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Resumen

Se denominan contaminantes organicos emergentes (EOCs) a las sustancias cuya
presencia en el ambiente no es necesariamente nueva, pero si la preocupacion por las
posibles consecuencias de las mismas, dado el factor de riesgo que presentan para los
seres vivos. El benzotriazol (Bt) es uno de los EOCs detectado en efluentes de plantas de
tratamiento de aguas residuales. Se desconoce su efecto sobre el proceso nitrificante usado
en el tratamiento biolégico de aguas residuales para la eliminacion de amonio. La
nitrificacion se lleva a cabo a través de dos procesos respiratorios sucesivos: amonio
oxidacién y la nitrito oxidacién, donde participan bacterias quimiolitoautétrofas amonio
oxidantes y nitrito oxidantes, respectivamente.

En el presente trabajo, se evalud el efecto de la adicién de diferentes concentraciones de
Bt (0.1-10.0 mg/L) sobre los procesos amonio y nitrito oxidantes mediante cultivos en lote.
Se realizaron cultivos con amonio (NH4*) o nitrito (NO2) como Unica fuente de energia para
evaluar cada etapa de la nitrificacion en presencia de Bt. En los dos casos, se llevaron a
cabo ensayos control sin Bt como referencia y cultivos nitrificantes en presencia de Bt. El
comportamiento del proceso nitrificante en cada etapa se evalué a través de las siguientes
variables de respuesta: eficiencia de consumo de amonio (En-nna™, %) Y nitrito (EN-NO2" %),
rendimientos de formacion de nitrito (Yn-nozin-nma®, Mg N-NO2/mg N-NH4* consumido) y
nitrato (Yn-nosm-nna™, Mg N-NOs/mg N-NH4* consumido vy Yn-nos/n-noz, Mg N-NOs/mg N-
NO> consumido), velocidad especifica de consumo de amonio (gqn-nva™, Mg N-NH4*/mg
proteina microbiana h) y nitrito (gn-no2, mg N-NO2>/mg proteina h), asi como la velocidad
especifica de formacion de nitrato (gn-nos’, Mg N-NOs/mg proteina h).

El lodo nitrificante empleado como indculo en los cultivos en lote fue producido en un reactor
operado en forma semicontinua, el cual fue monitoreado constantemente para asegurar que
la nitrificacién se llevara a cabo de manera eficiente, completa y en régimen estacionario.
El lodo nitrificante en el reactor, registro valores de En.nwa* de 99.9% + 0.1y Yn-nosn-nHa™ de
0.97 + 0.02 mg N-NOs/mg N-NH4" consumido.

En los ensayos control con amonio como fuente de energia sin adicion de Bt, se
determinaron valores después de 10 h de incubacion de Ennna® de 99.7% + 0.1y Yn-no3N-
nHa” de 0.96 £ 0.01, sin acumulacion de nitrito. Estos resultados indican que todo el amonio
consumido fue oxidado a nitrato bajo las condiciones experimentales utilizadas en los
cultivos en lote, llevandose a cabo de manera adecuada tanto la amonio oxidacién como la
nitrito oxidacién. No obstante, cuando se adiciond Bt a concentraciones iniciales de 0.1 y
0.3 mg/L en los cultivos en lote, los valores de Ennua® Y Onnna® S€ mantuvieron altos, pero
el Yn-noszn-nmHa® disminuyo de 17 a 27%. Ademas, se registrd una acumulacion de nitrito (Y-
no2 n-nHa® de 0.10). La gnnos™ disminuyé un 53% respecto al control. Estos resultados
mostraron que el Bt a concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L no alter6 el proceso amonio
oxidante, pero si inhibié el proceso nitrito oxidante. A concentraciones mayores de Bt de
2.5 a 10.0 mg/L, los efectos fueron diferentes observandose que el valor de En-nwa*
disminuy6 de 12 a 24% respecto al control. Mientras que Qn-nua® disminuyd hasta 45%
respecto al control. Sin embargo, a estas mismas concentraciones de Bt, no hubo
acumulacion de nitrito, el Yn-nos/n-nHa™ S€ mantuvo por arriba de 0.87 y la gn-nos” Se conservo
alta. Estos resultados indican que a concentraciones de 2.5 a 10.0 mg/L de Bt, el proceso
mayormente alterado fue la amonio oxidacién, mientras que el proceso de nitrito oxidacion
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no fue inhibido. En todas las concentraciones de Bt ensayadas; no se registrd6 una mayor
acumulacion de hidroxilamina, permaneciendo las concentraciones de NH>OH en los
cultivos por debajo de 1.8 mg/L como en los ensayos control. Estos resultados muestran
que el efecto del Bt de 2.5 a 10.0 mg/L sobre la amonio oxidacion fue principalmente a nivel
del consumo de amonio y/o de su oxidacion a hidroxilamina y no en la oxidacion de
hidroxilamina a nitrito.

En los ensayos control con nitrito como fuente de energia en ausencia de Bt, se
determinaron valores tras 10 h de incubacién de EN-NO, de 99.9% + 0.1y Yn-nosz/N-no2- d€
1, indicando que todo el nitrito alimentado fue oxidado a nitrato bajo las condiciones
experimentales usadas en los cultivos en lote. En presencia de Bt de 0.1 a 10.0 mg/L, no
existié diferencia significativa en los valores de EN-NO2 Yy Ynosznoz2. Sin embargo, a 0.1y
0.3 mg Bt /L las velocidades especificas disminuyeron respecto a los ensayos control, con
una disminucion de 7 y 6% en la qN-NOz, y de 19 y 13% en la gn-no3” respectivamente.
Estos resultados confirmaron que el proceso de nitrito oxidacion fue inhibido en presencia
de Bt a concentraciones de 0.1y 0.3 mg/L.

Los efectos fisioldgicos e inhibitorios del Bt sobre los procesos amonio y nitrito oxidantes
fueron diferentes dependiendo de la concentracion inicial adicionada. Estos resultados
indican que la presencia de Bt en aguas residuales puede alterar los procesos nitrificantes,
favoreciendo la acumulacién de amonio o0 nitrito.

A lo largo de los ensayos en lote y bajo las condiciones estudiadas, se determind que,
durante las 10 h que duraron las cinéticas, no existi6 un consumo por parte del lodo
nitrificante, para ninguna concentracion de Bt evaluada, concluyendo que este compuesto
es altamente recalcitran
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1. Introduccion

El agua es uno de los recursos naturales que forma parte del desarrollo de cualquier pais.
Es el compuesto quimico mas abundante del planeta y resulta indispensable para el
desarrollo de la vida. Su disponibilidad es paulatinamente menor debido a su
contaminacion, incluyendo a los mantos acuiferos, lo cual representa un desequilibrio
ambiental, econdmico y social (Esponda 2001).

Se considera que el agua esta contaminada cuando se ven alteradas sus caracteristicas
guimicas, fisicas y/o biolégicas, por lo que pierde su potabilidad para consumo diario o para
su utilizacion en actividades domésticas, industriales o agricolas. Las aguas residuales se
definen como aguas de composicion variada provenientes de las descargas de usos
municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos,
incluyendo fraccionamientos y en general, de cualquier otro uso, asi como la mezcla de
ellas (Rodriguez—Monroy y Duran de Bazua 2006).

En México, se generan alrededor de 229.73 m®/s de aguas residuales, de las cuales reciben
tratamiento s6lo 52.7% (CNA 2014), lo que indica que se requiere de mayor infraestructura
y recursos humanos para mejorar la calidad de este bien, ademas de propuestas
innovadoras que permitan implementar el tratamiento en diferentes condiciones
ambientales y socioeconémicas.

1.1. Composicion de aguas residuales

La contaminacion del agua se produce por el vertimiento en ella de un elemento o
compuesto organico o inorganico que, disuelto, disperso o suspendido, alcanza una
concentracién que exceda la tolerancia para un uso determinado. La fuente de dichos
contaminantes puede tener origen doméstico, industrial, agricola y a veces de origen
natural. Las corrientes, lagos, bahias y demas masas de agua donde se disponen efluentes
tienen capacidad de dilucién y auto purificacion de los contaminantes. Sin embargo, debido
al aumento creciente de la poblacion, de la actividad industrial, agropecuaria y las cargas
contaminantes vertidas a las fuentes, cada vez mas se exceden estas capacidades con el
consecuente deterioro paulatino de este recurso, necesario para la actividad humana e
industrial (Jaramillo 2005).

Entre los distintos contaminantes que contiene el agua residual, estan la materia organica,
elementos de naturaleza inorganica que pueden ser de distinta composicién desde
nutrientes como el nitrégeno y fosforo hasta sustancias toxicas y peligrosas. Estos
compuestos pueden estar en forma coloidal o disuelta (Gémez y Hontoria 2003).

1.2 Contaminantes organicos emergentes (EOCSs)

Se denominan contaminantes organicos emergentes (EOCs por sus siglas en inglés), o
nuevos contaminantes, a aquellas sustancias cuya presencia en el ambiente no es
necesariamente nueva, pero si la preocupacion por las posibles consecuencias de la
misma, dado el factor de riesgo que presentan para los seres vivos (Barcel6 2003).

La mayoria de estos contaminantes aun no estan incluidos en la legislacién de ningun pais
a nivel mundial, o no existe una regulaciéon legal que determine las concentraciones
maximas admisibles de los mismos en los efluentes. Sin embargo, en los Gltimos 20 afios,
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han empezado a ser cuantificados en aguas y en otras matrices ambientales,
reconociéndose como contaminantes potencialmente peligrosos que pueden producir
dafios a la poblacion humana y a los ecosistemas, por lo que podrian ser candidatos para
incluirlos en normativas especificas (Kitamura et al., 2005).

La lista de nuevos contaminantes incluye sustancias bioacumulables, persistentes y toxicas;
tales como productos de higiene y cuidado personal, productos farmacéuticos, drogas de
abuso, surfactantes, aditivos industriales y una gran variedad de compuestos quimicos. La
incidencia y la contribucién de riesgo para la mayoria de estos contaminantes se
desconocen, debido-principalmente, al desafio analitico que impone el gran nimero de
sustancias a monitorear y su presencia en concentraciones traza (ng a mg/L). De ahi, la
dificultad de predecir sus efectos sobre la salud del ser humano y del resto de seres vivos
(Oller et al., 2011). No obstante, se ha probado que un gran nimero de EOCs son capaces
de alterar el sistema endocrino, bloqueando o perturbando las funciones hormonales de los
organismos, provocando la feminizacién y hermafroditismo de los mismos, la disminucién
de la fertilidad y de la eficacia del apareamiento (Bolong et al., 2009). En la Tabla 1, se
resumen los principales efectos que producen algunas de estas sustancias sobre los seres
vivos, incluido el ser humano.

Tabla 1. Efectos de EOCs sobre los seres vivos, incluido el ser humano (tomado de
Bolong et al., 2009 y Farré et al., 2008).

EOCs Aplicaciones Efectos sobre la salud

Esteroides

Anticonceptivos.

Antibioticos: e Feminizacién en ratones machos.
= Sulfonamidas

Drogas de abuso »  Penicilina ¢ Resistencia microbiana.

= tetraciclina

= etc.

Farmacos

e Actividad estrogénica en ratas y
hormonal en seres humanos.

e Bisfenol-A e Aumento del riesgo de cancer de
(fabricacion de plasticos) mama.
Aditivos e Agente anti-andrégeno. Provoca
industriales feminizaciébn en machos.
o Ftalatos e Alteracion en el embarazo y
(fabricacion de plasticos) abortos involuntarios.
¢ Alquilfenoles e Alteracién en el desarrollo del
(fabricacion de detergentes) proceso reproductivo.
Productos de e Fragancias

e Poder cancerigeno en roedores.

higiene o Parabenos - P

y cuidado ¢ Desinfectantes ° ACtI\.lldad gstrqgenl_ca. o
personal «  Antisépticos e Resistencia microbiana y biocida.
Surfactantes e Compuestos perfluorados e Cancerigeno.
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1.3 Benzotriazol

El benzotriazol (Bt) es un derivado heterociciclo de nitrdgeno con férmula molecular CsHsNs
(masa molar de 119.1 g/mol) que contiene tres atomos de nitrégeno, cada uno con un par
solitario de electrones no compartido, formando un anillo de cinco miembros que puede
existir en las siguientes formas tautoméricas (Fig.1):

Zxpe O

/
N
7 |,
H
I 11

Figura 1. Benzotriazol y sus posibles formas tautoméricas.(tomado de Sease 1978).

En otras palabras, el proton migra rapidamente entre las posiciones 1y 2 y nunca esta
unido a ninguna de las dos por ningun tiempo. Por lo tanto, el Bt puede actuar como un
acido débil que libera un protén o una base al aceptar un protéon en uno de los pares de
electrones solitarios del nitrégeno. La molécula de Bt puede utilizar estos pares solitarios
de electrones para unirse a otras especies, por ejemplo, iones de cobre. De esta manera,
se puede formar un compuesto de coordinacién sobre la superficie de cobre que actla
como un inhibidor contra la corrosién. Estos complejos son estables e insolubles en agua y
en la mayoria de los disolventes organicos. Cotton (1967) descubrié que el anillo de triazol
juega un papel vital en la formacion del complejo, puesto que el grupo NH, junto con al
menos otro atomo de nitrégeno, necesita estar presente antes de que se forme el complejo.
El Bt no modificado produce los mejores resultados como inhibidor de la corrosion. El Bt es
especifico para el cobre y parece estar fuertemente adsorbido sobre una superficie de 6xido
de cobre para formar una pelicula de polimero de coordinacién de cobre-Bt. Esta pelicula
es inerte, térmicamente estable y de larga duracion, proporcionando una barrera protectora
para el cobre. A pesar de las aplicaciones de la espectroscopia de reflexién infrarroja,
espectroscopia de reflexion ultravioleta, difraccion de rayos X, adsorcién de gases y
estudios electroquimicos, la estructura actual del Bt todavia no se entiende completamente
(Kokalj, et al., 2011).

El Bt es sintetizado por una reaccion de ortofenilendiamina con nitrito de sodio y &cido
acético dando un polvo blanquecino a temperatura ambiente. Es suficientemente soluble
(26 g/L) en soluciones acuosas para su uso como inhibidor de la corrosiéon. Los puntos de
fusion y ebullicion de Bt son de alrededor de 100 y 350 °C, respectivamente. La forma de
la molécula en soluciébn acuosa depende del pH y puede ser neutral, cargada
negativamente o protonada. En ambientes ligeramente acidos, el Bt estd presente
principalmente en la forma no disociada (Kokalj et al., 2011).
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El Bt y derivados pertenecen a un grupo prominente de estabilizadores ultravioleta (UV) y
se pueden polimerizar o copolimerizar con otras sustancias quimicas. Estos productos
guimicos antropogénicos se han utilizado en productos de higiene personal, equipos
deportivos, industriales y materiales de construccion, automoviles, componentes y agentes
de tratamiento de agua en circulacién para prevenir el amarillamiento y la degradacion por
UV (Becerril, 2009).

1.3.1 Presencia de benzotriazol en agua

Debido a su alto volumen de produccion y amplia aplicacién, el Bt ha sido frecuentemente
detectado en varias matrices ambientales tales como aguas residuales municipales, lodos
de aguas residuales, sedimentos, suelos e interiores en forma de polvo (Zhang et al., 2011,
Ruan et al., 2012).

Es recalcitrante a la biodegradacion (Rollinson y Callely, 1986; Breedveld et al., 2002).
Estas caracteristicas pueden hacer que el Bt persista en el medio ambiente y cuerpos
acuéticos durante mucho tiempo (Harris et al., 2007).

Estudios realizados en aguas superficiales de Europa mostraron que las concentraciones
de Bt oscilaban entre 7.9 y 38 ng/L (Giger et al., 2006; Voutsa et al., 2006). En Suiza, se
detectaron concentraciones de hasta 100 mg/L en los efluentes secundarios provenientes
de plantas de tratamiento de aguas residuales (Voutsa et al., 2006). Estudios realizados en
aguas superficiales de Europa mostraron que las concentraciones de Bt oscilaban entre 7.9
y 38 ng/L (Giger et al., 2006; Voutsa et al., 2006). En aguas subterraneas cercanas a un
importante aeropuerto de América del Norte, se alcanzaron concentraciones de Bt de 126
mg/L (Cancilla et al., 1998).

Recientemente, el Bt se detectd en agua potable en el Reino Unido con una concentracion
media de 30.9 ng/L (Janna et al., 2011). Finalmente, se reporté también la presencia de Bt
en la orina humana (Asimakopoulos et al., 2012).

1.3.2 Estudios toxicolégicos

Existe un aumento en los estudios toxicoldgicos desarrollados con Bt. Sin embargo, el
conocimiento en relacion con la toxicidad del Bt en el ser humano y la vida silvestre es
todavia limitado (Hirata-Koizumi et al., 2009). Sus propiedades persistentes y
bioacumulativas hacen que el Bt se absorba facilmente a través de la piel y se acumule en
la sangre, lo que puede causar interacciones con las proteinas del plasma. El transporte, la
distribucion y los procesos metabodlicos de muchos ligandos exdégenos dependen en gran
medida de su unién con albumina de suero humano (HSA), la proteina de transporte mas
abundante en el plasma humano. La HSA actla principalmente como la proteina
transportadora para el acarreo de diversas moléculas exdgenas y endégenas ( Zhang et
al., 2013). Se sugiere la necesidad de una evaluacién profunda a nivel molecular entre Bty
biomacromoléculas. No obstante, hasta ahora se han llevado a cabo aun pocos estudios al
respecto.

Se ha demostrado que el Bt es toxico para plantas de tomate plantulas de pepino y plantas
de frijol arbustivo (EPA, 1977).
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En un estudio con ratas macho, Hirata Koizumi et al. (2009) informaron de cambios
histopatoldgicos tales como aumento de la fosfatasa alcalina en el suero (ALP), la albumina
y el peso relativo del higado con la exposicién crénica a la radiacion con estabilizadores
UV-320 con Bt en una dosis repetida de 2.5 mg/Kg dia.

Estudios previos han demostrado también que a concentraciones efectivas de mg/L el Bt
es toxico para las bacterias luminiscentes y organismos acuaticos, incluyendo plantas,
daphnia y peces (Cancilla et al., 1997; Cornell et al., 2000; Pillard et al., 2001; Kadar et al.,
2010; Seeland et al., 2012). Por ejemplo, el valor agudo (96 h) de la concentracién letal
media (CLsp) para peces carnero (Pimephales promelas) fue reportada de
aproximadamente 65 mg/L (Pillard et al., 2001). Recientemente, Harris et al. (2007)
informaron que el Bt posee propiedades antiestrégenas en un estudio in vivo con minifaldas
adultas (Pimephales promelas) expuestas a 0.01-1 mg/L de Bt durante dos semanas. Estos
resultados sugieren que el Bt puede actuar como un compuesto antiestrogénico o
estrogénico.

Hasta el momento, los estudios que investigan los efectos disruptores endocrinos del Bt en
los organismos acuaticos siguen careciendo. Asimismo, los mecanismos de accién del Bt
en organismos acuéticos no estan bien documentados.

1.4 Tratamiento bioldgico por nitrificacion

Uno de los contaminantes mas importantes del agua es el nitrdgeno, pues las actividades
agricolas e industriales han aumentado casi al doble la concentracién de nitrégeno fijado
anualmente en la biosfera (Cervantes, 2009). Parte importante de este contaminante llega
a los diferentes cuerpos de agua en la forma de amonio, nitrato y nitrito, creando problemas
de toxicidad para los organismos acuaticos, ademas de cambios ambientales como la
eutrofizacién de lagos. Es necesario, entonces, encontrar sistemas de tratamiento que
mantengan la concentracién de compuestos nitrogenados dentro de niveles que no causen
el deterioro de los rios, lagos y mares (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo del nitrdgeno (tomado de Corrales et al., 2016).

Existen métodos fisicoquimicos y biolégicos para la eliminacién de nitrdgeno del agua. Los
primeros, en la mayoria de los casos, no resuelven el problema ya que trasladan el
contaminante de un ambiente a otro. Los métodos bioldgicos si lo eliminan y en condiciones
idoneas, el producto final es N.. Los compuestos nitrogenados constituyen nutrientes clave
para el crecimiento de los seres vivos, asi que el nitrdgeno puede ser eliminado del agua si
es asimilado por microorganismos, pero el manejo de la biomasa producida de este modo
resulta en si otro problema. Por ello, los procesos bioldgicos no asimilativos, como la
nitrificacion y la desnitrificacion, han constituido la forma mas efectiva, sostenible y
econOmicamente factible de eliminacion de nitrégeno de las aguas residuales (Corrales et
al., 2016).

1.4.1 Nitrificacion

En los sistemas de ingenieria, tales como plantas de tratamiento de aguas residuales y los
humedales construidos, la nitrificacion y desnitrificacion acoplada se consideran el principal
mecanismo de eliminacién de nitrégeno (Wrage et al., 2001; Tourna et al., 2008).

La nitrificacion es un proceso aerobio realizado por bacterias amonio oxidantes (AOB por
sus siglas en inglés) y nitrito oxidantes (NOB por sus siglas en inglés), Gram-negativas
litoautdtrofas que pertenecen a la familia Nitrobacteriaceae. Estos microorganismos no son
esporulados y pueden ser esféricos, bacilares o espirales. Los cultivos nitrificantes
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generalmente tienden a formar estructuras denominadas floculos, cuya estabilidad depende
de la formacién de sustancias exopoliméricas (Martinez et al., 1998).

El proceso respiratorio nitrificante se lleva a cabo en dos etapas: 1) la oxidacion de amonio
como por las AOB a nitrito (amonio oxidacién) y 2) la oxidacién de nitrito por las NOB a
nitrato (nitrito oxidacion). En cada una de ellas, participan microorganismos de géneros
diferentes, es decir, no se han identificado microorganismos que puedan convertir
directamente el amonio a nitrato (Prosser, 1989). La oxidacion del amonio se realiza por
bacterias de los géneros Nitrosomonas y Nitrosolobus, entre otros.

En un primer paso, la enzima amonio monooxigenasa (AMO) transforma el amonio en
hidroxilamina (NH>OH), que posteriormente se convierte en nitrito, mediante la enzima
hidroxilamina 6xido-reductasa (HAO) (Fig 3).

AMO HAO

NH;' ) NH,OH =——p NO,

NHsz+ O2+ 2H"+ 2e" - NH20H + H20 AG = - 8.2 KJ/mol

NH2OH+H20 - NO2™ + 5H" + 4e° AG = - 266.5 KJ/mol
Figura 3. Reaccion amonio oxidante en el proceso respiratorio nitrificante.

La enzima AMO es membranal, mientras que la HAO se localiza en el periplasma. La
oxidacién de la hidroxilamina a nitrito es la reaccion que aporta la mayor parte de la energia
en el proceso respiratorio amonio oxidante, liberando cuatro electrones, de los cuales dos
son usados para la oxidacion de amonio por la AMO (Fig 4). Por lo tanto, solamente dos
electrones participan en la cadena respiratoria, limitando la generacién de energia con
valores bajos de energia libre de Gibbs (AG®’), lo que explica por qué estas bacterias tienen
un rendimiento de crecimiento muy bajo (Hooper et al., 1997).
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Figura 4. Oxidacién de amonio y flujo de electrones (tomado de Farras y Juarez 1997).

La oxidacion del nitrito a nitrato la pueden realizar bacterias de los géneros Nitrobacter y
Nitrosococcus, por citar dos ejemplos, mediante la accidon de la enzima nitrito oxido-
reductasa (NOR) (Figs. 5y 6).

NOR
NO, ) N Q.-

NO,+ H,0 - NO3+ 2H* + 2¢- AG = -74.1 KJ/mol

Figura 5.Reaccion nitrito oxidante en el proceso respiratorio nitrificante.

Esta enzima es un complejo enzimatico formado por el citocromo ¢, una quinona y una
deshidrogenasa dependiente del NADH. Esta reaccion implica la generacion de un
potencial redox de + 430 mV, el cual se emplea en la fosforilacion oxidativa y para la
reduccion del NAD.

Si se comparan los valores de AG® de los procesos de amonio oxidacion y nitrito oxidacion,
se nota que la generacion de energia es mayor en el proceso respiratorio amonio oxidante.
De esta forma, la disponibilidad energética es mas limitada para las NOB que para las AOB.
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Figura 6. Oxidacién de nitrito y flujo de electrones (tomado de Farras y Juarez 1997).

14.1.1 Bacterias amonio oxidantes

Las bacterias AOB, Nitrosomonas y Nitrosolobus, entre otras son un componente esencial
en el ciclo del nitrégeno, responsable de la oxidacion del amonio a nitrito, con hidroxilamina
como producto intermedio, participando en la primera etapa de la nitrificacién (Ward, 1986).
Las bacterias AOB son guimiolitoautotréfas obligadas que utilizan nitrégeno reducido en
forma de amonio como fuente de energia, diéxido de carbono como fuente de carbono y
oxigeno molecular como aceptor final de electrones, por lo que participan en la primera
etapa de la nitrificacién (Ward, 1986). Sin embargo, se ha reportado también que estos
organismos pueden degradar numerosos compuestos organicos (Bock et al., 1986; Hyman
y Arp, 1989). Estas AOB quimiolitoautotr6fas cominmente pertenecen a las Beta y Gamma-
proteobacterias, incluyendo Nitrosomonas, Nitrosospira y Nitrosococcus (Nold et al., 2000;
Purkhold et al., 2000). Desde el reconocimiento de las bacterias amonio y nitrito oxidantes,
por Percy Faraday y Sergei Winogradsky, hace mas de 100 afios, solo las proteobacterias
de las subdivisiones Beta y Gamma se consideraron capaces de realizar la oxidacién del
amonio en aerobiosis (Purkhold et al., 2000). Algunas AOB tienen un metabolismo
anaerodbio (Bock et al., 1995; Mulder et al., 1995), lo que se traduce en produccion de N
(Mulder et al., 1995; Strous et al., 1999).

Las AOB se encuentran, en ambientes naturales y su crecimiento es extremadamente lento,
lo que hace que sean dificiles de detectar por los métodos de cultivo microbiolégico
tradicional (Ward, 1986). En las ultimas décadas, se han desarrollado herramientas
moleculares independientes de cultivo, fundamentadas en la caracterizacion del 16S ARNr
para identificar AOB, existen varios reportes sobre la diversidad de estas bacterias en
hébitats terrestres y marinos (Bothe et al., 2000; Kowalchuk et al., 2000). En estos estudios,

|
DANIEL MATURANO CARRERA 20



Cst 00007 of g
VUMVERSICAD AITOMISA METROMLITANA
D LAR

se han observado similitudes elevadas de secuencias parciales de 16S ARNr de AOB en
muestras ambientales, lo que sugiere que la fisiologia y el fenotipo también se deben
considerar para distinguir entre todas las cepas oxidantes del amonio (Stephen et al., 1996;
Purkhold et al., 2000). La enzima AMO es exclusiva del grupo de microorganismos
integrados en las bacterias oxidantes del amonio (Hyman et al., 1992). Se compone de tres
subunidades: amoA, de 27- a 30- kDa, proteina unida a la membrana que contiene el sitio
activo de la AMO; amoB, de 38- a 43- kDa, y amoC (Bergmann y Hooper, 1994). Todas las
AOB pertenecientes al grupo de proteobacterias estudiadas hasta el momento parecen
contener hasta tres copias casi idénticas del oper6n amo (Norton et al., 1996). La
identificacion de genes para la AMO también se ha utilizado como marcador en el andlisis
molecular de bacterias oxidantes de amonio a fin de detectar su presencia en ambientes
microbianos particulares (Norton et al., 1996; Rotthauwe et al., 1997).

1.4.1.2 Bacterias nitrito oxidantes

Las bacterias NOB contribuyen en el ciclo del nitrdgeno a través de la oxidacién del nitrito
a nitrato, participando en la segunda etapa de la nitrificacion (Ward, 1986). Las NOB son
quimiolitoautotréfas aerobias que utilizan el nitrito como fuente de energia, diéxido de
carbono como fuente de carbono y oxigeno molecular como aceptor final de electrones.
Hay cuatro géneros de NOB: Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina. Solo el
género Nitrobacter ha sido sometido a estudios taxonémicos y fisiologicos detallados.
Contiene tres especies, N. winogradskyi, N. hamburgensis y una tercera especie se
distingue sobre la base de los valores de % (G + C) y los estudios de hibridacién de ADN
(Bock et al., 1986). El analisis de los citocromos de los géneros Nitrosomonas y Nitrobacter
sugiere que estan relacionados de forma lejana (Wood, 1986) y Nitrobacter agilis parece
estar mas estrechamente relacionado con Rhodopseudomonas viridis. Ambos organismos
poseen complejos sistemas de membrana intra-citoplasmica que sugieren un fondo
evolutivo coman.

Una razén para la concentracién de estudios sobre el género Nitrobacter es la incapacidad
de aislar los miembros de otros géneros del suelo. Los géneros Nitrococcus, Nitrospira y
Nitrospina generalmente estan restringidos a ambientes marinos y crecen de manera
Optima a altas concentraciones de sal. Una excepcion es una cepa de Nitrospira aislada del
suelo (Bock et al., 1986). La aplicacion de técnicas taxonémicas modernas a las bacterias
nitrificantes es obstaculizada, como en los estudios fisiol6gicos, por las dificultades para
obtener suficiente biomasa para los andlisis. A pesar de esto, los valores de % (G + C),
hibridacion de ADN vy los andlisis de secuencia de ARN estan produciendo informacion
importante. Nitrobacteriaceae ahora se considera que contiene al menos tres grupos:
Nitrobacter, oxidantes de nitrito y Nitrococcus (Woese et al., 1984).

1.4.2 Factores que afectan la nitrificacion

Para que la nitrificacion pueda llevarse de manera completa, es decir la oxidacién total de
amonio hasta nitrato, ésta debe tener condiciones ambientales favorables de pH, oxigeno
disuelto y temperatura.
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1.4.2.1 Efecto del valor de pH en la nitrificacion

Los valores de pH neutro-alcalino se consideran éptimos tanto para la oxidacion de amonio
como la de nitrito. Holt y col. (1994) report6 que el intervalo adecuado de pH para cultivos
puros de AOB es de 5.8-8.5 y un intervalo de 6.5-8.5 para las NOB. La mayoria de los
microorganismos nitrificantes tienen un pH éptimo para el crecimiento en el intervalo 7.5-8
y pueden crecer dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 2 unidades. N. europaea
es excepcional con un intervalo de pH para crecimiento de 5.8-8.5, lo que refleja la
diversidad de cepas dentro de esta especie.

1.4.2.2 Efecto de la concentracion de oxigeno

La nitrificacién se describe clasicamente como un proceso aerobio con moléculas de
oxigeno requeridas para la oxidacion de amonio y para la respiracion en ambas etapas,
amonio y nitrito oxidacion. Los requerimientos estequiométricos indican que se requieren
3.43 mg O2/mg N-NH4* oxidado y 1.14 mg O2/ mg N-NO., de tal forma que el requerimiento
total es de 4.57 mg O2/ mg N-Oxidado.

Hanaki et al. (1989) reportaron que, en un reactor completamente mezclado con un inéculo
de microorganismos nitrificantes, la eficiencia de consumo de amonio a concentraciones
cercanas a 6.0 mg/L de oxigeno disuelto no presenté diferencias comparado con una
concentracién de 0.5 mg/L de oxigeno disuelto. En contraste, la formacién de nitrato
disminuyd un 40% a concentraciones de 0.5 mg/L comparado con una concentracion de
6.0 mg/L de oxigeno disuelto, indicando que los microorganismos nitrito oxidantes
presentan mayor sensibilidad a concentraciones bajas de oxigeno disuelto.

En altas concentraciones, el oxigeno es inhibitorio (Bernet y col., 2000). Efectos inhibitorios
en unidades de lodo activado a escala de laboratorio se manifestaron a concentraciones
altas de oxigeno (Painter y King, 1976; Charley et al., 1980; Jones y Paskins, 1982). Sin
embargo, esto parece deberse a una reduccion de la eliminacion de didxido de carbono que
conduce a la reduccion del valor del pH. Jones y Paskins (1982) también encontraron que
las bacterias nitrificantes podrian aclimatarse a altas concentraciones de oxigeno, pero no
a cambios repentinos de niveles normales a altos.

1.4.2.3 Efecto de |la temperatura

Al igual que todos los procesos bioldgicos, la nitrificacion se ve influida por la temperatura.
La mayoria de las bacterias nitrificantes son mesodfilas y su temperatura 6ptima de
crecimiento esta entre 28 y 36°C.Por lo tanto, las velocidades de crecimiento de las
bacterias nitrificantes se reduciran con la disminucion de las temperaturas. Sin embargo, la
nitrificacion es posible a temperaturas tan bajas como 5°C. La temperatura también tiene
un efecto sobre la velocidad de las reacciones enzimaticas involucradas en el proceso
respiratorio. Se sabe que es posible realizar la nitrificacion a temperaturas tan bajas como
5°C. Sin embargo, la temperatura ideal para los microorganismos nitrificantes es de 25 a
35°C (Villalobos y Fereres, 2017).

1.4.2.4 Efecto de compuestos aromaticos sobre la nitrificacion

Se sabe que hay un efecto negativo de la materia organica sobre la nitrificacion, de tal
manera que la estabilidad de los sistemas microbianos nitrificantes en el tratamiento de
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aguas residuales puede ser alterada por la presencia de compuestos organicos toxicos e
inhibitorios (Schweighofer et al., 1996).

Por otro lado, algunos cultivos nitrificantes han demostrado ser capaces de oxidar una
amplia variedad de compuestos orgénicos que van desde compuestos simples como los
acidos grasos volatiles, hasta compuestos aromaticos, fendlicos y halogenados
(Nevalainen et al., 1993).

En la Tabla 2, se presentan algunos estudios, en los cuales se puede observar el efecto
sobre la nitrificacion en presencia de diferentes tipos de compuestos organicos y la
capacidad de los cultivos para consumirlos.

Tabla 2. Efectos de contaminantes organicos en la nitrificacion

Consumo del

Concentracion . (Disminucion) .
Compuesto In6culo P A compuesto Referencia
(mg/L) Efecto en la nitrificacion -
organico
. I Lpdos 100% No Eilersen et al.,
Trimetilamina 206 activados : :
C en el consumo de amonio determinado (1994)
nitrificantes
Nitrosomonas 80% o Keener et al.,
T EmD 14 europaea en la produccién de nitrito 84% (1994)
Consorcio 53% o Zepeda et al.,
Benceno 10 nitrificante en la produccién de nitrato 100% (2003)
Consorcio 7% Zepeda et al
Tolueno 5 e en la velocidad especifica de 50% P v
nitrificante ; ; (2007)
consumo de amonio (gnH4*)
90%
Consorcio en la eficiencia de consumo Martinez et al.,
2-Clorofenol 5 nitrificante de amonio 100% (2011)
95%
en la gnua*
. 10 77.8% No Puttana et al.,
SElleaiace pg/g suelo Suelo en el consumo de amonio determinado (1999)

Como se puede observar en la Tabla 2, la nitrificacion se puede ver alterada a nivel de:
eficiencias de consumo amonio, rendimientos de formacion de nitrito y nitrato, asi como en
las velocidades especificas de consumo de amonio.

Los estudios realizados referentes al efecto inhibitorio del benzotriazol sobre la nitrificacion
son aun muy escasos. Por lo tanto, obtener informacion fisioldgica y cinética del proceso
respiratorio nitrificante en presencia de benzotriazol es necesaria para entender mejor el
comportamiento de lodos nitrificantes en reactores bioldgicos alimentados con amonio y
benzotriazol.

1.4.3 Efectos inhibitorios en procesos nitrificantes

Los efectos inhibitorios pueden cuantificarse a través de la disminucién en las velocidades
especificas del proceso biologico, tanto de consumo de sustratos como de formacion de
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productos. Se ha reportado que los efectos inhibitorios pueden ser de diferente magnitud
en los procesos respiratorios de amonio oxidacion y nitrito oxidaciéon, dependiendo del
compuesto inhibitorio estudiado (Tabla 3).

Tabla 3. Efectos en cultivos nitrificantes en presencia de diferentes compuestos
inhibitorios.

Cultivos con NH4* Cultivos con NH.OH Referencia

Compuesto pmol % de disminucién en NO2 producido

adicionado respecto al control sin inhibidor
Disulfuro de carbono 0.1 7 5
Dimetil sulfuro 0.5 14 0 Juliette et al.
Dimetil disulfuro 0.5 24 0 (1993)
Etanotiol 0.5 100 36

Cultivos con NH4*  Cultivos con NO2
% de disminucién en velocidades especificas

Compuesto
Conc. ON-NH4 " gN-NO3 gnN-NO2°  (N-NO3
(mgiL)
2.5 100 100 19 9 .
2-Clorofenol 5.0 100 100 0 0 Pe:fzégfg)’ et
10.0 100 100 57 54 '
2.5 36 - 70 - . .
Sulfuro 35 53 i 80 . Bee{"’;lar(‘gc')(l)g)'z
5.0 75 - 82 - '

Juliette et al. (1993) evalué el efecto de diferentes compuestos azufrados en el proceso
amonio oxidante utilizando cultivos axénicos de Nitrosomonas europaea. Los autores
realizaron dos tipos de ensayo, unos cultivos con amonio como sustrato y otros con
hidroxilamina como fuente de energia para evaluar la amonio oxidacion en sus dos
reacciones oxidativas. En este estudio, la inhibicién se definié6 como una disminucién en la
produccién de nitrito respecto a los ensayos control sin compuesto azufrado. De acuerdo
con sus resultados, concluyeron que los cuatro compuestos fueron inhibitorios de la
oxidacion de amonio por N. europaea, siendo mayor su efecto sobre la oxidacion de amonio
gue sobre la oxidacion de hidroxilamina. Estudios en los que utilizan cultivos axénicos de
AOB o0 NOB, solo es posible evaluar un proceso respiratorio de la nitrificacién, la amonio
oxidacion o la nitrito oxidacion. El uso de consorcios con respiracion nitrificante
fisioldgicamente estable ha permitido estudiar los efectos inhibitorios en los dos procesos
respiratorios de la nitrificacién. Un ejemplo es el estudio realizado por Pérez-Alfaro et al.
(2013) donde se evaluo el efecto del 2-clorofenol en cultivos en lote utilizando un lodo
nitrificante. Se utiliz6 amonio como fuente de energia para evaluar los efectos inhibitorios
del 2-clorofenol sobre la amonio oxidacion y nitrito como fuente de energia para evaluar la
inhibicion sobre la nitrito oxidacion. Los autores encontraron que el 2-clorofenol inhibi6 en
un 100% la amonio oxidacién a todas las concentraciones iniciales ensayadas mientras que
la inhibicion de la nitrito oxidacion fue significativamente menor. Otro estudio en lote con
lodo nitrificante fue realizado por Bejarano-Ortiz et al. (2015) para evaluar el efecto del
sulfuro sobre la nitrificacion. De la misma manera, los autores evaluaron las dos etapas de
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la nitrificacion a través de cultivos en lote por separado con amonio 0 nitrito como Unica
fuente de energia. Observaron que el sulfuro provocé efectos inhibitorios mayores en la
nitrito oxidacion que en la amonio oxidacion, reduciéndose mas la velocidad de consumo
de nitrito que la velocidad de consumo de amonio en sus ensayos respectivos.

De acuerdo con estos antecedentes, la nitrificacién no debe ser estudiada como un proceso
de una sola via, sino como dos procesos respiratorios que pueden ser inhibidos en diferente
grado ante la presencia de diferentes compuestos. Otro aspecto importante es que pocos
trabajos se enfocan al estudio de las dos reacciones involucradas en la amonio oxidacién:
la oxidacion del amonio a hidroxilamina por la AMO y la oxidacién de la hidroxilamina a
nitrito por la HAO y no se da seguimiento a la acumulacion de hidroxilamina. EI conocer el
grado de inhibicién en los diferentes procesos oxidativos de la nitrificacion podria ser Gtil en
el tratamiento de aguas residuales ya que, en funcion de los efectos inhibitorios, se puede
propiciar la acumulacion de amonio, hidroxilamina y/o nitrito.

2 Justificacion

La falta de cultura por el cuidado del medio ambiente, el desarrollo de un gran nimero de
industrias, asi como el crecimiento poblacional descontrolado favorecen dia a dia el
deterioro del medio ambiente. La descarga de aguas residuales se ha convertido en un
problema de la vida cotidiana por el contenido en contaminantes de las mismas,
principalmente por materia organica, compuestos nitrogenados, azufrados, fosforados, asi
como metales pesados, convirtiéndose en una emergencia ambiental.

La presencia de compuestos organicos emergentes en aguas residuales es cada vez mas
comun, pero se desconoce el efecto que pudiesen tener en los procesos biolégicos
utilizados para el tratamiento de aguas residuales. La nitrificacién es uno de los procesos
biolégicos del ciclo del nitrégeno ampliamente usado para la eliminacién de amonio de
aguas residuales a través de su oxidacion a nitrito por el proceso respiratorio amonio
oxidante y la posterior oxidacion del nitrito a nitrato por el proceso respiratorio nitrito
oxidante. En el tratamiento de aguas residuales, la nitrificacion acoplada a la desnitrificacién
permite la conversion del amonio a nitrégeno molecular. Sin embargo, estd ampliamente
documentado que el proceso nitrificante es sensible a la presencia de compuestos
organicos, los cuales pueden alterar su eficiencia, rendimiento y provocar efectos
inhibitorios que ralentizan el proceso y favorecen la acumulacién de amonio o nitrito.

El benzotriazol es uno de los EOCs detectado en efluentes de plantas de tratamiento de
aguas residuales. Sin embargo, se desconoce su efecto en la eliminacion de amonio de las
aguas residuales por nitrificacion, asi como el papel que puedan tener los lodos nitrificantes
en su eliminaciéon. Ademas, aun no se cuenta con suficiente informacion de los posibles
efectos fisiologicos e inhibitorios del benzotriazol en cada una de las etapas de oxidacion
de la nitrificacién. Por todo lo anterior, es necesario generar mas conocimiento al respecto
para entender mejor cémo la presencia de EOCs como el benzotriazol en el agua pueda
alterar el proceso nitrificante en el tratamiento de aguas.
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3 Hipdtesis
La presencia de benzotriazol tendrd efectos fisiologicos e inhibitorios de diferente
magnitud en los procesos amonio y nitrito oxidantes de la nitrificacion.

4 Obijetivo

v Evaluar la capacidad metabdlica de un lodo nitrificante para realizar la oxidacion de
amonio a nitrato en presencia de benzotriazol.

4.1 Objetivos particulares

v' Evaluar los efectos fisiol6gicos e inhibitorios del benzotriazol sobre los procesos
amonio y nitrito oxidantes de la nitrificacion.
v/ Evaluar la biotransformacion del benzotriazol en el proceso de la nitrificacién

5 Metodologia

5.1 Reactor nitrificante en continuo

Para los ensayos realizados en lote se requiri6 de biomasa con actividad nitrificante
fisiologicamente estable, de tal forma que el inéculo utilizado se tom6 de un reactor en
estado semicontinuo de tanque agitado en régimen estacionario (Microferm Fermentor,
New Brunswick Scientific, mod. MF-114) con un volumen nominal de 10 L y un volumen de
operacion de 6 L (Fig. 7). Se operd con una agitacion de 300 rpm, un tiempo de residencia
hidraulico de 3.2 d y una concentracion de oxigeno disuelto promedio de 5.4 + 0.1 mg/L. El
reactor fue operado a temperatura ambiente, mientras que el pH se mantuvo a un valor
promedio de 7.7+ 0.3 y fue ajustado con soluciones de acido clorhidrico (HCI) o hidroxido
de sodio (NaOH). El reactor fue alimentado con una fuente de nitrégeno y otra de carbono
como se describe en la Tabla 4. La velocidad de carga de nitrdgeno de amonio fue de 60.3
+ 1.1 mg/Ld, mientras que la velocidad de carga de carbono de bicarbonato fue de 192.96
+ 1.8 mg/Ld, dando una relacion C/N de 3.2. El reactor fue acoplado a un sedimentador
donde se concentra la biomasa nitrificante y parte de ella fue recirculada al tanque agitado
de tal manera que la concentracion en biomasa dentro del reactor permanecié a una
concentracién de 400.0 £ 25.2 mg/L de proteina microbiana. Durante todo el periodo del
estudio en ensayos en lote, se evalué constantemente el comportamiento fisioldgico del
lodo del reactor semicontinuo, para asegurar que la actividad nitrificante fuera completa y
se encontrara en estado estacionario.

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo para alimentar el reactor nitrificante.

Fuente de nitrégeno  Concentracion Fuente de carbono Concentracion

Composicion de sales (g/L) Composicion de sales (g/L)
(NH4)2SO4 1.5 NaHCOs 14
NH4CI 1.2 CaCl, 0.04
KH,PO4 2.4
MgSO. 0.5
NaCl 0.8
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Figura 7.Reactor en continuo con biomasa nitrificante.

5.2 Cultivos en lote

Todos los cultivos en lote se realizaron en botellas serol6gicas de volumen nominal de 160
mL y un volumen de trabajo de 100 mL. Se realizaron cuatro series de cultivos: 1) ensayo
control sin Bt en presencia de amonio (100 mg N-NH4*/L) como fuente de energia para
evaluar el proceso respiratorio de amonio oxidacién, 2) ensayo control sin Bt en presencia
de nitrito (100 mg N-NO2/L) para evaluar el proceso respiratorio de nitrito oxidacién, 3)
ensayo con amonio (100 mg N-NH4*/L) como fuente de energia con adicion de Bt a
concentraciones iniciales de Bt de 0.1, 0.3, 2.5, 5.0 y 10.0 mg/L, 4) ensayo con nitrito (100
mg N-NO;/L) como fuente de energia con adicidon de Bt a concentraciones iniciales de 0.1,
0.3,2.5,5.0y 10.0 mg/L. Se agregaron 250 + 2 mg/L de biomasa como proteina microbiana
en cada botella ademas del medio de cultivo descrito en la Tabla 5. Se pasé un flujo de
oxigeno puro (99% de pureza) al medio de cultivo durante 3 minutos y posteriormente al
espacio de cabeza con el mismo tiempo. Finalmente, las botellas fueron selladas y
colocadas en incubacion a 30°C con agitacion constante a 300 rpm como se muestra en la
Fig. 8.

Tabla 5.Composicion del medio de cultivo.

Fuente de nitrégeno  Concentracion Fuente de carbono Concentracién

Composicion de sales (g/L) Composicion de sales (g/L)
(NH4)st4 1.5 NaHCO3 12
NH,4CI 1.2 CacCl; 0.03
KH2PO4 2.4
MgSO4 0.5
NaCl 0.8
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Figura 8. Adicion de oxigeno a botellas seroldgicas y posterior incubacion.

Se recolectaron muestras independientes de las botellas seroldgicas en los tiempos de 15,
30y 45 min durante la primera hora y cada hora a partir de la segunda hora, hasta completar
10 horas de ensayo. Las muestras fueron filtradas a 0.45 um y almacenadas un tiempo
menor a 2 dias en refrigeracion.

5.3.1 Métodos analiticos

Para evaluar el efecto del benzotriazol sobre las diferentes variables de respuesta de los
procesos respiratorios de la amonio y nitrito oxidacién, asi como su consumo por el lodo
nitrificante, fue necesario el uso de técnicas analiticas que permitieran determinar las
concentraciones de amonio, hidroxilamina, nitrito, nitrato, Bt y proteina microbiana.

5.3.1 Cuantificaciéon de amonio (Electrodo selectivo)

Para cuantificar el amonio, se utilizé un electrodo selectivo de amoniaco (Phoenix electrode
Co). Se construy0 una curva de calibracion con cinco concentraciones conocidas de NH4Cl:
2, 10, 50, 100 y 120 mg N-NH4*/L, a partir de la cual se determind la concentracién de
amonio en las muestras (Fig. 9). La lectura del potencial generado por el electrodo se
registré con un potenciometro (Cole-Parmer). Se tomé un volumen de muestra de 50 mL y
se alcaliniz6 con 0.5 mL de solucion de NaOH (10N) para desprotonar el ion amonio
formandose el amoniaco. Bajo agitacion constante y temperatura ambiente, se tomo la
lectura del potencial cuando fue estable (aproximadamente 5 minutos después de agregar
la solucion de NaOH).
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Log (mg N/L)

oo 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24

Potencial (mV)
o
o

-100 -

-120 -

-140 - y = -38.653x - 61.054
R2 = 0.9962

-160 -
Figura 9. Curva de calibracion de amonio por electrodo selectivo.

5.3.2 Cuantificacion de hidroxilamina

Para la cuantificaciéon de hidroxilamina por espectrofotometria se prepararon las siguientes
soluciones:

- Solucion de 8-quinolinol (1%). Disolver 1 g de 8-quinolinol en 100 mL de alcohol etilico
absoluto.

- Solucion de Na,COs 1M. Disolver 10.6 g de Na.COs3 por cada 100 mL de agua destilada.

- Solucion de &cido tricloroacético (12%). Disolver 12 g de CCIsCOOH en 100 mL de
agua destilada.

- Solucion buffer de fosfato (pH 6.8). Ajustar el pH de una solucién de fosfato de sodio
monobasico (NaH2PO4) 0.05 M a pH 6.8 con una solucion de fosfato de sodio dibésico
(NazHPO,) 0.05 M.

Una vez preparadas las soluciones se elabor6 una curva de calibracion a partir de la cual
se pudo medir NH.OH a concentraciones de 0 a 1.8 mg/L

Posteriormente, se adicioné 1 mL de la solucion de carbonato y se agitd vigorosamente.

Se calentaron los tubos de ensaye en bafio Maria durante 1 min a 90°C. Después se dejo
enfriar a temperatura ambiente (30 min) y se midio la absorbancia a 705 nm.
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03

0.2

Absorbancia

0.1 y = 0.2708x + 0.0442

R2=0.9708

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
Concentracion (mg N/L)

Figura 10. Curva de calibracion de hidroxilamina por espectrofotometria.

5.3.3 Cuantificacién de nitrito y nitrato (HPLC)

Para la cuantificacion de nitrito y nitrato, se utilizé6 un cromatografo de liquidos (HPLC,
Perkin Elmer serie 200) con una columna de intercambio i6nico (Waters IC-Pak Anion HC,
4.6 x 150 mm) y un detector UV-visible. La longitud de onda fue de 214 nm vy el flujo de la
fase mévil de 2 mL/min. La fase movil consistié en una mezcla de butanol, acetonitrilo y una
solucion concentrada de borato-gluconato (20:120:20, v:v:v) diluidos con agua desionizada
a un volumen de 1 L. La solucion borato-gluconato fue preparada con 16 g de gluconato de
sodio, 18 g de acido bdrico, 25 g de tetraborato decahidratado de sodio, 250 mL de glicerol
y llevados a 1 L con agua desionizada. Se construyé una curva de calibracién con
soluciones estandares de N-NO; y N-NOs™ a las concentraciones de: 0, 2.5, 5, 10, 25, 50,
75y 100 mg N/L (Figs. 11y 12).

|
DANIEL MATURANO CARRERA 30




st #hemn o g

UMVERSIZAD AUTOMIMA METROPILITANA
TWDAD (TTAPALAPA

9000000 -
8000000 -
7000000 -
6000000 -
5000000 -

Area

4000000 +
3000000 -
2000000 -

1000000 - y = 75260x - 6594.6
R?=0.9814

O T T T T 1
0 25 50 75 100 125

Concentracion (mg N/L)

Figura 11. Curva de calibracion de nitrito por HPLC.
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Figura 12. Curva de calibracion de nitrato por HPLC.

5.3.4 Cuantificacion de nitrito y nitrato (Electroforesis capilar)

La electroforesis capilar se basa en la migracion de los iones en solucién bajo la influencia
de un campo eléctrico, hacia el electrodo con la carga opuesta a ellos. La fuerza conductora
de una particula esta relacionada con su carga y la intensidad del campo eléctrico aplicado,
asi como con la composicion del electrolito, el cual funciona como el medio de separacion
que proporciona una resistencia (Weinberger, 1993). El equipo utilizado fue un analizador
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capilar de iones (CIA, Beckman Coulter) con un detector UV (arreglo de diodos) y se trabaj6
a una longitud de onda de 240 nm. Las condiciones de operacion fueron: voltaje de 12 KV,
tiempo de corrida de 5 min y temperatura de 25°C. El capilar utilizado tiene un recubrimiento
de silica fundida de 60 cm de largo y 75 uym de diametro interno. El electrolito se prepar6
tomando 5 mL de las siguientes soluciones: sulfato de sodio anhidro (0.1 M), cloruro de
sodio (10 mM) y CIA Pak OFM anion-BT (Waters), finalmente se llevé a un volumen de 50
mL con agua desionizada. Las muestras fueron filtradas por una membrana de nylon (0.20
pMm) y se realizaron diluciones para que las muestras no superen las concentraciones de
100 mg N/L al momento de ser analizadas. Para comprobar la linealidad del método, se
construyeron curvas de calibraciéon (0 a 100 mg N/L). Las Figs. 13 y 14 son un ejemplo de
éstas.

16000000 -
14000000 -
12000000 -
10000000 -
o
$8000000 -
<

6000000 -

4000000 -

y =133031x + 482229
R2=0.9944

2000000 -

0 A 1
0 20 40 60 80 100
Concentracion (mg N/L)

Figura 13. Curva de calibracion de nitrito por electroforesis capilar.
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Figura 14.Curva de calibracion de nitrato por electroforesis capilar.

5.3.5 Cuantificacién de benzotriazol (HPLC)

Para la cuantificacién del Bt se utiliz6 cromatografia de liquidos (HPLC, Perkin Elmer serie
200). La separacion de los compuestos aroméaticos esta determinada por la fuerza de las
interacciones con la fase estacionaria que forma parte de la columna de separacion, asi
como por la composicion de la fase movil. Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos empleando
una columna C18 (Phenomenex). El equipo cuenta con un detector UV/VIS y se fij6 la
longitud de onda a 274 nm. La fase movil fue una mezcla de metanol y agua (60:40 v/v) y
se trabajo a un flujo de 1.0 mL/min. El tiempo de corrida fue de 5 min. Las muestras fueron
filtradas con una membrana de 0.2 um y colocadas en viales para su andlisis. La Fig. 15
muestra un ejemplo de las curvas de calibracion (0 a 11 mg/L de Bt) para la cuantificacion
de benzotriazol.

500000 -
450000
400000 -
350000 A
300000 A
250000 A
200000 A
150000 -
100000 -

50000

Area

y =38709x - 3921.2
R2=0.9807

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentracion (mg/L)

Figura 15. Curva de calibracion de benzotriazol por HPLC.
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5.3.6 Determinaciéon de proteina microbiana

El método colorimétrico de Lowry modificado (Lowry y col., 1951; Martinez y col., 2000) fue
utilizado para determinar la concentracién de proteina microbiana en el reactor y en los
ensayos en lote. El método se basa en la reaccion para formar un complejo Cu-proteina y
la posterior reduccion de este complejo por el reactivo de Folin-Ciocalteau, donde se
obtiene un color azul en un ambiente alcalino (pH de 10). El reactivo de Folin-Ciocalteau
(Hycel) esta formado por molibdato, fosfato y tungstato de sodio y produce un maximo de
absorcion a 750 nm. Esta técnica requiere de proteinas que contengan péptidos con grupos
fendlicos que puedan enlazarse con el Cu?". Para cada serie de muestras analizadas, se
preparé una curva de calibracion de albumina (Sigma, 96-99%) de 0 a 500 mg/L. Las
muestras y los estdndares recibieron el mismo tratamiento. Se tomé 1 mL de muestra y se
coloco en tubos de ensaye con tapa de rosca de 10 mL. Se adicioné 0.1 mL de NaOH (10
N). Posterior a la agitacion mediante un vortex, se calentaron los tubos por 20 min a 90°C.
Se necesitaron tres soluciones: (a) NazCO3 0.19 M en NaOH 0.1N, (b) CuSO4 al 1% vy (c)
tartrato de sodio y potasio al 2%. Las soluciones (a) y (b) fueron utilizadas para formar una
solucidon béasica y una posterior reaccion con el cobre, la solucién (c) mantiene estable el
ion cobre de la solucién. Se agregd 1 mL de las soluciones b y ¢, aforando a 50 mL con la
solucion a, formando la solucion ABC, agregando 5 mL de esta Ultima a cada tubo. Los
tubos se agitaron y posteriormente se dejaron reposar los tubos por 30 min en la oscuridad.
Posteriormente, se agregd 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau, dejando reposar
nuevamente en la oscuridad por 1 h, para finalmente medir la absorbancia a 750 nm en un
espectrofotdmetro UV/VIS (Shimadzu, mod. UV-1601). La Fig. 16 muestra un ejemplo de
las curvas de calibracién obtenidas.
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Figura 16.Curva de calibracion de proteina microbiana por el método de Lowry.
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5.3.7 Determinacion de pH y oxigeno disuelto (Electrodo selectivo)

El oxigeno disuelto fue cuantificado mediante un medidor de oxigeno disuelto (Hanna, HI
98186) con un electrodo polarogréfico (HI76407/4F). Este equipo tiene integrado un sensor
de temperatura y un barometro que compensa autométicamente las lecturas de oxigeno
disuelto. El valor de pH fue determinado mediante un medidor portétil (Digi-Sense, Cole
Palmer) acoplado a un electrodo.

5.3.8 Resumen de los métodos analiticos

Se realizaron los diferentes métodos analiticos obteniendo de cada uno de ellos curvas de
calibracion que permitieron obtener los resultados presentados en la Tabla 6.

Tabla 6.Valores de coeficiente de determinacion (R2), pendientes (m) y coeficientes de
variacion en las pendientes (CV) obtenidos de las curvas de calibracion de los diferentes
métodos analiticos.

COMPUESTO R? M CV (%)
NH4* 0.988 £+ 0.001  -53.76 + 3.63 6.8
Hidroxilamina 0.970 + 0.051 0.2708 +1.23 2.6
NOz (HPLC) 0.977 £ 0.014 62122 + 8.48 0.1
NOs (HPLC) 0.963 + 0.018 65283 +£ 8.3 1.0
NO, (CIA) 0.925 + 0.022 635+ 7.07 11
NO3z (CIA) 0.977 £ 0.032 1216 £5.65 0.4
Bt 0.982 + 0.007 63128 + 2.82 0.1
Proteina microbiana 0.958 + 0.039 564.5 + 3.53 0.6

Se observa que todos los métodos descritos tuvieron valores de R? mayores a 0.9 y
coeficientes de variacion respecto a la pendiente menores a 6.8%, de tal manera, se puede
concluir que los métodos utilizados fueron precisos, lineales y reproducibles.

5.4 Variables de respuesta

A continuacién, se presentan las variables de respuesta utilizadas en este trabajo para
evaluar el comportamiento fisioldgico y cinético de los procesos amonio y nitrito oxidantes.

5.4.1 Eficiencia

El consumo de un sustrato tiene dos rutas metabdlicas posibles, puede ser utilizado para
procesos asimilativos (formacién de componentes celulares) o desasimilativos (formacion
de productos asociada a la formacion de energia). La eficiencia se define como la relacion
entre el sustrato consumido e inicial, de manera que este valor nos permite saber el
consumo de un componente a nivel de porcentaje. En este trabajo, se determind la
eficiencia de consumo de amonio (Ennns®) €n los ensayos con amonio como fuente de
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energiay la eficiencia de consumo de nitrito (En-no2) €n los ensayos con nitrito como fuente
de energia.

[Sutrato inicial]-[Sustrato final]
[Sustrato iniciall

) (100)

Eficiencia de consumo = (

5.4.2 Rendimiento

La formacion de un producto a partir de un sustrato consumido se define como rendimiento,
esta variable es la que indica el tipo de ruta metabdlica (asimilativa o desasimilativa) que
puede seguir el consumo de sustrato en un proceso bioldégico. Mateméticamente expresa
la relacién entre el producto formado y el sustrato consumido. En este trabajo, se
determinaron los rendimientos de nitrato a partir de amonio consumido (Yn-nos/n-NHa'), €l
rendimiento de nitrito a partir de amonio consumido (Yn-noz/n-nHeT) €N [0S ensayos con
amonio y el rendimiento de nitrato a partir de nitrito consumido (Y n-nosn-no2) €N l0S ensayos
con nitrito.

mg Producto formado

Rendimiento = :
mg Sustrato consumido

5.4.3 Velocidad volumétrica y especifica

La velocidad de carga (Qe) con la que un sustrato ingresa a un reactor en régimen continuo
y las velocidades de descarga (Qs) del sustrato residual y de los productos formados son
velocidades volumétricas que permiten evaluar el estado fisiol6gico en el que se encuentra
la biomasa contenida en el reactor. En este estudio, se determinaron las velocidades de
carga y descarga de amonio, asi como las velocidades de descarga de nitrito, nitrato y
biomasa del reactor nitrificante en continuo, esto para establecer el balance de nitrégeno y
evaluar la actividad nitrificante del lodo.

_ mg sustrato entrada/salida
Volumen x tiempo

La velocidad especifica de consumo de sustrato o formaciéon de producto se relaciona a
una cantidad de biomasa, caracterizando el comportamiento cinético de un proceso
biol6gico bajo diferentes condiciones experimentales (en ausencia 0 presencia de un
compuesto inhibitorio), ademas de que indica el grado de inhibicion del proceso.

mg consumido o producido

ma proteina microbiana tiempno

En este trabajo, se calcularon las velocidades volumétricas y especificas de consumo de
amonio (gn-nka™) Y produccion de nitrato (gn-noz) en los ensayos con amonio y las
velocidades de consumo de nitrito (gn-no2’) Y formacion a nitrato en los ensayos con nitrito.
Las velocidades volumétricas de consumo y produccion se determinaron mediante
regresion lineal (r? 2 0.901) analizando los cambios en las pendientes, a partir de los perfiles
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cinéticos de consumo de N-NH." y N-NO> y de formacion de N-NOs para los ensayos
control y a diferentes concentraciones de Bt. Las velocidades especificas se calcularon
dividiendo los valores de velocidades volumétricas por la concentracién en biomasa como
proteina microbiana.

5.5 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los cultivos en lote fueron analizados estadisticamente con un
ANOVA de un factor con un valor p=0.01, para—determinar si existieron diferencias
significativas entre los valores de las variables de respuesta utilizadas en este estudio a las
diferentes concentraciones de Bt evaluadas, asi como una prueba de Tukey para entender
cudles valores de eficiencias y rendimientos son diferentes con respecto al cultivo control y
las diferentes concentraciones de Bt estimadas con un a=0.05. Asi como también, las
posibles diferencias en las velocidades especificas, las cuales fueron analizadas mediante
la prueba de homogeneidad de coeficientes. Todos los andlisis ser llevaron a cabo
utilizando el programa IBM SPSS Statistics 24. (Apéndices | y I1).

6 Resultados y discusion

Para poder desarrollar este trabajo, se utilizd un reactor en continuo como fuente de
biomasa con actividad nitrificante, con la cual se realizaron los ensayos en lote.

6.1 Reactor nitrificante en continuo

Se operd un reactor semicontinuo con el fin de obtener un indculo con actividad nitrificante
en estado estacionario. A continuacion, se presentan en la Fig. 17 y la Tabla 7, las
velocidades volumétricas de amonio a la entrada (Qen-nna*) Y salida (Qsn-nat), ademas de
las velocidades volumétricas de produccion de nitrito (QSn-noz2) Yy nitrato (QSn-nos),
obtenidas en el reactor nitrificante en semicontinuo durante un tiempo de 15 dias. A lo largo
de la experimentacion, los perfiles de las velocidades volumétricas y el balance de nitrdgeno
fueron similares a los resultados presentados en la Fig. 17 y la Tabla 7. El reactor fue
alimentado con una velocidad Qen-nna™ de 60.3 + 1.1 mg N/Ld, mientras que la de descarga
Qsnnrat fue de cero. Por otra parte, la Qsnnos” fue de 58.2 + 1.1 mg N/Ld. Finalmente, la
velocidad de formacién de nitrito Qsn-no2” NO fue significativa. Se puede observar que la
velocidad de descarga de Qsn-nos” S€ mantuvo constante a través del tiempo, teniendo un
coeficiente de variacion de 2%, indicando que el cultivo nitrificante alcanz6 el régimen
estacionario.
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Figura 17. Perfil de la actividad nitrificante en el reactor.

Tabla 7. Balance de nitr6geno en el reactor nitrificante en continuo.

Qen-NH4+ QSN-NH4+ QSn-NO2- QSnN-nO3- QnN-Biomasa
(mg N/Ld) (mg N/Ld) (mg N/Ld) (mg N/Ld) (mg N/Ld)
60.3+1.1 0 0 58.2+1.1 1.6+0.1

Bajo estas condiciones, la Ennna* fue de 99.9% + 0.1 y el Yn-nozmn-nna® de 0.97 £ 0.02. Se
encontré que el rendimiento de produccion de proteina microbiana (Ysiomasa) fue de 0.03 +
0.01 mg N-proteina/mg N-NHs* consumido. Los altos rendimientos de formacién de nitrato,
asi como el bajo rendimiento de formacion de biomasa indicaron que el proceso nitrificante
fue netamente desasimilativo. Cabe mencionar que la obtencion de energia que puede
alcanzar el proceso nitrificante tiene un maximo de -348.8 kJ/mol (Beristain-Cardoso et al.,
2009).

El valor promedio de pH fue 7.7 + 0.3, siendo el bicarbonato de sodio un componente del
medio que actu6 como un amortiguador.

El lodo nitrificante del reactor en continuo pudo utilizarse para inocular los ensayos en lote
manteniendo eficiencias altas de consumo de amonio, asi como altos rendimientos de
formacién de nitrato.
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6.2 Cultivos con amonio como fuente de energia

En los cultivos en lote con amonio como Unica fuente de energia (100 mg N-NH.*/L), se
evaluo el proceso respiratorio amonio oxidante del lodo a través de la obtencién de los
perfiles de consumo de amonio y la formacion de de hidroxilamina. Se dio también
seguimiento a la acumulacion transitoria de nitrito, producto de la hidroxilamina oxidacion y
sustrato de la nitrito oxidacion. En estos ensayos, la nitrito oxidacion se evalu6 también a
través de la produccién de nitrato en los cultivos nitrificantes. Las variables de respuesta
utilizadas para el analisis de los resultados fueron la Ennna® Y On-nna™, l0S rendimientos de
Yn-Noz iN-NHat Y YN-NosTN-nHaT, @Si como la gn-noz’. Se usaron diferentes pruebas estadisticas
para la comparacion de las variables obtenidas tanto en los ensayos control en ausencia

de Bt como en los ensayos en presencia de diferentes concentraciones iniciales de Bt.

6.2.1 Consumo de amonio

La Fig. 18 presenta los perfiles de consumo de amonio en ausencia de Bt
(ensayo control) y en presencia de diferentes concentraciones iniciales de Bt (0.1-10.0
mg/L). En el ensayo control sin Bt, se puede observar que los 100 mg N-NH4*/L agregados
al inicio del ensayo fueron consumidos totalmente en un tiempo de 8 horas. Los ensayos
con concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt mantuvieron un comportamiento similar a los
ensayos control, debido a que el consumo total de amonio fue en un tiempo de 7-8 horas.
Los ensayos con concentraciones desde 2.5 a 10 mg/L de Bt no presentaron un consumo
total de amonio a lo largo de las 10 horas, existiendo un residual de hasta 23 mg N-NH,*/L.
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Figura 18. Consumo de amonio a diferentes concentraciones iniciales de Bt.
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En la Tabla 8, se resumen los valores de las eficiencias (En-nna*) y velocidades especificas
(gn-nnat) Obtenidas. El ensayo control (sin Bt) mostré una Ennna® de 99.7% + 0.1, es decir el
amonio agregado fue consumido totalmente. Con concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de B,
la Ennvsa® no  presentd diferencias significativas respecto al control, pero con
concentraciones mayores de 2.5y hasta 10.0 mg/L de Bt, la En.nva* disminuyo de 12 a 24%.

Tabla 8.Proceso amonio oxidante: eficiencias y velocidades especificas de consumo de

amonio.
Concentracion de Era® s
benzotriazol - : -
(maiL) (%) (mg N/mg proteina h)
0.0 99.7+0.1 1.15+0.08
0.1 99.5+0.1 1.44 +0.08
0.3 99.5+0.1 1.43 +0.07
2.5 87.1+0.1 1.19+0.06
5.0 80.9+0.1 0.93 + 0.06
10.0 75.6 £ 0.1 0.63 + 0.05

La gnnnat para el control fue de 1.15 + 0.08 mg N/mg proteina h. Comparando las gn-nna™ a
diferentes concentraciones de Bt, los cambios fueron significativos a=0.025 para las
concentraciones de 0.1, 0.3 y 10.0 mg/L de Bt, mostrando que la presencia del mismo
provoco un cambio en las pendientes de los perfiles de consumo de amonio en las cinéticas
realizadas. A la concentracién de 10.0 mg/L de Bt, hubo una disminucion de 45% en el valor
de gn-nna®, indicando una posible inhibicién en el proceso amonio oxidante.

Pérez-Alfaro et al. (2013) encontraron que la amonio oxidacién se veia completamente
inhibida en presencia de 2.5-10 mg C/L de 2-clorofenol en ensayos en lote utilizando amonio
como fuente de energia con un consorcio nitrificante, ya que no existié consumo de amonio
en presencia de este compuesto reportando valores de Ennna’ Y gn-nna® CErCanos a cero.
En el presente estudio, la presencia de benzotriazol a concentraciones mayores que 2.5
mg/L afectd el proceso amonio oxidante en menor medida que el efecto del 2-clorofenol.

6.2.2 Formacion de hidroxilamina

El primer metabolito intermediario de la amonio oxidacion es la hidroxilamina. Durante los
ensayos en lote, se determiné la concentracion de dicho intermediario (Fig. 19). Se puede
observar que, en todos los casos e independientes de la adicién de Bt, las concentraciones
de hidroxilamina presente en el medio fueron relativamente bajas (0.87 + 0.28 mg N/L)
respecto a los 100 mg/L de N-NH.* inicialmente agregados a los ensayos. Por lo tanto, el
Bt no tuvo algun efecto en la acumulacion de hidroxilamina, mostrando que el Bt no inhibio
la oxidacién de hidroxilamina a nitrito realizada por la enzima hidroxilamina 6xido reductasa
(HAO).
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Figura 19. Formacion de hidroxilamina a diferentes concentraciones iniciales de Bt.

La informacién en la literatura sobre el efecto inhibitorio de compuestos organicos en el
proceso de amonio oxidacion se centra generalmente en el estudio de la conversion de
amonio a nitrito y pocos estudios han evaluado el efecto sobre la HAO. Juliette et al., (1993)
evaluaron el efecto de distintos tioéteres sobre las dos enzimas de la amonio oxidacién
(AMO y HAO) en cultivos axénicos de Nitrosomonas europaea. Los autores reportaron que
el efecto de este tipo de compuestos azufrados fue principalmente sobre la enzima AMO,
la cual fue relacionada con la oxidacion de los compuestos organicos azufrados evaluados
en ese estudio. En el presente trabajo, se obtuvieron resultados que indican que el Bt
tendria un efecto inhibitorio en la oxidacién de amonio a hidroxilamina, pero no en la
oxidacion de hidroxilamina a nitrito.

Los efectos de la adicién de Bt sobre la eficiencia y la velocidad de consumo de amonio a
concentraciones entre 2.5 y 10.0 mg/L observados sobre la amonio oxidacion podrian
deberse a un efecto a nivel del sistema de transporte del amonio y/o sobre el primer paso
de oxidacion de amonio a hidroxilamina por la enzima AMO. Esta claro que para entender
mejor los mecanismos de inhibicion del Bt sobre la amonio oxidacion, seria necesario hacer
una evaluacion mas especifica de su efecto con cultivos axénicos, extractos celulares y/o
enzimas purificadas.
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6.2.3 Formacion de nitrito

El segundo metabolito y producto final del proceso amonio oxidante es el nitrito. Durante
los ensayos en lote, se determinaron los perfiles de concentraciones de dicho compuesto a
través del tiempo (fig. 20).
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Figura 20. Formacion de nitrito a diferentes concentraciones iniciales de Bt.

En el ensayo control sin Bt, el nitrito se acumulé transitoriamente durante las primeras 6 h
de cultivo, alcanzando una concentraciébn maxima cercana a 8 mg N-NOy/L a las 4 h.
Después, la concentracién de nitrito fue disminuyendo a través del tiempo y no se detectd
a partir de 7 h. Cabe recordar que, en los cultivos realizados con lodo nitrificante y amonio
como sustrato, ocurrieron tanto los procesos amonio Yy nitrito oxidantes. En estos ensayos,
el nitrito formado por las AOB fue subsecuentemente oxidado a nitrato por las NOB y como
consecuencia solamente se detecté una acumulacién transitoria de nitrito en los cultivos.
En los ensayos con Bt, se observo que con concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt existio
una mayor acumulacion de nitrito respecto al control de hasta 14 mg N-NO:/L, la cual
perduré durante las 10 h de cultivo. Dicha acumulacion de nitrito se resume en la Tabla 9,
en la cual Unicamente los ensayos con concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt presentan
rendimientos Yn-nozn-nna” de 0.10 + 0.10. Con concentraciones desde 2.5 hasta 10.0 mg/L
de Bt, no se detectd nitrito en el medio durante las 10 h de incubacién. Estos resultados
indican que a concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L, el Bt favorecié la acumulaciéon de nitrito,
lo cual podria ser indicio de que el Bt afectd también la oxidacién de nitrito.

La acumulacion de nitrito es indeseable en reactores nitrificantes ya que el mismo nitrito
puede inhibir los procesos amonio y nitrito oxidantes de la nitrificacion y provocar una mayor
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acumulacion de amonio y nitrito (Silva et al., 2011). Beristain-Cardoso et al. (2010)
sefialaron que el azufre elemental formado por la oxidacion parcial del sulfuro en un reactor
nitrificante podria afectar el transporte intracelular de nitrito o sobre la difusién hacia el
interior de la biopelicula, favoreciendo la acumulacion de nitrito en el sistema. En el presente
estudio, ademas de un posible efecto del Bt en el transporte de nitrito, no se puede descartar
tampoco un efecto sobre la actividad enzimatica de la NOR. Por lo cual, es evidente que
mas estudios en este tema son necesarios.

Tabla 9.Proceso amonio oxidante: rendimiento de formacion de nitrito.

Concentracién de

benzotriazol YN-NO2 IN-NH4 "
(mg/L)

0.0 0
0.1 0.10x0.10
0.3 0.10x£0.10
2.5 0
5.0 0
10.0 0

6.2.4 Formacion de nitrato

Se dio seguimiento a la formacién de nitrato como producto final de la nitrificacion (Fig. 21).
En el ensayo control sin Bt, el amonio fue oxidado completamente hasta nitrato en un tiempo
de 10 horas. Los ensayos con concentraciones iniciales desde 2.5 hasta 10.0 mg/L de Bt
mantuvieron un comportamiento similar a los observados en los ensayos control, ya que a
las 10 horas que duraron las cinéticas se alcanzaron concentraciones de nitrato superiores
a 70 mg N-NOgs7/L. Desde los primeros 15 min de cultivo y la formacién de nitrato se mantuvo
alta. Sin embargo, en los ensayos con 0.1 y 0.3 mg/L de Bt se presentaron perfiles cinéticos
de formacién de nitrato diferentes a los del ensayo control, con una menor formacion de
nitrato. En la Tabla 10, se puede observar que el valor de Yn-nozn-nHa® Obtenido en los
cultivos en lote control fue de 0.96 + 0.01, es decir el amonio consumido fue casi totalmente
oxidado hasta nitrato. No obstante, con concentraciones iniciales de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt,
los valores de Yn-nosn-nna™ disminuyeron un 27 y 17%, respectivamente. Con 10 mg/L de Bt
se registré una disminucion de 9% mientras que a concentraciones de 2.5y 5.0 mg/L de Bt,
no existieron cambios significativos p=0.01 respecto a los ensayos control. Estos resultados
en conjunto con los resultados de la acumulacion de nitrito confirman un efecto fisioldégico
en el proceso de la nitrito oxidacion a concentraciones de Bt de 0.1y 0.3 mg/L. De la misma
manera, se puede observar que las gn-noz disminuyeron hasta un 53% en presencia de
concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt, existiendo un efecto inhibitorio en el mismo
proceso.
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Figura 21. Formacién de nitrato a diferentes concentraciones iniciales de Bt.

Tabla 10.Proceso amonio oxidante: rendimiento y velocidad especifica de formacion de

nitrato.

Concentracion de
benzotriazol

. +
Y N-NO3/N-NH4

ON-NO3

(mg N/mg proteina h)

(mg/L)
0.0 0.96 £ 0.01 1.13+0.01
0.1 0.70 + 0.05 0.53 +0.05
0.3 0.79+0.01 0.53+0.01
2.5 0.96 + 0.01 1.12+0.01
5.0 0.90 +0.03 1.15+0.03
10.0 0.87 +0.03 1.04 £ 0.03

DANIEL MATURANO CARRERA

44




Cub 07 o Lirwgt
VUMVERSICAD AITOMISA METROMLITANA

o _

6.2.5 Resumen de resultados (cultivos nitrificantes con amonio)

La Tabla 11 presenta un resumen de las variables de respuesta determinadas para la
evaluacion de los cultivos nitrificantes con amonio como fuente de energia.

Tabla 11.Resumen de las variables de respuesta de los cultivos nitrificantes, utilizando
amonio como fuente de energia.

Concentracion

de b?r:z?lt_r)iazol E’EEQSH YN-NO2/NNHAT  YN-NO3/N-NH4™ (mg N /n?gN-'\p‘)Fll’gtel'n ah) (mgN /n?; _;cr):citein ah)
0.0 99.7+0.1 0 0.96 £ 0.01 1.15+0.08 1.13+0.01
0.1 995+0.1 0.10%£0.10 0.70 £ 0.05 1.44 £ 0.08 0.53 +0.05
0.3 995+0.1 0.10%£0.10 0.79+0.01 1.43 £ 0.07 0.53+0.01
2.5 87.1+0.1 0 0.96 £ 0.01 1.19 £ 0.06 1.12+0.01
5.0 80.9+0.1 0 0.90 £ 0.03 0.93 £ 0.06 1.15+0.03
10.0 75.6+0.1 0 0.87 £0.03 0.63 £ 0.05 1.04 £ 0.03

En primer lugar, se puede observar que las En-nna®™ disminuyen a mayores concentraciones
de Bt, esto indica que el proceso amonio oxidante fue afectado a partir de 2.5 mg Bt/L.
Conjuntamente, se presentan los datos obtenidos de gn.nhsa™, donde se puede observar que
a la concentracion de 10.0 mg/L de Bt, se exhibié una disminucion significativa p=0.01
respecto a los ensayos control, indicando una inhibicién en el proceso amonio oxidante a
esta Unica concentracion.

En cuanto a la variable Yn.no2n-nHa®, S€ Observé que para concentraciones de 0.1y 0.3 mg/L
de Bt se presentdé un aumento significativo p=0.01 en su valor, traduciéndose en la
acumulacion de nitrito, lo que conlleva a concluir que el consumo de nitrito debido a la nitrito
oxidacién fue afectada de manera negativa por la presencia de Bt bajo estas condiciones
experimentales. Este resultado obtenido, sobre el Ynnozn-nna™ €Sta estrechamente
relacionado a los rendimientos de formacién de nitrato ya que éstos disminuyeron
significativamente p=0.01 a las mismas concentraciones de 0.1 y 0.3 mg Bt/L. En otras
palabras, al acumularse nitrito en el cultivo, disminuye el rendimiento de formacién de
nitrato. Se evidencié también una disminucién de las gn-nos @ concentraciones de Bt de 0.1
y 0.3 mg/L, reafirmando el efecto inhibitorio del Bt ea sobre la nitrito oxidacion.

De tal forma, podemos concluir que los efectos sobre los valores de las variables de
respuesta utilizadas para evaluar el comportamiento fisiol6gico y cinético de la nitrificacion
fueron diferentes en funcibn de la concentracion inicial de Bt. Por ejemplo, a
concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L, el proceso amonio oxidante no fue alterado
registrandose altas En.nna™ Y On-nma®, mientras que el proceso nitrito oxidante fue inhibido,
traduciéndose en una disminucion significativa 0=0.025 en gnnos- Y en el Yn.nosz/n-nHa',
ademds de una acumulacion de nitrito (Yn-~noz2/n-nna® Cercano a 0.10). A concentraciones
mayores de 2.5 a 10.0 mg/L de Bt el proceso amonio oxidante fue el mayormente afectado
con una disminucion significativa a=0.025 en la Exnna™ y un efecto inhibitorio significativo
sobre la gn-nra+ @ la concentracion de 10 mg Bt/L, mientras que la nitrito oxidacion no se vio
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afectada, ya que se mantuvieron altos los valores de Ynwosm-nva™ Y Sin cambios
significativos p=0.01 en las gn-nos- Ni acumulacion final de nitrito.

Para corroborar los resultados obtenidos del efecto del Bt sobre el proceso respiratorio
nitrito oxidante a menores concentraciones (0.1 y 0.3 mg/L) se llevaron a cabo cultivos con
nitrito como Unica fuente de energia, resultados que se presentan en la seccion 6.3.

6.2.6 Benzotriazol

Para todos los ensayos con amonio como sustrato inicial, se evalu6 el consumo del Bt a
través del tiempo (Fig. 22). Se puede observar que para las diferentes concentraciones
evaluadas de Bt, no existi6 consumo por parte del lodo nitrificante bajo las condiciones
experimentales utilizadas en este estudio. Los datos de la Tabla 12 confirman que se
mantuvieron constantes las concentraciones de Bt a través de las 10 h de cultivo.

12 1 0.1 mg/Lde Bt ®0.3mg/Lde Bt ®2.5mg/L de Bt ®5mg/L de Bt ®10 mg/L de Bt

I é'}

Concentracion (mg Bt/L)
(o]

> Baae® [+ - ® = = = = e L
-
0 !—f-;!;f s 4 i l o 6 & 0§
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Tiempo (h)

Figura 22. Concentracion de Bt en los cultivos nitrificantes de 10 h.

Tabla 12. Concentraciones promedio de Bt en 10 horas de cultivo nitrificante.

Concentracién de benzotriazol

TieanO (mg/L)
) 0.1 0.3 2.5 5 10
10 0.08+0.02 030+0.03 236+0.05 476007 8.88+0.61

|
DANIEL MATURANO CARRERA 46



Ch hbeT o Lot
VUMVERSICAD AITOMISA METROMLITANA

o _

En un estudio previo de Aceves Zamora (2017) realizado en un reactor SBR con un lodo
nitrificante alimentado con amonio y Bt, se obtuvieron resultados similares, ya que en el
primer ciclo de operacion con adicion de Bt al sistema no hubo consumo del mismo,
mostrando un alta recalcitrancia del compuesto organico. Sin embargo, en este mismo
trabajo, se observé que después de 7 ciclos de operacion, el lodo nitrificante adquirié la
capacidad metabolica para degradar totalmente el Bt (5 mg/L) en solamente 5 h. Ademas,
se obtuvo un aumento en las velocidades especificas de consumo de Bt a través de los
ciclos de operacion, mostrando la adaptacion metabdlica del lodo para consumir el Bt.

Con otros compuestos organicos, Nevalainen et al. (1993) utilizando lodos activados con
actividad nitrificante encontraron que el 2,4,6-triclorofenol, no tuvo efecto sobre la oxidacion
de NH4" a NOgs', ya que se obtuvo un consumo del 100% del compuesto aromatico. Eiroa et
al. (2004) en un estudio con formaldehido y tambien utilizando lodos activados nitrificantes,
determinaron una eficiencia de consumo del 100% de este compuesto organico, ademas
de una alta formacion de NOz y NOs'.

Estos resultados evidencian que el lodo nitrificante utilizado en el presente trabajo no
presentd la capacidad para oxidar el Bt, pero no se puede descartar la posibilidad de que
pudiera adquirirla en sistemas dinamicos.

6.3 Cultivos con nitrito como fuente de energia

El proceso nitrito oxidante consiste en la oxidacion biolégica de nitrito como fuente de
energia en presencia de oxigeno, para su conversién a nitrato, efectuado por bacterias
nitrito oxidantes. En los cultivos en lote con nitrito como Unica fuente de energia (100 mg N-
NO7/L), se evalub el proceso respiratorio nitrito oxidante del lodo a través del consumo de
nitrito y la formacion de nitrato. Las variables de respuesta utilizadas para el andlisis de los
resultados fueron la EN-NO2 y gn-no2- de consumo, el rendimiento Yn-nosn-no2’, @si como la
velocidad especifica gn-nos™. Se usaron diferentes pruebas estadisticas para la comparacion
de las variables obtenidas tanto en los ensayos control en ausencia de Bt como en los
ensayos en presencia de diferentes concentraciones iniciales de Bt.

6.3.1 Consumo de nitrito

La Fig. 23 presenta los perfiles cinéticos de consumo de nitrito en ausencia de Bt (ensayo
control) y en presencia de diferentes concentraciones iniciales de Bt (0.1-10.0 mg/L). En el
ensayo control sin Bt, se puede observar que los 100 mg N-NO-/L agregados al inicio del
ensayo fueron consumidos totalmente en un tiempo de 1 hora. Por otra parte, los ensayos
con concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt, tuvieron un consumo total de nitrito en un
tiempo de 2 horas, mientras que los cultivos con concentraciones por arriba de los 2.5 mg/L
de Bt mantuvieron un comportamiento similar al del ensayo control.
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Figura 23. Consumo de nitrito a diferentes concentraciones iniciales de Bt.

En la Tabla 13, se puede observar los valores de EN-NO, de consumo, en los cuales no
existi6 diferencia significativa entre las diferentes concentraciones de Bt y los ensayos
control. Sin embargo, para concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt, la gn-noz” disminuyd un
7 y 6%, respectivamente. Esto corrobora los resultados obtenidos previamente obtenidos
en los cultivos con amonio como Unica fuente de energia, es decir, la nitrito oxidacion se
vio inhibida en presencia de Bt a estas concentraciones.

Tabla 13.Proceso nitrito oxidante: eficiencias y velocidades especificas de consumo de

nitrito.

Concentracion de EN-NO> gn-NO2’
benzotriazol (mg/L) (%) (mg N/mg proteina h)

0.0 99.9+0.08 1.46 + 0.08

0.1 99.8 + 0.06 1.35+0.07

0.3 99.9+0.03 1.37 £0.08

25 99.8 £ 0.05 1.45 +0.05

5.0 99.9£0.03 1.44 +0.08

10.0 99.8 + 0.04 1.44 £ 0.07

6.3.2 Formacion de nitrato

En los ensayos en lote con nitrito inicial también se dio seguimiento a la formacion de
nitrato como producto final de la nitrito oxidacion (Fig. 24). Para el ensayo control sin Bt
el nitrito fue oxidado completamente hasta nitrato en un tiempo de 10 horas. Por otra
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parte, a cualquier concentracion de Bt, los perfiles cinéticos de formacién de nitrato
mostraron una tendencia similar a la del ensayo control.
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Figura 24.Formacion de nitrato a diferentes concentraciones iniciales de Bt.

La Tabla 14 muestra las variables de respuesta asociadas a la formacion de nitrato en
presencia de Bt, sin que existan diferencias significativas en 10S Yn.nosn-no2. Con
concentraciones de 0.1y 0.3 mg Bt/L la gn-nos disminuyd un 19 y 13% respectivamente,
esto respecto a los ensayos control, confirmando que la inhibicion del proceso nitrito
oxidante de la nitrificacion se dio a estas concentraciones iniciales de Bt.

Tabla 14.Proceso nitrito oxidante: rendimientos y velocidades especificas de formacion de
nitrato.

Concentraciéon de
benzotriazol

Y N-NO3N-NO2 QN-NO3

(mg N/mg proteina h)

(mg/L)

Control 1.00+0.01 1.07 £ 0.04
0.1 0.97 +0.10 0.87 +0.03
0.3 0.95+0.10 0.93+0.04
2.5 1.00+0.01 1.05+0.06
5.0 0.98 +0.01 1.06 + 0.06
10.0 0.99 +0.03 1.07 £ 0.02
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6.3.3 Resumen de resultados (cultivos nitrificantes con nitrito)

La Tabla 15 presenta un resumen de las variables de respuesta determinadas para la
evaluacion de los cultivos nitrificantes con nitrito como fuente de energia.

Tabla 15.Resumen de las variables de respuesta en el proceso nitrito oxidante, utilizando
nitrito como fuente de energia.

Concentracién

] En-no2™ . : ON-NO2 ON-NO3~
£ b?;g?t;'aZOI (%) YN-NOZN-NO2 (mg N/mg proteinah) (mg N/mg proteina h)
0.0 99.9 +£ 0.08 1.00 £ 0.01 1.46 £ 0.08 1.07 £ 0.04
0.1 99.8 + 0.06 0.97+0.10 1.35+ 0.07 0.87 £0.03
0.3 99.9 + 0.03 0.95+0.10 1.37 £ 0.08 0.93+0.04
2.5 99.8 + 0.05 1.00 £ 0.01 1.45 + 0.05 1.05 £ 0.06
5.0 99.9 +£ 0.03 0.98 £ 0.01 1.44 + 0.08 1.06 £ 0.06
10.0 99.8 + 0.04 0.99 + 0.03 1.44 £ 0.07 1.07 £ 0.02

Respecto a las eficiencias de consumo de nitrito y los rendimientos de formacién de nitrato,
tanto del ensayo control como a diferentes concentraciones de Bt, no existié diferencias
significativas p=0.01. Sin embargo, las velocidades especificas de consumo de nitrito y
formacion de nitrato a concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/L de Bt disminuyeron
significativamente p=0.01 respecto al ensayo control.

Los resultados anteriores confirmaron que la nitrito oxidacion puede ser inhibida por la
presencia de Bt a bajas concentraciones.

6.3.4 Consumo de benzotriazol

De la misma manera que en la evaluacion de los cultivos nitrificantes con amonio, se evalu6
el consumo del Bt a través del tiempo en los cultivos adicionados con nitrito (Fig. 25). Se
puede observar que para las diferentes concentraciones evaluadas de Bt y bajo las
condiciones experimentales utilizadas, el lodo no mostré capacidad metabdlica para
consumir el Bt. Asimismo, los datos de la Tabla 16 confirman que se mantuvieron
practicamente constantes las concentraciones de Bt a través de las 10 h de cultivo.
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Figura 25. Concentracion de Bt en los cultivos nitrito oxidantes de 10 h.

Tabla 16. Concentraciones promedio de Bt en 10 horas de cultivo nitrito oxidante.

. Concentracion de benzotriazol
Tlempo (mg/L)
) 0.1 0.3 2.5 5 10
10 0.109 £ 0.01 0.303+0.02 262+0.24 532+0.19 9.84+0.56

Bajo las condiciones experimentales utilizadas, en presencia de amonio o nitrito como Unica
fuente de energia, el Bt no pudo ser eliminado en 10 horas de cultivo. Existen algunos
trabajos que han sugerido que la capacidad microbiana para eliminar compuestos
recalcitrantes puede deberse a mecanismos como la induccion de enzimas, mutaciones,
intercambio genético (que transfiere nuevas capacidades metabdlicas) o crecimiento de
microorganismos especificos (Spain et al.,1980; Schmidt et al., 1983; Button y Robertson,
1985). Para evaluar si el lodo pudiera adquirir la capacidad metabdlica para degradar el Bt
por algunos de estos mecanismos de adaptacion, se necesitaria desarrollar estudios con
periodos de evaluacion mayores a 10 h en sistemas dinamicos como reactores en continuos
o de lotes secuenciados, los cuales pueden promover la adaptacion metabdlica de lodos
para la degradacién de compuestos recalcitrantes.

|
DANIEL MATURANO CARRERA 51




Ch hbeT o Lot

VUMVERSICAD AITOMISA METROMLITANA

JWDAD (TIAPALAPA

7 Conclusiones

v

Se obtuvo un lodo con respiracion nitrificante en estado estacionario en un reactor
en semicontinuo, con una eficiencia de consumo de amonio de 99.9% * 0.1 y un
rendimiento de nitrato de 0.97 + 0.02, el cual fue utilizado como in6culo para los
ensayos en lote.

La presencia de benzotriazol afect6 los procesos amonio oxidante y nitrito oxidante
de la nitrificacion en diferente grado y sus efectos fisioldgicos y cinéticos fueron
estrechamente relacionados con la concentracion presente del mismo en el medio,
modificando en diferente magnitud las eficiencias de consumo de sustratos, los
rendimientos de conversion a productos, asi como las velocidades de consumo de
sustratos y formacion de producto.

A bajas concentraciones de 0.1 a 0.3 mg/L de Bt, el proceso amonio oxidante no fue
alterado en su eficiencia ni en la velocidad de consumo de amonio, mientras que el
proceso nitrito oxidante fue inhibido con disminuciones significativas en sus
velocidades especificas.

En cultivos nitrificantes con amonio como sustrato y Bta 0.1 y 0.3 mg/L, la oxidacién
de N-NH4* a N-NOj3 por nitrificacién se vio afectada, con una disminucién de 17 a
27% en el rendimiento de nitrato y una acumulacién de nitrito (Yn-noz/n-nHa+ = 0.10).
A mayores concentraciones de 2.5 a 10.0 mg/L de Bt, el proceso de amonio
oxidacion fue afectado con una disminucion de 12 a 24% en su eficiencia de
consumo de amonio y una inhibicion de 45% en la gn-nns™ @ 10 mg BU/L.

En cultivos nitrificantes con amonio como sustrato y Bt de 2.5 a 10.0 mg/L, la
oxidacion de N-NHs* a N-NOs™ por nitrificaciébn no se vio afectada con valores de
rendimiento de nitrato cercanos a 1 y sin cambios significativos en la velocidad de
formacion de nitrato respecto al control.

En cultivos nitrificantes con nitrito como sustrato y Bt de 2.5 a 10.0 mg/L, no existio
efecto en la eficiencia, rendimiento ni en velocidades de la nitrito oxidacion.

No se observaron cambios significativos en la formacion de hidroxilamina en el
ensayo control ni en presencia de Bt.

Para todos los cultivos en lote con amonio o nitrito como sustrato, se observéd que
el lodo bajo las condiciones experimentales usadas no mostr6 la capacidad
metabdlica para consumir el Bt.

Los resultados de este trabajo mostraron que la presencia de benzotriazol en procesos
nitrificantes puede tener un impacto en el tratamiento de aguas residuales, especificamente
en los procesos amonio y nitrito oxidantes, los cuales son alterados en diferente manera y
magnitud dependiendo de la concentracion de Bt presente en el medio, propiciando la
acumulacion de compuestos nitrogenados como amonio y nitrito debido a los efectos
fisioldgicos e inhibitorios causados sobre estos dos procesos biolégicos.
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I. Apeéndice |

ANOVA

En este apartado se muestra el ANOVA One-Way utilizado para realizar la comparacion
entre los cultivos en lote control y en presencia de benzotriazol con un p=0.05, asi como las
pruebas de comparaciones para observar las diferencias entre los grupos, utilizando Tukey-
Kramer con un a=0.05

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
=t Entre grupos 1718.274 5 343.655  1844.851 .001
Dentro de grupos 2.235 12 .186
Total 1720.509 17
Yn-No2'n-NHat  Entre grupos .039 5 .008 73.316 .001
Dentro de grupos .001 12 .000
Total .040 17
Yn-no3 N-NHaT  Entre grupos .155 5 .031 242.087 .001
Dentro de grupos .002 12 .000
Total .156 17
EN-No2- Entre grupos .033 5 .007 1.732 .201
Dentro de grupos .045 12 .004
Total .078 17
(YNO3/NHa4*)) Entre grupos .004 5 .001 10.971 .001
Dentro de grupos .001 12 .000
Total .005 17
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Cultivos con amonio

Eficiencia de consumo de amonio (En-nma®)

HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
Bt (mg/L) N 1 2 3 4
10.0 3 75.5867
5.0 3 80.9833
2.5 3 87.1000
0.1 3 99.5333
0.3 3 99.5333
0.0 3 99.7233
Sig. 1.000 1.000 1.000 .993
Rendimiento de formacion de nitrito
(YN-NO2/N-NH4")
HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05

Bt mg/L N 1 2

0.0 3 .0000

25 3 .0000

5.0 3 .0000

10.0 3 .0000

0.3 3 .0967

0.1 3 .1000

Sig. 1.000 .998
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Rendimiento de formacién de nitrato (Yn-nosn-nHat)

HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05

Bt mg/L N 1 2 3 4

0.1 3 .7000

0.3 3 .7900

10.0 3 .8733

5.0 3 .9000

0.0 3 .9567
25 3 .9600
Sig. 1.000 1.000 .108 .999

Cultivos con nitrito

Eficiencia de consumo de nitrito

(En-no2-)
HSD Tukey
Subconjunto para
alfa = 0.05

Bt mg/L N 1

25 3 99.8000
100 3 99.8367
01 3 99.8400
50 3 99.9033
03 3 99.9067
00 3 99.9100
Sig. .307
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Rendimiento de formacién de nitrato

(YN-NO3/N-NO2)

HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05

Bt mg/L N 1 2 3

0.3 3 .9533

0.1 3 .9700 .9700

5.0 3 9767 9767 9767
10.0 3 .9867 .9867
0.0 3 .9967
25 3 .9967
Sig. .061 .260 129
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Il.  Apéndicell
Regresion lineal y prueba de homogeneidad de coeficientes

Se muestran los resultados obtenidos a partir de las velocidades especificas de consumo
de amonio y nitrito, asi como velocidades especificas de formacién de nitrato, para
comparar el cambio de las pendientes que representan cambios de velocidades, tanto para
los controles como a distintas concentraciones de Bt.

Modelos descritos en regresion lineal

Cultivos con amonio

Concentracion de

Benzotriazol R? B S gl
(mg/L)

0.0 0.901 293.1 8.0 3

0.1 0.905 355.0 2.9 3

0.3 0.991 354.9 3.1 3

2.5 0.990 306.6 8.1 3

5 0.998 288.3 9.7 3

10 0.974 285.7 8.6 3

Concentracién (mg/L) R?
control (0) 0.902 286.8 9.8 3
0.1 0.932 139.0 2.6 3
0.3 0.942 137.1 1.6 3
2.5 0.970 280.3 2.4 3
5 0.995 285.8 24 3
10 0.995 284.3 4.0 3

Cultivos con nitrito

Concentracién (mg/L) R? B S gl
control (0) 0.990 365.8 3.7 3

0.1 0.991 338.6 1.6 3

0.3 0.991 342.5 3.3 3

2.5 0.995 363.1 1.7 3

5 0.992 361.9 2.2 3

10 0.993 362.2 2.2 3
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Concentracién (mg/L) R? B S gl
control (0) 0.998 269.8 4.2 3

0.1 0.996 219.1 5.2 3

0.3 0.995 232.8 0.8 3

25 0.994 262.5 2.4 3

5 0.993 267.0 3.5 3

10 0.990 268.2 2.1 3

R?=Coeficiente de determinacion
B= Coeficientes de regresiéon
S=Error del coeficiente

gl=grados de libertad

Comparacion mediante prueba de homogeneidad de coeficientes

La comparacion de las pendientes obtenidas en los cultivos en lote con Bt para consumo
de sustratos y formacién de producto se realizd utilizando como hipotesis nula (Ho):
igualdad en las pendientes vs hipoétesis alternativa (Ha): que las pendientes son diferentes
utilizando un a = 0.025. Implicando que un cambio en la pendiente, indica un cambio de las
velocidades.

Ho:fo = Bo’
Ha: o = Bo’
B—EBr

-\;'52+5‘2F
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Consumo de amonio (Cultivo con amonio)

Concentracion t t Concentracién de t t
(ﬂqe I?Lt) (calculada) (tablas) Bt (mg/L) lesleankl  (lsles)
091 -7.18 3.1824 Control 7.18 3.1824
0.3 -7.11 0.3 0.003
25 -1.17 2.5 4.2
5 0.37 5 0.3759
10 0.62 10 5.84

Concentracion t t (tablas)
de Bt (mg/L)  (calculada)
Control 7.18 3.1824
0.1 -0.003
2.5 4.19
5 5.25
10 5.84

Concentracion | t (calculada) t
de Bt(mg/L) (tablas)
Control 1.56 3.1824
0.1 -5.56
0.3 -4.19
5 1.44
10 1.76

Concentracion t t (tablas) Concentracion |t (calculada) t
(mg/L) Bt (calculada) (mg/L) Bt (tablas)
Control -0.553 3.1824 Control -0.83 3.1824
0.1 -7.66 0.1 -7.97
0.3 -5.78 0.3 -6.01
2.5 -1.44 25 -1.65
10 0.22 5 -0.22
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Formacion de nitrato (Cultivo con amonio)

Concentracidén t t Concentracion t t
de Bt (mg/L) (calculada) (tablas) de(mg/L) Bt (calculada)  (tablas)
0.1 10.65 s.1824 Control 10.65  3.1824
0.3 14.71 03 0.18
25 0.6505 25 146
5 oLL 5 -14.52
10 0.2495 10 14.35
S oamgm
Concentracién  t(calculada) t (tablas) Concentracién t i
(mg/L) Bt de (mg/L) Bt  (calculada) (tablas)
Control 10.78 3.1824 Control -0.4663 3.1824
T o 0.1 13.89
2.5 -14.39 0.3 -14.39
5 1471 : 058
10 -14.54 10 0.38
S osmgtBt  gomgum
Concentracién t (calculada) t (tablas) Concentracién t t
(mg/L) Bt de (mg/L) Bt (calculada) (tablas)
Control -0.07 3.1824 Control -0.18  3.1824
0.1 14.43 0.1 14.28
0.3 0.548 0.3 0.39
25 0.1491 2.5 -0.14
10 -0.38 5 -0.38
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Consumo de nitrito (Cultivo con nitrito)

Concentracion t t
(mg/L) Bt (calculada) (tablas)
0.1 6.71 3.1824
0.3 4.62
25 0.65
5 0.9
10 0.842

Concentracion t (calculada) t (tablas)
(mg/L) Bt
Control -0.66 3.1824
0.1 4.88
0.3 5.03
5 0.27
10 0.22

Concentracion t (calculada) t (tablas)
(mg/L)
Control -0.95 3.1824
0.1 4.64
0.3 4.73
2.5 -0.27
10 -0.05
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Concentracion

(mg/L) Bt
Control
0.3
25

5
10

t (calculada)

6.71
-0.78
-5.99

-5.4
-5.45

t
(tablas)
3.1824

Concentracion

t

t

(mg/L) Bt (calculada) = (tablas)
Control 5.73 3.1824
0.1 0.78
2.5 -5.03
5 -4.48
10 -4.54
- 1omgnB
Concentracion t t
(mg/L) Bt (calculada) (tablas)
Control -0.89 3.1824
0.1 4.69
0.3 4.79
2.5 -0.22
5 -0.05
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Formacién de nitrato (Cultivo con nitrito)

S Cemel o oamgiBt

Concentracién t t

Concentracion t t
(?f 3 (calculada) — (tablas) (mg/L)Bt  (calculada) (tablas)
09'11 7.48 3.1824 Control 7.48 3.1824
0.3 8.47 0.3 -3.1324
25 1.47 2.5 -8.81
5 0.5 5 -8.64
10 0.33 10 -10.23

Concentracion t (calculada) Concentracion
(mg/L) Bt (tablas) (mg/L) Bt (calculada) (tablas)
Control 5.46 3.1824 Control -1.07 3.1824
0.1 3.13 0.1 9.94
2.5 -6.03 0.3 6.03
5 -6.17 5 -0.8
10 -7.38 10 -1.17
(mg/L) Bt (tablas) C°“°e'}tL';a;°" | | i | e bl
Control -0.41 3.1824 (me (calculada) | {tablas)
Control -0.23 3.1824
0.1 10.96
0.1 11.23
0.3 6.94
e 08 0.3 7.18
’ ’ 2.5 1.01
10 -1.17
5 -0.24
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Gt ahbern o Vo

FWDAD MIAFALVA

m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Cava abisrts o Sanpo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA e

Nenionts 7163053

EFSCTO DEL BENZOTRIAZOL EWN

O3S PROCES0S AMONIO Y En le Ciudad de México, se presentarcn a lae 11:00 horas
NITRITO CXIDANTES DE LA del dia 5 del mes de septiembre éel afio 2018 en la Unidad
NITRIFICACION Istapalsps de 1o Onivarsidad Aotdnoms Metropolitana, lox

susceitos piembros del juxados

URA. LILIA ARELY DE JESUS PRADO BARRAGAR
OR. JESUS FMMANUEL PEREZ ALFARD

DE. DIEGO IVAN BEJARANG ORTIZ

DRA. PLOR DE MARIA CUERVO LOPEZ

Bajo la Iresidencia de la  primera y con' caréctar de

o b Cecrataria La OLtima, pf reunleron para proceder al Examen

aie e de Grado cuya deénominacion dparece a4l margen, para la
- ehtencidn dgel grado’ de:

PAERETRO EN RIUTRCNOLOGIA

DE: DANIEL WATURANO CARRERA

.ae ¥ de aruerdo con el articule 78 fraceidn TIL del
. ’L Feglanento de Eetodion Superiorens de la Universidad
(. Autonoms Metropolitana, los mniankzos del jurado
tesclvierons

.. DANIEL MATURANO CARRERA

: 4 ALUMNO
2 ﬂ Q(O\m\(
: Acto continuo, la preaidenta del Jurado comunico al
interesado &1 resultade de 13 evaluacidn ¥, en caso
Aprooatorio, le fue toamads 1a protesta,
LIC. JULIO G 154381
DIRECTOR DE 5 RES
DIRECTORA DE LA DMSQN e ces PRESIDENTA
s/

i/

OR. DIEGO VAN BEJARANO ORTIZ
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