suzuki y col.,, 1999).

Ambas enzimas, ademas de presentar diferencias estructurales, también
presentan algunas diferencias bioquimicas. La enzima Nir-Cu present6 una inhibicion de

su actividad en presencia de dietilditiocarbomato mientras que la enzima citocromo cd1
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no fue inhibida en presencia del quelante (Sphapleigh y Payne, 1985). Se ha observado
que, a diferencia de Nir-cdi, Nir-Cu produce cantidades significativas de N20 a partir de
NOz;, pero solo cuando se acumulan niveles considerables de NO (Jackson y col., 1991).

La reduccién del nitrito se puede representar de siguiente la manera (Jetten y col.,, 1997):
NO2" + Cul*+ 2H* - NO + H20 + Cu?* (8)

NO2" + c2*+ 2H* > NO + H20 +c3* (9

Donde: c2* es citocromo reducido y c3* es citocromo oxidado.

La Km de la reduccién de nitrito a 6xido nitrico por la Nir-cd; ha sido estimada en
un intervalo de 6-46 uM (Lam y Nicholas, 1969; Gudat y col.,, 1973; Betlach y Tiedje,
1981). Mientras que la Km de Nir-Cu, ha sido estimada en un intervalo de 3.13-750 uM
(Gudat y col., 1973; Michalski y Nicholas, 1985; Kakutani y col., 1981). Las diferencias en
los valores de Km obtenidos se pueden deber a las condiciones ambientales empleadas y
el tipo de microorganismo, entre otras. La actividad de la nitrito reductasa es inhibida

por CN- (Silvestreni y col., 1994), asi como por su producto NO, entre otros.

1.4.2.3 Tercera etapa: é6xido nitrico reductasa (Nor)

En la tercera etapa, actiia la enzima 6xido nitrico reductasa que se localiza en la
membrana citoplasmatica y cataliza la reduccidn de 6xido nitrico a 6xido nitroso (Carr y
Ferguson, 1990). Se han descrito dos grupos de Nor; uno de cadena corta (450
aminoacidos), llamada scNor también llamada cNor (citocromo bc1) y otro de cadena
larga (cerca de 760 aminoacidos) llamada 1cNOr, también conocida como gqNOR (Lulucat
2006). Esta division corresponde a las especificidades del electron donador: las cNor son
parte de un complejo citocromo c, mientras que las IcNor obtienen sus electrones de
hidroquinonas o menahidroquinonas. Las Nor mas estudiadas son las cNor, que han sido
aisladas de Paraccocus halodenitrificans, Paracoccus denitrificans, Pseudomonas stutzeri

(Heiss y col.,, 1989; Fujiwara y Fukumori, 1996; Sakurai y Sakurai, 1998). La Nor es
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miembro de la gran familia hemo-cobre oxidasa y tiene una gran similitud con las c
oxidasas. Es una enzima hemoproteina constituida por dos subunidades, una de 15-17
kDa que contiene un grupo hemo c y otra de 34-53 kDa que contiene un grupo hemo b.
(Heiss y col, 1989; Fujiwara y Fukumori, 1996; Jetten y col, 1997). La subunidad
catalitica de la Nor es un centro binuclear (de Alto y bajo espin). El centro de alto-espin
contiene un grupo hemo de hierro y un segundo grupo metal nohemo (Fe), que es
llamado FeB. El centro de bajo espin, un grupo hemo metal, actia como un centro de
transferencias de electrones entre el donador y el centro binuclear (Lulucat, 2006). La

reaccion de la Nor podria esquematizarse de la siguiente manera (Jetten y col., 1997):
2NO + 2¢2* + 2H* — N20 + H20 + 2¢3+ (10)
Donde: c2* es citocromo reducido y c3* es citocromo oxidado

La Km de la enzima purificada obtenida de Paracoccus denitrificans o
Pseudomonas stutzeri, tuvo un valor en un intervalo de 0.25 pM - 60 uM (Heiss y col,,
1989; Carr y Ferguson, 1990; Fujiwara y Fukumori, 1996). La actividad de la Nor puede
ser inhibida por detergentes como el Ttriton X-100, acidos grasos volatiles, ionoferos,
cianida, azida, entre otros (Jones y col.,, 1993; Wu y Knowles, 1995; Wu y col,, 1995;
Zumft, 1997)

1.4.2.4 Cuarta etapa: o6xido nitroso reductasa (Nos)

La ultima etapa es la reduccion del 6xido nitroso a Nz, en este paso se completa la
desnitrificaciéon (Ecuacién 11). Es catalizada por la é6xido nitroso reductasa (Nos), y
representa un proceso respiratorio ya que muchas bacterias, incluyendo Escherichia coli,
son capaces de crecer utilizando N20 como aceptor de electrones para la reduccién de
compuestos organicos. Es decir, que la reduccién de éxido nitroso esta acoplada a la
conservacion de la energia mediante la formacion de ATP. La N20 reductasa es una
enzima soluble y esta localizada en el periplasma (= 120 kDa). Esta enzima ha sido

estudiada en bacterias fototrofas, heterétrofas y quimiolitétrofas. La enzima contiene
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ocho atomos de cobre y estd compuesta de dos subunidades presumiblemente idénticas
(Coyle y col., 1985). En esta enzima periplasmatica, al parecer el cobre es el tinico centro
redox (Ferguson, 1994). Sin embargo se ha sugerido la forma homodimérica de

aproximadamente 72 KDa en A. cycloclastes (Hulse y Averill, 1990).

La enzima exhibe, al parecer, un sitio catalitico llamado CuZz. Este comprende un grupo de
cuatro iones de cobre unidos a siete histidinas y otros tres ligandos que de acuerdo con
su estructura parecen ser OH- o H20 y, posiblemente, un ligando sulfuro (Rasmussen y
col,, 2000). La reduccién del 6xido nitroso podria representarse de la siguiente manera

(Jetteny col., 1997):
N20 + 2c%* + 2H* — N2 + H20 + 2¢3+ (11)

Donde: c2* es citocromo reducido y c3* es citocromo oxidado

La Km de la reduccién de 6xido nitroso a N2 ha sido estimada en un intervalo de 2-
6uM (SooHoo y Hollocher, 1991; Berks y col,, 1993). La actividad de la Nos se afecta por
el acetileno, CO, azida y cianida mediante una inibicién reversible y de tipo no

competitivo, aunque el mecanismo se desconoce (Kristjansson y Hollocher, 1980).

Se ha sugerido que el paso mas lento de la desnitrificacidn es la reducciéon de N20
a Nz (Cervantes y col., 1998), por lo que es probable que haya acumulacién transitoria de
N20. Lo cual representa un problema ambiental ya que se considera que el 6xido nitroso
representa un peligro potencial 300 veces mas alto que el diéxido de carbono, ya que es
un gas con efecto invernadero importante y se le atribuye una contribucién del 6% en el

calentamiento global (Henry y col., 2006).

1.4.3 Fisiologia de la desnitrificacion

En la desnitrificacion es necesaria la presencia de un sustrato oxidable que
suministre el poder reductor para la transformaciéon de nitrato a Nz En la

desnitrificacion organotrofica, el poder reductor es suministrado por sustratos organicos
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como acetato, etanol o glucosa (Akuna y col., 1993; Cuervo-Lépez y col., 1999; Avad y col.
2010). De tal manera que, a través de este tipo de desnitrificacién, se puede eliminar
simultdaneamente materia carbonada y nitrogenada. En la desnitrificacion litoautotrofica,
el H2 o compuestos reducidos de azufre (S°, S2-, S2032-, S4022-, SO32-) son usados como
fuente de electrones, mientras que la fuente de carbono es diéxido de carbono, el cual es
fijado a través del ciclo de Benson-Calvin (Kuenen y col., 1992). Ademas, es posible tener
una desnitrificacién lito-organotréfica, donde ambos compuestos organicos e
inorganicos son usados como fuentes de electrones (Beristain-cardoso 2008, Meza,

Escalante y col.,, 2007, Reyes Avila 2004).

1.4.3.1. Fuentes alternativas de electrones

La disponibilidad de la fuente de electrones es un factor muy importante que
controla la actividad de los heterotrofos. El tipo de reductor utilizado puede influir en la
actividad de las enzimas desnitrificantes. Hay algunos estudios que han evaluado el
efecto de diferentes sustratos sobre la desnitrificacién. En este sentido, Peng y col.
(2007) utilizando etanol, acetato y metanol observaron que la velocidad especifica
desnitrificante fue mayor cuando se utilizé acetato (12 mg N/ g SSV h) y la menor fue
cuando se utiliz6 metanol (3.2 mg N/ g SSV h). Recientemente, Adav y col.,, (2010)
utilizando acetato, etanol o metanol como fuente de electrones, encontraron que la
velocidad especifica de consumo de nitrito fue distinta en los tres casos, siendo de 2.07,
1.6 y 1.2 mg N-NOz-/g SSV h, respectivamente, siendo mas alta con acetato. El acetato es
un sustrato ampliamente empleado, debido a que se han obtenido, generalmente, valores
de eficiencia cercanas al 100%, rendimientos y velocidades desnitrificantes grandes,
comparado con otros sustratos (Tabla 1.2) (Cuervo-Lopez y col., 1999; Pefia-Calva y col.,,
2004; Martinez-Hernandez y col.,, 2009). Es quizas por esta razdn, que se ha sugerido que
el uso de acetato podria mejorar la desnitrificacion en la aguas residuales industriales
(Ginige y col., 2005). También es probable que el tipo de fuente de carbono pudiera
influir sobre la via metabdlica a seguir. Akuna y col. (1993), utilizando diferentes

sustratos organicos (acetato, glicerol, glucosa, lactato y metanol) en presencia de nitrato
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y nitrito, encontraron que, cuando se utilizé glucosa y glicerol, se favoreci6 el proceso
fermentativo asi como la desasimilacién reductiva del nitrato a amonio (DNRA),
mientras que con los sustratos restantes, la desnitrificacion fue la via principal. La fuente
de electrones también puede influir en la acumulacién de algunos intermediarios

nitrogenados como el nitrito.

En varios trabajos se ha observado la acumulacién de nitrito en cultivos en
presencia de diversos compuestos fendlicos (Tschech y Fuchs, 1987; Thomas y col.,,
2002; Meza-Escalante y col., 2008; Cervantes y col., 2009). Meza-Escalante y col. (2008)
proponen la posibilidad de que la enzima nitrito reductasa fue inhibida por la presencia

del p-cresol.

El rendimiento energético obtenido por desnitrificacion depende del donador de
electrones utilizado. En la Tabla 1.3 se muestran los cambios en la energia libre de la
desnitrificacion en presencia de diferentes fuentes de electrones. Se puede observar que,
en todos los casos, es un proceso exergdénico y que los cambios en la energia libre
dependen de la fuente de electrones utilizada. En términos cinéticos, las diferencias
obtenidas también van a depender del donador de electrones utilizado. En cuanto al
rendimiento energético, en términos generales podemos decir que la desnitrificacion
organotrofica tiene un rendimiento energético mayor comparado con la desnitrificacion

litotrofica (Tabla 1.3).

Ademas de la fuente de electrones, existen otros factores que pueden induciry /o
controlar el proceso desnitrificante, como el oxigeno, presencia de 6xidos de nitrégeno,
etc. Asi como también se puede considerar el efecto que ocasionan diversos factores
ambientales, como el pH, la temperatura, la relacién carbono/nitrégeno (C/N), entre

otros.
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Donador cultivo qc? qn Ec Enos- Yhcos- Yn2 Ref.
Acetato Continuo 97.0+2 99.0+1 0.78 +0.03 0.82 +0.08 Martinez-Hernandez y col.,
UASB 2009
Acetato Continuo _ 114.69b 99.8 Cuervo Lépez y col.,, 1999
UASB
Acetato Lote 410 %20 340+18 98x0.5 99+ 0.6 0.98 £ 0.01 0.98+0.02  Pefa-Calvay col, 2004
Benceno Lote 0.25¢ Burland y Edwards, 1999
Fenol Lote 83+8 86+2 100% 100% 0.9 +£0.03 =1 Beristain-Cardoso y col,
2009
p-cresol Lote 180+x4.0 200x8.0 __ _ 0.74 £ 0.004 0.48 +0.002 Cervantesy col., 2009
Tolueno Lote 100 100 0.83+0.02 0.96+0.02  Peina-Calvay col., 2004
m-Xyleno  Lote 45+ 0.6 45+0.8 0.86 +0.01 0.96 +0.03  Pefia calvay col,, 2004

amgCoN/gSSvd
bmgCoN/gMLSSVh
cmgCoN/Ld
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Tabla 1.3 Valores de AG®’ para el proceso desnitrificante en presencia de diferentes fuentes de electrones.

Sustrato Ecuacion AG”’
(kJ/reaccion)
H> Hz + 0.4 NO3 + OH+ 1.4H* — 0.2N2 + 2.2H20 =222
Metanol CH40 + 1.2 NO3 + 0.2H* — 0.6N2 + HCO3 + 1.6H20 -649
Acido acético  CH3COOH + 1.6 NOz- — 2C02 + 0.8Nz + 1.60H- + 1.2H20  -843
Etanol C2HeO + 2.4N03" + 0.4H* — 1.2N2 + 2HCO3 + 2.2H20 -1230
Glucosa CeH1206 + 4.8NO3- — 2.4N; + 6HCO3 + 1.2H* + 2.4H20  -2686
Benceno CeHe + 6NO3" — 3N2 + 6HCO3- -2977
Tolueno C7Hg + 7.2N0O3" + 0.2H* — 3.6N2 + 7HCO3- + 0.6H20 -3524
Xileno CgH1o + 8.4NO3" + 0.4H* — 4.2N> + 8HCO3  + 1.2H20 -4136
Fenol CsHs0O + 5.6NO3- + 0.2H20— 2.8N2 + 6HCO3 + 0.4H* -2818
p-cresol C7HgO + 6.8NO3- — 3.4N2 + 7HCO3  + 0.2H* + 0.4H20 -3422
2-clorofenol  CeHsCIO + 5.2N03" + 1.4H20— 2.6N; + 6HCO3  + 1.8H* + -2742
Cl-
sulfuro S2-+ 1.6NO3" + 1.6H* — S04% + 0.8N; + 0.8H20 -743

1.4.3.2 Efecto del oxigeno

El oxigeno puede tener un efecto a nivel de transcripcién enzimatica o bien a nivel
de actividad de la propia enzima. Con respecto al nivel de transcripcion, la mayoria de las
bacterias desnitrificantes requieren condiciones de anoxia para que las enzimas
desnitrificantes se sinteticen. Este mecanismo se desconoce, sin embargo se cree que
participa el producto del gen fnr, que se requiere para la expresion de los genes
anaerobios en E. coli. (Ferguson, 1987). El regulador transcripcional de E. coli FNR
controla la expresién de muchos genes requeridos para el metabolismo anaerobio. Estos
actuan como sensores del nivel de oxigeno y activadores de los genes reguladores. Genes
funcionales homélogos de FNR estan presentes en Proteobacterias facultativas (Unden y

col, 1995).
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Existe evidencia que sugiere que el control del oxigeno sobre la nitrato reduccion
parece residir en el transporte del nitrato a través de la membrana citoplasmatica
(Hernandez and Rowe, 1988). El grado de inhibicidn parece depender del tipo de enzima
y del tipo de microorganismo. Por ejemplo, en cultivos de Pseudomonas aeruginosa el
consumo de nitrato se inhibi6 por la presencia de oxigeno (0.2% de saturacion)
(Hernandez y Rowe, 1987); mientras que Davies y col. (1989) encontraron que
Paracoccus denitrificans es capaz de reducir el nitrato hasta 6xido nitroso en presencia
de oxigeno. Los estudios realizados hasta el momento indican que el oxigeno afecta el
consumo de nitrato en un intervalo de concentraciones de 0.08 a 7.7 mg de oxigeno/L
(Wilson and Bouwer, 1997). Las diferencias encontradas en el intervalo de
concentracion de oxigeno pueden depender de la concentracién celular, concentracién
de nitrato e incluso el tipo de donador de electrones utilizado. También se ha observado
que la enzima éxido nitroso reductasa es mas sensible a la presencia de oxigeno que las
otras enzimas que participan en las etapas del proceso desnitrificante, ya que se ha
observado en varios trabajos la acumulacién de 6xido nitroso en presencia de oxigeno
(Betlach y Tiedje, 1981; Hochstein y col, 1984). Las evidencias muestran que la
presencia de oxigeno también podria afectar la reduccién de nitrato a N3, afectando el
rendimiento y la eficiencia de consumo, debido a un posible consumo de las fuentes

donadoras de electrones.

1.4.3.3 Efecto de los oxidos de nitrégeno

Los oOxidos de nitréogeno tienen también diversos efectos sobre el proceso
desnitrificante. El efecto del nitrato es quizas el mejor estudiado, se ha observado que la
velocidad de la desnitrificaciéon depende de la concentracion de nitrato (Knowles, 1982),
también se ha observado que concentraciones altas de nitrato inhiben completamente el
proceso (Blackmer y Bremner, 1978). Sin embargo, se ha reportado que concentraciones
hasta 6.2 NO3- g/L no inhiben la reduccién de N;0 en Alcaligenes odorans (Betlach y
Tiedje, 1981). El nitrito disminuye la actividad desnitrificante a partir de una

concentracion 0.4 g NO2/L (Shimizu y col,, 1978). Algunos autores han sugerido que la
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inhibicién que se presenta es debida a la disminucién en el valor de pH por la formacion
de acido nitroso (HNOz) (Glass y col.,, 1995; Baumann y col,, 1997). Sin embargo, los
datos de la concentracion de biomasa utilizada no se menciona y las respuesta del cultivo
estd estrechamente ligada a este parametro. Por otro lado, se ha observado que la
presencia inicial de nitrato estimula la expresion de todas las reductasas en Pseudomonas

Stutzerli, nitrito y 6xido nitroso estimulan la enzima respectiva (Kérner y Zumft, 1989).

1.4.3.4. Efecto del pH y la temperatura

El proceso desnitrificante se desarrolla en un amplio intervalo de pH (6-9), sin
embargo, todo indica que, a valores bajos de pH, se presenta una inhibicién sobre la
reduccion de 6xido nitroso, presentandose una acumulacién de o6xido nitroso y
disminuyendo la eficiencia de formacién de N2 (Thomsen y col,, 1994, Li y col.,, 2008).
Este fendmeno, generalmente, se asocia con la formaciéon de acido nitroso, que es mas
toxico que el nitrito. Se ha sugerido que el HNO2 actiia como un desacoplante de protones
(Almeida y col. 1995). Al parecer, cuando el pH es menor a 5 el producto principal suele
ser NO y N20, para valores de pH arriba de 7 el producto principal suele ser N> (Wicht,
1996).

La temperatura es un factor relevante, ya que incide en la velocidad especifica de
consumo de nitrato y en la velocidad especifica de crecimiento de los microorganismos.
El proceso desnitrificante se puede llevar a cabo en un intervalo de temperatura entre 5
y 35 °C (Lalucat y col., 2006), sin embargo, se ha observado que, a bajas temperaturas, se
incrementan las emisiones de oxido nitroso y/o NO, y disminuye la formacién de N:
(Bailey y Beauchamp, 1973; Bailey, 1976; Dobbie y Smith, 2001). También se ha
reportado que la velocidad especifica de consumo de carbono disminuye cuando
disminuye la temperatura en la desnitrificacion organotrofica (Elefsiniotis y Li 2006). La
temperatura podria generar cambios en la membrana celular (Miller y Koshland, 1976)

0, incluso, en la expresion genética que podrian afectar el consumo de los substratos.
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1.4.3.5. Efecto de la relaciéon carbono/nitrégeno (C/N)

Otro factor relevante es la C/N, generalmente se toma como punto de partida la
C/N estequiométrica. Distinguiéndose tres etapas: 1) Cuando la C/N es menor que la
estequiométrica la desnitrificacion suele ser incompleta, quedando un residual de
nitrato; 2) cuando la C/N es la estequiométrica la desnitrificaciéon es generalmente,
completa, obteniéndose como producto final N2 y 3) cuando la C/N es mayor a la
estequiométrica es probable que ocurra la desnitrificacion seguida por la metanogénesis
de la materia organica residual, lo previamente se ha reportado (Lin y Chen, 1995). La
C/N incluso puede orientar la desnitrificacion o la desasimilacion reductiva del nitrato a
amonio (DNRA), esto fue observado por Akunna y col., 1994 que utilizando relaciones
C/N entre 1.38 y 5.64 observaron que conforme la relacion C/N decrecia la DNRA
también disminuia. Es decir, cuando existe una C/N baja es probable que ocurra la
desnitrificacion puesto que esta reaccidn, libera mas energia por nitrato reducido que la
DNRA (Ecuacién 12 y 13), mientras que a C/N altas, hay mas poder reductor y esto
puede favorecer que la DNRA se presente, asi como la metanogénesis. También se ha
observado que la relacion C/N puede estar relacionada con la acumulacion de

intermediarios desnitrificantes como el nitrito (Oh y Silverstein, 1999).
CH3COOH + 1.6 NO3- — 2CO2 + 0.8N2 + 1.60H- + 1.2H20 (12)
AG°’= -843 k] /reaccién

CH3COOH + 1.6 NO3" — 2CO2 + NH3*+ OH- (13)

AG®’=-533 k] /reaccion
1.4.4 Cinética del proceso respiratorio desnitrificante

Existen diversos modelos que tratan de hacer predicciones de la desnitrificacién
involucrando el crecimiento microbiano. Sin embargo, en el tratamiento de las aguas
residuales no es deseable la formacién de biomasa porque se requiere un tratamiento
posterior de los lodos producidos. Es por ello que los procesos microbianos deberian ser
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desasimilativos, procurando que la formacién de biomasa sea insignificante (Cuervo-
Lépez y col,, 2009). La cinética de la desnitrificacion se puede representar de acuerdo al
modelo de Michaelis-Menten siguiendo la secuencia de sus reacciones enzimaticas: NO3-
—>NO2- - NO — N20. En donde cada paso seguiria el modelo cinético de Michaelis-

Menten:

Vmax S

- > 14
VT Km+s (14

En donde S es concentracion de sustrato, Vmax es la velocidad maxima y Km es la

constante de afinidad enzima-sustrato.

Sin embargo, cuando se utilizan microorganismos como catalizadores, el modelo
que podria representar la cinética de la desnitrificaciéon es el modelo de Monod. De
manera que la cinética de la desnitrificacién, tomando en cuenta ambos sustratos, se

podria representar de la siguiente manera:

v HmE [Kss+ S] i [Knl\-ll- N] (15)

Donde um es la velocidad maxima de crecimiento, K es la contante de saturacion
respectiva y S es la concentracién de sustrato. Sin embargo, se ha considerado que la
desnitrificacion es independiente de la concentracidn de nitrato, debido a que el valor de
Kn (constante de saturacion del nitrato) es muy bajo, alrededor de 0.1 g N-NOs-/L

(Cervantes y col. 2000), dependiendo de las condiciones de cultivo.

Cuando el crecimiento no es medible o tenemos un proceso desasimilativo, la
ecuacion modificada de Monod podria ser utilizada, porque relaciona la concentracion
del sustrato y sus propiedades quimicas de manera que permitiria caracterizar el

proceso. Esta ecuacidn es la siguiente:
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_ gqmaxS
~ Ks+S

qs (16)

Donde gmax es la maxima velocidad de consumo del sustrato, Ks es la constante

de saturacion del sustrato y S la concentracién de sustrato.

Por otro lado, otra manera de representar la desnitrificaciéon es a través de una
expresion matematica que represente el consumo del sustrato, formaciéon de biomasa
(Sx), y producto (Sp) en funcién del tiempo (ecuacion 17). Considerando que en un
proceso eficiente el sustrato residual es cercano a cero, no hay acumulacién de

intermediarios y el sustrato que se va a mantenimiento es muy bajo.

ds dSx dSp

“w A T @ a7)

En muchos procesos biolégicos la velocidad volumétrica de consumo dS/dt es una
cinética de primer orden. Entonces la velocidad volumétrica (r) se puede representar de

la siguiente manera:

r=——=gqs.X (18)

Tomando en cuenta que:

dSx  uX dSp qpX
dt  Yx/s' dt  Yp/s

(19)

Sustituyendo las ecuaciones (18 y 19) en la ecuacién (17), se tiene:

__ K n qp
Yx/Sx Yp/Sp

qs (20)
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Donde p es la velocidad especifica de crecimiento, Y x/Sx es el rendimiento de
formacién de biomasa respecto al sustrato consumido, Y p/Sp es el rendimiento de
formacién de producto respecto al sustrato consumido, qp velocidad especifica de
formacion de producto. En esta ecuacion se resume el metabolismo del cultivo
desnitrificante, donde p / (Y x/Sx), expresa el anabolismo y qp / (Yp/ Sp) el catabolismo
(o el proceso respiratorio). En procesos desasimilativos, la velocidad especifica de
crecimiento puede ser muy pequefia, teniendo rendimientos de formaciéon de biomasa
pequenos, entonces p / (Y x/Sx) puede considerarse como insignificante. En otras
palabras el principal proceso seria respiratorio (Cuervo-Lépez y col.,, 2009). En este
sentido Cuervo-Lopez y col (1999), Reyes y col. (2004) han mostrado que el proceso
desnitrificante puede ser desasimilativo, con valores de rendimientos de bicarbonato y

N2 cercanos a 1.

1.5 Clorofenoles

Los clorofenoles pertenecen a los compuestos organicos halogenados quienes,
debido a su uso y mal uso en la industria y la agricultura, constituyen uno de los grupos
quimicos mas grandes dispersos en el ambiente. Si bien es conocido que un gran namero
de compuestos organicos halogenados son el resultado de actividades antropogénicas, es
igualmente importante hacer notar que estos compuestos también se producen

naturalmente (Haggblom y Bossert, 2003).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos halogenados van de la mano
con el grupo sustituyente (F, Cl, Br, o I). Siendo el enlace carbono-flior el mas fuerte y
con alta polaridad. Conforme se incrementa la masa atomica del sustituyente, la fuerza
del enlace disminuye, siendo F > Cl > Br > L. El tamafio y forma del sustituyente puede
afectar la reactividad, debido a las limitaciones estéricas y puede dificultar el consumo en

las células y el ataque enzimatico en la biodegradaciéon (Haggblom y Bossert, 2003).
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1.5.1 Propiedades fisicoquimicas de los clorofenoles

Los clorofenoles son compuestos organoclorados cuya estructura consta de un
anillo bencénico, un grupo hidroxilo y uno o varios 4tomos de cloro. En total existen 19
tipos de clorofenoles, difieren entre si en la cantidad y posicién del grupo cloro. Pero se
puede subdividir en cinco grupos: monoclorofenoles, diclorofenoles, triclorofenoles,
tetraclorofenoles y pentaclorofenol. La mayoria de los clorofenoles son sélidos a
temperatura ambiente, con excepcidn del 2-clorofenol que es liquido. Son compuestos
con un fuerte olor y sabor medicinal. Los clorofenoles tienen umbrales organolépticos
muy bajos, por lo que se pueden percibir en el agua en cantidades muy pequefias, a nivel
de partes por billén (ppb). Para el 2-CF se han reportado umbrales de sabor y olor de 0.1
ug/L y 10 pg/L, respectivamente (OMS, 2003). Han sido clasificados como

contaminantes prioritarios por la EPA (2003) (Environmental Protection Agency).

Como se observa en la Tabla 1.4, la solubilidad en agua de los clorofenoles
disminuye conforme se incrementan el nivel de cloracién. A su vez, su acidez se
incrementa conforme el nimero de cloros aumenta. De igual manera, el coeficiente de
particion octanol-agua también se incrementa conforme el namero de cloros (Tabla 1.4),
indicando una posible tendencia de los clorofenoles mas clorados a la bioacumulacion
(Chiou y col, 2005). El pH, oxigeno, presencia de otras sustancias organicas e
inorganicas, temperatura y estructura del compuesto puede afectar el transporte y

transformacidn de los clorofenoles en el medio natural (Czaplicka y col. 2004).

1.5.2. Efectos bioldgicos de los clorofenoles (Toxicidad de los clorofenoles)

La toxicidad se define como la capacidad de una sustancia para afectar
adversamente sistemas biolégicos. Esta, usualmente, relacionada con el tiempo y grado
de exposicion, la dosis y propiedades del sistema biolégico involucrado (Czaplicka y col.

2004).
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Tabla 1.4. Propiedades fisicoquimicas de los clorofenoles

Introduccion

S B e . O
5 9 Q + 5 <5 &
3 N <+ =] N = -
Peso molecular (g/mol) 94.11 128.56 128.56 163.0 197.45 266.34
Apariencia Sélido, Liquido Cristales  Cristales Cristales Cristales
blanco- ambar incoloros incoloros incoloros incoloros
incoloro
Solubilidad a 20 °C 83 28 27 4.5 0.434 0.014
(g/L)
Densidad (g/cm?3) 1.07 1.262 1.38 1.49 1.98
Coeficiente de particion 1.57 2.29 2.35- 3.17 3.67 0 3.87 5.02
octanol/agua como log 2.44
Kow
Presion de vapor a 20 0.99 0.23 0.14 0.03 0.0002
°C (mm Hg)
Punto de fusién (°C) 40.5 °C 9.4°C 42-440C  42-43°C 69 °C 191 °C
Punto de ebullicion (°¢C) 181.7 °C 174.9 °C 217°C 210°C 246 °C 309 °C
pKa 9.95 8.56 9.18 7.68 6.0 4.7 0
5.01

Al parecer, la toxicidad de los clorofenoles esta relacionada con el grado de
cloracién y la proximidad del cloro al grupo hidroxilo. La toxicidad es mas baja en
clorofenoles con un cloro en posicion orto comparado con clorofenoles con el mismo
numero de cloros en posicion meta o para. También se ha observado que los efectos
toxicos primarios estan relacionados con la destruccion de la membrana e inhibicién de
la fosforilacion oxidativa. Este bloqueo de la fosforilacion oxidativa puede ocurrir por
interferencia con la liberacion de hidrégeno a la cadena de transporte de electrones;
inhibicion de la transferencia de electrones a lo largo de la cadena de transporte de
electrones al oxigeno; interferencia con la liberacion de oxigeno al transportador
terminal de electrones (citocromo oxidasa); o inhibicidn de la actividad de la trifosfato de
adenosina (ATP) sintasa (Pepelko y col, 2005). Otro estudio muestra que los

clorofenoles actuan, principalmente, inhibiendo la ATP sintasa (Gregus y Klaassen,
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2001). Los clorofenoles son quimicos protonéforos, que importan protones a través de la
membrana, disipando el gradiente de protones que maneja el flujo controlado de
protones dentro de la matriz, que a su vez maneja la sintesis de ATP (Gregus y Klaassen,

2001).

La toxicidad de los clorofenoles también puede estar relacionada con el
coeficiente de particion octanol/agua (log Kow) (Smith y col. 1994). Esto sugiere que la
lipofilicidad es un factor importante que influye en la toxicidad, entre mas grande sea el

coeficiente Kow mas tdxico podria ser el compuesto.

Debido a su amplia distribucién en el ambiente (agua, aire, suelo, alimentos), los
clorofenoles pueden ser absorbidos por todas las rutas de exposicion humanas,
ingestion, inhalacién y dérmica. Sin embargo, hay pocos estudios en donde se evalde su
efecto sobre los mamiferos. Se ha encontrado que los clorofenoles penetran rapidamente
la piel (Roberts y col., 1977), parecen no acumularse en el cuerpo de la rata, ya que son
rapidamente metabolizados y eliminados a través de la orina en forma de conjugado
glucurénido (Somani y Khalique, 1982). Sin embargo, cuando hay periodos largos de
exposicidon a altas dosis, se ha observado un aumento en el nimero de crias nacidas
muertas y una disminucion en el tamafio de la camada (Exon y Koller, 1982). La Agencia
Internacional para Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha enlistado estos compuestos
como carcindgenos 2B (IARC, 1986). El pentaclofenol (NTP, 1997) y 2,4,6-triclorofenol
(NTP, 1989) son carcindégenos en animales, mientras que 2-CF, 3-CF y 2,4 DCF son

promotores de tumores en piel de ratéon (Boutwell y Bosch,1959).

1.5.3 Eliminacion fisicoquimica de los clorofenoles

Se han desarrollado procesos para el tratamiento de los clorofenoles presentes en
el ambiente. Existen métodos fisicos (como es el caso de la adsorciéon o sonicacidn),

métodos quimicos como los procesos de oxidacion avanzada (PAO) y métodos
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electroquimicos, entre otros. Para el proceso de adsorcion se han utilizados diversos
materiales adsorbentes como: carb6n activado granular, bentonita, sepiolita, diversos
oxidos de metales, entre otros (Nelson y Yang, 1995; Bandara y col,, 2001; Yu y col,
2010). Se han obtenido diferentes capacidades adsortivas dependiendo del material que
se utiliza, sin embargo, este tipo de procesos solo transfieren el compuesto a otro lugar
pero no lo eliminan. Por otro lado, los procesos de oxidacion avanzada, al parecer
producen mejores resultados en términos de velocidad y de una mayor eliminacién del
contaminante. Entre los procesos PAO se pueden encontrar procesos basados en
perdxido de hidrégeno (H202 + UV, Fenton, foto-Fenton), fotoélisis, fotocatalisis, procesos
basados en el ozono (03, O3 + UV, O3 + catalizador), entre otros (Pera-Titus y col., 2004).
Los PAO producen diferentes productos dependiendo del tratamiento elegido. Por
ejemplo, en el tratamiento de 4-clorofenol por fototransformacién, se puede obtener
como producto benzoquinona o hidroquinona (Boule y col., 1999). Zimbron y Reardon
(2009), utilizaron la reacciéon de Fenton para la transformaciéon del pentaclorofenol,
encontrando a la tertraclorohidroginona y al acido dicloromaleico como intermediarios,
sin embargo, la mineralizacién (transformaciéon a CO2) de la materia organica no fue
observada. De manera general podemos decir que, a pesar de que los métodos
fisicoquimicos son rapidos generan en la mayoria de los casos productos secundarios
(algunos toéxicos) que tienen que ser eliminados a través de la combinacién de distintos
procesos, lo que eleva su costo. Debido a esto, los procesos biol6gicos son mas amigables

con el ambiente que los procesos fisicoquimicos.

1.5.4 Eliminacion bioldgica de los clorofenoles

1.5.4.1 Eliminacion aerobia

Diversos estudios se han realizado para investigar la eliminacién aerobia de los

clorofenoles, utilizando cultivos axénicos y cultivos mixtos (Schmidt col., 1983; Farrel y
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Quilty, 1999; Loh y Wang, 2006). Se ha reportado que una gran variedad de bacterias
pueden utilizar a los clorofenoles como fuente de carbono y energia en condiciones
aerobias. Entre estas bacterias podemos encontrar a los géneros: Pseudomonas,
Rhodococcus, Athrobacter, Alcaligenesis, entre otras (Tyler y Finn, 1974; Finkel shtein y
col, 2000; Hollender y col. 2000; Nordin y col., 2005). Buitrén y Andrade (2011),
evaluaron en un reactor de lotes secuenciados (SBR), la eliminaciéon de fenol, 4-
clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol encontrando eficiencias de eliminacion
del 98% y una velocidad especifica de 28 mg de fenoles totales/g SSV h. También se ha
reportado que, algunas veces, el consumo de estos compuestos podria ser a través del
cometabolismo utilizando sustratos analogos como el fenol (Lo y Wu 2006; Cobos-
Vasconcelos y col.,, 2006) o sustratos de facil oxidacién como la glucosa (Lee y Lee 2007).
Por ejemplo, Loh y Wu (2006) evaluaron la transformacién de 2-clorofenol y 4 clorofenol
por Pseudomonas putida, encontrando que la cepa fue incapaz de utilizar los clorofenoles
como fuente de carbono y energia, sin embargo, en presencia de fenol se transformo el
80% del 4-clorofenol y el 50 % del 2-clorofenol a través del cometabolismo. Sin embargo,

no se indica cuales fueron los productos de la transformacién de los clorofenoles.

Suelen utilizarse dos estrategias para metabolizar estos compuestos como fuente
de carbono y energia (Solyanikova y Golovleva, 2004). Los fenoles policlorados (3 a 5
cloros) son convertidos a clorohidroquinonas como intermediarios (via hidroquinona)
(Field y Sierra-Alvarez, 2007). Por otro lado, en los clorofenoles menos clorados (1 a 2
cloros), al parecer, el primer paso es su transformacién a clorocatecoles (via
clorocatecol), la transformacion del 2 y 3- clorofenol, resulta en la produccion de 3-
clorocatecol, mientras que el 4-clorofenol es transformado a 4-clorocatecol (Farrel y
Quilty, 1999). Posteriormente, se rompe el anillo, mismo que puede ocurrir usando la via
orto (tipo I o tipo II) o meta. Sin embargo, mediante la via meta se puede obtener, en
ocasiones, una transformaciéon incompleta del clorofenol, obteniéndose metabolitos
inhibitorios, como el acido 5-cloro-2-hidroximuconico semialdehido y el acido 5-

cloroformil-2-hidroxi-penta-2,4-dienoico (Schmidt y col.,, 1983; Farrel y Quilty, 1999).
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Esta es una desventaja que presenta la eliminaciéon aerobia, mientras que en la

eliminacién anaerobia no se han reportado la formaciéon de metabolitos inhibitorios.

1.5.4.2 Eliminacion anaerobia

1.5.4.2.1 Eliminacidn biolégica del 2-clorofenol bajo condiciones metanogénicas

La metanogénesis es la produccion biolégica de metano, es el paso final del flujo
de carbono en muchos habitats anaerobios (sedimentos marinos, es un ejemplo). Es
llevada a cabo por un grupo de arqueas anaerobias estrictas denominadas metanogenas,
las cuales tienen coenzimas exclusivas, como la coenzimas M, Fizo, Fa3o y el
metanofurano. Se piensa que asociaciones de organismos fermentativos y poblaciones
que consumen productos de la fermentacién, juegan un papel importante en la
eliminacién anaerobia de compuestos organicos clorados. Se considera que las
asociaciones son esenciales para la mineralizacién de los compuestos organicos clorados

en condiciones metanogénicas (Becker y col., 2005).

La mayoria de la informacion sobre eliminacién de clorofenoles en condiciones
anaerobias ha sido obtenida bajo condiciones reductoras metanogénicas. Hay evidencias
que muestran que la eliminacién de los clorofenoles por consorcios metanogénicos se
inicia por una descloracion reductiva, seguida por el rompimiento del anillo aromatico y
termina con la formacién de metano y COz (Boyd y col., 1984; Dietrich y Winter., 1990;
Haggblom y col., 2000), siendo, al parecer, la orto descloracion la via mas frecuente para
la reduccion de clorofenoles (Masunaga y col, 1996). Sin embargo, parece ser que, en
condiciones metanogénicas, el primer paso de descloracion reductiva permite pasar de
compuestos mas clorados a menos clorados, pero no siempre se oxidan hasta CO
(Woods y col. (1989); Mohn y Kennedy (1992); Monh y col. (1999); Garibay-Orijel y col.,
(2005)). Por ejemplo, Woods y col. (1989) observaron la deshalogenacion reductiva de
pentaclorofenol a diclorofenoles en un reactor UASB. Por su parte Garibay-Orijel y col.

(2005), evaluaron el consumo del 2,4,6 triclorofenol en un bioreactor de lecho fluidizado
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en condiciones metanogénicas obteniendo como un producto acumulado al 4-Clorofenol.
En el caso particular del 2-clorofenol (2-CF), se ha propuesto que su eliminacion
completa involucra las siguientes etapas: descloracion del 2-clorofenol a fenol,
transformacién del fenol a benzoato (Fig 1.5) y mineralizaciéon de benzoato a metano y
CO2. Aunque también Becker y col. (1999) han propuesto otra via posible, cuyo
intermediario seria el 3-clorobenzoato (en lugar del benzoato). El 2-clorofenol parece
que es el aceptor de electrones en la descloraciéon reductiva en condiciones

metanogénicas (Kuo y Genthner, 1996). La ecuacién estequiométrica es:

CeHsOCl + 4.5 H,0 — 3.25 CHy + 2.75C0, + HY + CI (20)

AG®’= - 282 K] /reaccion

Los monoclorofenoles parecen consumirse de manera mas lenta que los
clorofenoles mayores, de ahi el hecho de que se acumulen como productos finales en
diferentes procesos anaerobios. En la Tabla 1.5, se muestran algunas propiedades
cinéticas del consumo de monoclorofenoles sobre condiciones metanogénicas. En la
mayoria de los trabajos se menciona velocidades volumétricas o especificas, pero no
mencionan los rendimientos obtenidos, a asi no queda claro, cual fue el destino del
clorofenol. Las diferencias observadas en los valores cinéticos mostrados se pueden
deber a las diferentes condiciones ambientales empleadas como concentracion,

temperatura, pH, entre otras.

Existe poca informacién sobre el destino de los compuestos aromaticos clorados
en condiciones reductoras diferentes a las metanogénicas. No obstante, se sabe que
diversos microorganismos pueden utilizar una variedad de aceptores alternativos de
electrones para la respiracion, entre ellos estan el nitrato, el sulfato, el manganeso y el

hierro (Haggblom y col., 1993).
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Compuesto Donador de Indculo Sistema Eficiencia de Y Velocidad Intermediarios y/o Referencia
electrones consumo productos
2-CF, 3-CF y 4-CF __ Lodo (aclimatado) Lote _ _ _ _ Boyd y Shelton
(20 mg/L) (1984)
2-CF Ext. de levadura, Cultivo mixto Lote _ _ 180 mg/L d Fenol acumulado Dietrich y Winter
peptona y butirato (aclimatado 1 afio) (1990)
2-CF (2000 mg/L) Ext. de levadura y Cultivo mixto  Cultivo 375 mg/Ld Fenol (acumulacion), Dietrich y Winter
peptona (aclimatado 1 afio) continuo?! CHa, CO2, HC1 (1990)
2-CF,(12.85mg/L) _ Sedimento Lote _ _ 4.11mg/Ld Fenol, CHa Haggblom y col
(1993)
2-CF (25.75mg /L) _ Sedimento Lote _ _ _ Fenolbenzoato y 3- Becker 'y col
clorobenzoato (1999)
(acumulacién)
4-CF (200 mg/L) Acido acético Lodo Lote _ _ 6.4* _ Vallecillo y
col.(1999)
2-CF (25 mg/L) Hz Biofilm Cultivo 95% _ _ Fenol Chang y  col
hidrogenotrofo continuo? (2004)
(aclimatado 2
meses)
2-CF Lodo (aclimatado) Lote _ _ 0.08 mg /Ld Ye y Shen (2004)
aprox.
2-CF Sacarosa Lodo (aclimatado) Lote _ _ 0.38 mg /Ld Ye y Shen (2004)
aprox.
2-CF Extracto de Lodo Lote _ _ _ Fenol, benzoato Basu y col. (2005)
(48.9 mg/L) levadura
2-CF (30 mg/L) Acetato Lodo (aclimataciéon Cultivo 93-96.6% _ 5.545 Cl, AGVs Majumder y Gupta
190 d) continuo3 (2007)
2-CF Extracto de Lodo (aclimatado 3  Cultivo 54-80 % aprox. _ 0.873 (maxima) __ Bajaj y col. (2008)
(250- 2600 mg/L) levadura y peptona semanas) continuo?! g/Ld
2-CF (50 mg /L _ Lodo Lote 87.14 % 0.84* 0.00145 Fenol, CHa Beristain-Montiel
y col. (2010)
2-CF (50 mg /L _ Lodo (aclimatado 80 Lote 84.8 % 0.88* 0.0035 Fenol, CHa Beristain-Montiel
d) y col. (2010)
2-CF (50 mg/L) Acetato Lodo (aclimatado 80  Lote 83.7% 0.794 0.00285 Fenol, CHa Beristain-Montiel
d) y col. (2010)
2-CF(50 mg /L) Fenol Lodo (aclimatado 80 Lote 100 % 0.66% 0.00445 Fenol, CHa Beristain-Montiel

4-CF

d)

Fenol, benzoato

y col. (2010)
Itoh y col.(2011)

1, AFBR = Reactor de cama fija anaerobio (anaerobic fixed bed reractor) g; 2, SMBR = bioreactor membrana silicon (silicone membrana bioreactor); 3, UASB = Reactor anaerobio de cama
de lodos de flujo ascendente; 4, Rendimiento (formacién de C de biogas/ C consumido de clorofenol); 5, Velocidad especifica de consumo (mg C-clorofenol / g SSV d)
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Figura 1.5. Via propuesta para la transformacién del 2-clorofenol en condiciones anaerobias (Becker y

col,, 1999).
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1.5.4.2.2 Eliminacion biolégica del 2-clorofenol bajo condiciones sulfato reductoras

El sulfato y varios compuestos inorganicos de azufre pueden ser aceptores de
electrones en la respiraciéon anaerobia. El HzS es el producto final de la reduccién del
sulfato y es realizado por las bacterias sulfato reductoras, que constituyen un grupo
ampliamente distribuido en la naturaleza. En condiciones sulfato reductoras se ha
mencionado que pueden ocurrir dos cosas. En primer lugar el sulfato u otros 6xidos de
sulfuro pueden tomar el lugar del 2-clorofenol e inhibir parcial o totalmente la
descloracion (DeWeerd. K., y col., 1991; Chang y col.,, 2004), 6 bien, en algunos casos, se
puede realizar la descloraciéon en presencia de sulfato. En esta condicién, la sulfato
reduccion y la descloraciéon pueden proceder simultdneamente (Kennes y col.,, 1996;
Haggblom M., 1998). Haggblom (1998) encontr6 que el 4-clorofenol es desclorado
reductivamente a fenol bajo condiciones sulfato reductoras y la mineralizacion del fenol
a COz se acopla a la sulfato reduccion en presencia de 3-fluorofenol. Sin embargo, Garcia-
Cruz y col. (2010) observaron que, una concentracion de 600 mg/L de 4-CF en presencia
de etanol, ocasiona el cese completo de la sulfato reduccién y de la transformacién de
etanol. En la Tabla 1.6 se muestran algunas variables de respuestas obtenidas en
estudios realizados en condiciones sulfato reductoras, se puede observar que faltan
datos de velocidades, eficiencias de consumo y rendimientos de formacion de productos
que nos ayuden a entender mejor el proceso. La ecuacidon estequiométrica del consumo

de 2-CF en condiciones sulfato reductoras, es la siguiente:

CeHsOCI- + 3.255042- + 4H20 — 6HCO3- + 3.25H2S + 0.5H* + CI- (23)

AG®’'= -344 K] /reaccion
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Introduccion

Compuesto Donador de Inéculo Sistema Eficiencia Y Velocidad Intermediarios Referencia
electrones y/o productos
(cosustrato)

2-CF (12.85 Sedimento Lote _ _ 1.28 mg/Ld Haggblom

mg/L) aclimatado (mas yYoung (1990)
de 120 d)

3-CF (12.85 Sedimento Lote _ _ 1.92 mg/Ld Haggblom y

mg/L) aclimatado (mas Young (1990)
de 120 d)

4-CF (12.85 Sedimento Lote _ _ 4.75 mg/Ld Haggblom y

mg/L) aclimatado (mas Young (1990)
de 120 d)

2-CF _ Sedimento Ensayos en __ _ 1.079 mg/Ld Haggblom y col.
(aclimatado) lote (1993)

4-CP (25.7 mg/L) __ Cultivo Lote _ Haggblom y col,,
enriquecido (1995)
(aclimatado 5
afios)

4-CF 2-fluorofenol Consorcio Lote Fenol, 2 fluorofenol  Haggblom
enriquecido (1998)

2-CF (25 mg/L) Hz Biofilm Lote _ _ _ Fenol, sulfato? Chang y col
hidrogenotrofo (2003)
(aclimatado 4
meses)

2-CF (25 mg/L) H2 Biofilm Cultivo 94% _ _ Fenol Chang y col
hidrogenotrofo continuo! (2004)
(aclimatado 2
meses)

1 Bioreactor membrana silicon
2 El sulfato no se consumio (ocurrié un descloracién en presencia de sulfato)
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1.5.4.2.3 Eliminacion biolégica del 2-clorofenol bajo condiciones desnitrificantes

La mineralizacion de los clorofenoles acoplada a la desnitrificacién esta
escasamente documentada, ademas, frecuentemente se puede confundir al proceso
desnitrificante con el simple consumo de nitrato sin verificar la reduccién total del
nitrato hasta N2. En la Tabla 1.7 se presentan algunos estudios donde se reporta el
consumo del 2-CF bajo condiciones desnitrificantes. Los trabajos presentados en la Tabla
1.7 omiten datos cinéticos, asi como datos de rendimiento de formaciéon de producto
(que podria indicar cual fue el metabolismo predominante), o inclusive las eficiencias de
consumo del 2-CF son escasamente mencionadas. Por lo anterior es necesario realizar
mas estudios que evalien el proceso a través de las variables de respuestas como
rendimientos de formacién de producto, velocidades y eficiencias con el fin de

caracterizar y/o entender mejor el proceso.

Haggblom y col. (1993) estudiaron la eliminacién de tres monoclorofenoles en
cultivo en lote bajo condiciones desnitrificantes. Sélo fue eliminado el 2-clorofenol en
110 dias y a diferencia de los otros procesos respiratorios, no detectaron la formacién de
fenol como producto de la descloracién reductiva. Por su parte, Bae y col. (2002)
también estudiaron la eliminacién de monoclorofenoles y diclorofenoles bajo
condiciones desnitrificantes en cultivos en lote, encontrando que el 4-clorofenol, 2,4-
diclorofenol y el 2,6-diclorofenol no fueron eliminados, mientras que el 2-clorofenol y el
3-clorofenol si lo fueron. Esta capacidad metabdlica del lodo s6lo fue sostenida por el 2-
clorofenol en una resiembra, pero no en la siguiente. No obstante, sefialaron que el 2-
clorofenol fue oxidado hasta COz en condiciones desnitrificantes y sugieren la presencia
de una poblacidn capaz de eliminar el 2-clorofenol por un mecanismo que no involucra la
descloracion reductiva. Sin embargo, no midieron intermediarios carbonados ni la
producciéon de N2 que evidenciara que la desnitrificacion se llevé a cabo, por lo cual, no es

posible entender con precision lo que ocurrié en este trabajo.
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Introduccion

Compuesto Donador de Inéculo Sistema Eficiencia Y Velocidad Intermediarios Referencia
electrones
(cosustrato)

2-CF,3-CF o 4-CF _ Sedimento Lote _ _ _ _ Haggblom y col

(12..85mg/L) (1993)

2-CF, 3-CF o 4-CF Acetato o mezcla de Suelo Lote _ _ _ Fenol, benzoato Sanford y col

(25.75 mg/L) acidos grasos (1997)

volatiles.

4-CF (6428mg /L) -— Microorganismos _ _ _ Cl Jianlong y col.
enriquecidos (2001)
(aclimatados)

2-CF (12.8 mg/L) NazS.9H20 Lodo aclimatado Lote _ _ _ . Baey col., 2002
(enriquecido)

2-CF (25 mg/L) Ha Biofilm Lote _ _ Fenol? Chang y col
hidrogenotrofo (2003)
(aclimatado 4
meses)

2-CF(25mg /L) Hz Biofilm Cultivo 95% Fenol Chang y col
hidrogenotrofo continuo! (2004)
(aclimatado 2
meses)

1 Bioreactor membrana silicon

2 El fenol fue producido después de la desaparicion del nitrato
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Por su parte, Chang y col. (2003) utilizaron una biopelicula para eliminar el 2-
clorofenol en condiciones desnitrificantes en cultivo en lote. Observaron que el nitrato
desaparecid en 16 h y, al mismo tiempo, hubo un consumo del 2-clorofenol, pero no hubo
formacién de fenol en este periodo. El fenol fue producido s6lo después de la
desaparicion del nitrato, por lo que sugieren que el 2-clorofenol no fue desclorado en
presencia de nitrato, pero no mencionan a través de que proceso se consumi6 el 2-CF.
Chang y col. (2004) utilizando un biofilm hidrogenotrofo y con una corriente de 20 ml de
Hz/min, encontraron que es posible eliminar 40 mg de 2-clorofenol/Ld con un 95% de
eficiencia, pero no se aportaron evidencias que mostraran que el nitrato fuera reducido a
N2. También observaron un consumo de 2-CF en ausencia de H; por lo que sugieren que
fue posiblemente otra via la responsable de la desaparicién del 2-clorofenol durante este
periodo. Como se puede observar la informaciéon es escasa y todavia no esta claro a
través de que via metabodlica se lleva a cabo el consumo del 2-CF en condiciones

desnitrificantes.

1.5.5 Estrategias para incrementar el consumo del 2-CF

Se ha sefialado que la principal dificultad para la eliminaciéon de los clorofenoles es la
fuerte estabilidad que el enlace carbono-halégeno del compuesto aromatico le confiere a
su estructura (Farrel and Quilty, 2002). De acuerdo con esto, se han propuesto algunas
estrategias para incrementar la eficiencia de eliminacién y/o velocidad de su consumo.
Entre ellas, la adaptaciéon al contaminante, el uso de microorganismos modificados
genéticamente y la adicién de fuentes alternas de carbono (Fakhruddin y Quilty, 2005).
También se ha sugerido que la adicién de fuentes de carbono de facil oxidaciéon podria
ejercer varios efectos, tales como la disminucién de la toxicidad, actuando como un
agente inductor de enzimas o proporcionando poder reductor para el consumo de
compuestos organicos recalcitrantes (Perkins et al., 1994; Chaudhuri y Wiesmann de

1995; Martinez-Hernandez et al., 2009).
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Los estudios sobre la influencia de donadores de electrones en la eliminacién del 2-CF
sobre condiciones desnitrificantes son escasos. Sanford and Tiedje, (1997), evaluaron en
botellas serolégicas, la eliminacion del 2-CF en presencia de nitrato y acetato.
Observaron que el consumo de 2-CF fue inhibido por la presencia de nitrato y solo se
llevo a cabo cuando el nitrato desaparecié o se encontré en concentraciones menores
que 104 mg/L. Sin embargo, encontraron que el 2-CF fue desclorado a fenol, sugiriendo

que este compuesto fue un aceptor de electrones.

El empleo de sustratos como donadores de electrones y/o cosustratos en el consumo de
clorofenoles ha sido mas ampliamente estudiado en condiciones aerobias que en
anaerobias. En la Tabla 1.8 se muestran algunos estudios de monoclorofenoles en
presencia de donadores de electrones y/o cosustratos en condiciones aerobias, se puede
observar que los sustratos utilizados como donadores de electrones incluyen
compuestos de facil oxidaciéon y compuestos con una estructura similar al clorofenol. De
manera general se puede decir que en la mayoria de los casos, la utilizaciéon de estos
sustratos puede incrementar la eficiencia de eliminacion y/o su velocidad de consumo.
Sin embargo, no todos los datos pueden ser comparables entre si, debido a que el tipo de
inoculo y las condiciones fueron diferentes. Tanto en condiciones aerobias como
anaerobias hace falta una mejor comprensién del efecto de la adiciéon de donadores de
electrones sobre el consumo del 2-CF evaluado a través de variables de respuesta, tales
como: velocidades, eficiencias y rendimientos, que nos permitan entender y generar

conocimiento.
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Tabla 1.8 Parametros cinéticos de la eliminacién de monoclorofenoles en condiciones aerobias

Compuesto Donador de Inéculo Sistema Eficiencia Y Velocidad Intermediarios y/o Referencia
electrones productos
(cosustrato)

4-CF (100 mg/L) Fenol Pseudomonas putida  Lote _ _ 45 mg/Lh _ Loh 'y Wang
(1998)

4-CF (100 mg/L) Fenol, glutamato de = Pseudomonas putida  Lote _ _ 60 mg/Lh _ Loh 'y Wang
sodio. (1998)

4-CF (100 mg/L) Fenol, glucosa Pseudomonas putida  Lote _ _ 69 mg /Lh _ Loh 'y Wang
(1998)

4-CF (30 mg/L) Glucosa Pseudomonas putida  Lote _ Yx/s =0.52 _ _ Tarighian y col.
(2003)

2-CF (20 mg/L) Fenol Burkholderia Lote 75.9% Yx/s=0.027 _ Acumulacion de un De los Cobos-

tropicalis producto Vasconcelos y col.
desconocido (2006)

4-CF (20 mg/L) Fenol Burkholderia Lote 100% Yx/s=0.038 _ _ De los Cobos-

tropicalis Vasconcelos y col.
(2006)

4-CF (50mg/L) Glucosa Cultivo mixto Lote 16% _ _ _ Leey Lee (2007)
4-CF (50 mg/L) Fenol Cultivo mixto Lote _ _ _ _ Leey Lee (2007)

4-CF (105-2100  Fenol Lodo aclimatado (2 Lote! _ _ 9.93 (maxima) 4-clorocatecol Monsalvo y col.
mg/L) meses) (2009)

4-CF (20-40 mg/L)  Fenol. glucosa Comamonas Lote _ _ _ _ Tobajas y col
testosteroni (2012)

4-CF (50mg/L) Acetate Lodo Lote? 100% _ 4.653 _ Carucci y col
(2010)

4-CF (50mg/L) Acetate Lodo Lote?! 100% _ 6.91-16.173 _ Carucci y col
(2010)

2-CF Glucosa Cultivo mixto Lote! 94%* = = = Khan y col. (2011)

1, SBR = Reactor de lotes secuenciados, 2, GSBR = Reactor granular de lotes secuenciados, 3, mg 4-CF/g SSV h, 4, En términos de COD y no de 2-CF
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Justificacion

2. JUSTIFICACION

Las actividades humanas han modificado el entorno y alterado los ciclos
biologicos. El ciclo del nitrégeno se ha alterado por el aumento en el uso de combustibles
fosiles, la creciente demanda de nitrégeno en la agricultura y la industria. Si sumamos a
esto, la interacciéon con otros ciclos bioldgicos como el del carbono, la situacién se
complica. Por ejemplo la introducciéon en el ambiente de compuestos organoclorados,
como el 2-clorofenol, que es un compuesto recalcitrante, hacen necesario el desarrollo de
tecnologias que permitan la eliminacién de estos compuestos sin la generacién de
problemas colaterales. Los métodos fisicoquimicos, aunque son rapidos, en algunas
ocasiones solo trasladan el contaminante de un lugar a otro o generan, en la mayoria de
los casos, productos secundarios (algunos téxicos), que tienen que ser eliminados a
través de la combinacién de distintos procesos, lo que eleva su costo. Los procesos
bioldgicos, en cambio, son una alternativa atractiva econdmicamente. En la eliminacién
aerobia del 2-CF se han obtenido en ocasiones eficiencias de eliminacién y velocidades
de consumo altas, sin embargo, también se pueden formar intermediarios metabdlicos
inhibitorios que se acumulan en el medio. Aunque en condiciones anaerobias no se ha
observado la formacién de productos inhibitorios, el proceso en la mayoria de los casos
es lento. Por su parte, la desnitrificacion permite la eliminacion simultdnea de
contaminantes nitrogenados (NO3- y NO27) y carbonados, con eficiencias y velocidades
altas. Sin embargo, hay poca informacion de la eliminacidon simultanea de 2-CF y nitrato,
del efecto de la adicion de fuentes reductoras externas y del efecto del 2-CF sobre un
consorcio desnitrificante. Con la finalidad de aumentar el conocimiento del
comportamiento de un lodo desnitrificante en presencia de 2-CF y tener la posibilidad de
obtener un mejor control del proceso, seria relevante aportar mas datos, que no sélo
indiquen la desaparicion de sustratos, sino que también identifiquen su destino. Todo
esto mediante el uso de variables de respuesta como rendimientos de formaciéon de
productos, eficiencias y velocidades especificas de consumo.

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 72



OBJETIVOS

73



Objetivos

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Obtener evidencia de la eliminacién del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante bajo

condiciones anaerobias en cultivos en lote.

3.2 Objetivos particulares

En cultivos en lote, evaluar y analizar a través de variables de respuesta como

velocidades de consumo, eficiencias y rendimientos:

1. La eliminacion del 2-CF en condiciones desnitrificantes a una C/N

estequiométrica (1).

2. El consumo del 2-CF por un lodo desnitrificante y la influencia de diferentes
concentraciones de acetato o fenol como fuentes externas de electrones en el
consumo del 2-CF.

3. El efecto de diferentes concentraciones de distintos donadores de electrones
(acetato, fenol o glucosa), sobre la eficiencia y velocidad especifica de consumo
del 2-CF en condiciones anaerobias en ausencia de nitrato.

4. El efecto de la presencia y ausencia del 2-CF sobre el proceso desnitrificante,

utilizando diferentes donadores de electrones (fenol, acetato o glucosa).
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La metodologia de manera general consistié en tres partes:

En la primera parte, se estudio6 la eliminacién del 2-CF en condiciones denitrificantes y se
evaluo el efecto de la adicion de fuentes externas de electrones. En la segunda parte se
evalud el efecto de diferentes donadores de electrones sobre la eliminacion del 2-CF en
ausencia de nitrato. Por ultimo, en la tercera parte, se estudio el efecto del 2-CF sobre el
proceso desnitrificante. En el presente capitulo se presenta la metodologia general,
haciendo énfasis en la obtencidon del indculo y las ténicas anadliticas empleadas. Mas

adelante, en resultados, se detalla cada parte de manera particular.
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4. METODOLOGIA

4.1 Disefio y operacion del reactor UASB

Se puso en marcha un reactor anaerobio de cama de lodos de flujo ascendente
UASB (siglas en inglés, upflow anaerobic sludged blanket), alimentado en continuo bajo
condiciones desnitrificantes. Las caracteristicas del reactor fueron las siguientes: 6.4 cm
de didmetro interno y 46 cm de largo. La parte superior del reactor presentaba un
estrechamiento de aproximadamente 2cm de longitud cuya finalidad es dirigir el biogas
generado a la campana de separacién liquido-biogas-biomasa (Figura 4.1). Para la
medicion del biogas, la campana separadora del reactor, estaba conectada a una columna
de vidrio invertida con una solucién saturada de NaCl, para evitar que el biogas

producido se disolviera en el liquido Figura 4.2.

i)

Figura 4.1 Reactor UASB en el laboratorio.
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El pH del sistema fue de 6.95 + 0.2 y la temperatura se mantuvo a 30 °C, mediante
el uso de un circulador de agua termo Haake (mod B3), con un tiempo de retencién
hidraulico (TRH) de 2 dias y una concentracién de biomasa microbiana de 61 g de

solidos suspendidos volatiles SSV/L. El volumen de trabajo fue de 1.4L.

> Recolector
o| degas

—]

E ﬁ
Efluente

LTk

M1l C M2— N

Figura 4.2 Esquema del reactor UASB

El medio de cultivo fue alimentado con dos soluciones por separado, una contenia
la fuente de carbono y la otra la fuente de nitrogeno, de esta forma se evitaron los
cambios de concentraciéon de los influentes debido a posibles precipitaciones. Se oper6
en dos etapas, en la primera, la fuente de carbono fue una mezcla de acetato y fenol
(Tabla 4.1) y en estas condiciones el reactor fue alimentado continuamente por 17
meses. Al medio de cultivo le fueron adicionados los elementos traza para tener la
siguiente concentracidn final (mg/L): CuS04.5H20 (7.5), NazMo4H20 (1), FeCl3.6H20 (70),
CaCl2.2H20 (7), MnCl; (5).
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Durante este periodo la velocidad de carga del carbono total fue de 112.87 + 7.6,
la eficiencia de eliminacién de fenol fue de 99.9 % * 0.4, la velocidad de produccién de
carbono inorganico fue de 78.58 * 6.5 mg/L d y el rendimiento de 0.70 * 0.09 g C-
NaHCO3 /g C-organico consumido. No se observd la acumulacion de intermediarios
nitrogenados (nitrito, N20), ni de nitrato en el efluente. La velocidad de carga de N-NOz- a
la entrada fue de 83.24 * 4.8 mg/L d y la velocidad de producciéon de N; fue de 86.4 +
5.42 mg/L d por lo que podemos decir que el proceso desnitrificante oper6 en régimen
estacionario, con una eficiencia de eliminaciéon de nitrato de 99.28 % * 1.69. El

rendimiento desnitrificante (Ynz) fue de 0.96 + 0.5 g N2/g N-NO3-.

En la segunda etapa la fuente de carbono y energia fue solamente el C-acetato (0.8
g/L). La composicion del influente fue la siguiente (g/L): K:HPO4 (3), MgS04 (0.03),
NaNOs (2.42). La composicion de los elementos traza fue la misma descrita en la Tabla

4.1. El sistema fue operado de esta forma aproximadamente por un periodo de 5 meses.

Tabla 4.1 Composicién quimica del medio de cultivo etapa 1

Solucién 1 (g/L) Solucion 2 (g /L)
K2HPO4 1.44 NaNO3 2.02
KH2PO4 0.54 NH4Cl 0.15
MgS04.7H20 0.1 NaHCO3 0.34
C-acetato 0.1393

C-CeHsOH 0.298
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Durante este periodo la velocidad de carga del carbono total fue de 201.75 + 7.97
mg/L d, la eficiencia de eliminacién de acetato fue de 95.87 % +* 3, la velocidad de
produccion de carbono inorganico fue de 185.29 + 16.68 mg/L d y el rendimiento de
0.95 £ 0.04 g C-HCO3/g C-organico consumido. En la segunda etapa, no se detecto la
formacién de intermediarios nitrogenados, ni la presencia de nitrato a la salida del
reactor. La velocidad de carga de N-NOsz- a la entrada fue de 100.93 * 3.11 mg/L d y la
velocidad de produccion de N> fue de 78.87 * 3.22 mg/L d por lo que podemos decir que
el proceso desnitrificante oper6 en régimen estacionario, con una eficiencia de
eliminacién de nitrato de 98.91 % + 3.5. El rendimiento desnitrificante (Yn2) fue de 0.79
+ 0.042 g N2 / g N-NOsz-. Bajo estas condiciones la biomasa del reactor UASB fue utilizada

como indculo.

4.2 Fuente de indculo
El in6culo empleado para los cultivos en lote fue obtenido de un reactor UASB en
estado estacionario, el cual fue previamente centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos y

lavado tres veces con una solucion de NaCl (9 g/L) antes de ser utilizado.

4.3 Ensayos en lote

El desarrollo experimental de este trabajo se llevo a cabo en tres etapas. En la primera, el
indculo provino del reactor UASB de la etapa 1, donde se evalu6 el efecto de diferentes
concentraciones de acetato o fenol sobre la eliminacién del 2-CF en condiciones iniciales
desnitrificantes; en la segunda parte se utiliz6 el in6culo proveniente de la etapa 2, de
igual forma se evalu6 el efecto de diferentes concentraciones de los donadores de
electrones (glucosa, acetato o fenol), pero en ausencia de nitrato. Por udltimo, en la
tercera etapa, se utilizo el inéculo proveniente de la etapa 2 y se evalud el efecto de la
presencia del 2-CF en el proceso desnitrificante usando fenol, acetato o glucosa como

fuente reductora. Mas adelante, en resultados, se detalla cada parte de manera particular.
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En la Tabla 4.3 se muestran los métodos analiticos utilizados para la

determinacion de diferentes compuestos. Se puede observar que son métodos

reproducibles con coeficientes de variacién (C.V.) bajos. Mas adelante se detalla cada uno

individualmente.

Tabla 4.3 Métodos analiticos utilizados para la determinacién de diferentes compuestos carbonados y

nitrogenados

Compuesto Método analitico Pendiente R2 C.V.

2-CF HPLC 6825 + 200 0.995 + 0.002 29

Fenol HPLC 5421.13 +99.58 0.999 £ 0.00005 1.83

Carbono Total. TOC 1.824 + 0.0655 0.990 + 0.009 3.59

Carbono TOC 6.449 + 0.031 0.999 £ 0.004 0.49

Inorganico

Acetato Cromatografia de 40.339 +0.09 0.997 £ 0.004 0.32
gases

Propionato Cromatografia de 63.306 % 0.64 0.9996+ 0.0008 1.00
gases

Nitrato CIA 77713 +£9.2 0.993 + 0.007 1.18

Nitrato HPLC 20769.5 + 253.8 0.997 £ 0.002 1.22

Nitrito CIA 514.51+6.5 0.994 + 0.001 1.25

N2 Cromatografia de 197.62 +13.24 0.990 £ 0.009 6.59
gases

Metano Cromatografia de 258.35+18.846 0.998 £ 0.009 7.29

gases
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4.4.1 Cuantificacion de 2-clorofenol, fenol y otros compuestos aromaticos

La concentracién de 2-CF y fenol fue determinada usando cromatografia de
liquida de alta eficiencia (High performance liquid chromatography, HPLC). La muestra y
la fase liquida pasan a través de una columna que contiene la fase estacionaria, mediante
el bombeo de la fase liquida se obtiene una alta presién en la columna donde por
interacciones quimicas diferenciales se realiza la separaciéon. Se utiliz6 un HPLC Perking
Elmer (series 200 UV), con una columna C-18 (Phenomenex), acetonitrilo-agua (60:40
v/v) como fase mévil y un fluyjo de 1.5 mL/min. Los compuestos fenodlicos fueron
detectados a una longitud de onda de 274 o 254 nm. Las muestras previamente se
filtraron utilizando una membrana de nylon de 0.45um de tamafio de poro. El volumen
de inyeccion fue de 20 pL. En la Figura 4.4 se muestra una curva estandar de 2-

clorofenol.
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Figura 4.4 Curva estandar para la determinacion de 2-clorofenol.

4.4.2 Carbono

El carbono organico y el inorganico fueron determinados por analizador de
carbono organico total (TOC) (Shimadzu, TOC-VCSN). El equipo cuenta con un tubo de
combustion para carbon total que contiene un catalizador y es calentado a 680°C. Como

gas de arrastre utiliza aire de alta pureza. La muestra se introduce mediante un inyector
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al tubo de combustién en donde los componentes del carbono total se descomponen. Los
productos de la combustién pasan por un analizador de gas infrarrojo, en donde es
detectado el CO2 cuya area es calculada por un procesador de datos. El area es
proporcional a la cantidad de carbono en la muestra. En la Figura 4.5 se muestra una

curva estandar de carbono total a diferentes concentraciones.
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Figura 4.5 Curva estandar de carbono organico total a diferentes concentraciones.

4.4.3 Acetato y propionato

El acetato y propionato fueron cuantificados por cromatografia de gases (Hewlett
Packard Series Il modelo 5890. NJ USA) con un detector de ionizacién de flama y una
columna AT 1000 (10m x 0.53mm y 1.2 um de diametro interno, USA). El gas acarreador
fue nitrogeno a un flujo de 5 mL/min. La temperatura de la columna fue una rampa con
una temperatura inicial de 80°C a una velocidad de 25°C/min hasta una temperatura
final de 120, la temperatura del inyector y detector fueron de 150 y 130 °C

respectivamente.

También se midi6 el acetato en un cromatografo de gases Varian Star 3400 con
detector de ionizacion de flama (FID). Se utilizé una columna de acero inoxidable de 1.2
m de longitud empacada con Poropaq Q malla 80-10, el gas acarreador fue N2 con las

siguientes condiciones de operaciéon: temperatura de la columna 180 °C, temperatura del

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 82



Metodologia

inyector 230 °C y temperatura del detector 250°C. En la Figura 4.6 se muestra una curva

estandar de acetato y de propionato.

10000 ~

9000 - y = 63.306x - 60.878
2 _
8000 | R? = 0.9996

7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

Area

—— (-
y = 40.339x + 33.456 C-Acetato

R%=0.9979 —&— C-Propionato

0 50 100 150 200
mg /L

Figura 4.6 Curva estandar para la determinacién de acetato y propionato

4.4.4 Cuantificacion de glucosa

La glucosa fue cuantificada utilizando el analizador bioquimico YSI 2700 (YSI Inc).
Este aparato utiliza membranas que contienen enzimas inmovilizadas especificas para el
sustrato a cuantificar. Para la glucosa se utiliz6 la membrana YSI 2365. El analizador
realiza una autocalibraciéon con una solucidon de referencia de 2.5 g glucosa /L. El
volumen de la muestra fue de 25 uL, teniendo cuidado de hacer las diluciones necesarias
para que la concentracion estuviera dentro del intervalo de sensibilidad del aparato. La

linealidad de la respuesta tiene un coeficiente de variacién del 2%.

4.4.5 Cuantificacion de nitrato (NO3) y nitrito (NO,)

La cuantificacién de nitrito y nitrato se realizé utilizando dos técnicas analiticas.

En la primera, el nitrito y nitrato fueron determinados por HPLC (columna IC-Pak Anién
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HC, Water) a 214 nm. La fase moévil fue una mezcla de una solucién de borato-gluconato
(20 ml), butanol (20 ml), acetonitrilo (120 ml) diluido a 1L, y el flujo fue de 2 mL/min. La
composicion de la solucion de gluconato fue la siguiente (g /L): gluconato de sodio (16),
acido borico (18), tetraborato de sodio decahidratado (25) and 250 mL of glicerol (IC-

Pack Column Manual, Waters).

En la segunda, se utilizé la electroforesis capilar de iones (Li, 1993; Gémez y col,,
1996). El método se basa en la migracion electroforética de iones al aplicar un voltaje a
través de un capilar, causando una migracién diferencial de los componentes de la
muestra cargada eléctricamente hacia el electrodo positivo. Dependiendo de la polaridad
de la energia suministrada y la composicion del electrolito, el i6n separado pasa a través
de un detector. Se utiliz6 un analizador capilar de iones Beckman Coulter
(ProteomeLab™ PA800), a temperatura ambiente. Como capilar se emple6 una columna
de silice fundida, de 60cm de largo y 75 um de didmetro interno con una corriente
maxima de 300 pA, y un voltaje de 11 KV. La absorbancia se midi6 en la regién
ultravioleta a 214 nm. Solucidn de electrolito: 5mL Na2S04 0.3M, 5mL NaCl 10 mM y 5SmL
de una solucion OFM-Anion BT (CIA PAK™), se afora a 50 mL. Se filtra la solucién con
una membrana de 0.45 micras. En la Figura 4.7 se muestra una curva estandar de nitrato

y nitrito.

120000 -

100000

y =777.13x + 34791
R2? =0.9927

80000 -
—&—nitrito
60000 -

Area

y = 509.96x + 24508 —&— nitrato

40000 - R? = 0.9936

20000

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

mg/L

Figura 4.7 Curva estandar para la determinacién de nitrato y nitrito
e
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4.4.5. Nitrdogeno, dioxido de carbono, metano y 6xido nitroso

El N2, CO2, N20 and CH4 fueron determinados por cromatografia de gases (Varian
3350, USA), utilizando un detector de conductividad térmica (Schomburg, 1990).La
columna fue de acero inoxidable de 1.2 m de largo y de 1/8” de didmetro, empacada con
poropak Q de malla 80-100. La fase moévil fue helio a un flujo de 16 mL/min. El volumen
de inyeccion fue de 0.1mL y las condiciones de operacion fueron las siguientes: Columna:
50 °C, inyector 100° C y detector 100 °C. En el reactor en continuo se tomo
periédicamente la muestra del gas producido y recolectado a través del sistema de
recoleccion de gas. El volumen de gas generado se calcul6 considerando la presion
atmosférica de la ciudad de México (0.8 atm) y la temperatura de operacion (30°C) del
reactor. Se calcul6 la produccién volumétrica de N2 (mol N2/ L d) y se expresé finalmente

enmg/ Ld.

Para medir el Nz, CO2 y CHs en los ensayos en lote se construyé una curva
estandar de mg/L vs. drea, basada en la ecuacién de los gases ideales: n = PV/RT. Se
prepararon una serie de botellas con un volumen de fase gaseosa conocido. Se purgaron
con helio y se inyect6 una cantidad conocida de N2, CH4 o CO2 conocida (5, 10 mL, etc.),
Después se realizé la medicién de los gases en el cromatografo y se anotaron las areas.
Por ultimo se construy6 una curva estandar graficando mg/L vs area obtenida. En la
Figura 4.8 se muestra la curva de calibracién para metano y en la Figura 4.9 se muestra la

curva de calibracion para Na.
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Figura 4.8 Curva estdndar de metano a diferentes concentraciones utilizada para los cultivos en lote.
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Figura 4.9 Curva estandar de N; a diferentes concentraciones utilizada para los ensayos en lote.

4.4.6. So6lidos suspendidos

La mediciéon de los soélidos suspendidos se realiz6 como indica el método
establecido por APHA (1985). Para la determinacion de los sélidos suspendidos totales

(SST), la muestra es secada a 110 °C durante 1 hora, posteriormente la muestra es
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calcinada a 550°C durante una hora con el fin de obtener los sélidos suspendidos fijos
(SSF). Los sélidos suspendidos volatiles (SSV) presentes en la muestra son el resultado
de la resta de los so6lidos suspendidos totales menos los s6lidos suspendidos fijos. De tal

manera que:

SSV = SST- SSF
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se dividen en tres partes. En la
primera parte se estudié la eliminacién del 2-clorofenol en condiciones desnitrificantes a
una relacién C/N estequiométrica. Posteriormente, se estudié el efecto de la adicién de
un donador externo de electrones (acetato o fenol) sobre el consumo del 2-clorofenol. En
la segunda parte, se estudid el efecto de diferentes tipos y concentraciones de distintos
donadores de electrones para la eliminacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante
en ausencia de nitrato. En la tercera parte se evalud el proceso desnitrificante en
presencia y ausencia del 2-CF, con diferentes donadores de electrones (fenol, acetato o
glucosa). Ademas, para evaluar la recuperacidon del inéculo, se realizaron dos ensayos
cinéticos adicionales, uno utilizando un in6culo expuesto previamente al 2-clorofenol

(72d) y otro sin exposicion al 2-clorofenol utilizando acetato como fuente reductora.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Efecto de la adicion de acetato y fenol sobre el consumo del 2-clorofenol
por un lodo desnitrificante.

Los resultados de esta seccion estan publicados en:

Martinez-Gutiérrez, E. Gonzalez-Marquez, H., Martinez-Hernandez, S., Texier, A.-C,
Cuervo-Lopez, F., Gomez, ]. (2012). Effect of phenol and acetate adittion on 2-
chlorophenol consumption by a denitrifying sludge. Environ. Technol. 33(12), 1375-
1382.

5.1.2 Resumen

Los clorofenoles estan ampliamente distribuidos en el ambiente. Varias
estrategias han sido empleadas para mejorar su consumo sobre condiciones anaerobias,
sin embargo, la informacién es escasa. El objetivo de este estudio fue evaluar, en cultivos
en lote, el consumo del 2-clorofenol (2-CF) por un lodo desnitrificante y la influencia de
cosustratos como el acetato y el fenol en el consumo del 2-CF. Se observé que el fenol (69
y 92 mg C-fenol/L) y el acetato (60 y 108 mg C-acetato/L) mejoraron el consumo del 2-
CF del lodo desnitrificante, incrementando la eficiencia (hasta 100%) y la velocidad
especifica de consumo de 2-CF. Cuando el fenol fue adicionado a 92 mg C/L, la velocidad
especifica de consumo de 2-CF se incrementd 2.6 veces con respecto al control sin
cosustratos, mientras que con acetato (108 mg C/L) el incremento fue de 9 veces. El
acetato parece ser el mejor cosustrato para el consumo del 2-CF, obteniendo velocidades
especificas de consumo de 2.48 * 0.14 mg C-2-CF/g SSV d a 108 mg c-acetato/L. El
balance de masa indic6 que el lodo desnitrificante mineralizé simultaneamente el 2-CF,
el fenol o el acetato (E2-cr, Efenol ¥ Eacetato cercanas al 100%, Yucos- de 0.9 £ 0.1) y el nitrato
se redujo a nitrégeno molecular (Enos- de 100% y Ynz de 0.96 + 0.02). Esto mostré que la
adicion de cosustratos como fenol o acetato puede ser una buena alternativa para

mejorar la eliminacion de clorofenoles de las aguas residuales por lodos desnitrificantes.
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Palabras clave: desnitrificacion, 2-clorofenol, acetato, fenol, velocidad especifica.

5.1.2 Introduccion

Los clorofenoles (isémeros orto, meta y para). Son compuestos xenobidticos
ampliamente usados en la industria del papel, insecticidas, fungicidas herbicidas y tintes.
Su excesivo uso como pesticidas en la agricultura es la principal causa de su presencia en
aguas superficiales y subterraneas, alcanzado concentraciones hasta de 20 mg/L (Valo y
col,, 1984; Seidler y col., 1986; Downs y col., 1999). La mineralizacién microbiana puede
ser una estrategia util para la eliminacion de los clorofenoles de las agua residuales y

otros medios ambientes contaminados (Puhakka y col., 1995).

La eliminacion bioldogica del 2-clorofenol (2-CF) ha sido mas extensamente
estudiada sobre condiciones aerobias que sobre condiciones anaerobias. Sobre
condiciones aerobias se ha observado que los compuestos clorados pueden ser usados
como fuente de carbono y electrones para el crecimiento bacteriano (Fava y col.,, 1995;
Kafkewitz y col,, 1996). Sin embargo, en algunos casos, cultivos mixtos aerobios fueron
incapaces de eliminar completamente los clorofenoles y se acumularon metabolitos
toxicos (Schmidt y col., 1983, Farrel y Quilty, 1999). El consumo anaerobio de los
clorofenoles ha sido principalmente investigado sobre condiciones metanogénicas y se
ha observado que puede ser iniciado por la descloracion reductiva (Gibson y col., 1986;
Dietrich y Winter, 1990; Mohn y col., 1999; Basu y col,, 2005). Sobre condiciones
desnitrificantes, el consumo de los clorofenoles ha sido escasamente estudiado. Chang y
col. (2004) evaluaron la eliminacién del 2-CF usando un lodo desnitrificante,
encontrando que el 2-CF fue consumido después de 120 dias de aclimatacion, pero no
mencionan los productos finales o las velocidades obtenidas. Bae y col. (2002)
observaron el consumo del 2-CF por cultivos enriquecidos sobre condiciones

desnitrificantes cuando un exceso de nitrato fue establecido (C/N cercana a 0.1 mientras
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que, el valor estequiométrico es de 0.98). Sin embargo, no se mencionaron la formacién
de productos carbonados ni la formacién de N». Ha sido reportado que el consumo de 2-
CF en cultivos desnitrificantes en lote es un proceso lento (Haggblom y col,, 1993; Bae y
col, 2002). Bae y col. (2002), observaron que se necesitaron mas de 88 dias para la
eliminacién total de 13 mg C-2-CF/L. Se ha sugerido que la principal dificultad para la
oxidacion de los clorofenoles se debe a la fuerte estabilidad del compuesto aromatico

(Farrel y Quilty, 2002).

Algunas estrategias se han propuesto para mejorar el consumo de los
clorofenoles. Estas incluyen la adaptacion celular al contaminante y la adicién de fuentes
de carbono alternativas (cosustrato) (Farrel y Quilty, 2005). Se ha sugerido que la
adicion de fuentes de carbono facilmente oxidables pueden actuar como agentes
inductores de las enzimas oxidantes o pueden suministrar el poder reductor para el
consumo de los compuestos organicos recalcitrantes (Dietrich y Winter, 1990; Wang y
Loh, 2000; Martinez-Hernandez y col., 2009). Por otra parte, la adiciéon de fuentes
externas de carbono pueden ser necesarias para el consumo de los clorofenoles cuando
la via inicia con la descloracién reductiva (Fetzner, 1998; Vallecillo y col., 1999; Field y
Sierra-Alvarez, 2008). En este sentido Sanford y Tiedje (1997), evaluaron la descloracion
del 2-CF usando acetato. Los autores proponen que el fenol producido fue
posteriormente desnitrificado por el lodo. Sin embargo, son necesarias mas
investigaciones para entender mejor los procesos oxido-reductivos involucrados. Por
ejemplo, los analisis de balance de masa ayudarian a tener evidencia mas clara del
destino del acetato en el proceso de descloracion y que la oxidacion del fenol podria

estar acoplada a la reduccion del nitrato.

En el presente, no esta clara la influencia de fuentes externas de carbono y
electrones en el consumo del 2-CF por desnitrificacién. El uso de variables de respuesta
como rendimientos, velocidades especificas de consumo y balances de masa pueden dar
informacién cuantitativa acerca del efecto del cosustrato en la eliminacién del 2-CF. Un

mejor entendimiento del consumo del 2-CF por el proceso desnitrificante puede resultar
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en propuestas adecuadas para su eliminacion de los sitios contaminados. Asi, que el
objetivo de este estudio fue evaluar en cultivos en lote el consumo del 2-CF por un lodo
desnitrificante y la influencia de diferentes concentraciones de acetato o fenol como

cosustratos en el consumo del 2-CF.

5.1.3 Materiales y Métodos

5.1.3.1 Fuente de inoculo

El in6culo usado para los experimentos en lote fue obtenido de un reactor
anaerobio de cama de lodos de flujo ascendente (UASB, upflow anaerobic sludge blanket)
con un volumen de trabajo de 1.4 L (6.0 £ 1.2 g de sélidos suspendidos volatiles SSV/L).
El medio usado para alimentar el reactor UASB tenia la siguiente composicion (g/L):
K2HPO4 (1.44), KH2PO4 (0.54), MgS04.7H20 (0.10), NaNOs3 (2.02), NH4CI (0.15), NaHCO3
(0.34). Los compuestos traza fueron adicionados para tener la siguiente concentracion
final (mg/L): CuS04.5H20 (7.5), NazMo4H:0 (1), FeClz.6H20 (70), CaCl2.2H20 (7), MnCl;
(5). Se adicion6 una mezcla de acetato (0.231 g C-acetato/L) y fenol (0.298 g C-fenol/L)
como fuente de carbono y energia. El sistema fue operado continuamente por 17 meses
sobre condiciones desnitrificantes en estado estacionario a 30 °C y con un tiempo de
residencia hidraulica de 2 d. Bajo estas condiciones experimentales, las eficiencias de
consumo de nitrégeno y carbono fueron cercanas al 100% y ambos rendimientos de
nitrogeno y carbono tuvieron valores altos (Ynz = 0.96 * 0.05 mg N2/ mg N-NOs-
consumido and Ynucos- = 0.70 = 0.09 mg C-HCO3 / mg carbono organico total consumido).
Asi, que se puede concluir que el lodo desnitrificante fue fisiolégicamente estabilizado. El
indculo obtenido del reactor UASB fue centrifugado a 4000 g por 10 min a y lavado tres

veces con una solucidn de NaCl (9 g/L) antes de ser usado en los ensayos en lote.
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5.1.3.2 Ensayos en lote

Los ensayos fueron llevados a cabo en botellas serolégicas (unidades
experimentales) de 60 mL con un volumen de trabajo de 50 mL. El medio mineral usado
en todos los ensayos fue el siguiente (g/L): K2HPO4 (0.72), KH2PO4 (0.27), MgS04.7H20
(0.03), NaHCO3 (0.026). Los elementos traza fueron adicionados para tener la siguiente
concentracion final (mg/L): CuS045H20 (7.5), NazMosH20 (1), FeCl3s.6H20 (70),
CaClz.2H20 (7), MnCl; (5). La concentracidon de la biomasa desnitrificante fue de 0.5 g
SSV/L = 0.04. Las botellas fueron selladas con tapas de goma y con contratapas de
aluminio y el espacio de cabeza fue reemplazado con una corriente de He durante 10
min. El pH inicial fue 7 + 0.1. Las unidades experimentales fueron incubadas a 30°C y

agitadas a 200 rpm.

5.1.3.3 Ensayos control

Primero, se realizaron ensayos abio6ticos en ausencia del lodo con medio mineral y
2-CF (22 mg C-2-CF/L). Ensayos con biomasa estéril (121°C por 1h), medio mineral, 2-CF
(22mg C /L) y NOs3- (22 mg N / L). Otros cultivos controles biodticos fueron llevados a
cabo con lodo desnitrificante, medio mineral y acetato (100 mg C/L) y NO3 (83 mgN / L)
(relacion C/N estequiométrica cercana a 1.1), los cuales fueron usados como referencia
de la capacidad desnitrificante del lodo. Finalmente, se llevaron a cabo ensayos con lodo

desnitrificante, medio mineral y solo 2-CF (22mg C/L) o solo NO3- (22 mg N/L)

5.1.3.4 Ensayos cinéticos del consumo del 2-CF

Se llevaron a cabo algunas series de experimentos: (1) Ensayos desnitrificantes
conteniendo lodo desnitrificante, medio mineral, 2-CF (22 mg/L) y NO3 (22 mg N/L)

(relacion C/N estequiométrica de 1). (2) Ensayos con lodo desnitrificante, medio
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mineral, 2-CF (22mg / L), NO3 (22 mg N/L) y diferentes concentraciones de fenol (23, 46,
69 and 92 mg C/L) o acetato (60 and 108 mg C/L). Este rango de concentraciones

probadas fue elegido para tener suficiente poder reductor.

Todos los cultivos en lote se llevaron a cabo por duplicado. Los valores obtenidos en
todos los ensayos fueron representados con el promedio y el + de la desviacion estandar.
Cada botella fue una unidad experimental independiente y fue desechada después del
muestreo. Las muestras liquidas y del espacio de cabeza fueron tomadas periédicamente
para determinar la utilizacion de los sustratos y la formacidn de los productos. Todas las

muestras fueron filtradas (0.45 pm) antes del analisis.

5.1.3.5 Métodos analiticos

La concentracion de 2-CF y fenol fue determinada usando cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC, Perkin Elmer series 200, USA), equipado con una columna C-18
(Phenomenex, USA). La fase mévil fue acetonitrilo-agua (60:40 v/v) al.5 mL /min. El
nitrato y nitrito fueron analizados por HPLC (Perkin Elmer Series 200, USA) a 214 nm
usando una columna de intercambio ionico (IC-Pak Anion HC, Waters). La fase movil fue
una mezcla de una solucién de borato-gluconato (20 mL), butanol (20 mL) and
acetonitrilo (120 mL) diluido a 1 L. La composicién de la solucién borato-gluconato fue la
siguiente (g/L): gluconato de sodio (16), acido borico (18), tetraborato de sodio
decahidratado (25) and glicerol (315). La velocidad del flujo fue de 2 mL/min. La
composicion del gas en el espacio de cabeza (N2, N20, CO2 y CH4) fue cuantificada por
cromatografia de gases (Varian 3350, USA) mediante un detector de conductividad
térmica y una columna de acero empacada (Poropak Q Mesh 80-100). Las temperaturas
de la columna, inyector y detector fueron de 50, 100 y 1002 C, respectivamente. El flujo
del gas acarreador (He) fue de 16 mL/min. La concentracion de acetato fue cuantificada
por cromatografia de gases (Hewlett Packard 5890, USA (Martinez-Hernandez y col.

2009). El carbdn organico y carbono inorganico fueron medidos usando un analizador de
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carbono total (TOC) (Shimadzu, TOC-VCSN, Japan). Los s6lidos suspendidos volatiles
(SSV, SST) fueron determinados de acuerdo a métodos estandares (APHA, 1998).

5.1.3.6 Variables de respuesta

El proceso fue evaluado a través de eficiencias de consumo (E, mg sustrato
consumido/mg de sustrato alimentado™ 100), rendimientos (Y, mg de producto / mg de
sustrato consumido) y velocidades especificas de consumo de sustrato y formaciéon de
producto (q, mg sustrato consumido o producto formado/g SSV d). El calculo de las
velocidades especificas se hizo mediante una regresion lineal de los datos

experimentales (r2 > 0.95).

5.1.4 Resultados y discusion

5.1.4.1 Ensayos control

Se realizaron pruebas abidticas con medio mineral y 2-clorofenol, en presencia y
ausencia de la luz natural, no hubo un cambio significativo en la concentracion del 2-
clorofenol en un periodo de 42 d (Tabla 5.1.1), ya que el coeficiente de variacién (C.V.)
fue menor que 6%. Por lo que se puede decir que no hay pérdida del 2-clorofenol por
posibles reacciones quimicas con algiin componente del medio de cultivo. Por otro lado,
se realizaron pruebas abidticas con biomasa estéril 0.5 * 0.04 g SSV/L, la cual se
esterilizd a 121 °C y 15 lb/pul? durante 1 hora. Como se observa en la Tabla 5.1.1, la
concentracion de 2-Clorofenol se mantuvo constante con un promedio de 36.19 + 1.84
mg/L. Por lo anterior podemos decir, que no hubo pérdida significativa del 2-clorofenol
por adsorcion sobre la biomasa. Lo anterior concuerda con los estudios realizados por
Beristain-Montiel y col. (2010), en donde observan pérdidas menores del 5% tanto para

interacciéon quimica como por adsorcién en la biomasa estéril.
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Tabla 5.1.1 Pruebas abidticas en presencia y ausencia de luz y adsorcion en biomasa estéril

C-2-CF (mg/L) Coeficiente de variacion (%)
Luz 23.56 + 0.84 3.43
S/ Luz 23.18 £ 1.06 4.56
Biomasa estéril 20.26 £ 1.01 4.41

Para comprobar la actividad desnitrificante del in6culo se realizé6 un ensayo
control utilizando acetato como donador de electrones. El lodo desnitrificante llevo a
cabo el consumo completo del acetato y nitrato después de 15 h (Eacetato y Eno3- de 100%).
Mientras que, los valores de YHcos- y de Ynz fueron de 0.71 * 0.06 (mg C-HCO3- /mg de C-
acetato consumido) y 0.52 + 0.01 (mg N2 /mg N-Nitrato consumido), respectivamente.
Las velocidades especificas de consumo fueron de 168.24 * 1. 5 mg C-acetato/ (g SSV d)
y 140.64 + 0.3 mg N-NOsz- / (g SSV d). Los resultados indicaron que el lodo mostré una

actividad desnitrificante sobre las condiciones experimentales usadas en el ensayo.

Posteriormente, se realizaron ensayos cinéticos con biomasa activa en presencia
de 2-CF (22 mg C-2-CF/L) o nitrato solamente (22 mg N-NOs-/L); en la Tabla 5.1.2 se
muestran los resultados. Se observ6 que una fraccion de 2-CF (12%) asi como de nitrato
(98%) se consumid después de 14 d en ausencia de un donador o aceptor de electrones.
La cinética se sigui6 hasta el dia 100, mostrando el mismo comportamiento. Estos
resultados sugirieron que el consumo tanto del 2-CF como de nitrato puede estar ligado
al metabolismo endogeno. Este consumo puede estar relacionado a la utilizacién de

sustratos endogenos, como sustancias exopoliméricas presentes en el lodo
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desnitrificante, donde la fraccién de carbohidratos puede ser usada como fuente de

electrones (Laspidou y Ritmann, 2002)

Tabla 5.1.2 Controles bidticos y ensayo estequiométrico en cultivo lote, los valores fueron calculados a 14

d de cultivo
Ensayos Ez.cr Enos- q2-cF qno3-
(%) (%) (mg C-2-CF/gSSvd) (mgN-NOs/gSsvd)
2-CF (solo) 11.6+4.2 - 0.21 +£0.02 .
NOs3- (solo) . 98.1+2.7 . 15.74 + 1.39
2-CF+NO3» 9.8+1.1 95.6+5.2 0.27+0.06 16.29 +0.71

5.1.4.2 Consumo de 2-CF a una relacion C/N estequiométrica.

Cuando los cultivos con concentraciones estequiométricas de 2-CF y nitrato
fueron probados, la velocidad especifica de consumo del 2-CF fue 60 veces mas baja que
la de nitrato. Las eficiencias de consumo y las velocidades especificas de consumo fueron
similares a las obtenidas en los ensayos con solo el 2-CF o solo nitrato (Tabla 5.1.2).
Estos resultados sugieren que ambos, 2-CF y nitrato, fueron consumidos a través del
metabolismo endoégeno. En este sentido, Becker y col (2006) observaron que, en
condiciones anaerobias, los sustratos endogenos son metabolizados primero en
presencia de sustratos de lento consumo. Se encontré que, sobre estas condiciones
estequiométricas, la qz-cr fue 600 veces mas baja que la qacetato, mostrando que el 2-CF es
un compuesto altamente recalcitrante bajo condiciones desnitrificantes. Estos resultados
mostraron también que la adicién de nitrato en los cultivos no mejor6 el consumo de 2-
CF. De esta manera, se puede decir, que bajo estas condiciones experimentales, no fue

posible discernir si el lodo desnitrificante fue capaz de consumir el 2-CF por
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desnitrificacién. Resultados similares fueron obtenidos por Haggblom y col. (1993) y
Sanford y Tiedje (1997), donde no fue posible establecer que el consumo del compuesto

fenolico estuviera asociado a la reduccién de nitrato por desnitrificacion.

Por otro lado, ha sido reportado que la descloracion reductiva puede ser el paso
inicial en el metabolismo de compuestos clorados (Fetzner 1998, Vallecillo y col. 1999;
Field y Sierra-Alvarez 2008). Sanford y Tiedje (1997) propusieron que sobre condiciones
desnitrificantes, el consumo del 2-CF se inicia por la reduccidn del 2-CF a fenol y requiere
de la adicion de un donador de electrones como el acetato para iniciar el proceso de
deshalogenacion. También ha sido sugerido que la adicién de fuentes de carbono
facilmente oxidables pueden mejorar el consumo de compuestos recalcitrantes (Dietrich
y Winter, 1990; Martinez-Hernandez y col., 2009). Para tener un mejor entendimiento
acerca de como el consumo de 2-CF se podria mejorar sobre condiciones desnitrificantes,
utilizando fuentes alternas de carbono, el fenol y acetato fueron probados como
cosustratos. Ambos compuestos pueden ser usados como donadores de electrones en la
descloracion del 2-CF. Ademas, el fenol fue elegido porque puede ser uno de los
intermediarios de la via de consumo del 2-CF, mientras que el acetato es una fuente de

carbono facilmente oxidable.

5.1.4.3 Efecto del fenol sobre el consumo del 2-clorofenol.

Se realizaron ensayos preliminares usando la concentracién de fenol
estequiométrica (1.6 mg de C-fenol/L) para reducir el 2-CF (22 mg C-2-CF/L) a fenol. Se
asumio que el fenol producido se acoplaria a la reduccion de nitrato (22 mg N-NO3z-/L) a
N2. Sin embargo, solo fue eliminado el 9.7% de 2-CF en 14 d de incubacion.
Consecuentemente, se decidié usar concentraciones mas altas que la concentracion
estequiométrica (23, 46, 69 y 92 mg C/L) (Figura 5.1.1). Como se muestra en la Figura
5.1.1 A, la adicién de fenol provocé un incremento en el consumo del 2-clorofenol por el

lodo desnitrificante. En el intervalo de concentraciones de 23 a 92 mg C-Fenol /L, la Ezcr
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se incrementé de 40.4 a 99.6%. De manera similar, la q2-cr se incrementé cuando se
aumento la concentraciéon de fenol (Tabla 5.1.3). A la concentracién mas alta de fenol
empleada (92 mg C-Fenol/L), la qz-cr fue 2.6 veces mas alta que el valor obtenido en los
ensayos sin fenol. Estas observaciones concuerdan con varios estudios realizados sobre
condiciones aerobias y anaerobias en las cuales se mostré que la adicion de fenol puede
mejorar la eliminacién de monoclorofenoles (Saéz y Rittmann, 1993: Wang y Loh, 2000;
Beristain-Montiel, 2010). Sin embargo, de acuerdo con nuestro conocimiento, es el
primer trabajo que reporta el efecto benéfico de la adiccidon de fenol sobre el consumo
del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante. De acuerdo a Monsalvo y col., (2009) el fenol
ha sido presentado como un mejor cosustrato que compuestos convencionales como
azicar o peptona porque éste favorece la remocién de clorofenoles, debido a su
semejanza con la estructura quimica. Sin embargo, es necesario realizar mas

investigacion para entender como el fenol puede contribuir al consumo de 2-clorofenol.

Utilizando un lodo metanogénico aclimatado a 2-clorofenol por 80 d en presencia
de 41.3 mg de fenol /L (31.6 mg C-Fenol/L), Beristain-Montiel y col. (2010) reportaron
que la qz-cr fue de 0.0044 + 0.0005 mg C-2-CF/g SSV d, alrededor de 86 veces mas bajo
que el valor obtenido en nuestro trabajo con un lodo desnitrificante sin previa
aclimatacién a 2-clorofenol (la qz-cr fue de 0.38 £ 0.10 mg C-2-CF/g SSV d a 23 mg C-
Fenol). Beristain-Montiel y col. (2010), no observaron una fase lag en el consumo del 2-
clorofenol, mientras que en el presente trabajo, fue obtenida una fase lag de 5 d. Esta
diferencia se puede deber al hecho de que lodo metanogénico fue previamente expuesto
al 2-clorofenol. Sin embargo, estos resultados indican que el lodo desnitrificante mostrd
una alta velocidad para el consumo del 2-clorofenol y se podria sugerir que el uso de este

lodo podria ser una buena alternativa para el consumo del 2-clorofenol.

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 99



Resultados y discusiones

C-2-CF (mg/ L)
= [ N
o (6] o
1 1 1

o
1

o
1

100

[0}
o
1

C-Fenol (mg /L)
5 82
1 1

N
o
]

o

Tiempo (d)

Figura 5.1.1. Eliminacién del 2-CF en presencia de diferentes concentraciones de fenol sobre condiciones
desnitrificantes. 2-CF sin fenol (A), 2-CF con 23 mg de C- fenol /L (), 2-CF con 46 mg de C-fenol/ L (A),
2-CF con 69 mg de C-fenol/ L (0) y 2-CF con 92 mg of C-fenol/ L (H).

En todos los casos, el fenol fue consumido después de 56 d (Efenol del 100%)
(Figura 5.1.1 B). De acuerdo con el balance de masa (Tabla 5.1.4), se observé que ambos,
el 2-clorofenol y el fenol fueron oxidados a bicarbonato principalmente (Yucoz-= 0.9 *
0.09). La formacién de metano fue observada solo a 69 y 92 mg C-fenol / L con Ycus de
0.02 = 0.001 y 0.05 * 0.001, que corresponde a 2.6 + 0.1 y 5.3 + 0.2 mg C-CHs / L,
respectivamente, mostrando que la metanogénesis no fue el proceso predominante

sobre las condiciones experimentales probadas.
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Tabla 5.1.3 Variables de respuesta del proceso desnitrificante usando diferentes concentraciones del

donador de electrones

Fuente de Carbono (mg/L) q2-cF? gno3-b C/N
2-CF + NO3- (ensayo  0.27 £ 0.06 16.29 £ 0.7 1
estequiométrico)

Fenol (23) + 2-CF + NO3- 0.38+0.10 17.2 £+ 1.54 2.11
Fenol (46) + 2-CF + NO3- 0.4 +0.10 12.73 +5.80 3.18
Fenol (69) + 2-CF + NO3- 0.68 = 0.05 9.78 +1.90 3.46
Fenol (92) + 2-CF + NO3- 0.7 £0.09 8.47 £0.09 3.96
Acetato (60) + 2-CF + NO3- 2.16 £0.2 54 +1.83 3.37
Acetato (108) + 2-CF + NO3- 248 +0.14 60.9 +8.10 5.41

a(mg C-2-CF/ g SSV d); ®(mg N-NOs-/ g SSV d)
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Tabla 5.1.4. Balance de carbono y nitrégeno obtenido con un lodo desnitrificante a diferentes concentraciones de fenol en presencia de 2-

clorofenol.2

Entrada (mg/L) Salida (mg/L)
C-fenol  C-2-CF N-NO5- C-fenol C-2-CF C-HCO3-¢ N-NOs  N-NOz N-N;
ob 241405 237403 0 178+03  11.1£09 0 0 232406
23+21  235+13 22.8+12 0 140+18  27.0£06 0 0 21.9+1.7
46+15 241+03  22.6+0.2 0 13.0+1.2  59+3.1 0 0 22.3+0.4
69+2.6 226+18  28+2.0 0 03+05 88650 0 0 27.6+0.3
92+15 23.0+04  29:0.1 0 01£01  101.5%53 0 0 28.1+3.1

aEl balance fue realizado a 56 d de cultivo.

bEnsayo estequiométrico

¢El C-HCOs3" es la suma del carbono inorganico soluble + CO2.
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Como previamente se mencion6, en nuestras condiciones experimentales, la
desnitrificacién parece ser principalmente llevada a cabo por el metabolismo end6geno y
no fue posible aportar evidencia de que la reduccion del nitrato podria estar asociada al
consumo del 2-clorofenol. Sin embargo, en ensayos realizados en ausencia de nitrato, con
solo 2-clorofenol y fenol (92 mg C-fenol/L), se encontré que la qz-cr fue de 0.13 + 0.02 mg
2-CF/g SSVd, que corresponde a un valor 5.5 veces mas bajo que el obtenido en
experimentos con 2-clorofenol, fenol y nitrato. Esto mostré que el nitrato podria estar
involucrado en mejorar el consumo del 2-clorofenol. De manera similar, Genthner y col.
(1989) observaron que el nitrato estimula la eliminacién anaerobia del 3-clorobenzoato
en sedimentos acuaticos. Ademds, Jianlong y col. (2001) usando bacterias
desnitrificantes observaron que el consumo anaerobio del 4-chlorophenol fue

dependiente de nitrato.

Como se muestra en Tabla 5.1.4, el nitrato consumido fue principalmente
reducido a N2 (Enoz- de 100% y Yn2 de 0.97 £ 0.01). En todos los casos, el nitrato fue
consumido en los primeros 7 d de cultivo y el nitrito fue solo detectado como
intermediario transitorio de la via desnitrificante. Estos resultados mostraron que la

desnitrificacion fue la via principal del consumo del nitrato.

5.1.4.4 Efecto del acetato sobre el consumo del 2-clorofenol.

Asi como en el ensayo del fenol, el acetato fue inicialmente adicionado a una
concentracion estequiomeétrica (1.9 mg C-acetato/L) para la reduccion de 2-clorofenol
(22 mg C-2-CF) a fenol, considerando que el fenol producido podria ser usado mas tarde
como donador de electrones para la reduccidon del nitrato (22 mg N-NO3) a Nz. Sin
embargo, bajo estas condiciones solo se consumio6 el 6.7% de la concentracidn inicial de
2-clorofenol después de 14 d. Asi, que se probaron concentraciones mas altas de acetato
(60 y 108 mg C-acetato / L) para evaluar su impacto sobre el consumo de 2-clorofenol

por el lodo desnitrificante (Figura 5.1.2). Independientemente de la concentracién inicial
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de acetato, el 2-clorofenol fue totalmente consumido (Ez-cr de 94.7 + 5.3%) mientras que
en ausencia de acetato la Ez.cr fue solo del 20.1 + 2.0%. La adicién de acetato también
provocé un incremento en la qz-cr (hasta 9 veces) comparado con el control sin acetato
(Tabla 5.1.3). Asi como el fenol, el acetato mejor6 el consumo del 2-clorofenol por el lodo

desnitrificante, incrementando ambos la Ez-cr y la q2-cr.

C-2-CF (mg /L)

[0}
o
1

N
o
1

C-acetato (mg /L)
(o)}
o

20 4
0- T - T - T * 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (d)

Figura 5.1.2. Eliminacién del 2-CF en presencia de diferentes concentraciones de acetato sobre

condiciones desnitrificantes. () 2-CF con 60mg/L de C-acetato, () 2-CF 108 mg/L de acetato

El consumo total de acetato fue llevado a cabo en menos de 15 d (Figura 5.1.2 B).
El balance mostré que ambos, acetato y 2-CF fueron eficientemente consumidos
(Eacetato=100% y E2.ck= 94.7 + 5.3) y mineralizado a bicarbonato con valores de Yhcos- de

0.99 + 0.05 a 60 mg C-acetato/L y 0.8 £ 0.02 a 108 mg C-acetato / L (Tabla 5.1.5). En
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ambos casos, el nitrato fue consumido durante los dos primeros dias. Como el nitrato fue
principalmente transformado a N2 (Enos- = 100%, Yn2 = 0.94 + 0.02), se puede establecer
que la desaparicion de nitrato fue por desnitrification. El metano no fue detectado a 60
mg C-acetato/L mientras que a 108 mg C-acetato/L el Ycus fue de 0.19 * 0.02 (la
concentracion de C-metano fue de 24.6 + 0.1mg/L). Estos resultados indicaron que bajo
estas condiciones, la metanogénesis pudo ser causada por la adiciéon de acetato (en
exceso), la desnitrificacion seria todavia el principal proceso involucrado en la
mineralizaciéon de 2-clorofenol y acetato, evidenciando que el acetato fue usado como el

donador de electrones para la deshalogenacion del 2-clorofenol a fenol.

Para comparar los resultados entre los experimentos de fenol y acetato, las
concentraciones iniciales del cosustrato fueron convertidas a equivalentes reductores. La
concentracion de acetato de 60 y 108 mg C/L (20 y 36 miliequivalentes de electrones/L)
pueden ser comparados con las concentraciones de fenol de 46 y 92 mg C/L (18 y 36
miliequivalentes de electrones/L) en términos de equivalentes de electrones,
respectivamente. A 19 * 1 miliequivalentes de electrones/L de acetato (60 mg C/L) y
fenol (46 mg C/L), la Ez.cr fue de 89.4 y 27.9 %, respectivamente después de 35 d de
cultivo. Similarmente, en la misma concentracién inicial de cosustrato de 36
miliequivalentes de electrones / L, la Ez.cr fue 3 veces mas alta con acetato (108 mg C/L)
que el observado con fenol (92 mg C/L). La Tabla 5.1.3 indica que la qz-cr fue mas alta
(hasta 5.4 veces) cuando el acetato fue adicionado en los cultivos. Por ejemplo, a 60 mg
C-acetato/L y 46 mg C-fenol/L (ambas concentraciones corresponden a 19 * 1
miliequivalentes/L), la qzcr fue de 2.16 * 0.02 y 0.4 * 0.1 mg C-2-CF/g SSV d,
respectivamente. Estos resultados indicaron que el acetato fue un mejor cosustrato que
el fenol para mejorar el consumo del 2-clorofenol. El acetato es un sustrato de facil
oxidacion comparado con el compuesto fendlico y este puede ser la razén por lo cual el
acetato provoca un mayor efecto sobre el consumo del 2-clorofenol. Martinez-Hernandez
y col. (2009) observaron un papel similar del acetato en la oxidaciéon del tolueno por

desnitrificaciéon, proponiendo que el acetato puede mejorar el crecimiento de las

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 105



Resultados y discusiones

poblaciones microbianas y actuar como un potenciador bioquimico. Tarighian y col.
(2003) reportaron que ambos glucosa y fenol pueden ser usados como cosustratos de
crecimiento para la biodegradacién cometabdlica del 4-clorofenol (4-CF), sin embargo,
observaron que cuando se utilizé glucosa no se presentd la fase lag en el consumo del 4-
CF, igualmente, la qz2cr fue mas alta que cuando se utilizé fenol. En contraste, Lee y Lee
(2007) mostraron que la adiccion de fenol como un sustrato de crecimiento fue
preferible sobre la adicién de glucosa, ya que mejora la transformacion del 4-CF. Estos
resultados sugieren que varios factores como el tipo y concentracion de cosustrato, el
origen e historia del in6culo pueden influir en los efectos de los cosustratos sobre el
consumo de los monoclorofenoles. Estudios futuros son requeridos para tener un mejor
entendimiento de los efectos de los cosustratos sobre la biotransformacién de

compuestos aromaticos recalcitrantes como los clorofenoles.
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Tabla 5.1.5. Balance de masa de carbono y nitrégeno obtenido con un lodo desnitrificante a diferentes concentraciones de

acetato en presencia de 2-CF.2

Entrada (mg/L) Salida (mg/L)
C-acetato C-2-CF N-NO3 C-acetato C-2-CF  C-Fenol C-HCO;* N-NO3z N-NOy N-N>
0° 241+05 23.7%x0.3 0 17.8+0.3 0 11.1+0.9 0 0 23.2+0.6
60+1.3 212+11 223%12 0 21+0.1 10.1+ 11 71.3+0.9 0 0 21.3+1.1
108+12 221+12 238+19 0 0 8+3 99.2+1.1 0 0 22.1+2

aEl balance fue realizado a 35 d de cultivo.

bEnsayo estequiométrico.

¢E]l C- HCO3" es la suma del carbono inorganico soluble + CO».
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5.1.5 Conclusiones

La adicion de acetato o fenol aumenta el consumo del 2-CF por el lodo desnitrificante,
obteniendo valores superiores para la Ez.cr y qz-cr comparados con el control sin
cosustratos. También, se observa que el acetato fue mejor cosustrato que el fenol con
valores mas altos para la Ez.cr (hasta 3 veces) y qz-cr (hasta 5.4 veces) cuando el acetato
fue adicionado. Las eficiencias de consumo de los sustratos (Ez-cF Efenol, Eacetato, ENo3-)
fueron cercanas al 100%, obteniendo como productos principales del proceso al
bicarbonato y N2 (Yucos- of 0.90 + 0.10 y Ynz2 of 0.96 + 0.02). El lodo desnitrificante fue
capaz de mineralizar simultaneamente al 2-CF, fenol o acetato, y reducir el nitrato a N».
Estos resultados contribuyen a tener un mejor entendimiento del consumo del 2-CF por
el proceso desnitrificante y podrian ser utiles para desarrollar propuestas adecuadas

para la eliminacion del 2-CF en sitios contaminados.
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5.2 Eliminacion del 2-clorofenol en presencia de diferentes donadores de
electrones utilizando un lodo estabilizado sin previa exposicion a
compuestos fendlicos.

5.2.1 Resumen

Los clorofenoles son compuestos toxicos de lento consumo en condiciones
anaerobias. La adicion de donadores de electrones se ha utilizado para mejorar su
consumo, aunque no hay informacién suficiente que sugiera cémo se lleva cabo el
proceso. El objetivo de este estudio fue evaluar y analizar en ensayos en lote, el efecto de
diferentes concentraciones de distintos donadores de electrones (acetato, fenol o
glucosa) sobre la eficiencia y velocidad de consumo del 2-clorofenol (2-CF) en
condiciones anaerobias, utilizando un lodo desnitrificante producido en continuo en
régimen estacionario. Se llevé a cabo un cultivo control con 2-CF en ausencia de donador
de electrones. La adicion de fenol increment6 la eficiencia de consumo de 2-CF hasta
53.3%, pero tanto el fenol como el clorofenol persistieron en el cultivo. La glucosa
aumento la eficiencia hasta 97.8% y la velocidad especifica de consumo de 2-CF fue hasta
3 veces mas alta con respecto al control. El acetato incrementé la eficiencia hasta un 98.6
% y la velocidad especifica de consumo de 2-CF hasta 8.4 veces, con relacion al control.
Los resultados sugieren que el donador de electrones determina los valores de la
eficiencia, rendimiento y velocidades especificas y no dependen de la semejanza de la
estructura quimica del donador de electrones con el 2-CF, siendo el tipo de sustrato el
factor que mas impacté en la cinética y el metabolismo del lodo comparado con la

concentracion del sustrato.
Palabras clave: 2-clorofenol; glucosa, acetato, fenol

5.2.2 Introduccion

Los clorofenoles pertenecen al grupo denominado compuestos organicos
halogenados que constituyen uno de los grupos mas grandes y dispersos en el ambiente.
Son el resultado de las descargas de aguas residuales generadas de las actividades
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agricolas por el uso de pesticidas y herbicidas y de actividades industriales, como la de la
pulpa y el papel, tintes, colorantes, y farmacéutica, principalmente (Haggblom y Bossert,
2003). Sin embargo, se ha encontrado que también son producidos naturalmente por
algunas bacterias (Milliken y col, 2004). Los clorofenoles son recalcitrantes y
posiblemente estén relacionados con problemas toxicos y de la salud (Vallecillo y col,,
1999), por tal motivo, han sido clasificados como contaminantes prioritarios por la
Agencia de Proteccion Ambiental (ATSDR, 2007). Se ha observado que las descargas
inadecuadas de las aguas residuales podrian generar diversos problemas
ecotoxicolégicos con consecuencias serias para los organismos vivos, de ahi Ila

importancia de contar con alternativas que permitan su eliminacion del ambiente.

La eliminacién biolégica de los clorofenoles ha sido estudiada tanto en
condiciones aerobias (Farrel y Quilty, 1999; Loh y Wang, 2006, Buitréon y Andrade,
2011), como anaerobias (Dietrich y Winter, 1990; Haggblom y col, 2000). En
condiciones anaerobias la mayoria de la informacién disponible se ha generado bajo en
condiciones metanogénicas (Takeuchi y col,, 2000; Bajaj y col., 2008; Beristain-Montiel y
col, 2012). Bajo estas condiciones se ha observado que la transformacién de los
clorofenoles consta de una serie de pasos sucesivos de descloracién reductiva hasta la
descloracion completa del compuesto, seguida por el rompimiento del anillo aromatico y
termina con la formacion de metano y COz (Boyd y Shelton, 1984; Dietrich y col.,, 1990).
Algunos estudios han mostrado que la transformacion de los clorofenoles policlorados
en ocasiones resulta en la acumulacion de clorofenoles menores como el 2-CF

(Armenante y col., 1993; Mohn y col.,, 1999; Garibay-Orijel y col., 2006).

Se ha sugerido que la recalcitrancia de los clorofenoles se puede deber a la fuerte
estabilidad que le confiere el enlace carbono-hal6geno a la molécula (Farrel and Quilty,
2002). También, se ha mencionado que la aclimatacién del inéculo puede mejorar el
consumo de los clorofenoles (Moreno y Buitréon 2004). Por ejemplo, Lanthier y col., 2004,
reportaron eficiencias de eliminacién hasta del 60 % del pentaclorofenol, después de 225

dias de aclimatacion. Por su parte Beristain-Montiel y col.,, (2010) observaron que al
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poner al lodo en contacto previo con el 2-CF se increment6 la velocidad especifica de
consumo del 2-CF de 0.0014 a 0.003 (mg C-clorofenol / g SSV d), sin embargo, la
eficiencia de eliminaciéon no se mejoro, pero se mantuvo alta. Hay otros estudios, que
mencionan que la adiciéon de donadores de electrones externos podrian disminuir los
efectos toxicos de los clorofenoles, mejorando su eficiencia de consumo (Monh y col.
1999., Atuanya y Chakrabarti, 2003). Ye y col. (2004) observaron que la velocidad de
degradacion fue mas alta en presencia de sacarosa que en su ausencia (0.08 y 0.38 mg/L
d en ausencia y en presencia de sacarosa, respectivamente). Sin embargo, ain no esta
claro coémo afecta la concentracién y tipo de donador en este proceso en términos de
variables de respuesta como eficiencia o velocidad de consumo del clorofenol. El objetivo
de este estudio fue evaluar en ensayos en lote el efecto de diferentes concentraciones de
distintos donadores de electrones (acetato, fenol o glucosa) sobre la eficiencia y
velocidad de consumo del 2-CF en condiciones anaerobias por un lodo no aclimatado a

compuestos fenolicos.

5.2.3 Material y métodos

5.2.3.1 In6culo

El indculo utilizado en los cultivos en lote fue obtenido en condiciones
desnitrificantes de un reactor anaerobio de cama de lodos de flujo ascendente (UASB,
upflow anaerobic sludge blanket) de 1.4 L de volumen de trabajo alimentado con acetato
como fuente de carbono (0.8 g C-acetato/L). La composicion del medio mineral (MM) fue
la siguiente (g/L): K2HPO4 (3), MgS04 (0.03), NaNO3 (2.42). Los elementos traza fueron
adicionados para tener la siguiente concentracion final (mg/L): CuSO045H20 (7.5),
Na;Mo4H20 (1), FeCl3.6H20 (70), CaCl2.2H20 (7), MnClz (5). El sistema fue operado
durante 5 meses en estado estacionario a 30 °C y con un tiempo de residencia hidraulico
de 2 d. Bajo estas condiciones, las eficiencias de consumo de carbono y de nitréogeno
fueron de 95.87 % + 3y 98.91 % + 3.5 respectivamente. El Yucos- fue de 0.95 + 0.04 g C-
HCO3- / (g C-organico consumido) y el Ynz fue de 0.79 £ 0.042 g N2 /(g N-NO3z-). El in6culo
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obtenido del reactor UASB fue previamente centrifugado a 4000 g por 10 min y lavado

tres veces con una solucion de NaCl (9 g/L) antes de ser utilizado en los cultivos en lote.

5.2.3.2 Cultivos en lote

Los ensayos fueron conducidos en botellas seroldgicas de 545 mL con un volumen
de trabajo de 400 mL. El MM utilizado en todos los ensayos fue el siguiente (g/L):
K2HPO4 (0.72), KH2PO4 (0.27), MgS04.7H20 (0.03), NaHCO3 (0.026). Los elementos traza
fueron adicionados para tener la siguiente concentracidn final (mg/L): CuS04.5H20 (7.5),
NazMo4H20 (1), FeCl3.6H20 (70), CaCl2.2H20 (7), MnCl: (5). Las botellas fueron selladas
con tapas de goma y con contratapas de aluminio y oxigeno presente en el espacio de

cabeza fue reemplazado con una corriente de He durante 10 min.

5.2.3.3 Ensayos en lote con diferentes donadores de electrones

Se llevaron a cabo los siguientes ensayos: (1) Se realizaron ensayos abidticos en
ausencia del lodo con MM y 2-CF (22.4 mg C/L) y asi como ensayos con biomasa estéril
(121°C por 1 hora), MM y 2-CF (22.4 mg C/L), (2) un cultivo control bi6tico conteniendo
lodo desnitrificante, MM y 2-CF (22.4 mg C/L) sin la adicién de un donador de electrones.
(3) ensayos con lodo desnitrificante, MM, 2-CF (224 mg C/L) y diferentes
concentraciones (77.6, 127.6 y 177 .6 mg de C/L) de acetato, glucosa o fenol como

donadores de electrones.

Todos los ensayos fueron llevados a cabo por duplicado. Cada botella representa una
cinética y los valores obtenidos en todos los ensayos estan representados como el valor
promedio * la desviacion estandar. Muestras liquidas y del espacio de cabeza fueron
tomadas periddicamente para ser analizadas y determinar la concentracion de sustratos
y formacion de productos. Las muestras fueron filtradas antes de ser analizadas

utilizando una membrana de 0.45 pm.
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5.2.3.4 Métodos analiticos

La concentracion de 2-CF y fenol fue determinada usando cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC, Perkin Elmer series 200, USA), equipado con una columna C-18
(Phenomenex, USA). La fase movil fue acetonitrilo-agua (60:40 v/v) al.5 mL /min. La
composicion del gas en el espacio de cabeza (CO2 y CH4) fue cuantificada por
cromatografia de gases (Varian 3350, USA) mediante un detector de conductividad
térmica y una columna de acero empacada (Poropak Q Mesh 80-100). Las temperaturas
de la columna, inyector y detector fueron de 50, 100 y 1002 C, respectivamente. El flujo
del gas acarreador (He) fue de 16 mL/ min. La concentracién de la glucosa fue
determinada mediante el analizador bioquimico YSI 2700 (YSI Inc), utilizando la
membrana YSI 2365. La concentracién de acetato fue cuantificada por cromatografia de
gases (Hewlett Packard 5890, USA (Martinez-Hernandez y col. 2009). El carb6n organico
y carbono inorganico fueron medidos usando un analizador de carbono total (TOC)
(Shimadzu, TOC-VCSN, Japan). Los sélidos suspendidos volatiles (SSV, SST) fueron

determinados de acuerdo a métodos estandares (APHA, 1998).

5.2.3.5 Variables de respuesta

El proceso fue evaluado a través de eficiencias de consumo (E, mg sustrato
consumido/mg de sustrato alimentado* 100), rendimientos (Y, mg de producto/mg de
sustrato consumido) y velocidades especificas de consumo de sustrato y formacion de
producto (q, mg sustrato consumido o producto formado/g SSV d). El calculo de las
velocidades especificas se hizo mediante una regresiéon lineal de los datos

experimentales (r > 0.95).

5.2.3 Resultados y discusion

En los controles abiéticos y bidticos estériles se obtuvo que la diferencia entre la
concentracion final y la inicial fue menor al 6%. De esta manera, se puede decir que no

hubo pérdidas significativas por volatilizacién, reaccién quimica o adsorciéon. En el
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ensayo control con solo 2-CF, sin adiciéon de una fuente de electrones externa, se obtuvo
una eficiencia de consumo del compuesto fendlico de 28.4 % + 0.2 después de 48 d de

cultivo y la qz-crfue de 0.32 + 0.04 mg C-2-CF/g SSV d (Tabla 5.2.1).

Tabla 5.2.1. Eficiencias y velocidades especificas de consumo del 2-CF (22.4 mg /L) y
rendimientos de bicarbonato a diferentes concentraciones de acetato, fenol o glucosa.

Fuente de Carbono (mg/L) a, .’ Ec .
2-CF (solo) 0.32+0.04 28.4+0.2 N.D.

Fenol (77.6) + 2-CF 0.55+0.03 33.8+0.5 0.73+0.03
Fenol (127.6) + 2-CF 0.69+£0.17 52.85 + 2_5c 0.76 £0.13
Fenol (177.6) + 2-CF 0.81+0.13 53.34+14.7 0.69+0.41
Acetato (77.6) + 2-CF 0.89+0.4 79.9% + 12.5 0.81+0.08
Acetato (127.6) + 2-CF 2.7+0.42 98.6% +1.9 0.65+0.01
Acetato (177.6) + 2-CF 2.54 £ 0.16 925 +15 0.62 £0.03
Glucosa (77.6) + 2-CF 0.9+0.09 97.8% +0.57 0.47 £0.09
Glucosa (127.6) + 2-CF 0.96 +0.03 96.6 % + 0.03 0.59+0.03
Glucosa (177.6) + 2-CF 0.86 £0.16 85.03% +11.2 0.42 +0.03

amg C-2-CF /g SSv d
bmg C-HCO3-/ mg de C-sustrato consumido

N.D.= No determinado
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5.2.3.1 Consumo del 2-CF en presencia de fenol.

El consumo del 2-CF se increment6 con la adiciéon de fenol, sin embargo, la
eliminacién del 2-CF no fue completa y hubo acumulacién de fenol (Figura 5.2.1). A la
concentracion mas alta de fenol la Ez.cr se increment6é hasta 1.87 veces mas que el
control, (Tabla 5.2.1). Los cambios de concentraciéon después de 28 d de cultivo no
fueron significativos. El balance de masa (Tabla 5.2.2) mostr6 que mas del 88% del fenol
que se alimentd se mantuvo casi constante. Este comportamiento podria entenderse por
posibles efectos inhibitorios y / o téxicos combinados del 2-CF y el fenol. Se han descrito,
diversos efectos del fenol en la célula. Heipieper y col. 1992 observaron que
concentraciones altas de fenol podrian modificar el contenido de acidos grasos trans en
la membrana celular de Pseudomonas putida, lo que podria provocar cambios en los
mecanismos de transporte. También se sugiere que el fenol podria modificar la
estructura y actividad de los granulos microbianos (Jiang y col. 2004). Asimismo, los
clorofenoles podrian estar relacionados con perturbaciones de la membrana celular
(Czaplicka y col. 2004), como una disminucién del indice de acidos grasos insaturados
(Dercova y col., 2004). La qz-cr también aumenté y fue 2.5 veces mayor que el control
(Tabla 5.2.1). En otros estudios se ha observado, que la adicion de fenol mejoro el
consumo de 2-CF, por ejemplo, Beristain-Montiel y col. (2010), observaron que la
velocidad especifica de consumo del 2-CF se incrementé en presencia de fenol (de 0.003
a 0.0044 mg C / g SSV d) y la eficiencia de eliminacion también aumentd. Algunos
trabajos sefialan que al utilizar donadores de electrones con una estructura analoga al
compuesto que se desea eliminar, se podria favorecer la eliminaciéon del compuesto
porque no seria necesario “redisefiar” su sistema enzimatico (Wang y Loh, 1999; Lee y
Lee 2007). En el presente trabajo el consumo de 2-CF en presencia de fenol fue un
proceso principalmente desasimilativo debido a que el Yucos- fue mayor de 0.69. Ademas,
el lodo desnitrificante mostré mejor comportamiento en el consumo de 2-CF cuando se
adicion6 fenol, ya que tanto la eficiencia como la velocidad especifica de cultivo tuvieron

incrementos notables.
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Figura 5.2.1 Eliminacién de 2-CF (A) y formacién de fenol (B) en presencia de diferentes concentraciones
de fenol: (m) O control, () 77.6, (A) 127.6, (V) 177.6.

Tabla 5.2.2. Balance de Carbono a diferentes concentraciones de fenol en presencia de 2-CF

Entrada (mg/L) Salida (mg/L)

C-Fenol C-2-CF C-2-CF C-Fenol C-HCOs2 C-CH,4
72.71+0.6 19.7 £ 0.13 16.8 +3.1 7315+ 1.7 4.02+1.1 0
125.06 £0.09  21.59+0.17 11.42 £ 0.59 115.55+1.9 14.8+056 0
174.6 0.5 20.4+0.3 10.87 £ 0.7 154+10.43  1842+39 0

#EI C- HCOj5 es la suma del carbono inorganico soluble + CO..
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5.2.3.2 Consumo del 2-CF en presencia de acetato.

En comparacion con el control, la adicién de acetato disminuyé el tiempo de
consumo del 2-CF, el cual se consumi6 casi en su totalidad en 49 d de cultivo (Figura
5.2.2 A), mientras que las Ez.cr se incrementaron hasta tener un valor de 98.6 % (Tabla
5.2.1). La qz-cr, se incrementé conforme aumenté la concentracion de acetato y fue hasta
8.4 veces mas alta con respecto al control sin donador de electrones (Tabla 5.2.1). Sin
embargo estos resultados difieren con los observados por Beristain-Montiel y col.
(2010), donde la adicion de acetato no mejordé la qz.cr. Sin embargo, en las dos
concentraciones mas altas de acetato (127.6 mg C/L y 177.6 mg C/L) utilizadas, no se
observé una diferencia significativa (a=0.05) en los valores obtenidos de qz.cr. Esta
conducta podria deberse a que las concentraciones de acetato podrian estar por arriba
del valor de la constante Ks de saturacion. Aguilar y col. (1995) reportaron un valor de

Ks para el acetato de 186 mg/L (74.4 mg C/L) para un cultivo metanogénico mixto.

Tabla 5.2.3. Balance de carbono a diferentes concentraciones de acetato en presencia de 2-CF

Entrada (mg /L) Salida (mg /L)

C-acetato C-2-CF C-2-CF C-acetato C-HCO3= C-CH4 C-fenol
78.3+1.02 21.67+£0.3 435+x277 0 753+4.02 33+x1.1 18.81+ 2.5
125.04+24 21.39+0.12 0.28+040 O 946+3.2 385+4.05 19.70+1.65
177.6 £ 0.5 21.4+0.7 308x1.2 O 123.4+3.1 4537+2.2 229+09

#EI C- HCOj5 es la suma del carbono inorganico soluble + CO..
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mg C-Fenol/L

Tiempo (d)

Figura 5.2.2 Eliminacién de 2-CF (A) y formacién de fenol (B) en presencia de diferentes concentraciones de

acetato: (m) O control, (e) 77.6, (A) 127.6, (V) 177.6.

Por su parte, el acetato fue consumido en los primeros 4 dias de cultivo excepto
en la concentraciéon mas alta de éste (177.6 mg C/L), en donde se consumi6 totalmente
hasta los 49 d de cultivo (datos no mostrados). En todos los casos, se observé la
formacion de fenol a partir del dia 21 (Figura 5.2.2 B), aunque en la cinética de 128 mg C-
acetato/L se detectd la formacion transitoria de fenol en una etapa mas temprana (2d).
El fenol se acumul6 en el medio de cultivo, aportando evidencia que la transformacién
del 2-CF fue por via reductiva. En el control con solo 2-CF, se aprecia la formacién de

fenol hasta el dia 42 de cultivo. Estos resultados, indican que la adiciéon de un donador de
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electrones impulsa la descloracién reductiva. Lo cual coincide con trabajos previos en los
que indican que la descloraciéon reductiva requiere de la adicién de compuestos
reducidos externos que son utilizados como donadores de electrones para la reducciéon
del 2-CF (Chang y col.,, 1996; Vallecillo y col,, 1999). El balance de masa mostré que el
acetato (Tabla 5.2.3) y el 2-CF fueron eficientemente consumidos (Eacetato = 100% y E2.cr=
92.4 * 9.4) y principalmente mineralizados a bicarbonato con rendimientos Ywucos- que
van desde 0.62 hasta 0.81 (Tabla 5.2.1). Los resultados muestran que al incrementar la
concentracion de acetato, los rendimientos de formacién de metano aumentaron a 0.03 +
0.01,0.3+£0.05y0.22 + 0.04 para 77.6, 127.6 y 177.6 mg C-acetato/L respectivamente, lo

cual sugiere una mayor actividad metanogénica.

5.2.3.3 Consumo del 2-CF en presencia de glucosa.

La adiccion de glucosa como donador de electrones disminuy6 el tiempo de
consumo del 2-CF a 49 d de cultivo (Figura 5.2.3 A). Las E.cr se incrementaron con la
adicion de glucosa, incluso obteniendo valores cercanos al 100% con respecto al control
(Tabla 5.2.1). La qz-cr también se increment6 con la adicion de glucosa, fue hasta 3 veces
mas grande comparado con el control sin donador externo de electrones. Lo anterior,
coincide con Atuanya y Chakrabarti (2003) quienes observaron que en condiciones
anaerobias, la adicidon de glucosa increment6 el consumo de los clorofenoles, ya que en
ausencia de glucosa el consumo fue minimo o nulo. Por su parte, Puyol y col. (2009),
observaron eficiencias altas (84%) en la eliminacion del 2, 4-diclorofenol en un cultivo
continuo usando glucosa como principal fuente de carbono. No obstante, Loh y Wang
(1998), observaron que la adiciéon de glucosa provocd una disminucion en la velocidad
de eliminacion del 4-clorofenol, pero las condiciones fueron aerobias. Aunque la adicion
de glucosa aumento el consumo de 2-CF, no se observaron diferencias significativas
(a=0.05) en los valores de qz-cr en presencia de las diferentes concentraciones de glucosa

(Tabla 5.2.1). Parece indicar que en el intervalo probado, la qz-cr es independiente de la
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concentracion de glucosa. Este comportamiento se podria atribuir a que el intervalo de
concentraciones de glucosa probadas podria estar por arriba del valor de la constante Ks
de saturacion. En este sentido, Costello y col. (1991) reportaron un valor de Ks de 23 mg

de glucosa /L (9.2 mg C-glucosa/L).

mg C-2-CF/L

mg C-Fenol/L

Tiempo (d)

Figura 5.2.3. Eliminacién de 2-CF (A) y formacion de fenol (B) en presencia de diferentes concentraciones de

glucosa: (m) 0 control, (e) 77.6, (A) 127.6, (V) 177.6.

El consumo de glucosa se llevé a cabo casi en su totalidad a los 5 d de cultivo,
periodo durante el cual se detect6 la formacién y acumulacion transitoria de acetato. La
formacidn de acetato inici6 a partir del dia 1 (2.1 £ 1.8 mg C-acetato/L), se acumul6 en el

medio hasta obtener valores maximos de 54.1 + 2.7, 70.5 + 4.5y 105.5 * 1.3 mg C-acetato
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/L que corresponden a los ensayos de 77.6, 127.6 y 177.6 mg C-glucosa /L,
respectivamente, estos valores se obtuvieron alrededor de los 28 d de cultivo, después
de este periodo, la concentracién de acetato disminuy6 paulatinamente. Los resultados
indican que al incrementar la concentracidon de glucosa se increment6 la concentracion
de acetato formado, bajo las condiciones experimentales probadas. Esto indica que la
formacién de acetato fue producto principalmente de la fermentaciéon de la glucosa. A
partir del dia 14 se observd la formacién de fenol como producto de la reduccién del 2-
CF (Figura 5.2.3 B). El balance de masa mostr6 que la glucosa (Tabla 5.2.4) y el 2-CF
fueron eficientemente consumidos (Eglucosa = 100% y Ez.cr.= 93.1 + 7) y mineralizados a
bicarbonato con rendimientos de Yhncosz que van desde 0.42 hasta 0.59 (Tabla 1). También
se observé la formacion de metano con rendimientos de 0.18 + 0.02, 0.28 + 0.01 y 0.084
+ 0.001 para 77.6, 127.6 y 177.6 mg C--glucosa /L. La informacién obtenida sugiere que
estuvieron presentes varios procesos respiratorios, la fermentacion, la metanogenesis y

la descloracion reductiva.

Tabla 5.2.4 Balance de Carbono a diferentes concentraciones de glucosa en presencia de 2-CF

Entrada (mg/L) Salida (mg/L)

C-gucosa  C-2-CF C-2-CF C-glucosa C-fenol C-acetato C-HCOz2  C-CH4
75.53x0.6 21.8+0.2 0.5+0.2 0 19.25+32 0 44811 22.14+10.2
1185+0.8 22.06+0.01 0.53+0.7 0 27.7+098 4.65+0.7 83.2+52 33.5+1.07
166.85+3.1 22.28+0.2 33519 0 15.6£1.42 95.7+5.6 7741+19 14.2+0.01

#EI C- HCOj5 es la suma del carbono inorganico soluble + CO..

El efecto favorable de la adicién de glucosa o acetato (sustratos de facil oxidacién)

sobre las Ez.cr v las qzcr se ha atribuido a que este tipo de compuestos podrian
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suministrar poder reductor, disminuir el efecto inhibitorio de los clorofenoles,
incrementar el crecimiento de la poblacién microbiana o funcionar como un potenciador

bioquimico (Lee y Lee, 2007; Martinez-Hernandez y col., 2009).

Los resultados del presente trabajo indican que la adiciéon de un donador de
electrones increment6 tanto la Ez.cr como la qz-cr. Bajo las condiciones experimentales
probadas, parece ser que el tipo de donador de electrones tiene un mayor impacto sobre
estos parametros que su concentracién. Asimismo, se observé que con los sustratos de
facil oxidacioén, se obtuvieron eficiencias de consumo similares a las obtenidas en
trabajos en los que previamente se aclimaté el inéculo (Majumder y Gupta, 2008;
Beristain-Montiel y col., 2010). Esto indica que no fue necesaria la aclimatacién previa

del in6culo.

El tipo de donador de electrones asi como su concentracién, también podria
contribuir a dirigir la via metabdlica que se desarrolla, ya que como lo indican los
resultados, la produccién de metano no es igual en todos los casos. En presencia de
glucosa hubo una formacién mayor de metano, seguida por acetato, mientras que en
presencia de fenol no se detectd la formacion de éste. Estos resultados sugieren, que la
estructura quimica del donador de electrones determina los valores de eficiencia,

rendimiento y velocidades especificas y no dependen de su similitud con el 2-CF.

5.2.4 Conclusiones

La adicién de un donador de electrones mejor6 el consumo del 2-CF comparado
con el control sin donador de electrones. Sin embargo, el comportamiento metabdlico y
cinético del lodo en presencia de acetato, fenol o glucosa, en el mismo intervalo de
concentraciones fue diferente. Los resultados sugieren que el tipo de donador de
electrones, mas que su concentracién, determina los valores de la eficiencia, rendimiento

y velocidades especificas y no dependen de su similitud con el 2-CF. La qz-cry la Ezcr
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obtenidas con la adicién de acetato fueron hasta 8.4 y 3.4 veces mas altas,
respectivamente, en comparacion con control. Entonces, la adicién de un sustrato de facil
oxidacion podria ser una alternativa apropiada para la eliminaciéon de compuestos
recalcitrantes como los clorofenoles sin que sea necesario un proceso previo de

adaptacién al compuesto.
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5.3 Comportamiento respiratorio de un lodo desnitrificante en presenciay
ausencia del 2-CF.

5.3.1 Resumen

Los clorofenoles son compuestos recalcitrantes, frecuentes en la naturaleza y
tienen efectos nocivos a concentraciones bajas. Se ha observado que es posible
eliminarlos a través de diversos procesos bioldgicos anaerobios. La informaciéon del
efecto de los clorofenoles sobre el proceso desnitrificante es atin escasa. El objetivo de
este estudio fue evaluar el proceso desnitrificante en presencia y ausencia del 2-
clorofenol (2-CF), utilizando diferentes donadores de electrones (fenol, acetato o
glucosa). El comportamiento del cultivo desnitrificante con fenol en presencia de 2-CF
mostro una disminucion de las Eno3- ¥ Efenol hasta un 23% y un 98% respectivamente, en
comparacién con el cultivo en ausencia del 2-CF. La qno3- y 1a qfenol también disminuyeron
hasta 6 y 32.3 veces, respectivamente. En los ensayos con acetato en presencia de 2-CF,
los valores obtenidos de las Eacetato ¥ Eno3- fueron muy semejantes a los obtenidos en
ausencia de 2-CF. La qno3- ¥ Qacetato €n cambio aument6 1.36 y 2 veces, respectivamente, a
la concentracién de acetato de 177.6 mg C-acetato/L. En los ensayos con glucosa en
presencia del 2-CF, la Enos- disminuyd y la Eglucosa fue muy similar al cultivo en ausencia
del 2-CF. Por su parte, la qnos- fue hasta 1.87 veces menor que la obtenida con el cultivo
sin 2-CF. El efecto del 2-CF sobre el cultivo fue diferente dependiendo del donador de
electrones que se utiliz6. La desnitrificaciéon con acetato fue el proceso menos afectado
con la presencia del 2-CF. Estos resultados muestran que el disefio de la alimentacion

juega un papel importante en el desempefio del proceso desnitrificante.

Palabras clave: desnitrificacion, 2-clorofenol, fenol, acetato, glucosa
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5.3.2 Introduccion

Los clorofenoles son compuestos recalcitrantes que tienen umbrales
organolépticos muy bajos. En el caso particular del 2-clorofenol el umbral de sabor y olor
es de 0.1 pg/L y 10 pg/L, respectivamente (OMS, 2003). Los clorofenoles son
compuestos toxicos y probablemente cancerigenos. La Agencia Internacional para
Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha enlistado estos compuestos como carcinégenos

2B (IARC, 1986).

Tanto los clorofenoles como el nitrato son contaminantes, que pueden
encontrarse en distintos ambientes acuaticos. La contaminacién de aguas superficiales y
subterraneas por nitrato se debe principalmente al uso excesivo de fertilizantes en la
agricultura. Se ha sefialado que la contaminacién del agua subterranea por nitrato es un
problema que amenaza el abastecimiento de agua potable (Mufioz y col, 2004). Una
concentracion alta de nitrato en el agua potable puede afectar la salud dado que puede
provocar metahemoglobinemia en infantes y posiblemente cancer (Forman, 1991).
Diversos estudios se han realizado para estudiar la eliminaciéon de los clorofenoles en
condiciones desnitrificantes (Haggblom y col. 1993; Bae y col. 2002; Chang y col.,, 2004;
Wang y col.,, 2012). Hay trabajos que indican que es posible acoplar la reducciéon del
nitrato a la eliminacién de los clorofenoles (Jianlong y col., 2001; Bae col. 2002), otros
estudios sefialan que el nitrato compite con el clorofenol como aceptor de electrones
(Chang y col.,, 2003). Sin embargo, no se dispone de informacion, acerca del efecto que
puede tener la presencia de los clorofenoles en los consorcios microbianos y su efecto
sobre el proceso biolégico desnitrificante. En otros procesos bioldgicos, como en la
nitrificaciéon se han realizado algunos estudios que indican que los clorofenoles inhiben
las actividad nitrificante, por ejemplo, disminuyen la velocidad especifica de consumo de
amonio (Satoh y col,, 2005; Martinez-Hernandez y col., 2010). Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar a través de variables de respuesta como velocidades de

consumo, eficiencias y rendimientos el proceso desnitrificante en presencia y ausencia
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del 2-CF, utilizando diferentes fuentes reductoras como el fenol, acetato o glucosa a

diferentes concentraciones.

5.3.3 Materiales y métodos

5.3.3.1 Inoculo

El inéculo utilizado en los cultivos en lote fue obtenido de un reactor anaerobio de
cama de lodos de flujo ascendente (UASB, upflow anaerobic sludge blanket) de 1.4 L de
volumen de trabajo alimentado con acetato como fuente de carbono (0.8 g C-acetato/L).
La composiciéon del medio mineral fue la siguiente (g/L): K2HPO4 (3), MgS04 (0.03),
NaNO3 (2.42). Los elementos traza fueron adicionados para tener la siguiente
concentraciéon final (mg/L): CuS045H20 (7.5), NazMosH20 (1), FeCl3s.6H20 (70),
CaClz.2H20 (7), MnCl; (5). El sistema fue operado durante 5 meses en estado estacionario
a 30 °C y con un tiempo de residencia hidraulico de 2 d. En estas condiciones
experimentales, las eficiencias de consumo de carbono y de nitrégeno fueron de 95.87 %
+ 3y 9891 % * 3.5 respectivamente. El Yucos- fue de 0.95 + 0.04 g C-HCO3 / (g C-
organico consumido) y el Ynz fue de 0.79 + 0.0.042 g N2 / (g N-NOs3-). De esta manera se
puede decir que el lodo estaba fisiol6gicamente estabilizado. El in6culo obtenido del
reactor UASB fue previamente centrifugado a 4000 g por 10 min y lavado tres veces con

una solucion de NaCl (9 g/L) antes de ser utilizado en los cultivos en lote.

5.3.3.2 Cultivos en lote

Los ensayos fueron conducidos en botellas serolégicas de 545 mL con un volumen
de trabajo de 400 mL. El medio mineral usado en todos los ensayos fue el siguiente (g/L):
K2HPO4 (0.72), KH2PO4 (0.27), MgS04.7H20 (0.03), NaHCO3 (0.026). Los elementos traza

fueron adicionados para tener la siguiente concentracion final (mg/L): CuS04.5H20 (7.5),
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NazMosH20 (1), FeClz.6H20 (70), CaCl2.2H20 (7), MnCl; (5). Las botellas fueron selladas
con tapas de goma y con contratapas de aluminio y el espacio de cabeza fue reemplazado

con una corriente de He durante 10 min.

5.3.3.3 Ensayos desnitrificantes en presencia o ausencia de 2-clorofenol utilizando

diferentes donadores de electrones.

Ensayos cinéticos, con medio mineral, lodo desnitrificante, acetato, glucosa o fenol
a diferentes concentraciones (77, 127 y 177 mg C/L) y nitrato a diferentes
concentraciones (25, 37.5 y 50 mg N/L) se llevaron a cabo. Bajo estas mismas
condiciones (tipo de donador de electrones y concentraciones de éstos), también se

realizaron ensayos cinéticos en presencia de 2-clorofenol (22.4 mg C/L).

5.3.3.4 Ensayos de recuperacion

Se llevaron a cabo ensayos de recuperacion, en donde los lodos desnitrificantes
previamente expuestos a C-2-CF (22 mg/L) durante 72 dias, fueron lavados dos veces
con una solucidn isotonica of NaCl e incubados en medio mineral con N-NO3- (83 mg /L)
mas C-acetato (100 mg /L). Estos cultivos fueron comparados con otros cultivos
(inoculados con lodo proveniente del reactor en continuo) sin previa exposiciéon al C-2-

CF, usando el mismo medio de cultivo (nitrato/acetato).

Todos los ensayos fueron llevados a cabo por duplicado. Cada botella representd
una cinética y los valores obtenidos en todos los ensayos estan representados como el
valor promedio *+ la desviacién estdndar. Muestras liquidas y del espacio de cabeza
fueron tomadas periédicamente para ser analizadas y determinar la concentraciéon de
sustratos y formaciéon de productos. Las muestras fueron filtradas antes de ser

analizadas utilizando una membrana de 0.45 pm.
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5.3.3.5 Métodos analiticos

La concentracion de 2-clorofenol y fenol fue determinada usando cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC, Perkin Elmer series 200, USA), equipado con una
columna C-18 (Phenomenex, USA). La fase movil fue acetonitrilo-agua (60:40 v/v) al.5
mL /min. La composicién del gas en el espacio de cabeza (COz y CH4) fue cuantificada por
cromatografia de gases (Varian 3350, USA) equipado con un detector de conductividad
térmica y una columna de acero empacada (Poropak Q Mesh 80-100). Las temperaturas
de la columna, injector y detector fueron de 50,100 y 1002 C, respectivamente, el flujo del
gas acarreador (He) fue de 16 mL/min. La concentracién de la glucosa fue determinada
mediante el analizador bioquimico YSI 2700 (YSI Inc), utilizando la membrana YSI 2365.
La concentracién de acetato fue cuantificada por cromatografia de gases (Hewlett
Packard 5890, USA) como previamente fue descrito por Martinez-Hernandez y col.
(2009). El carbo6n organico y carbono inorganico fueron medidos usando un analizador
de carbono total (TOC) (Shimadzu, TOC-VCSN, Japan). Los sélidos suspendidos volatiles
(SSV, SST) fueron determinados de acuerdo al standard methods (APHA, 1998).

5.3.3.6 Variables de respuesta

El proceso fue evaluado a través de eficiencias de consumo (E, mg sustrato
consumido/mg de sustrato alimentado), rendimientos (Y, mg de producto/ mg de
sustrato consumido) y velocidades especificas de consumo sustrato y formaciéon de
producto (q, mg sustrato consumido o producto formado/g SSV d). El calculo de las
velocidades especificas de consumo de sustrato o formacién de producto se realizaron

mediante un analisis de regresidn lineal de las curvas obtenidas (r > 0.95).
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5.3.3 Resultados y discusion

5.3.3.1 Ensayos desnitrificantes con fenol en presencia o ausencia de 2-clorofenol

Cuando se realiz6 la cinética desnitrificante utilizando el fenol como donador de
electrones sin el 2-CF, se observo que la mayor parte del nitrato se consumié en las
primeras 96 h independientemente de la concentracién de fenol empleada, con un
consumo simultaneo de fenol (Figura 5.3.1). Sin embargo, una vez que el nitrato se
consumio6 totalmente el consumo de fenol disminuy6. Esto se podria deber a que la
posible inhibicién y/o toxicidad propia del fenol se acenttia al no contar con un aceptor
de electrones con un potencial rédox tan alto como el nitrato. Eiora y col. (2005)
observaron una inhibicién del proceso desnitrificante a partir de una concentracion de
fenol de 360 mg/L. Estos efectos inhibitorios se podrian deber a alteraciones en la
membrana celular causados por la presencia del fenol en el medio. Por ejemplo,
Heipieper y col. 1992 observaron que concentraciones altas de fenol podrian modificar el
contenido de &cidos grasos trans en la membrana celular de Pseudomonas putida. Por
otro lado, las Efenol disminuyeron conforme se incrementé la concentracion de fenol, el
valor mas bajo fue de 30.2 %, mientras que, la Enos- fue cercana al 100% en todos los
casos (Tabla 5.3.1). Se observé también, una ligera disminucion en los Yhcos- y Ynz al
aumentar la concentracion de fenol. La qfenol mas alta se obtuvo a la concentraciéon mas
baja de fenol utilizada. El balance de materiales mostr6 que el proceso fue

principalmente desasimilativo, obteniendo un Yxcos-igual o superior a 0.6.

El comportamiento del cultivo en presencia de 2-CF fue diferente, el consumo
tanto de nitrato como de fenol disminuyd. En la Figura 5.3.1, se observa que la mayor
parte del nitrato se consumid en las primeras 336 h, esto es, 240 h mas que en la cinética
sin 2-CF. La Eno3- y Efenol también disminuyeron hasta un 23% y un 97% respectivamente,
en comparacion con las cinéticas sin 2-CF. En lo que se refiere a la qnos- esta disminuyd
de 2.4 hasta 6 veces, mientras que, la gfenol disminuy6 hasta 32.3 veces, en comparacion

con la cinética sin 2-CF (Tabla 5.3.2). Una posible explicacion a este comportamiento es
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el efecto téxico y/o inhibitorio de los clorofenoles el cual ha sido previamente reportado
(Gregus y Klaassen, 2001; Pepelko y col., 2005; Liu y col., 2008). Por otra parte, se ha
mencionado que compuestos aromaticos como el fenol pueden activar mecanismos de
defensa, incrementando la rigidez de la membrana, modificando la permeabilidad y
haciendo que la difusién del compuesto aromatico sea mas dificil (Radniecki y col,,
2008). El balance de materiales mostré que el proceso fue desasimilativo con valores de
YHco3- mayores a 0.8 y con Ynz alrededor de 0.9 en todos los casos. El consumo del 2-CF
fue bajo, con valores de Ez.cr que oscilaron entre 15.1 y 31.6 %. Estos resultados
sugirieron que la presencia del 2-CF afect6 el consumo tanto de fenol como de nitrato,

siendo al parecer el consumo de fenol el mas afectado.
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Figura 5.3.1. Cinética desnitrificante en presencia de diferentes concentraciones de fenol, (A) Consumo de
fenol y (B) consumo de nitrato: (m) 77, (e) 127, (A) 177.6 mg C-fenol/L. Figura llena y linea continua en

ausencia de 2-CF; figura vacia y linea punteada en presencia de 2-CF.
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Tabla 5.3.1 Parametros cinéticos del proceso desnitrificante utilizando diferentes donadores de electrones en ausencia de 2-CF

b

Fuente de Carbono (mg/L) qca Ay, E. E.os. Heos. Y,
Fenol (77.6) + Nos- (25) 40.14 + 11.67 12.36 +1.25 80.9+13.1 100 09+0.2 0.9 + 0.004
Fenol (127.6) + NOS' (37.5) 12.39+ 0.4 16.59 + 0.97 30.52+1.91 9827+0.52 0.74+0.02  1.08+0.12
Fenol (177.6) + Noal (50) 259+4.1 24.62 +1.01 30.2+6.3 98.83 +0.52 0.60+0.03  0.87+0.01
Acetato (77.6) + Noal (25) 75.012 + 1.58 58.69 + 0.43 86.7+4.7% 100 0.94+0.01  0.87+0.02
Acetato (127.6) + NO, (37.5) 99.4 + 6.57 84.15+2.13  763+4.9%  95.396.5 0.90 £+0.04  0.95 +0.006
Acetato (177.6) + N03—(50) 180..35+0.88  88.12+3.051 91.6+0.3%  96.47+4.56 0.95+0.01  0.98+0.2
Glucosa (77.6) + Nos_(25) 379.56 + 2.8 43.06 + 0.9 86.97 + 7.2 98.9+0.9 0.82+0.02 0.65+0.1
Glucosa (127.6) + Nos_ (37.5) 492 +39.8 66.9+5.2 100% 92.04+1.92 068+0.01 0.77+0.07
666.5+ 7.8 96.92+ 4.5 100% 92.8+0.95 0.64+0.04  0.72+0.02

Glucosa (177.6) + NOB_ (50)

La eficiencia y rendimientos fueron calculados a 336 h, 44h y 24h para el fenol, acetato y glucosa, respectivamente

®mg C6N/gsSsvd
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5.3.3.2 Ensayos desnitrificantes con acetato en presencia o ausencia de 2-clorofenol

En la Figura 5.3.2, se observa el perfil del consumo de acetato y nitrato en
ausencia de 2-CF, tanto el acetato como el nitrato se consumen casi en su totalidad a las
44h de cultivo. Las Enos- fueron cercanas al 100% y 1a Eacetato €n promedio fueron de 84.8
+ 7.8 %. Tanto la qno3- ¥ la Qacetato Se incrementaron conforme se aument6 la
concentracion de acetato y nitrato. El balance de materiales indicé que el proceso fue

desasimilativo con un Yuco3- mayor a 0.9 y un Ynz alrededor de 0.9.

El perfil de consumo de nitrato y acetato en presencia de 2-CF fue muy similar al
observado en ausencia de 2-CF (Figura 5.3.2). Los valores obtenidos de las Eacetato ¥ Eno3s-
fueron muy semejantes a los obtenidos en ausencia de 2-CF, con un coeficiente de
variacion menor del 10% y 5%, respectivamente (Tabla 5.3.1). Mientras que, el consumo
de 2-CF en el periodo de prueba fue casi nulo con E;.cr menores del 4.1 %. Sin embargo,
el comportamiento en términos de velocidad especifica de consumo fue diferente, la
Jacetato S€ incrementé alrededor de dos veces en presencia del 2-CF en comparacién con
la velocidad obtenida en ausencia de 2-CF, mientras que la Qnitrato S€ incrementé como
maximo 1.36 veces en presencia de 2-CF (Tabla 5.3.2). Por otro lado la Ez.cr fue menor
del 5% en todos los casos, sin que se detectara la formacién de fenol. El Yxcos- disminuyd
casi a la mitad del obtenido en el cultivo en ausencia del 2-CF. Los Ynz fueron altos en
todos los casos con valores cercanos o por arriba de 0.9, lo que indic6 que la
desnitrificacion fue la ruta principal. Este comportamiento observado en el consumo de
acetato se puede deber a modificaciones en la membrana celular causada por la
presencia del 2-CF, como previamente se ha reportado (Keweloh y Heipieper, 1996;
Kolomytseva, y col., 2005), esto puede cambiar la fluidez de la membrana y permitir que
el acetato mejore su transporte y por ende que la velocidad especifica de consumo se
incremente. Los resultados sugieren que cuando se utiliza acetato como donador de
electrones el proceso desnitrificante no se ve afectado negativamente en presencia de 2-

CF.
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Figura 5.3.2 Cinética desnitrificante en presencia de diferentes concentraciones de acetato. (A) Consumo
de acetato y (B) consumo de nitrato: (m) 77, (e) 127, (A) 177.6 mg C-acetato /L. Figura llena y linea

continua en ausencia de 2-CF; figura vacia y linea punteada en presencia de 2-CF.
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Tabla 5.3.2. Parametros cinéticos del proceso desnitrificante utilizando diferentes donadores de electrones en presencia de 2-CF

Fuente de Carbono (mg/L) qc? qNO3_a E. (%) E, ivrato (%) Y cos. Y
Fenol (77.6) + 2-CF + NOS' 1.24 £ 0.09 5.1+0.33 1.11+£0.82 98.04+2.8 0.88+0.1 0.97 +£0.02
Fenol (127.6) + 2-CF + Nos_ 1.75+0.9 464+1.8 16.87 +0.32 90.02 +14.1 0.80 + 0.06 0.91+0.12
Fenol (177.6) + 2-CF + Nos- 4.64+0.18 408027 1576157 75.91+14.1 0.82+0.1 1.07 £0.08
Acetato (77.6) + 2-CF + Nos- 150.62 £ 15.48 59.35 + 15.4 88.8+0.3 100 0.67 £0.01 1.0 £0.04
Acetato (127.6) + 2-CF + NOS' 215.06 + 10.8 91.35+0.5 83.4%0.2 99.76 + 0.33 0.45 £ 0.01 0.97 + 0.04
Acetato (177.6) + 2-CF + Nos_ 369.1 + 31.7 120.4+2.15 94.9+0.3 100 0.46 +0.01 0.95 + 0.04
Glucosa (77.6) + 2-CF + NOS‘ 226.2 +3.13 34.64+1.90 97.7+0.9 99.6 + 0.5 0.48 + 0.06 0.77+0.1
Glucosa (127.6) + 2-CF + Noa- 527.53+ 15.65 40.28+0.09 92.92+4.4 77.6+29 0.7 £0.09 0.73+0.01
780.8+28.02 51.8+0.25 97.9+1.09 87.52+13.7 0.77+0.12 0.83+0.1

Glucosa (177.6) + 2-CF + NO,

La eficiencia y rendimientos fueron calculados a 336 h, 44h y 24h para el fenol, acetato y glucosa, respectivamente

®mgC o6 N/gSSvd
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5.3.3.3 Ensayos desnitrificantes con glucosa en presencia o ausencia de 2-clorofenol

En la cinética desnitrificante con glucosa en ausencia de 2-CF, se observé que el
nitrato se consumio6 en las primeras 24 h, con un consumo simultaneo de glucosa (Figura
5.3.3). Por otro lado, las Eglucosa ¥ Enos- fueron en todos los casos cercanos al 100% (Tabla
5.3.1). La qglucosa S€ incrementd conforme se aument6 la concentracién de la glucosa
hasta un valor de 666.5 mg C-Glucosa/gSSV d. La gnos-, por su parte, aument6 conforme
se incrementd la concentracion de nitrato. El balance de materiales mostré que el

proceso fue principalmente desasimilativo con un intervalo de Yncos-de 0.64 a 0.83.
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Figura 5.3.3 Cinética desnitrificante en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. (A) consumo
de glucosa y (B) consumo de nitrato: (m) 77, (o) 127, (A) 177.6 mg C-glucosa /L. Figura llena y linea

continua en ausencia de 2-CF; Figura vacia y linea punteada en presencia de 2-CF.
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El comportamiento del cultivo en presencia de 2-CF fue muy similar a la cinética
en ausencia de 2-CF. La glucosa se consumié durante las primeras 24 h y el consumo de
nitrato se llevo a cabo casi en su totalidad a las 24 h, sin embargo, se observa una ligera
disminucién en el consumo de nitrato en presencia del 2-CF comparado con la cinética
sin 2-CF (Figura 5.3.3). La Enos- disminuyd hasta un valor de 77.6%, y la Eglucosa fue en
todos los casos cercana al 100%, mientras que, no se observo un consumo del 2-CF. El
consumo de 2-CF fue nulo en todos los casos. Los Yn2 fueron altos en todos los casos con
valores cercanos o por arriba de 0.7, lo que indica que la desnitrificacion fue la ruta
principal. El balance de materiales mostré que el proceso fue desasimilativo con
rendimientos de HCO3 hasta 0.77. La qnos- fue hasta 1.87 veces menor que la obtenida en
ausencia de 2-CF a la concentracién mas baja de glucosa utilizada (Tabla 5.3.2). Estos
resultados sugirieron que la presencia del 2-CF afecté de manera mas precisa el consumo

de nitrato.

—@— C-Acetato(control)
—&— N-Nitrato (control)
—&— C-Acetato (expuesto)

—&— N-Nitrato (expuesto)

0 T T T 1

0 10 20 30 40
Tiempo (h)

Figura 5.3.4 Ensayos cinéticos del proceso desnitrificante utilizando un cultivo previamente expuesto a 2-

CF y otro sin exposicion previa al 2-CF en presencia de acetato
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5.3.3.4 Ensayos de recuperacion

Se realizaron dos ensayos cinéticos adicionales, uno utilizando un inéculo
previamente expuesto a 2-CF (72 d) y otro sin exposicién al 2-CF usando acetato como
fuente reductora. En el cultivo control sin exposiciéon previa al 2-CF, el acetato fue
totalmente consumido en 15 h (las ENO3- y Eacetato fueron del 100%), mientras que en el
cultivo previamente expuesto a 2-CF, el acetato fue totalmente consumido en 31 h
(Figura 5.3.4). En el cultivo previamente expuesto al 2-CF, se observo una disminucion
del Yn2 y de la mineralizacion (Yucos-). De manera similar, fue observada una disminucion
del 74% en las velocidades especificas de consumo de acetato y nitrato (Gacetato ¥ @nitrato),
en comparacion con el cultivo sin exposicion al 2-CF (Tabla 5.3.3). Ademas, se observo
una acumulacién de nitrito en ambos ensayos, con valores de Ynitito de 0.42 £ 0.02 y 0.64
+ 0.012 para el cultivo sin exposicién al 2-CF y con exposicion previa al 2-CF
respectivamente. La acumulacién de nitrito se ha reportado en los cultivos que crecen
sobre fenol (Tschech and Fuchs, 1987; Thomas et al., 2002). Meza-Escalante et al., (2008)
observaron también una acumulacién de nitrito cuando un reactor en continuo fue
alimentado con compuestos fenodlicos, sugiriendo que la enzima nitrito oxidasa pudiera
estar inhibida. Los resultados sugieren que la exposicion previa a 2-CF causa una

inhibicién de la actividad desnitrificante.
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Tabla 5.3.3. Ensayo de recuperacién con acetato usando un cultivo expuesto a 2-CF y un cultivo sin exposicion al 2-CF.

Lodo Y Y Y q

N2 NO2 HCO3 acetato qN03-

(mgN-N;/ mg (mgN-NO,/mgN- (mgC-HCO,/mg (mgC-acetato/g (mgN-NO,/gSSV

N-NO,’) NO,) C-acetato) SSV d) d)
Sin previa exposicional  0.52+0.01 0.42 +0.02 0.71 £ 0.01 168.2+1.4 140.6 0.2
2-CF
Previamente expuesto 0.27 £0.0006 0.64 + 0.012 0.59 £ 0.009 43914 35.5+5.7
al 2-CF

® ENO3- y Eacetato fueron del 100%

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 145



Resultados y discusiones

5.3.4 Conclusiones

El efecto del 2-CF sobre el cultivo fue diferente dependiendo de la fuente del
donador de electrones que se utilizé para el proceso desnitrificante. Cuando se utilizé
fenol la adicion de 2-CF provocé que la actividad desnitrificante disminuyera
considerablemente afectando la qnos- tanto como a la gfenol, 1as que disminuyeron 6 y 32.3
veces, respectivamente. Cuando se utilizé glucosa, la Enosz- pas6 de 100% a 77.6% en
ausencia y presencia del 2-CF, respectivamente. Sin embargo, cuando se utiliz6 acetato el
proceso desnitrificante no se inhibié por la presencia del 2-CF, inclusive en algunos casos
se podria decir que se incrementaron las velocidades especificas de consumo tanto de
acetato como de nitrato en 2 y 1.36 veces, respectivamente, con respecto al cultivo sin 2-
CF. Por otro lado los ensayos de recuperacion, indican que periodos largos de exposicion
al 2-CF pueden ocasionar una disminuciéon de la actividad desnitrificante posterior al
contacto, observandose una disminucion del 74% de la qnos- ¥ 1a Qacetato- Estos resultados
muestran que el disefio de la alimentacion juega un papel importante en el desempefio
del proceso desnitrificante y que debe considerarse para el buen funcionamiento de los

sistemas de tratamiento de aguas residuales.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo mostré que el lodo desnitrificante consumi6 el 2-clorofenol
aunque, no fue posible determinar si el consumo del 2-CF estuvo acoplado a la reduccién
del nitrato. La adicién de acetato o fenol aumenté el consumo del 2-CF por el lodo
desnitrificante, obteniendo valores superiores para la Ez.cr y qz-cF comparados con el
control sin cosustratos. También, se observo que el acetato fue mejor cosustrato que el
fenol con valores mas altos para la Ex.cr (hasta 3 veces) y qz-cr (hasta 5.4 veces) cuando el
acetato fue adicionado. Las eficiencias de consumo de los sustratos (E2-cr Efenol, Eacetato,
Enos-) fueron cercanas al 100%, obteniendo como productos principales del proceso al
bicarbonato y Nj. El lodo desnitrificante mineralizé simultaneamente al 2-CF, fenol o

acetato, y redujo el nitrato a No.

En ausencia de nitrato, la adiciéon de un donador de electrones mejoré el consumo
del 2-CF comparado con el control sin donador de electrones. El comportamiento
metabdlico y cinético del lodo en presencia de acetato, fenol o glucosa, en el mismo
intervalo de concentraciones fue diferente. Los resultados sugirieron que el tipo de
donador de electrones, mas que su concentracion, determina los valores de la eficiencia,
rendimiento y velocidades especificas y no dependen de su similitud con el 2-CF. La qz-cr
y la Ez.cr obtenidas con la adicion de acetato fueron hasta 8.4 y 3.4 veces mas altas,
respectivamente, en comparaciéon con el control. Entonces, la adiciéon de un sustrato de
facil oxidacion podria ser una alternativa apropiada para la eliminaciéon de compuestos
recalcitrantes como los clorofenoles sin que sea necesario un proceso previo de

adaptacion al compuesto.

En el proceso desnitrificante, el efecto de la adicion de 2-CF fue diferente
dependiendo de la fuente de electrones empleada. Cuando se utilizé fenol, la adicion de
2-CF provoco que la actividad desnitrificante disminuyera considerablemente afectando
la gno3- tanto como la (Qfeno;, las cuales disminuyeron hasta 6 y 32.3 veces

respectivamente. Cuando se utilizo glucosa la Enos- pasé del 100% al 77.6% en ausencia y
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presencia del 2-clorofenol, respectivamente. Sin embargo, cuando se utilizé acetato, el
proceso desnitrificante no fue afectado con la presencia del 2-CF. Por otro lado los
ensayos de recuperacion, indicaron que periodos largos de exposicion al 2-CF pueden
ocasionar una disminucién de la actividad desnitrificante posterior al contacto,
observandose una disminucion del 74% de la qno3- ¥ 1a Qacetato- EStos resultados muestran
que el disefo de la alimentacion juega un papel importante en el desempefio del proceso
desnitrificante y que debe considerarse para el buen funcionamiento de los sistemas de

tratamiento de aguas residuales.
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7. RECOMENDACIONES

En muchos de los procesos microbiolégicos la velocidad de reaccién puede ser
directamente proporcional a la concentraciéon de biomasa presente en el sistema (r = -
dS/dt = gs [X]). En el presente trabajo, se observé que el consumo del 2-CF fue lento,
ademas con un tiempo de consumo prolongado. Una posible propuesta para contender
este inconveniente podria ser la evaluacién de diferentes configuraciones de reactores
con una alta densidad celular y de esta manera, tener una mayor velocidad volumétrica
de consumo del 2-CF. El estudio y evaluaciéon de un reactor anaerobio de lecho de lodos
de flujo ascendente (UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket) podria ser una alternativa
atractiva, ya que opera con concentraciones altas de biomasa. Ademas, tiene la ventaja de
que ha sido aplicado a una gran variedad de aguas residuales con éxito, es de facil
operacion y bajo costo. Uno de los puntos mas atractivos del reactor UASB es que puede
ser operado a TRH cortos, lo que permite la construccion de unidades compactas de
tratamiento. Otra configuraciéon como alternativa podria ser la utilizacién de un biofiltro
anaerobio, el cual proporciona un sistema de lodos suspendidos y al mismo tiempo
suministra un medio de soporte a los microorganismos. Evita el lavado de los
microorganismos y de esta manera se incrementa el tiempo de retencion de sélidos. La
mayor parte de la biomasa se encuentra adherida entre los macroporos del relleno.

Usualmente es operado a TRH cortos.

La utilizacion de un reactor de lotes secuenciados (SBR: sequencing batch
reactor) también se presenta como una buena alternativa. El reactor SBR es un sistema
discontinuo, el cual es operado mediante ciclos consecutivos. Cada ciclo consta de 4
etapas, inicia con el llenado del tanque, después se lleva a cabo el periodo de reaccion
bioldgica, seguida por un periodo de sedimentaciéon y por ultimo se lleva a cabo el
drenado del reactor. El SBR presenta diferentes ventajas una de ellas es la versatilidad

para tratar diferentes tipos de agua, bajos costos de operacion, largos tiempo de
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retencion celular y el ahorro de espacio. Ademas se ha reportado que al incrementar el
numero de ciclos generalmente se incrementa la velocidad de consumo del

contaminante.

En cualquier caso, es recomendable, caracterizar fisiologicamente el proceso, en
términos de velocidades de consumo, eficiencias y rendimientos, y analizar los
resultados obtenidos para definir si es conveniente o no, la utilizaciéon de dicho sistema,
en base a las necesidades que se desean cubrir, es decir, se puede tener eficiencias altas

pero rendimientos bajos o velocidades altas pero eficiencias bajas, etc.

Por otra parte, en el presente trabajo se aport6 evidencias de que el tipo donador
de electrones utilizado tiene un efecto sobre la velocidad y tiempo de consumo del 2-CF.
Por lo que seria recomendable utilizar otros sustratos, que en otros estudios han
mostrado ser una fuente excelente de poder reductor. Con la finalidad de tener suficiente
poder reductor para que la descloracién reductiva se realice, el sulfuro podria ser una
opcion adecuada, ademas, este tipo de compuesto esta presente en una gran cantidad de
efluentes, entre ellas la industria petroquimica. Con esto, ademas de eliminar el 2-CF,
podria ser eliminado el sulfuro que, a su vez, también es un compuesto muy toxico. Los
resultados obtenidos en esta tesis, mostraron que el acetato fue el donador de electrones
con el que se obtuvieron las velocidades mas altas de consumo. Si se comparan las AG®”
de la reaccion entre el sulfuro y el acetato para la reduccion del 2-CF a fenol, se podra ver

que son valores muy semejantes, tal como se observa en las siguientes ecuaciones:
CeHsCIO + 0.25CH3COO0H + H20 — CsHsO + 0.5HCO3- + 1.5 H* + CI-
AGe’=-131.33
CeHsCIO + 0.25H2S + 0.8H20 — CsHeO + 0.5S04%- + H* + CI-

AGe'=-101.1
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Esto sugiere que el equilibrio de la reaccién se desplaza hacia la formacién de

productos, asi que la utilizacion del sulfuro podria ser una alternativa viable.

Asimismo, es también recomendable conocer la estructura de la comunidad y
obtener informaciéon microbiolégica de las poblaciones que componen la comunidad,
saber si se relacionan entres si y cdmo. Asi como conocer su respuesta a los cambios
ambientales, es decir, determinar los cambios en abundancia y distribucién de los
microorganismos. Es probable que este estudio, permita entender de mejor manera, las
diferencias encontradas en la respuesta fisioldgica del indculo con los diferentes
sustratos alternos utilizados y quizas se pueda relacionar la respuesta fisiolégica del
consorcio con algin grupo microbiano. Este se puede realizar con ayuda de distintos
métodos de biologia molecular como DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) o
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), los cuales permitiran seguir los cambios en las

poblaciones del consorcio cuando se modifiquen las condiciones ambientales.

De igual forma también seria conveniente aislar, identificar y caracterizar a los
microorganismos capaces de consumir al 2-CF. Esto se podria llevar a cabo utilizando
técnicas de microbiologia clasica y herramientas de biologia molecular. Conocer las
capacidades fisiologicas metabdlicas de los microorganismos aislados y conocer su
tolerancia al 2-CF puede ser de mucho interés cientifico. En este mismo contexto, es
conveniente tener informacidon sobre los mecanismso de transporte y el efecto del
clorofenol sobre las mebranas celulares. Asimismo, tener informacion sobre las enzimas

involucradas en el proceso de consumo, los mecanismos de reaccidn.

Estudio fisiolégico de la oxidacion del 2-clorofenol por un lodo desnitrificante 154



