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Resumen

Un reactor nitrificante en continuo en estado estacionario sirvi6 como fuente de
indculo para realizar cultivos nitrificantes en lote y operar dos reactores de lotes
secuenciados (SBR) nitrificantes. En ambos sistemas de estudio, se evalud el efecto del
p-cresol sobre el metabolismo de un consorcio nitrificante, asi como la capacidad del
lodo en oxidar el compuesto fendlico.

En cultivos en lote, se observé el efecto inhibitorio de 25 mg C L™ de p-cresol sobre la
nitrificacion a través de un descenso en las velocidades del proceso, siendo mas
afectada la amonio oxidacién que la nitrito oxidacidn. Las velocidades especificas de
consumo de amonio (qnnsa) Y produccién de nitrato (gnos) disminuyeron un 83 y 60%,
respectivamente respecto a los cultivos control. Sin embargo, después de 48 h, los
cultivos alcanzaron una eficiencia en el consumo de amonio (Enus) de 96% + 9 y un
rendimiento en la produccién de nitrato (Yno3) de 0.95 + 0.06 g N-NO; producido g™ N-
NH," consumido. Estos resultados indicaron que la nitrificacion Unicamente fue
afectada en su velocidad ya que el nitrato sigui6 siendo el principal producto de la via.
El p-cresol fue totalmente consumido a las 2 h de cultivo, a una velocidad especifica de
0.17 + 0.06 mg C mg" proteina microbiana h™’. Se identificaron y cuantificaron dos
intermediarios de la oxidacién del p-cresol: el p-hidroxibenzaldehido (pOHDO) vy el p-
hidroxibenzoato (pOHTO). Ambos intermediarios desaparecieron del cultivo y de
acuerdo con la concentracién de carbono orgdnico total a las 24 h, no hubo presencia
de materia orgdnica remanente en el cultivo. El bajo rendimiento de produccién de
biomasa (Ygm = 0.15 + 0.02 mg C-biomasa mg™” C-p-cresol consumido) indicé que
solamente el 15% del carbono de p-cresol consumido fue asimilado, sugiriendo que el
p-cresol fue principalmente mineralizado. El consorcio mostré la capacidad metabdlica
de oxidar simultdneamente al p-cresol y al amonio con eficiencias de consumo
cercanas al 100%, obteniéndose CO, y NO3 como productos finales mayoritarios.

El consorcio nitrificante fue capaz de oxidar al p-cresol con la enzima amonio
monooxigenasa (AMO) totalmente inhibida por aliltiourea, con la formacién secuencial

de los mismos intermediarios y en un patrén cinético muy similar a los cultivos sin

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacién y Oxidacidn del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna |
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aliltiourea. Esto sugirié que la AMO no estuvo involucrada en la oxidacion del p-cresol
y que la inhibicién de la nitrificacién, en particular de la amonio oxidacién, no fue de
tipo enzimatica. Los resultados sugirieron que la microflora heterétrofa del consorcio
nitrificante pudo haber sido involucrada en la oxidacién de los compuestos organicos.
Al adicionar pOHDO a los cultivos en lote, se encontrd que las qnna Y gnos disminuyeron
en la misma proporcién que cuando el p-cresol fue adicionado inicialmente. Ademas,
la velocidad especifica de consumo de pOHDO fue ocho veces menor que la velocidad
especifica de consumo de p-cresol, teniendo como consecuencia una acumulacién de
pOHDO en el cultivo. Los resultados anteriores sugieren que la oxidacién del pOHDO
fue el paso limitante en la mineralizacion del p-cresol por el consorcio nitrificante y
gue éste pudiera ser el verdadero responsable de la inhibicion de la nitrificacion.

En el SBR, el consorcio nitrificante fue capaz de oxidar todas las concentraciones
iniciales probadas de p-cresol (25-200 mg C L™) y simultdneamente oxidar al amonio a
nitrato con una actividad nitrificante estable, obteniéndose una Eyns de 99.0% + 0.5 y
un Ynoz de 0.98 + 0.07. El consorcio tolerd la adicién de p-cresol en el SBR a una
velocidad de carga de hasta 400 mg C-p-cresol L d sin que se afectara su actividad
nitrificante. El p-cresol fue transformado a pOHDO y pOHTO antes de ser mineralizado.
Los resultados cinéticos demostraron que el SBR permitid un incremento en la
capacidad metabdlica del consorcio nitrificante para oxidar cada vez mas rapidamente
al p-cresol y sus intermediarios a través de los ciclos de operacion. El pOHDO fue el
mas recalcitrante, ya que presenté una mayor acumulacion en los cultivos del SBR.
Aunque aumento la velocidad de crecimiento del lodo al adicionar p-cresol en el SBR
de 1.0 a 4.6 mg proteina microbiana L™ ciclo™, el rendimiento de biomasa se mantuvo
bajo (0.04 + 0.01 mg C-biomasa mg™ C-p-cresol consumido). Esto muestra que, bajo las
condiciones experimentales utilizadas (C/N baja, indculo estable fisiolégicamente,
medio de cultivo), el proceso fue desasimilativo, limitando el crecimiento excesivo de
biomasa. Estos resultados indican que el reactor de lotes secuenciados nitrificante
puede ser una buena opcién para eliminar simultaneamente amonio y compuestos

inhibitorios o recalcitrantes del agua, tales como los derivados del fenol.
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Abstract

A continuous nitrifying reactor in steady-state was used as a source of inoculum for
performing kinetics of nitrifying batch cultures and operating two nitrifying sequential
batch reactors (SBR). In both sets of study, the effect of p-cresol on the metabolism of
a nitrifying consortium and the capacity of the sludge to oxidize the phenolic
compound were evaluated.

In batch cultures, the inhibitory effect of p-cresol on nitrification was observed through
a decrease in the velocities of the process, the ammonium oxidizing process being the
most affected. At a p-cresol concentration of 25 mg C L7, the specific rates of
ammonium consumption (qnhs) and nitrate production (gnos) decreased by 83 and
60%, respectively respect to the control cultures. However, after 48 h, ammonium
consumption efficiency (Enna) was 96% + 9 while nitrate yield (Yno3) reached 0.95 +
0.06 g NO3-N g™ NH4*-N consumed. These results showed that the nitrifying metabolic
pathway was only affected at the specific rate level being nitrate the main end
product.

p-Cresol was completely consumed after 2 h of culture at a specific rate of 0.17 + 0.06
mg C mg’ microbial protein h™. p-Hydroxybenzaldehyde (pOHBD) and p-
hydroxybenzoate (pOHBT) were identified and quantified as transient intermediates of
p-cresol oxidation. Both intermediates were eliminated from the culture after 24 h.
The total organic carbon concentration reached a value close to zero after 24 h,
showing the absence of organic matter in the culture. The low biomass production
yield (Y = 0.15 + 0.02 g biomass-C g™ p-cresol-C consumed) indicated that only 15%
of the consumed p-cresol carbon was assimilated, suggesting that p-cresol was mainly
mineralized. The sludge showed the metabolic capacity to oxidize simultaneously p-
cresol and ammonium with consumption efficiencies close to 100%, producing CO, and
NOs™ as main final products.

When allylthiourea was added into the culture as a selective inhibitor of the enzyme
amonio monooxygenase (AMO), the nitrifying consortium was still able to oxidize p-

cresol to the same intermediates and in a similar kinetic pattern as obtained without

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna 111
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the AMO inhibitor. This suggested that the AMO was not involved in the p-cresol
oxidation and that the inhibition of nitrification, especially of the ammonium oxidation
process, was not an enzymatic inhibition. Results suggested that the heterotrophic
microflora of the nitrifying consortium might be involved in the oxidation of the
organic compounds.

When pOHBD was added to the nitrifying batch cultures, qnos and gnus decreased in
the same ratio than when p-cresol was initially added. Furthermore, the specific
velocity of pOHBD consumption was eight times lower than the specific p-cresol
consumption rate, having as a consequence an accumulation of pOHBD and a rapid
elimination of p-cresol from the culture. These results suggested that pOHBD could be
the main responsible for nitrification inhibition. pOHBD oxidation was the rate limiting
step in p-cresol mineralization by the nitrifying consortium.

In the SBR, at all tested initial p-cresol concentrations (25-200 mg C L™), the nitrifying
sludge was able to oxidize simultaneously ammonium and p-cresol with a stable
nitrifying activity, obtaining a Exns of 99.0% + 0.5 and a Ynos of 0.98 + 0.07 for all cycles.
Up to 400 mg C L' d? of p-cresol can be tolerated by the nitrifying sludge without
affecting its activity. p-Cresol was first transformed to pOHBD and pOHBT, which were
later completely mineralized. Kinetic results showed that the SBR system allowed an
increase in the metabolic ability of the sludge to oxidize p-cresol and its intermediates
as they were oxidized faster and faster throughout the cycles. p-Hydroxybenzaldehyde
appeared to be the most recalcitrant in the culture as it showed the highest
accumulation in the SBR cultures. Although the growth rate of the sludge increased
from 1.0 to 4.6 mg microbial protein L™ cycle™ when p-cresol was added into the SBR,
the biomass yield remained low (0.04 + 0.01 mg biomass-C mg™ p-cresol-C consumed).
This shows that, under the experimental conditions used (low C/N value,
physiologically stable inoculum, culture medium), the process was dissimilative,
limiting an excess sludge formation. Results indicate that nitrifying SBR may be a good
alternative to eliminate simultaneously ammonium and inhibitory or recalcitrant

chemicals, such as phenolic compounds from wastewaters.
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Carlos David Silva Luna IV



NOM,
v‘\‘“ 4 4,(/;’

m%
2
=
S
H
=

40

Casa abierta ol tiempo

WNWERS,,

Panorama

Panorama

En la actualidad, es claro que el ser humano tiene una influencia notable sobre los
ecosistemas del planeta. El crecimiento de la poblacién ha llevado al hombre a
conseguir cada vez mas recursos para su supervivencia. Estos recursos se obtienen por
medio de actividades como la agricultura, industria, pesca, comercio, etc. Sin embargo,
la inadecuada planeacién y ejecucién de estas actividades puede ocasionar dafos al
ambiente, como la pérdida irreversible de la diversidad bioldgica, cambios en el clima
global y alteraciones drasticas en los ciclos biogeoquimicos del planeta (Vitousek y col.,
1997a).

El ciclo del nitrégeno (Figura 1) es uno de los ciclos biogeoquimicos que han sido
afectados por las actividades humanas de una manera drastica en los ultimos 50 afos.
El nitrogeno molecular (N,) que se encuentra en la atmdsfera, es el depdsito mas
grande de nitrégeno en el planeta y a partir de ahi, éste es transformado a diferentes

formas en la tierra continental y océanos del mundo, para regresar a la atmdsfera de

nuevo.
N
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno (Modificado de Francis y col., 2007 y Beristain-Cardoso y col., 2009).
RDNA =Reduccion desasimilatoria del nitrato a amoniaco.
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El ciclo del nitrégeno lo conforman los siguientes procesos reductivos: fijacién del
nitrogeno, amonificacién, reduccion desasimilatoria del nitrato a amoniaco (RDNA),
ANAMMOX y desnitrificacidon. La nitrificacidon es el Unico proceso oxidativo del ciclo.
Los compuestos que estan involucrados en el ciclo del nitrogeno pueden servir
directamente como fuente de nitrégeno para diversos microorganismos, que a su vez,
al transformarlos, nutren suelos y ambientes acudticos para que organismos
superiores obtengan nitrégeno para sintetizar nucleétidos y proteinas. Esta capacidad
de los microorganismos para transformar el N, es vital para todas las formas de vida en
el planeta (Beristain-Cardoso y col., 2009).

Ciertas acciones humanas pueden particularmente afectar el flujo natural del
nitrégeno en el ciclo, por ejemplo el abuso de fertilizantes nitrogenados en la
agricultura puede alterar la fijacién natural del nitrégeno en los suelos, mientras que el
uso excesivo de combustibles fosiles y la quema de zonas forestales puede aumentar la
concentracion de NO y N,0O en la atmdsfera. En los ambientes acudticos, las formas
reactivas de nitrogeno inorganico (NH4*, NO,, NO3') pueden causar diferentes efectos
negativos al ambiente. El nitrégeno inorgdnico puede provenir de aguas residuales
municipales e industriales, granjas de produccién animal, acuacultura, infiltraciones de
depdsitos de basura, entre otras fuentes de contaminacion. De acuerdo con Camargo y
Alonso (2006), algunos de los problemas ambientales que provoca la contaminacién
del agua por nitrégeno son: (1) acidificacién de cuerpos de agua dulce, (2) desarrollo y
proliferacidon de productores primarios (algas) que resultan en la eutroficacidn de rios,
lagos, estuarios y costas, (3) incapacidad de la fauna acudtica para crecer y
reproducirse adecuadamente. Es conocido que el amoniaco (NH3) es toéxico para la
fauna acudtica mientras que el amonio (NH;') es aparentemente menos téxico
(Cervantes, 2009). Por ejemplo, el NH; puede causar diferentes efectos negativos en
los peces como la acidosis en la sangre, inhibicidn en la produccidon de ATP y represion
del sistema inmune (Camargo y Alonso, 2006).

Desde luego que la contaminacién del agua por nitrégeno también representa un
riesgo para la salud del hombre. Por ejemplo, beber agua contaminada con nitrato a
una concentracién superior a 10 mg N-NO5™ L™ puede ocasionar problemas a la salud,

ya que el nitrato en el estémago puede reducirse a nitrito (EPA, 1993). En este caso, el
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nitrito es absorbido dentro del torrente sanguineo y puede convertir a la hemoglobina
en metahemoglobina. Este fendmeno llamado metahemoglobinemia ocasiona un
ineficaz transporte del oxigeno en la sangre, pudiendo ocasionar la muerte, sobre todo
en infantes, cuando la metahemoglobinemia es crénica (Dahab y Lee, 1988; EPA, 1993;
Ward y col., 2005). Por otro lado, en algunos estudios, se ha investigado si el consumo
de agua contaminada con nitrito puede ocasionar cancer en los consumidores al tener
contacto el nitrito con la saliva y formar nitrosaminas (Ward y col., 2005).

Estd documentado que cuando existe un exceso de nutrientes en cuerpos de agua
dulce y costas marinas, debido a descargas de aguas contaminadas con fésforo y
compuestos nitrogenados como el amonio, se puede presentar el fenémeno llamado
eutroficacion (Smith, 2003; Smith y col., 2006). La eutroficacién es un proceso donde
ocurre un crecimiento desmedido de macro algas y fitoplancton en un ambiente
acuatico, ocasionando problemas como la anoxia (ausencia de oxigeno) o hipoxia (baja
concentracion de oxigeno) en el sistema hidrico (Vitousek y col., 1997b). Estas
condiciones anoxicas pueden prevalecer mas tiempo en estuarios y costas marinas. La
limitacion de oxigeno causada por la eutroficacion ocasionaria una pérdida de
diversidad acudtica, ademas de propiciar la formaciéon de compuestos téxicos como el
sulfuro de hidrégeno (H,S) en fondos marinos y sedimentos. El H,S es considerado muy
dafiino para la fauna acuatica ya que afecta el sistema nervioso central (Ortiz y col.,
1993). Algunos otros efectos de la eutroficacidon son la reduccién en la disponibilidad
de la luz debido a la disminucién en la transparencia de las columnas de agua, el
aumento en la sedimentabilidad de la materia organica, dafios a la salud en
poblaciones de coral, problemas de infiltracién en sistemas de abastecimiento de agua
potable y un impacto econdmico negativo, al favorecer la depreciacion de sitios
turisticos debido a la pérdida de la estética y a los malos olores (Smith, 2003; Camargo
y Alonso, 2006).

El ser humano persiste en transformar el ciclo del nitrégeno, a una velocidad cada vez
mayor, provocando una cascada de problemas ambientales y de salud publica. Sin
duda es necesario desarrollar estrategias que permitan entre otras cosas, optimizar el
consumo de nitrégeno de los cultivos agricolas, disminuir las emisiones de éxidos de

nitrégeno derivados de la quema de combustibles fésiles, mejorar el manejo de
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desechos de la produccién animal, asi como aumentar el volumen de aguas urbanas
tratadas (Galloway y col., 2008).

Esta tesis se enfocd en el estudio de la nitrificacién, que forma parte del ciclo del
nitrégeno. El hombre ha aprendido a utilizar algunos procesos del ciclo del nitrégeno
en su beneficio, tal es el caso de la nitrificacién que forma parte del sistema bioldgico
de tratamiento de aguas residuales para eliminar nitrégeno amoniacal donde también
estd involucrado el proceso desnitrificante. Los aportes al tema por esta tesis se
centran en el entendimiento de la inhibicién de la nitrificacién por la presencia de p-
cresol, asi como la posibilidad de eliminar simultdneamente p-cresol y amonio por
nitrificacion. El p-cresol es un compuesto fendlico presente conjuntamente con el
amonio en efluentes de diversas industrias como la petroquimica, farmacéutica, de
produccion de resinas sintéticas, acero y textiles (Olmos y col., 2004; Vazquez y col.,
2006; Kim y col., 2008) y puede tener efectos nocivos para la salud del ser humano
(Davi y Gnudi, 1999). Mediante estudios de cultivos nitrificantes en lote, se logré
comprender mejor las causas que originan la inhibicién de la nitrificaciéon en presencia
de p-cresol, ademas al trabajar con un reactor de lotes secuenciados nitrificante se
encontré evidencia que sustenta la capacidad del lodo nitrificante para eliminar

simultdaneamente amonio y p-cresol.
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1. Introduccion

1.1 Estrategias para eliminar el nitrégeno amoniacal del agua

Para eliminar nitrogeno amoniacal del agua se puede hacer uso de tratamientos

fisicoquimicos y/o bioldgicos.

1.1.1 Métodos fisicoquimicos para eliminar amonio del agua

Los principales procedimientos para eliminar nitrégeno amoniacal del agua son: el
arrastre de amoniaco, el uso de resinas de intercambio idnico y la cloracidn al punto de
rompimiento (breakpoint) (Tchobanoglous y Burton, 1991). El tratamiento
denominado arrastre de amoniaco o “stripping” consiste en alcalinizar el agua hasta
alcanzar un pH entre 10.5 y 11.5 de forma que el equilibrio NHs"/NH3 este desplazado
hacia la formacidon de amoniaco y éste ultimo sea eliminado mediante una corriente de
aire (EPA, 1987). Es evidente que el principal problema de utilizar el arrastre de
amoniaco es que el contaminante es transportado del agua a la atmodsfera. Existen
resinas de intercambio idnico, como la zeolita llamada clinoptilolita, que por su
estructura con carga negativa tienen una gran afinidad hacia cationes como el amonio.
El principal inconveniente consiste en la saturacion del intercambiador que obliga a
regenerarlo periddicamente, ademas de los costos de la mayoria de las resinas
comerciales. Turan y col. (2005) observaron que una resina clinoptilolita pierde
notablemente su capacidad de intercambio idnico en su tercera regeneracion. En el
tratamiento de aguas residuales, se denomina cloracién al punto de rompimiento a la
practica de adicionar hipoclorito suficiente al agua con dos objetivos: el de oxidar el
amonio hasta nitrégeno molecular y contar con la presencia de cloro residual libre. El
cloro es utilizado debido a su elevado poder oxidante y éste reacciona con el amonio
formando cloroaminas, las cuales posteriormente se transforman en tricloruro de
nitrégeno, 6xido nitroso y finalmente nitrégeno molecular (Sans-Fonfria y Ribas, 1999).
Este procedimiento, a pesar de contar con altas eficiencias de eliminacidén de nitrégeno
amoniacal, requiere de un tratamiento posterior del agua con carbdn activado para
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eliminar el exceso de hipoclorito en el agua tratada. De manera general, los
tratamientos fisicoquimicos para eliminar amonio del agua son efectivos y rapidos, sin
embargo, generan costos elevados de inversidn y operacidon, ademds, presentan el

grave inconveniente de trasladar el problema ambiental de un lugar a otro.

1.1.2 Eliminacion bioldgica del amonio

Debido a que la eliminacion bioldgica del nitrégeno ofrece ventajas como tener bajos
costos de operacidén y una alta eficiencia, ha sido ampliamente adoptada sobre los
tratamientos fisicoquimicos (EPA, 1993). El tratamiento convencional de eliminacién
biolégica del amonio consta de dos procesos microbianos. Se define como el
acoplamiento de los procesos nitrificante y desnitrificante para transformar al amonio
hasta nitrégeno molecular. En este sistema de tratamiento, estan involucradas una
serie de reacciones, que se dividen en dos etapas, una aerobia (nitrificacion) donde el
amonio (NHs;') es oxidado a nitrato (NOs), y posteriormente una anodxica
(desnitrificacion) donde el NOs es reducido a nitrégeno molecular (N;). En afos
recientes, se han desarrollado nuevas tecnologias para eliminar nitrégeno amoniacal
del agua, que involucran el acoplamiento de una nitrificacion parcial y una
desnitrificacion con nitrito, la oxidacién anaerobia del amonio (ANAMMOX) y sistemas
combinados (CANON, SHARON-ANAMMOX). Estos procesos son brevemente descritos

a continuacion.

1.1.2.1 Tratamientos bioldgicos mixtos de eliminacion de amonio

Estas tecnologias aprovechan las caracteristicas de diferentes procesos respiratorios
microbianos, asi como diferentes configuraciones de reactores, para optimizar la
eliminacién de amonio.

El sistema denominado SHARON (Single reactor system for High Ammonia Removal
Over Nitrite) se basa en una nitrificaciéon parcial, donde mediante el control de la
temperatura, del pH y del tiempo de residencia hidraulico (TRH) se obtiene una
acumulacién de nitrito (Hellinga y col., 1998), para su posterior acoplamiento con una
desnitrificacion via nitrito (Khin y Annachhatre, 2004). La nitrificacién parcial seguida

de la desnitrificacién ha sido adoptada como una opcién real para la eliminacién de
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nitrégeno debido al ahorro de hasta un 25% en la energia y un 40% en la adicion de
carbono organico en comparacién del tratamiento convencional nitrificacion-
desnitrificacion (Paredes y col., 2007). Este proceso conjunto parece ser adecuado para
el tratamiento de aguas residuales con alta concentracion de amonio, no obstante el
control de las variables del sistema puede ser complejo en operaciones a gran escala
(Khin y Annachhatre, 2004). Otro sistema mixto de eliminacién de amonio del agua es
la unién entre SHARON y ANAMMOX (oxidacion anaerobia del amonio) (Van Dongen y
col., 2001). Este sistema es adecuado para aguas residuales con una alta concentracién
de amonio pero una baja concentracidn de carbono organico (Jetten y col., 2002).

El ANAMMOX es la conversién bioldgica del amonio y nitrito a gas dinitrégeno (Jetteny
col., 1999; Strous y col., 1999). De acuerdo con Giiven y col. (2005) y Villaverde (2004),
se muestra a continuacion la ecuacion global del proceso ANAMMOX (ecuacion 1) asi

como su cambio de energia libre.

NH} + 1.3NO; + 0.066HCO; + 0.13H* — 1.02N, + 0.26N05 + 0.066CH,0,5Np 15 + 2H,0 (1)

AG® = —358 k] mol™?!

En el proceso ANAMMOYX, el amonio es utilizado como donador de electrones y se
oxida a nitrogeno molecular, mientras que el nitrito es el aceptor final de electrones. El
dioxido de carbono es la principal fuente de carbono para el crecimiento de las
bacterias ANAMMOX. Este proceso es llevado a cabo por bacterias que han sido
encontradas en una gran variedad de entornos y algunas de ellas han sido
tentativamente llamadas Candidatus “Brocadia anammoxidans” (Strous y col., 1999) y
Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis” (Schmid y col., 2000) por mencionar algunos
ejemplos.

Otra nueva tecnologia para eliminar nitrégeno amoniacal del agua es llamada CANON
(Completely Autotrophic Nitrogen-Removal Over Nitrite). El principio del proceso
CANON es la combinacién de una nitrificacién parcial y ANAMMOX con la caracteristica
de que los dos procesos bioldgicos se realizan de manera secuenciada en un sélo
reactor. Las bacterias nitrificantes oxidan el amonio a nitrito consumiendo el oxigeno
disuelto en el reactor, creando las condiciones andxicas que el proceso ANAMMOX

necesita (Ahn, 2006). Una de las desventajas del proceso CANON podria ser las
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estrictas caracteristicas operacionales que se requieren para su adecuado desempefio,
como son: concentracién de oxigeno, carga de nitrogeno y temperatura (van
Loosdrecht, 2004).

En general, estos tratamientos mixtos tienen como ventaja tener alta eficiencia de
eliminacion de nitrégeno y una reduccion de costos respecto al tratamiento bioldgico
convencional. Sin embargo, presentan la desventaja de necesitar un escrupuloso
control de las variables como pH, temperatura y concentracidon de oxigeno (Khin y
Annachhatre, 2004; Ahn, 2006), ademas de tener sensibilidad a la presencia de materia
organica (Jetten y col., 2002; Khin y Annachhatre, 2004).

Por otro lado, el tratamiento convencional para la eliminacién de nitrégeno amoniacal
del agua ha sido por muchos afios el sistema nitrificacidon-desnitrificacion, que lleva a
cabo la transformacion del amonio a nitrégeno molecular. Por su alta eficiencia,
estabilidad, costo de operacidon bajo y por ser un proceso relativamente facil de
controlar, este tratamiento ha llegado a ser un método atractivo para eliminar
nitrégeno. En el tratamiento de aguas residuales, la nitrificacion y la desnitrificacion
pueden acoplarse como se muestra en la Figura 2, donde se pueden realizar en etapas

por separado la oxidacion del carbono, nitrificacion y desnitrificacién (Lin y col., 2009).

Nitrificacion
Desnitrificaciony

E Oxidaciondel
Carbono
Nitrificacion
—_> y Oxidacion del —> | Desnitrificacion
Carbono

Oxidacién | —o —> | Desnitrificacion
del Carbono

Figura 2. Tres enfoques principales para la eliminacién de nitrégeno por nitrificacion-desnitrificacion.

A continuacidn se describen por separado los procesos desnitrificante y nitrificante.
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1.1.2.2 Desnitrificacion

La desnitrificacion es parte fundamental del tratamiento bioldgico para eliminar
nitrogeno del agua al acoplarse con la nitrificacion. La desnitrificacién es un proceso
anoxico donde el nitrato es reducido a nitrégeno molecular por una sucesién de
reacciones catalizadas por enzimas especificas (Martinez, 2007). La desnitrificacidn
puede ser organotrdfica o litotrofica dependiendo de su fuente de energia. En la
ecuacién 2, se esquematiza la reaccidon global de la desnitrificacién organotréfica
donde se eliminan compuestos organicos (acetato, metanol, lactato, etc.) y nitrato

(Cuervo-Lopez y col., 2009).

CH;COOH + 1.6NO; - 2C0,+ 08N, + 1.60H™ +1.2 H,0 (2)
AG® = —842 k] mol™!

La desnitrificacion litotréfica (ecuacion 3) puede eliminar simultaneamente nitrato y

compuestos inorganicos reducidos del azufre (sulfuro, tiosulfato y azufre elemental)

(Beristain-Cardoso y col., 2009).

S$?~ 4+ 1.6NO; + 1.6H" - S02~ + 0.8N, + 0.8 H,0 (3)
AG® = —743 k] mol™!

La via desnitrificante esta constituida por varios pasos y cada reaccion es catalizada por
una enzima especifica (reductasas): (a) el nitrato es reducido a nitrito por la nitrato
reductasa; (b) posteriormente la reduccidn de nitrito a éxido nitrico es catalizada por la
enzima nitrito reductasa; (c) subsecuentemente el éxido nitrico es transformado a
oxido nitroso por la éxido nitrico reductasa; (d) finalmente el éxido nitroso es reducido
a nitrégeno molecular por catdlisis de la éxido nitroso reductasa (Knowles, 1982;
Cuervo-Lépez y col., 2009).
En el proceso desnitrificante participan una amplia variedad de bacterias siendo en su
mayoria facultativas. Las bacterias desnitrificantes son en su mayoria gram negativas
de la clase alfa y beta de Proteobacteria como los géneros Pseudomonas, Alcaligenes,
Paracoccus y Thiobacillus por mencionar algunos (Zumft, 1992). Respecto a las
condiciones ambientales que tienen un efecto en la desnitrificacién, se pueden

mencionar la presencia y el tipo de donador de electrones, la ausencia de oxigeno
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molecular, el valor de pH, la temperatura, la disponibilidad de nutrientes y el potencial
redox (Lin y col.,, 2009). Se pueden considerar como los factores mas criticos a la
disponibilidad de una fuente reductora (sustrato orgdnico o inorgdnico) y la ausencia

de oxigeno.

1.2 Nitrificacion

Desde hace mas de 100 afios, la nitrificacién ha sido estudiada como parte del ciclo del
nitrégeno, para comprender su papel en ecosistemas acudticos y terrestres
(Winogradsky, 1890). En el tratamiento de aguas residuales, la nitrificacion es la
primera etapa en varios sistemas bioldgicos de eliminacién de nitrégeno (seccién
1.1.2.1). La nitrificacién es un proceso respiratorio aerobio que implica la oxidacién
guimiolitoautotrofica del amonio a nitrato, llevada a cabo en dos etapas y por dos
grupos de bacterias gram negativas filogenéticamente no relacionadas (Bernet y
Spérandio, 2009). En la primera etapa, el amonio es oxidado a nitrito (nitritacion) por
las bacterias amonio oxidantes (AOB por sus siglas en ingles). Posteriormente, el nitrito
es oxidado a nitrato (nitratacion) por las bacterias nitrito oxidantes (NOB, por sus siglas
en ingles) (Prosser, 1989; Bock y col., 1991). En cada etapa, las respectivas bacterias
nitrificantes utilizan amonio o nitrito como fuente de energia, oxigeno molecular como

aceptor final de electrones y CO, como fuente de carbono.

Cabe senalar que, en los diferentes ecosistemas en donde se puede apreciar la
nitrificacion, no Unicamente las AOB y NOB son capaces de realizar este proceso.
Algunos autores han evaluado la nitrificacion heterotréfica que se define como la
oxidacion del amonio, hidroxilamina o algun compuesto orgdnico nitrogenado a nitrito
y nitrato por microorganismos quimio-organotréfos (Robertson y Kuenen, 1988; Papen
y col.,, 1989; Mevel y Prieur, 2000). La nitrificacion heterotréfica requiere de la
presencia de compuestos organicos para producir nitrito principalmente y puede
suministrar el sustrato a las NOB o al proceso de la desnitrificacidn organotréfica.
Paracoccus desnitrificans posee una enzima amonio oxidante con similitudes con la
enzima amonio monooxigenasa (AMO) de las AOB. Por ejemplo, esta enzima de

Paracoccus desnitrificans puede oxidar alcanos, tiene necesidad de cobre y azufre e
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inhibicidn por aliltiourea, como la AMO de las AOB. Sin embargo, los genes que la
codifican no estdn cercanamente relacionados con los genes de la AMO de las
bacterias amonio oxidantes autétrofas (Crossmann y col., 1997). La importancia
ambiental de la nitrificacion heterotréfica no estd aun del todo clara. Algunos autores
asumen que las AOB y NOB son mayoritariamente las responsables de la nitrificacion y
no los nitrificantes heterétrofos. Se sugiere que los nitrificantes heterdtrofos son
menos activos y eficientes que los autétrofos y es probable que sus velocidades
nitrificantes sean menores (Robertson y Kuenen, 1988). Por otro lado, en la literatura
se sugiere que la nitrificacion heterotrdfica ocurre preferentemente bajo condiciones
desfavorables para la nitrificacion autotrdfica, por ejemplo en suelos acidos (Schimel y
col., 1984; Killham, 1987). Trabajos mas recientes evaluaron la nitrificacién en suelos
acidos y observaron que la nitrificacién heterotréfica contribuye en menor medida en
la produccion total de nitrito (Stams y col., 1990; Barraclough y Puri, 1995).

Esta tesis doctoral se basa en el estudio de la nitrificacién autotroéfica, por tal motivo a

continuacién se desglosan algunos de sus aspectos mas relevantes.

1.2.1 Microbiologia de la nitrificacion

1.2.1.1 Las bacterias amonio oxidantes

Las bacterias amonio oxidantes se han dividido de acuerdo a sus caracteristicas
fenotipicas en cinco géneros: Nitrosomonas, Nitrosolobus, Nitrosovibrio, Nitrosococcus
y Nitrosospira (Watson y col.,, 1989). El género mds estudiado sigue siendo
Nitrosomonas. Con base en los analisis comparativos de las secuencias del 16S rRNA,
las AOB se dividen en dos grupos pertenecientes a Protobacteria: beta y gamma.
Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosovibrio, Nitrosolobus y Nitrosococcus mobilis
constituyen un conjunto cercanamente relacionado con la subclase beta de
Protobacteria (Head y col., 1993; Teske y col., 1994). Mientras que Nitrosococcus
oceanus y Nitrosococcus halophilus pertenecen a la subclase gamma de Protobacteria
(Purkhold y col., 2000). La Figura 3 muestra el arbol filogenético de las bacterias

nitrificantes de acuerdo con el analisis de las secuencias 16S rRNA.
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Carlos David Silva Luna 7



< ONOMg
W e,

40

WNIVERSy,

2%

=

[ =

=
Casa abiorta ol tompo

=

Introduccion

Las AOB han sido aisladas de suelos, rios, lagos y océanos. Presentan diversos tipos de
morfologias como espirales, cocos, y bacilos. Se ha observado un mayor crecimiento

en intervalos de temperatura de 25 a 30°C y pH entre 7.5y 8.0 (Bock y col., 1991).

1.2.1.2 Las bacterias nitrito oxidantes

Las bacterias nitrito oxidantes que han podido ser cultivadas se han dividido en cuatro
géneros reconocidos como: Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina. Los dos
primeros son parte de la subclase alfa y gamma de Protobacteria respectivamente
(Teske y col., 1994) mientras que Nitrospira forma una divisidon por separado llamada
Nitrospira-phylum (Ehrich y col., 1995) (Figura 3). En el caso particular de Nitrospina, su
afiliacion filogenética no esta aun del todo clara. Originalmente se le asociaba a la
subclase delta de Protobacteria (Teske y col., 1994) pero estudios mas recientes
(Schramm, 2003) sefalan que no pertenece a esa categoria, y podria estar mas cercana
al phylum de Acidobacterium/Holophaga. Las NOB estan catalogadas como
guimioautdtrofas, ya que utilizan el nitrito como fuente de energia para asimilar
carbono inorganico para su crecimiento. Sin embargo, no todas las NOB son
guimioautodtrofas obligadas. De hecho, algunas cepas de Nitrobacter pueden crecer
heterotréficamente (donde la energia y el carbono son obtenidos de una fuente
organica de carbono) o mixotréficamente (nitrito como fuente de energia y acetato o
piruvato como fuente de carbono) (Smith y Hoare, 1968; Steinmiiller y Bock, 1977;
Watson y col., 1989). A pesar de que varias cepas de Nitrobacter son capaces de crecer

heterotréficamente, su crecimiento bajo estas condiciones es muy ineficiente y lento.

Ademas, sustratos inorgdnicos diferentes al nitrito como el éxido nitrico pueden ser
utilizados para el crecimiento litoautotréfico, indicando una diversidad de
metabolismos en algunas especies de Nitrobacter (Freitag y col., 1987). Nitrobacter
también ha demostrado capacidad para crecer en ambientes andxicos mediante la
desnitrificacion (Freitag y col., 1987). El nitrato es utilizado como aceptor de electrones

derivados de compuestos organicos para permitir el crecimiento anaerobio.
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Figura 3. Arbol filogenético de las bacterias nitrificantes basado en el analisis comparativo del 165 rRNA. Los
grupos de las bacterias nitrificantes estan mostrados en negritas. La barra en escala indica un cambio estimado
de 0.1 por nucleétido (Schramm, 2003).

El crecimiento de las NOB puede ocurrir desde un pH de 6.5 a 8.6 y a temperaturas
entre los 5 a 37°C (Watson y col., 1989). Las NOB presentan morfologias como cocos y
bacilos y pueden encontrarse en suelos, rocas y rios (Bock y col., 1991).

Aunque Nitrosomonas y Nitrobacter son los géneros nitrificantes mas estudiados, es
probable que otras bacterias puedan ser importantes en diferentes ambientes
naturales y sistemas de ingenieria. Por ejemplo, algunos autores realizaron la
caracterizaciéon de lodos nitrificantes en dos plantas de tratamiento en Alemania
(Juretschko y col., 1998; Purkhold y col., 2000). Los autores determinaron que
diferentes especies de Nitrosomonas y Nitrosococcus son las bacterias amonio
oxidantes mas abundantes en estas plantas de tratamiento de aguas residuales.
Mientras que, en otros trabajos también realizados en Alemania, se sefialé que las
NOB mads abundantes en sistemas de tratamiento de aguas residuales son bacterias del
género Nitrospira, en lugar de Nitrobacter (Wagner y col., 1996; Juretschko y col.,

1998; Daims y col., 2001).
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Introduccion

Para algunos autores, es importante conocer el género y especie de las bacterias que
se encuentran en plantas de tratamiento. No obstante, la microbiologia por si sola no
puede proporcionar toda la informacién necesaria para controlar un proceso
nitrificante. Una evaluacion del metabolismo asi como los estudios cinéticos, pueden

darnos también informacién util para entender mejor la nitrificacion.

1.2.1.3 Las arqueas amonio oxidantes

Dentro del ciclo del nitrégeno se han estudiado nuevos procesos como el ANAMMOX.
Asimismo, han sido identificados nuevos microorganismos participantes en el ciclo. Los
microorganismos mesofilicos pertenecientes al reino Crenarchaeota dentro del
dominio Archaea estdan ampliamente distribuidos en el planeta. En los ultimos afios, se
han realizado avances en entender su fisiologia y funcidon biogeoquimica. Se encontrd
gue, en cepas de ambientes marinos (Venter y col., 2004) y de suelos (Treush y col.,
2005), estas Crenarchaeota poseen genes que codifican para una enzima amonio
monooxigenasa (amoA), sugiriendo su capacidad amonio oxidante. Estos
microorganismos fueron llamados arqueas amonio oxidantes (AOA por sus siglas en
ingles) (Francis y col., 2005). Algunos autores han sefialado que los genes amoA de las
arqueas son dominantes en areas oceanicas criticas para el ciclo del nitrogeno. De
acuerdo con Leininger y col. (2006), las AOA contienen los genes que codifican las
subunidades (amoA, amoB y amoC) de una potencial enzima amonio monooxigenasa.
Sin embargo, podrian carecer de la enzima hidroxilamina oxido reductasa, enzima
involucrada en el segundo paso de la amonio oxidacién bacteriana donde la
hidroxilamina es oxidada a nitrito (Hallam y col., 2006). De acuerdo con la literatura, en
suelos y océanos, las AOA serian mas abundantes que las AOB (Kénneke y col., 2005;
Francis y col., 2007). Sin embargo, faltan alin mas estudios para entender su papel en
los ciclos del nitrégeno y carbono en la naturaleza. Por otro lado, Park y col. (2006)
sefialaron la presencia de AOA en bioreactores nitrificantes de cinco diferentes plantas
de tratamiento de aguas residuales. Lo anterior abre el camino a la evaluacién del
desempefio de las AOA (actividad, crecimiento y estabilidad) en la eliminacién de

nitrégeno para el tratamiento biolégico de efluentes.
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1.2.2 Aspectos bioquimicos y metabdlicos de la nitrificacion

1.2.2.1 La amonio oxidacion

La amonio oxidacién es iniciada por la enzima amonio monooxigenasa (AMO), la cual
oxida el amonio a hidroxilamina (NH,OH) mediante el consumo de oxigeno moleculary
dos electrones. De acuerdo con Suzuki y col. (1974), quienes evaluaron el efecto del pH
en los valores de la constante de Michaelis-Menten (K.) del amonio para
Nitrosomonas, el amoniaco seria el verdadero sustrato de las AOB en lugar del amonio.
Lo anterior concuerda con el hecho de que la AMO se encuentra localizada en la
membrana citoplasmatica, la cual es altamente permeable al amoniaco pero no al
amonio (Kleiner, 1985). Un atomo de O, es utilizado para formar NH,OH mientras que
el atomo restante se utiliza para producir agua. El intermediario NH,OH es
posteriormente oxidado a nitrito por la enzima hidroxilamina éxido reductasa (HAO)
(Figura 4). Cabe senalar que algunos autores (Goreu y col., 1980; Poth y Focht, 1985;
Remde y Conrad, 1990; Arp vy Stein, 2003) han propuesto que algunas AOB
(Nitrosomonas sp, N. europaea, N. eutropha y Nitrosovibrio) pueden producir NO vy
N,O. Parece ser que la produccion de estos 6xidos de nitrogeno puede realizarse a

partir de la oxidacion de la hidroxilamina asi como en la reduccién del nitrito a NO y

N,O.
NO, N,O
NH, > NH,OH > NO,
AMO HAO
2e 2e

Metabolismo
celular

4 —>

Figura 4. Via amonio oxidante en las AOB. Las flechas en negritas indican el flujo de electrones (modificado de
Arp y Stein, 2003).

De esta serie de reacciones (que aparecen en la Figura 4) se producen cuatro

electrones, de los cuales, dos regresan a la AMO para su actividad y Unicamente dos

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
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electrones entran a la cadena respiratoria para la generacion de energia (Kowalchuk y
Stephen, 2001). Bock y Wagner (2006) propusieron un modelo de la cadena

transportadora de electrones en las bacterias amonio oxidantes (Figura 5).

4 0 Y MC Q I A

- 0.50, + 2H"

N AO P

Figura 5. Modelo del transporte de electrones en las AOB. MC = membrana citoplasmatica; | = dentro de la
célula/espacio citoplasmatico; O = fuera de la célula/periplasma (modificado de Bock y Wagner, 2006).

El amonio es oxidado de acuerdo con las siguientes ecuaciones parciales (4) y (5),

resultando en la ecuacién global (6) para la amonio oxidacién.
NH;f + 0.50, -» NH,0H + H* (4)
AG® = —8.2 k] mol™?

NH,0H + 0, - NO; + H* + H,0 (5)
AG® = —266.5 k] mol™1

NH;f +1.50, - NO; + 2H* + H,0 (6)
AG® = —274.7 k] mol™?
Como se observa en la ecuacién (5), de acuerdo al valor del cambio de energia libre

(AG?’), la oxidacion de hidroxilamina a nitrito es la etapa donde las AOB obtienen la
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mayor parte de su energia. Sin embargo, la cantidad exacta de ATP formado por la
oxidacién de la hidroxilamina se desconoce aun, ya que el nimero total de electrones
gue alimentan a la cadena respiratoria por mol de hidroxilamina oxidada puede variar
de acuerdo a la etapa del crecimiento y de las condiciones ambientales (Bock y
Wagner, 2006).

Cabe senalar que la energia obtenida de la oxidacion de amonio a nitrito es baja
(—274.7 k] mol™1), por lo cual se puede predecir un crecimiento limitado ya que la
energia destinada a los procesos de biosintesis celular es escasa. La ecuacion (7)
representa el anabolismo de la amonio oxidacion, tomando en cuenta la férmula

empirica de la célula (CsH,0,N).
55NH; + 760, + 109HCO; — CgH,0,N + 54N0; + 57H,0 + 104H,C05  (7)

De acuerdo con la ecuacién (7), se puede estimar un rendimiento celular de 0.15 mg
células mg™ N-NH,* consumido con una proporcién de consumo de oxigeno de 3.16
mg 0, mg ' N-NH," oxidado (Bernet y Spérandio, 2009).

La enzima AMO aun no ha podido ser purificada con actividad (Arp y col., 2002; Arp vy
Stein, 2003) y la mayoria de los estudios sobre esta enzima se han llevado a cabo en
cultivos de Nitrosomonas europaea. Parece ser que la AMO estd localizada en la
membrana citoplasmatica (McCarty, 1999). La AMO estd constituida por tres proteinas
denominadas AmoA, AmoB y AmoC. La evidencia de la existencia de estos tres
polipéptidos es bioquimica, genética y a través de la analogia con la metano
monooxigenasa (MMO) (Arp y Stein, 2003). La proteina AmoA de 31.8 kDa contiene
probablemente el sitio activo de la AMO (Hyman y Arp, 1992). El segundo polipéptido
AmoB (38 kDa) fue copurificado simultaneamente con el AmoA por McTavish y col.
(1993). Estos autores indicaron que los polipéptidos AmoA y AmoB son codificados por
los genes amoA y amoB, los cuales se encuentran localizados en el mismo operdn. La
evidencia de la existencia del tercer polipéptido AmoC es indirecta ya que los genes
gue codifican al AmoA, AmoB y AmoC son cotranscritos en un inico ARNm (Arp y col.,
2002). Se ha sugerido que el cobre es un cofactor de la AMO con base en dos

observaciones: la inhibicién de la AMO por queladores selectivos del cobre y la adicién
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de cobre en extractos libres de células activaron la AMO (Hooper y Terry, 1973; Arp y
col., 2002). Zahn y col. (1996) por su parte sugieren que el hierro es un componente
catalitico de la enzima AMO de Nitrosomonas. La AMO parece ser catalitica,
estructural y genéticamente similar a la MMO de las bacterias metanotrdéficas. Muchos
de los avances en la comprensiéon de la funcién y estructura de la AMO se han
realizado en analogia con la MMO purificada y caracterizada (Bedard y Knowles, 1989).
La relacion bioquimica entre la AMO y la MMO podria indicar que las bacterias metano
oxidantes contribuyen en la nitrificacion observada en suelos (Bodelier y Frenzel,
1999). Andlogamente, las AOB al ser capaces de oxidar metano y metanol podrian
contribuir a la oxidacién atmosférica del metano, aunque aun no existe evidencia
contundente al respecto (Bodelier y Frenzel, 1999; Jiang y Bakken, 1999).

En la segunda etapa de la amonio oxidacion, la oxidacion de NH,OH a NO,, estd
involucrada la enzima hidroxilamina dxido reductasa (HAO). Esta enzima se encuentra
localizada en el espacio periplasmico (Hooper y DiSpirito, 1985), que es la region entre
la capa externa de la membrana citoplasmatica y la superficie interna de la capa de
liposacaridos en las bacterias gram negativas. La HAO es un complejo enzimatico con
un peso relativo de 1.8-1.9 kDa. Contiene ocho subunidades y la octava subunidad
llamada P-460 es posiblemente el sitio activo de la oxidacién de la NH,OH (Arp vy col.,
2002). Hooper y Balny (1982) sefialaron que la HAO cataliza la deshidrogenacién de la
NH,OH y una subsecuente adicidon neta de un atomo de oxigeno a partir de oxigeno
molecular. En estudios posteriores fue postulado un mecanismo en donde el agua es la
fuente del segundo datomo de oxigeno en la produccidn final de nitrito (Anderson y
Hooper, 1983). De acuerdo con Anderson y Hooper (1983), en la oxidacién de
hidroxilamina a nitrito existe un intermediario nitroxil (HNO).

Las AOB parecen poseer ciertos mecanismos de regulacién genética y fisiolégica bajo
condiciones de limitacion en amonio, asi como en ausencia de éste (ayuno). Estos
mecanismos podrian ayudar a las AOB a sobrevivir en ambientes donde Ia
concentracién de sustrato es muy baja (Bock y Wagner, 2006). Por ejemplo, Jones y
Morita (1985) evaluaron la capacidad de Nitrosomonas sp 4W30 (aislada de las costas
de Alaska) para sobrevivir en un ayuno de amonio de 25 semanas. Los autores

encontraron que después del tiempo de ayuno, las células de Nitrosomonas
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mantuvieron su viabilidad, especialmente los cultivos que fueron aireados, y ademas el
tamafio celular permanecid constante. Jonhstone y Jones (1988) evaluaron el cambio
en las concentraciones de proteina, ADN y ARN en Nitrosomonas cryotolerants,
después de mantener las células 10 semanas en ayuno de amonio (pero con fuente de
carbono). Encontraron que las células de Nitrosomonas cryotolerants no disminuyeron
de tamafo, sus niveles intracelulares de ATP se mantuvieron estables y no hubo
cambios en sus niveles de proteina total, ADN y ARN. Estos mismos autores
compararon sus resultados con estudios similares realizados con bacterias
heterdtrofas, encontrando que en general los heterdtrofos presentaron una
disminucién en su contenido de ATP, ADN y ARN. Los autores argumentan que el bajo
dafo que sufre Nitrosomonas cryotolerants en sus componentes celulares puede estar
relacionado con su largo tiempo de generacién. Es reconocida la desventaja que tienen
las AOB respecto a su bajo crecimiento en comparacién con los heterétrofos, sin
embargo parece ser que en ambientes donde es comun que exista una baja
concentracion de sustrato como océanos y costas marinas, algunas AOB estan bien
adaptadas a largos periodos de ayuno, mediante la conservacién de sus procesos
celulares. Es interesante notar que bajo ciertas condiciones, las AOB pueden tener
ventajas sobre las bacterias heterdtrofas.

Pinck y col. (2001) evaluaron a Nitrosomonas eutropha durante su crecimiento,
midiendo la cantidad de enzima AMO, a través de la cuantificacion de su subunidad
AmoB. Los autores sefalaron que N. eutropha puede regular la sintesis y actividad
enzimatica, ya que en un medio con una alta concentracién de amonio (180 mg L), Ia
actividad de la AMO fue maxima (evaluando la velocidad especifica de consumo de
amonio) pero presenté la menor concentracién de enzima. Mientras que a una
concentracién baja de amonio (18 mg L), la concentracién de enzima fue alta, pero
baja su actividad. Estos autores encontraron ademds que células que fueron
mantenidas sin amonio por un afio, aun contenian mayores concentraciones de AMO,
gue células activas en crecimiento. Estos resultados llaman la atenciéon, pues podria
esperarse que bajo condiciones limitantes de amonio, la concentracién de AMO en la

célula fuera baja. Pinck y col. (2001) argumentan que la resistencia de la AMO a la

degradacion en condiciones de ayuno, le darian la capacidad a las AOB de consumir
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amonio en cuanto esté disponible. Los resultados de Pinck y col. (2001) sugeririan que
la cantidad de enzima AMO que tiene una célula no estda directamente relacionada con

la velocidad del consumo de amonio.

1.2.2.2 La nitrito oxidacion

La oxidacion de nitrito a nitrato es catalizada por acciéon de un complejo enzimatico
llamado nitrito oxido reductasa (NOR) que se encuentra en la membrana, en la
superficie del citoplasma (Bock y col., 1991) (Figura 6). Aleem y col. (1965) realizaron
estudios con oxigeno marcado (*®0) en células enteras o extractos libres de células de
Nitrobacter, que proporcionaron evidencias de que la oxidacién del nitrito a nitrato se

realiza empleando un atomo de oxigeno proveniente del agua y no del oxigeno

molecular.
o YV MC / | \
HADH+ H
Cytalcl NOR HAD* + 2H*
NO,
NO;

N\

Cytc Cytaa3 Ao

~— 0.50, + 2H*

\ A AN J

Figura 6. Modelo del flujo de electrones en Nitrobacter. CM = membrana citoplasmatica, | = dentro de la
célula/espacio citoplasmatico, O = fuera de la célula/periplasma, NOR = nitrito éxido reductasa (modificado de
Bock y Wagner, 2006).

La NOR esta formada por los citocromos a y ¢, una quinona y una deshidrogenasa
dependiente del NADH (Aleem y Sewell, 1981). En la oxidacién de nitrito a nitrato, dos
electrones son liberados para la generacién de energia y son transferidos a los

citocromos a y c y posteriormente a la citocromo oxidasa del tipo aa3 (Figura 6). La
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citocromo ¢ oxidasa del tipo aa3 ha sido purificada a partir de algunas especies de
Nitrobacter y su funcién fue determinada como una oxidasa terminal (Sewell y col.,
1972, Yamanaka y col., 1981). Posteriormente, los electrones entran a una cadena
respiratoria aun no del todo clara (Bock y Wagner, 2006). Respecto a la produccidon de
ATP que conlleva el flujo de electrones, parece que las teorias no estan todavia
unificadas. Cobley (1976) sefialé que la produccion de ATP esta relacionada con la
liberacién de protones dentro del citoplasma, mientras que Wetzstein y Ferguson
(1985) detectaron una expulsién de protones dentro del periplasma acoplada con la
oxidacion de nitrito.

La reaccidn de nitrito oxidacién se muestra en la ecuacion (8).
NO; +0.50, - NO3 (8)

AG? = —74.1 k] mol™?!
La ecuacidon (9) representa la oxidacién asimilativa del nitrito por las NOB (Bernet y

Spérandio, 2009).
400NO; + NH;} + 1950, + 4H,CO5 + HCO; — CsH,0,N + 400NO3 + 3H,0 (9)

De acuerdo con esta ecuacidon el rendimiento celular de las NOB seria de 0.02 mg
célula mg'1 N-NO, oxidado y el requerimiento de oxigeno estaria alrededor de 1.1 mg
0, mg ' N-NO, oxidado. Algunas especies nitrito oxidantes oxidan de 85-115 mol de
nitrito para generar la energia requerida para fijar 1 mol de CO, (Bock y Wagner,
2006). Como consecuencia de que el cambio de energia libre es menor en la nitrito
oxidacion que en la amonio oxidacion, es de esperarse que el crecimiento bacteriano
de las NOB sea mds bajo que el crecimiento de las AOB. Por ejemplo, el tiempo de
duplicacién para las AOB puede variar entre 7-24 h mientras que para las NOB estd
alrededor de 10-140 h (Bock y col., 1991). Ademds, comparando los datos de
rendimiento celular entre las NOB y AOB, es claro que las AOB tienen un rendimiento
de formacién de biomasa siete veces mayor que las NOB.

El molibdeno de acuerdo con algunos autores (Ingledew y Halliug, 1976; Kruger y col.,
1987; Meincke y col., 1992) es esencial para la nitrito oxidacién. Meincke y col. (1992)

sugieren que el nitrito es oxidado en el centro de la NOR que contiene molibdeno. De
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acuerdo con los analisis realizados a la NOR por Meincke y col., (1992) y Ingledew vy
Halliug (1976) se ha encontrado molibdeno en forma de molibdoproteinas en la
membrana de Nitrobacter winogradsky y Nitrobacter hamburgensis

La nitrito oxidacidon es un proceso reversible. La NOR puede catalizar la oxidacién de
nitrito a nitrato y la reducciéon de nitrato a nitrito. La NOR es una enzima inducible. Por
otro lado, la enzima nitrito reductasa (NIR) ha sido copurificada junto con la NOR en
Nitrobacter vulgaris (Ahlers y col., 1990). La NIR reduce el nitrito a éxido nitrico al
parecer bajo condiciones limitadas de oxigeno.

Asimismo es aceptado que las bacterias nitrificantes son capaces de producir y
reaccionar con oxidos de nitrégeno gaseosos como el dxido nitroso (N,0), éxido nitrico
(NO) y dioxido de nitrégeno (NO;). Por ejemplo, parece que Nitrosomonas eutropha
requiere de la presencia de NO para su crecimiento (Zart y col., 2000). Esta misma
cepa, asi como algunas especies de Nitrosomonas y Nitrobacter, pueden producir N,O,
NO y NO, y presentaron una capacidad desnitrificante (Poth y Focht, 1985; Freitag y
col., 1987; Zart y Bock, 1998). Otros autores han observado que el NO es siempre
producido durante la amonio oxidacién (Stiiven y Bock, 2001). Debido a lo anterior,
algunos investigadores han considerado si las AOB y NOB pueden contribuir a elevar
los niveles de NO y N,O en la atmdsfera, sin embargo considerando las cantidades de
estos gases producidas por las actividades humanas, la contribucion de las bacterias
nitrificantes es minima (Bock y Wagner, 2006). Por otro lado, hay que considerar que
de acuerdo con algunos estudios, la produccidn de 6xidos de nitrégeno en ciertas
cepas amonio oxidantes asi como Nitrobacter se lleva a cabo principalmente bajo
condiciones de limitacién de oxigeno (Goreau y col., 1980; Poth y Focht, 1985). Otros
trabajos mencionan que ademdas de la baja concentracién de oxigeno, otras
condiciones como un pH bajo o bien una baja concentracién de carbono organico,

pueden favorecer la produccién de oxido nitroso (Wrage y col., 2001).

1.2.3 Aspectos cinéticos de la nitrificacion

Al evaluar la cinética de la nitrificacidn, se intenta entender cudles son los factores que

pueden afectar la velocidad de las reacciones nitrificantes, asi como la velocidad de
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crecimiento. En la Tabla 1, se muestran algunos ejemplos de valores cinéticos para las
AOB y NOB. Estos valores pueden variar significativamente, dependiendo de las

condiciones ambientales como concentraciones de sustratos, temperatura, pH, etc.

La ecuacion de Monod modificada (sin crecimiento) es util para caracterizar
cinéticamente el proceso nitrificante ya que toma en cuenta la concentracién de

sustrato (ecuacién 10).

S
Qs = Qmax Ks+S

(10)
Donde: gs = velocidad especifica de consumo de sustrato (h™), gmsx = velocidad
especifica maxima de consumo de sustrato (h™), S = concentracién de sustrato (mg L™)
y Ks = constante media de saturacidon que tiene un valor particular para cada tipo de

sustrato (mg LY.

Tabla 1. Ejemplos de parametros cinéticos para las AOB y NOB (modificado de Beristain y col., 2009).

Parametro cinético Simbolo AOB NOB

Velocidad especifica Hmax (d7) 0.3-2.2 0.2-2.5
maxima de crecimiento

Rendimiento de Y (gSSVgN? 0.04-0.13 0.02-0.08
formacion de biomasa

Constante media de Knnz (mg NH; L'l) 0.06-27.5 --
saturacidon para amonio

Constante media de Kno2 (mg NOy” L'l) -- 0.1-15
saturacion para nitrito

Constante media de Koz (mg Oy L'l) 0.03-1.3 0.3-2.5
saturacion para el

oxigeno

Coeficiente de inhibicidn K (mg NH4"L™) 3300 -
para el amonio

Coeficiente de inhibicidn Ki (mg NOy L'l) -- 325-1400

para el nitrito
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Se puede también elaborar una expresién matematica que represente el consumo de
sustrato (S), y la formaciéon de biomasa (X) y producto (P) en funcién del tiempo
(ecuacion 11).

_ds_ ax_ dp

= 11
dt dt dt 1)
También en algunos procesos bioldgicos, la velocidad volumétrica de consumo (dS/dt)

es una reaccion de primer orden y se puede representar como:

ds
Velocidad volumétrica (r) = — E = qSS (12)

Cuervo-Lépez y col. (2009) desarrollaron a partir de las ecuaciones (11) y (12) una
expresidon matematica que puede ser utilizada para predecir la velocidad especifica de
consumo de sustrato (nitrogeno o carbono) para el proceso nitrificante en términos de

S, Xy P (ecuacién 13).

H_I_QP

(13)
Yx/Scx Yp/Scp

(s =

Donde p = velocidad especifica de crecimiento (h™), Yx/sex = rendimiento de formacion

de biomasa respecto al sustrato consumido, Yp/scp = rendimiento de formacién de

producto respecto al sustrato consumido, g, = velocidad especifica de formacion de

qp

representa el anabolismo (biosintesis) mientras que
x/Scx Yp/Scp

producto. El término
representa el catabolismo (proceso respiratorio). En la literatura, se puede encontrar
modelos que tratan de describir los procesos microbianos en el tratamiento de aguas
residuales considerando la velocidad de crecimiento microbiano e incluso tratando de
optimizarla, no obstante este enfoque puede ser un error ya que los procesos
microbianos deberian ser desasimilativos procurando que la velocidad de formacién de
biomasa sea insignificante (Cuervo-Lépez y col., 2009). Una produccién excesiva de

lodos en las plantas de tratamiento de aguas residuales puede atraer problemas de

indole econdmico y ambientales (Wei y col., 2003).

1.2.4 Condiciones ambientales que afectan la nitrificacion

Los microorganismos son susceptibles, como todos los demas seres vivos, al ambiente

gue les rodea. La nitrificacién, como todo proceso bioldgico, puede verse afectada por

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna 20



< ONOMg
W e,

0

W E”S/O,q

2%

=

[ =

=
Casa abiorta ol tompo

=

Introduccion

la temperatura, el valor de pH, la concentracién de oxigeno y la disponibilidad en
sustrato. Considerando lo anterior, es predecible que las enzimas que participan en el
proceso respiratorio nitrificante puedan realizar su actividad mas lentamente o verse
inhibidas bajo ciertas condiciones ambientales. No obstante, los procesos amonio y
nitrito oxidantes no son afectados de la misma manera, ya que se considera
generalmente que las NOB son mas sensibles a las variaciones del ambiente (Bernet y
Spérandio, 2009). La consecuencia de las perturbaciones en la nitrito-oxidacién se ve
reflejada en la acumulacién de nitrito. La presencia de nitrito en el ambiente es
indeseable por generar problemas de contaminacién y en la salud del ser humano
(eutroficacién, metahemoglobinemia, etc). Sin embargo, en algunos procesos como la
nitrificacion parcial, se busca obtener una acumulacién de nitrito a fin de obtener

sistemas de eliminacién biolégica del amonio mas cortos y a menor costo.

1.2.4.1 Temperatura

Tanto las AOB como las NOB pueden sobrevivir en un intervalo de temperatura de 4-
45°C, sin embargo, al ser microorganismos mesofilos, su mejor crecimiento se puede
encontrar entre 28 y 36°C (Bernet y Spérandio, 2009). La temperatura tiene un efecto
en la velocidad de crecimiento de los microorganismos nitrificantes, pero en diferentes
proporciones para las AOB y NOB. A temperaturas superiores a 15°C, las AOB
presentan una velocidad de crecimiento mayor que las NOB (Bernet y Spérandio,
2009). Las bacterias nitrificantes son sensibles también a los cambios repentinos de
temperatura. Henze y col. (2002) compard datos experimentales de velocidades de
crecimiento para bacterias nitrificantes con un modelo tedrico, sefialando que cuando
la temperatura se eleva rapidamente (en horas), el incremento en la velocidad de
crecimiento es menor a lo esperado, mientras que una repentina caida en la
temperatura ocasiona una mayor disminucién en el crecimiento nitrificante de lo
esperado.

La temperatura tiene también un efecto en las velocidades de amonio y nitrito
oxidacion. Shammas (1986) realiz6 una comparacion de varios trabajos (con lodos
nitrificantes y cultivos axénicos amonio y nitrito oxidantes) que evaluaron el efecto de

la temperatura en la velocidad de oxidacion de amonio a nitrato. De acuerdo con
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Shammas (1986), la velocidad de nitrificacién es una funcién de la temperatura dentro
del intervalo de 5 a 35°C, teniendo la maxima velocidad nitrificante alrededor de los
30°C. Groeneweg y col. (1994) mostraron que la temperatura tiene una influencia
pronunciada en la velocidad especifica de consumo de amonio en cultivos de N.
europaea. A un pH de 8 y una concentracion de N-NH; de 368 ug L™ constantes, las
velocidades especificas de oxidacién de amonio fueron de 165 y 260 mg N-NH; g*
biomasa h™ a 15 y 30°C, respectivamente. Aunque tanto la velocidad de amonio como
de nitrito oxidacion son afectadas por la temperatura, Randall y Buth (1984) sugieren
gue las NOB son mads sensibles. Randall y Buth (1984) encontraron acumulacién de
nitrito en un reactor nitrificante operado entre 12-14°C, lo cual sugiri6 un mayor
efecto inhibitorio en la velocidad nitrito oxidante que en la amonio oxidante. De
acuerdo, a lo anterior es claro que para evaluar la cinética de la nitrificacion, la
temperatura deberia permanecer constante, ya que la velocidad de oxidacion de
amonio y nitrito es dependiente de la temperatura. Por otro lado, en el tratamiento
biolégico de eliminacion de amonio, la temperatura tiene efectos particulares. Por
ejemplo, Bishop y col. (1976) mostraron la dependencia de un proceso nitrificante-
desnitrificante a la temperatura en una planta de tratamiento. Los autores
encontraron que en invierno (14°C) la eficiencia de eliminacién de nitrégeno fue del
74% mientras que en verano (23°C) fue de 84%. Debido a la disminucién de la actividad
nitrificante en plantas de tratamiento a bajas temperaturas, puede ser de ayuda
aumentar la densidad celular o el tiempo de residencia hidrdulico, con el fin de

mantener una nitrificacion aceptable.

1.2.4.2 Efecto del pH

Se considera que el crecimiento y la actividad de las AOB y NOB alcanzan su mejor
desempefio a valores de pH neutro a ligeramente alcalino (7.5-8.0) (Prosser, 1989;
Gieseke y col., 2006), aunque también se ha encontrado actividad nitrificante en suelos
acidos (pH = 5) (De Boer y Kowalchuck, 2001). Las cultivos axénicos de AOB presentan
un mejor crecimiento en un intervalo de pH de 5.8-8.5 mientras que las NOB lo

presentan entre 6.5-8.5 (Holt y col., 1994). Por otro lado, los consorcios nitrificantes
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utilizados en el tratamiento de aguas residuales pueden ser afectados por un pH bajo.
Se ha reportado que a un pH de 6, la velocidad de amonio y nitrito oxidacidn
disminuye, mientras que a un pH de 5 o menor, la actividad nitrificante se detiene
(Gerardi, 2002; Lin y col., 2009). El efecto de un pH bajo sobre la nitrificacion puede
atribuirse a la acumulacién de acido nitroso (HNO,). El dcido nitroso es conocido por
inhibir la nitrificacién y se cree que podria tener un efecto en la actividad enzimatica
de las bacterias nitrificantes (Anthonisen y col., 1976; Peng y Zhu, 2006). Glass y col.
(1997) también propusieron que el HNO, podria actuar como un desacoplante,
liberando protones intracelularmente que interferirian con el gradiente de pH
transmembranal requerido para la sintesis de ATP. Segun los estudios de Vadivelu y
col. (2006a, 2006b), el HNO, es, en lugar del nitrito, el verdadero inhibidor en el
catabolismo y anabolismo de Nitrosomonas y Nitrobacter. Otro efecto de un pH bajo
en la nitrificacion esta relacionado con la disponibilidad de carbono inorgéanico disuelto
(principalmente el bicarbonato) para el crecimiento de las bacterias nitrificantes. A
valores de pH acidos, el equilibrio entre las especies H,CO5/HCO5/CO;% se desplazaria

a H,CO; (CO,) disminuyendo la disponibilidad de bicarbonato (ecuacién 14).

H,CO; + H,0 & HCO3 + H;0% (14)
Debido a lo anterior es importante mantener amortiguado el pH en los sistemas
nitrificantes y contrarrestar la tendencia natural de la nitrificacion para liberar H* y
acidificar el medio.
También la nitrificacion puede sufrir un efecto a pH alcalinos ya que puede cambiar la
disponibilidad de NH3 en el cultivo (Stein y col., 1997). En la ecuacién (15), se muestra

el equilibrio entre amonio y amoniaco.

NH; + H,0 < NHf + OH™ (15)
El par NH;"/NHs tiene un pKa de 9.24 a 25°C (Harris, 2003). A un pH alcalino, la mayor
parte del sustrato estd como amoniaco y si se cuenta con un sistema abierto, éste

puede ser arrastrado, disminuyendo la disponibilidad del sustrato para las AOB.
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1.2.4.3 Efecto del oxigeno en la nitrificacion

Las bacterias aerobias estrictas requieren de oxigeno para su respiracion e incluso para
su crecimiento. Los tipos bacterianos que dependen del oxigeno disuelto, enfrentan el
problema de que el oxigeno es poco soluble en agua. Por lo tanto, la mayoria de las
bacterias son capaces de utilizar otras moléculas diferentes al oxigeno para su
respiracién (Gerardi, 2002). Las bacterias nitrificantes al ser aerobias estrictas utilizan
al oxigeno disuelto (OD) como aceptor final de electrones para su respiracién. Las
bacterias nitrificantes son muy sensibles a la baja concentraciéon de oxigeno. En
cultivos axénicos de amonio y nitrito oxidantes, la concentracién critica en donde la
nitrificacion no se lleva a cabo esta por debajo de 0.3 mg O, L™ (Stenstrom y Poduska,
1980). Otros autores han reportado que bajo condiciones limitantes de oxigeno,
cultivos de Nitrosomonas sp presentaron una marcada disminucion en la velocidad de
produccion de nitrito y se observé una acumulacién significativa de N,O (Goreau y col.,
1980). Existen reportes donde se sugiere que la nitrito oxidacién puede verse mas
afectada que la amonio oxidacién por la baja disponibilidad de oxigeno. Por ejemplo,
se ha senalado que en un cultivo mixto de Nitrosomonas y Nitrobacter, la amonio
oxidacién disminuye su velocidad por debajo de 1.0 mg O, L™, mientras que la nitrito
oxidacién reduce su velocidad por debajo de 4.0 mg O, L™ (Prosser, 1989). Esta
diferencia en susceptibilidad de las AOB y NOB hacia la baja concentracidon de oxigeno
se debe principalmente a afinidades distintas por el mismo (Jayamohan y col., 1988).
Por ejemplo, Laanbroek y Gerards (1993) determinaron algunos parametros cinéticos
como la constante de afinidad para el oxigeno (Ko2) en cultivos de Nitrobacter
winogradskyi y Nitrosomonas europaea a diferentes concentraciones iniciales de
oxigeno. Los autores encontraron que los valores de Ko, para N. winogradskyi (22-166
UM O;) fueron siempre mayores que para N. europaea (1-15 uM 0,). En lodos
activados nitrificantes involucrados en el tratamiento de aguas para la eliminacidn de
nitrégeno, se ha observado que para una correcta nitrificacién, la concentracién
minima de oxigeno disuelto rondaria los 2 mg L™ (Gerardi, 2002). En reactores
nitrificantes o de lodos activados, puede darse el fendmeno de estratificacion de la

concentracion de oxigeno. Este fendmeno se refiere a que el OD se encuentra en

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna 24



< ONOMg
W e,

g p

2

%
]
=
=
=

=

WWIVERS,

Casa abiorta ol tompo

Introduccion

diferentes concentraciones en diversas capas del fléculo nitrificante. La limitacién en
OD por estratificacion se puede dar en ciertas dreas de los reactores donde se
presenten zonas de baja agitacion (flujo no turbulento), ademds de oclusion de
aireadores por una falta de limpieza. La limitacién de oxigeno representaria una
disminucién en la velocidad del proceso nitrificante, lo cual puede ser corregido con la
utilizacion de mamparas en el reactor y rutinas de limpieza (Gerardi, 2002). El
suministro de oxigeno en la nitrificacién tiene una importancia econdmica, ya que la
aireacion de los lodos activados representa uno de los gastos mas importantes en la

operacion de sistemas de tratamiento de aguas residuales (Pricnic y col., 1998).

Otro fendmeno relacionado con la disponibilidad de oxigeno en lodos nitrificantes, es
la posible competencia entre nitrificantes y heterdtrofos por el oxigeno. Hanaki y col.
(1990) determinaron el efecto de la actividad de heterdtrofos sobre la nitrificacién en
lodos activados. Los autores suponen que el consumo de oxigeno por las bacterias
heterdtrofas limitaria la actividad de las bacterias nitrificantes. De acuerdo con Hanaki
y col. (1990), cada célula amonio o nitrito oxidante presente en un floculo esta
rodeada por una gran mayoria de heterétrofos, a través de los cuales el oxigeno debe

pasar para llegar a las bacterias nitrificantes.

1.2.4.4 Inhibicion de la nitrificacion por sustratos

En un ambiente acudtico a valores de pH cercanos a la neutralidad, los sustratos para
el proceso nitrificante se encontrardn mayoritariamente como NH;" y NO,. No
obstante, si el pH se desplaza hacia la alcalinidad (> 8.5), el ion amonio tendera a
convertirse en amoniaco (tomando en cuenta pKa = 9.24 a 25°C para el equilibrio
NH;'/NHs). En la literatura, algunos autores consideran que la nitrificacién puede ser
inhibida por bajas concentraciones de NH3 (Anthonisen y col., 1976; Gerardi, 2002;
Phillips y col., 2002; Peng y Zhu, 2006; Vadivelu y col., 2006a, 2006b). Anthonisen y col.
(1976) describieron las condiciones bajo las cuales los procesos amonio y nitrito
oxidantes podrian ser inhibidos por NHs, delimitando regiones limite de acuerdo al pH

del medio. Estos autores mencionan que la nitrito oxidacién puede ser mas sensible al
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efecto del NH; que la amonio oxidacion. Sinha y Annachhatre (2007) realizaron una
comparacion en concentraciones inhibitorias de NH3 encontradas en la literatura para
la nitrito oxidacion en aguas residuales. Estos autores muestran que en un intervalo de
concentraciones de 0.02 — 20 mg N-NH; L™, el proceso nitrito oxidante presentd
diferentes grados de inhibicién, evidenciados por la acumulaciéon de nitrito. La
inhibicidn de la nitrito oxidacidon por NH3 podria ser el resultado de la combinacién de
algunos factores como la concentracidn inicial de amonio, pH y temperatura (Balmelle
y col.,, 1992). Algunos estudios sefialaron que el NHs; podria ser un inhibidor
competitivo de la enzima nitrito 6xido reductasa (Yang y Alleman, 1992). Por otro lado,
respecto al efecto del NH; en la actividad amonio oxidante, Van Hulle y col. (2007)
confirmaron que el NHs es el sustrato real para las AOB. Sin embargo, contrastando
con lo descrito por Anthonisen y col. (1976), Van Hulle y col. (2007) sefialan que la
inhibicion de la amonio oxidacién por NHs sélo fue evidente en altas concentraciones
(a partir de 300 mg N-NHs L!). No obstante, Vadivelu y col. (2006b) sefialaron que los
procesos catabdlico y anabdlico de un cultivo enriquecido de Nitrosomonas fueron
inhibidos a concentraciones superiores a 16 mg N-NH3 L. La gran diferencia en
informacién encontrada en la literatura podria deberse que las condiciones de cultivo

e inoculos utilizados difieren de un estudio a otro.

Respecto al efecto del nitrito en la nitrificacidn, existe mds informacion sobre el efecto
de éste en la amonio oxidacién que en la nitrito oxidacion. Stein y Arp (1998)
trabajaron con células de Nitrosomonas europaea exponiéndolas a diferentes
concentraciones de nitrito. Estos autores sugieren que el nitrito disminuye la amonio
oxidacion mediante un efecto directo sobre la enzima AMO aunque el mecanismo aun
no esta del todo claro. Algunos trabajos han estudiado el proceso amonio oxidante en
presencia de altas concentraciones de nitrito. Tan y col. (2008) evaluaron el efecto del
nitrito en un cultivo enriquecido de AOB en un SBR. A una concentracion de nitrito de
13.8 g L™ y un valor de pH de 7.4, los autores observaron una inhibicién del 50% en la
velocidad de oxidacién de amonio. Cuando se adiciond nitrito a 12.65 g L™ pero a un
valor de pH de 7.0, observaron que la amonio oxidacién fue totalmente inhibida. Es

interesante observar que la tolerancia de las AOB a altas concentraciones de nitrito no
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solo depende de la concentracién de éste, sino también depende del valor de pH del
medio. En la literatura, asi como en el caso del NHs, se sefiala que el efecto inhibitorio
del NO, en los procesos amonio y nitrito oxidantes, esta muy relacionado con el pH del
medio. A un valor de pH debajo de 6, se comenzaria a incrementar la concentracion de
acido nitroso (HNO,), el cual seria el verdadero inhibidor y no el NO, (Anthonisen y
col., 1976; Vadivelu y col. 2006a, 2006b; Sinha y Annachhatre, 2007; Park y Bae, 2009).
Esta teoria deberia de considerar que el acido nitroso es un acido débil con una
constante de ionizacién (pKa) de 3.34 a 25°C (Whitten y col., 2008). Por lo tanto, a los
valores de pH (7.0-8.5) donde generalmente se lleva a cabo la nitrificacion, el HNO, se
encontraria en muy bajas concentraciones. Por otra parte, Vadivelu y col. (2006b)
encontraron que el acido nitroso inhibe tanto el crecimiento como la produccion de
energia en un cultivo enriquecido de Nitrosomonas. Los autores observaron que la
velocidad de consumo de oxigeno disminuyé un 50% cuando el cultivo estuvo
expuesto a 0.39 mg N-HNO, L™ a un pH de 6.9. Mientras que Vadivelu y col. (2006a)
estudiaron el efecto del HNO, en el metabolismo de Nitrobacter diferenciando entre el
anabolismo y catabolismo. Los autores encontraron que 0.05 mg N-HNO, L™ no
tuvieron efecto en el proceso de generacion de energia de Nitrobacter, mientras que la
sintesis de biomasa se detuvo completamente a 0.023 mg N-HNO, L a pH de 6.5. Los
autores realizaron un modelo para describir la inhibicidn de Nitrobacter por HNO;, sin
embargo no pudieron encontrar el mecanismo de inhibicién del acido nitroso. Glass y
col. (1997) proponen que el HNO, podria actuar como un desacoplante al donar
protones dentro de la célula, interfiriendo directamente con el mecanismo de sintesis
de ATP. Mientras que Anthonisen y col. (1976) sugieren que el HNO, tiene la capacidad
de difundir por la membrana y disminuir el pH intracelular, ocasionando una
interferencia en la sintesis de ATP. No obstante estas hipdtesis no estan respaldadas
por resultados experimentales en esos estudios. Por otro lado, Silva y col. (2011)
observaron en cultivos nitrificantes en lote que la nitrito oxidacidon puede ser mas
sensible al efecto del nitrito que la amonio oxidacion. Los autores sefialan que a las
concentraciones de 100 y 200 mg N-NO, L, la velocidad especifica de produccién de

nitrato disminuyd mas que la velocidad especifica de consumo de amonio.
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1.2.4.5 Inhibidores de la nitrificacion

En la literatura, se menciona que la nitrificacién también puede verse inhibida por
diversos compuestos orgdanicos, inorganicos y metales (Painter, 1970; Bedard y
Knowles, 1989; Henze y col., 2002; Lin y col.,, 2009). Algunos autores sefialan que
debido a la baja velocidad de crecimiento de los microorganismos nitrificantes, su
inhibicidn aunque sea parcial, puede causar que en sistemas de lodos activados se
detenga el proceso nitrificante (Bernet y Spérandio, 2009). No obstante también se
debe considerar la velocidad nitrificante, ya que puede darse el caso que el proceso
respiratorio se lleve a cabo a una velocidad aceptable a la par de un bajo crecimiento.
Las AOB presentan valores de velocidad especifica de crecimiento (pmax) de 0.3-2.2 d*
mientras que las NOB presentan valores de pmax de 0.2-2.5 d*. Como referencia, las
bacterias heterdtrofas tienen una pmax de 0.2-7.2 d™* (Beristain-Cardoso y col., 2009).
Gerardi (2002) mencionan que, debido a la relativa baja obtencién de energia en los
procesos de amonio y nitrito oxidantes, se podria pensar que las bacterias nitrificantes
no tendrian suficiente energia para reparar sistemas enzimaticos en comparacion con
los heterotrofos. Por lo cual, se senala que los nitrificantes son mas sensibles a

compuestos inhibitorios presentes en aguas residuales que los heterétrofos.

En la Tabla 2, se muestran las concentraciones limites de algunos compuestos

inorganicos que inhiben la nitrificacion en aguas residuales.

Se ha observado que los metales pesados pueden inhibir ambas etapas de Ia
nitrificacion, aunque los efectos son diferentes para la amonio y nitrito oxidaciéon
(Grunditz y col., 1998). Otros compuestos como la aliltiourea (ATU), cianuro de potasio
(KCN), tiourea, dietiltiocarbamato (DTC) y nitrapirina han sido catalogados como
inhibidores especificos de la amonio oxidacién, afectando Unicamente la conversién de
NHsz a NH,OH (Hooper y Terry, 1973; Bedard y Knowles, 1989). De hecho, compuestos
como la ATU son quelantes y pueden formar una unién con el Cu®*, el cual parece que
forma parte del centro activo de la enzima AMO vy es esencial para su actividad. Estas
inhibiciones pueden ser reversibles como lo observaron Hooper y Terry (1973) al

encontrar en N. europaea que la inhibicidon de la oxidacidon del amonio causada por
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KCN y DTC, pudo ser reversible al menos parcialmente, cuando las células fueron
tratadas con una solucién con Cu®’. Sin embargo, estos autores observaron también
que la adicién de Cu®* no restablecié la amonio oxidacién cuando N. europaea fue

expuesta a ATU.

Tabla 2. Limites de concentracidon de compuestos inhibitorios inorganicos para la nitrificacion encontrados en
aguas residuales (Grunditz y col., 1998; Gerardi, 2002).

Compuesto Concentracién (mg L™)
Cromo (hexavalente) 0.25
Cromo (trivalente) 0.05
Cobre 0.35
Cianuro 0.50
Mercurio 0.25
Niquel 0.25
Plata 0.25
Sulfato 500
Plomo 1.68
Cadmio 0.02
Zinc 0.30

Por su parte, Ginestet y col. (1998) observaron una disminucidon del 80% en la
velocidad de consumo de oxigeno de las AOB expuestas a 1 uM de ATU.

Compuestos como el clorato (ClO3) (sales del acido clérico) y la azida (N3') (base
conjugada del acido hidrazoico) son considerados inhibidores selectivos de la nitrito
oxidacion (Painter, 1970; Belser y Mays, 1980; Ginestet y col., 1998). Por ejemplo,
Belser y Mays (1980) observaron que una concentracion de 10 mM de clorato de
potasio inhibia completamente la nitrito oxidacién sin que se afectara la amonio
oxidacion. No obstante, Hynes y Knowles (1983) han presentado resultados
experimentales que ponen en duda la especificidad del clorato, ya que observaron que
en un cultivo mixto tanto la amonio como la nitrito oxidacién fueron inhibidas. La azida
es un agente selectivo bacteriostatico en bacterias gram negativas y ha sido mostrado

gue puede inhibir la nitrito oxidacion en lodos activados. Ginestet y col. (1998)

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna 29



S s sioms § Introduccion

sefalaron una completa inhibicién en la nitrito oxidacién a una concentracién de 24
UM de azida. Los autores sugieren que la azida forma un complejo con el molibdeno de

la enzima nitrito 6xido reductasa.

En la siguiente seccidn, se describe el efecto inhibitorio de compuestos organicos en la

nitrificacion.

1.3 Efecto de los compuestos orgadnicos sobre la nitrificacion

Estda documentado el efecto negativo de la materia organica en la nitrificacién, y se
sabe que la estabilidad de los sistemas nitrificantes en el tratamiento de aguas
residuales puede ser alterada por la presencia de compuestos organicos toxicos e
inhibitorios (Schweighofer y col., 1996). Asi pues, en el tratamiento de aguas residuales

por nitrificacion, el control de la materia orgénica es de suma importancia.

Diversos autores han estudiado este fendmeno tanto en cultivos axénicos
(Nitrosomonas y Nitrobacter principalmente) como en consorcios nitrificantes (Tabla
3). Es importante mencionar que al revisar la informacion, se aprecia que dependiendo
de la estructura quimica del compuesto organico, su concentracion y el tipo de cultivo,

se pueden observar diferentes magnitudes de inhibicién en el proceso nitrificante.

Por otro lado, cultivos nitrificantes han demostrado ser capaces de oxidar una amplia
variedad de compuestos orgdnicos que van desde compuestos simples como los acidos
grasos volatiles, hasta compuestos aromaticos, fendlicos y halogenados (Tabla 3). Esta
capacidad tiene gran relevancia para los sistemas de tratamiento biolégico de
eliminacion del nitrégeno amoniacal, donde hay presencia de compuestos orgdnicos,

ya que abre la posibilidad de la eliminacién simultanea de contaminantes.
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Tabla 3. Capacidad de cultivos nitrificantes para eliminar algunos compuestos orgdanicos y su efecto en la nitrificacion.

Compuesto | Concentracién Cultivo Efecto en la nitrificacion Consumo del Referencia
(mg L™ compuesto organico
2,4,6- 7.8V Lodos activados nitrificantes® Sin inhibicion en la conversion de NH," a NO3~ 100% Nevalainen y col. (1993)
Triclorofenol
Trimetilamina 3481 Lodos activados nitrificantes® 100% en la velocidad de produccién de nitrito N.D. "™ Eilersen y col. (1994)
Tolueno 14 Nitrosomonas europaeab 80% en la produccién de nitrito 84% Keener y Arp, (1994)
Butirato 500 Consorcio nitrificante” 70% en la quos' N.D.M Gémez y col. (2000)
Benceno 10 Consorcio nitrificante® 53% en la produccién de nitrato 100% Zepeday col. (2003)
Formaldehido 1500 Lodos activados nitrificantes® 100% en el rendimiento de produccidn de NO, vy 100% Eiroa y col. (2004)
NO3’
Tolueno 5 Consorcio nitrificante” 77% enla quua " 50% Zepeda y col. (2007)
m-Xileno 5 Consorcio nitrificante” 76 % en la oy " 50% Zepeda y col. (2007)
Triclosan 2 Nitrosomonas europaeab 70% en la produccidén de nitrito 60% Roh y col. (2009)
p-Cresol 89V Consorcio nitrificante® No se observé inhibicidn en la nitrificacion 100% Beristain-Cardoso y col.
(2011)
2-Clorofenol 5 Consorcio nitrificante” 90% en la eficiencia de consumo de amonio y 95% 100% Martinez-Hernandez y col.

enla qNH4”

(2011)

IqN03 = Velocidad especifica de produccién de nitrato, ”qNH4 = Velocidad especifica de consumo de amonio, "'N.D. = No determinado, IV[mg C L'ld'll.

®Reactor de lecho fluidificado, b Cultivos en lote, © Reactor de tanque agitado en continuo.
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1.3.1 Inhibicidn de la nitrificacion por compuestos orgdnicos

La informacién que puede encontrarse acerca del efecto de la materia orgdnica en la

nitrificacion se enfoca en dos aspectos: la biosintesis celular y la generacién de energia.

Algunos estudios relacionan el efecto de la materia organica con una inhibicion en el
crecimiento. Jensen (1950) observd que algunos aminodcidos inhiben el crecimiento
de Nitrosomonas y Nitrobacter. Los autores sefialaron que la glicina, la alanina y la
asparagina fueron inhibidores a concentraciones de 13-46 mM, mientras que la
glutamina y el aspartato no tuvieron efecto en el crecimiento. Ciertas cepas de
Nitrobacter pueden crecer en presencia de piruvato y acetato (Smith y Hoare, 1968;
Steinmiller y Bock, 1977). En su estudio, Smith y Hoare (1968) observaron que el
crecimiento de Nitrobacter agilis no sufrid ninguna inhibicion en presencia de acetato
(1-10 mM). Los autores observaron que al utilizar carbono marcado radioactivamente,
el C-acetato fue asimilado por N. agilis en su fase de crecimiento exponencial. Incluso
los autores sefialaron que el C-acetato contribuyd entre el 33 y 39% en la sintesis de
nuevas células. Con base en sus resultados, Smith y Hoare (1968) sugieren que N. agilis

no es autoétrofo obligado sino autétrofo facultativo.

Otros investigadores han evaluado el proceso respiratorio nitrificante y su cinética en
presencia de materia organica. Para evaluar el proceso respiratorio nitrificante es
importante seleccionar las variables de respuesta adecuadas. Las velocidades
especificas del proceso, asi como la eficiencia de consumo en sustratos y los
rendimientos en productos han demostrado ser Utiles en el estudio de la respiracion
nitrificante. La Tabla 3 muestra el efecto de algunos compuestos organicos en la
nitrificacion bajo diferentes condiciones. Es importante resaltar sobre las diferentes
formas de evaluar los efectos en la nitrificacién ya que no todos los autores utilizan las
mismas variables de respuesta y por lo tanto se difiere en cdmo se define una
inhibicidn del proceso nitrificante. Los diferentes autores difieren en el concepto de
inhibicidn, ya que para algunos una inhibicién sélo representa una disminucién en la

eficiencia de eliminacién de amonio, mientras que para otros una inhibicién se evallua
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determinando una disminuciéon en el rendimiento de produccidon de nitrato. Si se
relaciona la inhibicién de un proceso biolégico con una inhibicion enzimatica, la
variable de respuesta mas util para demostrar un efecto inhibitorio es la velocidad
especifica. Gdmez y col. (2000) estudiaron en cultivos en lote, el efecto de diferentes
concentraciones de acetato, propionato y butirato sobre la velocidad nitrificante. Los
autores concluyeron que a una concentracién de 500 mg L™ de acidos grasos volatiles,
la inhibicion en la velocidad nitrificante dependié del compuesto adicionado, de tal
manera que el propionato y el butirato fueron los mas inhibitorios. En otro estudio,
Zepeda y col. (2007) observaron que el benceno, tolueno y m-xileno (BTX) ocasionaron
un efecto inhibitorio en las velocidades de consumo de amonio y produccion de nitrato
en cultivos en lote, de manera individual o en mezcla. Sin embargo, los cultivos
nitrificantes alcanzaron una conversion de amonio a nitrato del 100% sin Ia
acumulacién de nitrito. Estos autores sefialaron que los BTX pueden tener un efecto

diferente en mezcla que individualmente.

McCarty (1999) realizé una revision de la literatura sobre estudios que se han
enfocado en entender como la materia organica puede inhibir la amonio oxidacion.
Estas investigaciones han indicado que la enzima AMO puede oxidar una amplia
variedad de compuestos organicos y que los efectos inhibitorios de la mayoria de estos
sustratos ocurren por competencia con el NHsz por el sitio activo de la enzima. Se
propone que los sustratos alternativos pueden provocar inhibicién en la AMO por tres
mecanismos distintos: a) la unién directa del sustrato alternativo con la AMO, b) la
interferencia con el suministro reductor (amoniaco) que necesita la AMO para su
actividad, c) la oxidacién de los sustratos produce compuestos que son altamente
reactivos e inactivan la AMO u otras enzimas de la ruta nitrificante. Por ejemplo,
Keener y Arp (1993) estudiaron el efecto inhibitorio de quince hidrocarburos e
hidrocarburos halogenados en Nitrosomonas europaea y determinaron la actividad de
la AMO midiendo la produccidn de nitrito. Estos autores encontraron que los sustratos
alternativos de la AMO exhibieron perfiles cinéticos de inhibicidn competitiva y no
competitiva. Proponen que dependiendo del sustrato, la unién con la AMO puede

ocurrir en el sitio activo donde se lleva a cabo la oxidacion del NHs (sustrato
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competitivo) o en otro sitio de la enzima diferente al sitio activo (sustrato no
competitivo). Estos autores sugieren que el cardcter competitivo generalmente
disminuye a medida que el peso molecular del inhibidor aumenta. Por ejemplo, el
metano y el acetileno fueron inhibidores competitivos de la oxidacion del NHj
mientras que los alcanos y alcanos monohalogenados (con una cadena mayor a 4

carbonos) fueron no competitivos.

Algunos estudios manejan la posibilidad de que los microorganismos heterdtrofos
presentes en lodos nitrificantes puedan influir o propiciar una inhibicién en Ia
nitrificacion cuando hay presencia de compuestos orgdnicos. Esta inhibicién estaria
relacionada con la competencia entre nitrificantes y heterdtrofos por el amonio y el
oxigeno. Hanaki y col. (1990) en lodos activados alimentados con glucosa en un
intervalo de 35-220 mg glucosa L™ d™ en un reactor en continuo, brindan informacién
acerca de la posible competencia entre nitrificantes y heterdtrofos por amonio. Sus
resultados mostraron que la adicion de materia organica al cultivo provocd efectos
adversos a la nitrificacion. Los autores argumentan que el crecimiento de los
heterétrofos inhibié la amonio oxidacidn mediante la asimilacion del amonio
disponible. De tal manera que al aumentar la carga organica, también aumentaria la
asimilacion del amonio por los heterdtrofos. Estos autores determinaron ciertos
parametros cinéticos como la velocidad maxima de crecimiento (Uy) y las constantes
de afinidad (Ks) para la amonio y nitrito oxidacién, sin y con adicidn de glucosa. Puede
notarse en el trabajo de Hanaki y col. (1990) que las iy, no sufren ningln cambio para
la amonio y nitrito oxidacidon con o sin glucosa adicionada. Sin embargo, la Ks se
incrementd conforme aumenta la carga organica para la amonio oxidacién. Este
resultado significaria que las AOB en presencia de heterdétrofos necesitarian una mayor
concentracién de amonio para sostener su crecimiento. Okabe y col. (1996) estudiaron
el efecto de varias relaciones C/N de alimentaciéon (de 0 a 1) en la dinamica de las
poblaciones nitrificantes y heterdtrofas en una biopelicula. Los resultados de Okabe y
col. (1996) sugieren que a una mayor relacion C/N se produce una fase de retardo en

la nitrificacion, especialmente en la actividad de las bacterias nitrito oxidantes.
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La teoria sobre la competencia entre nitrificantes y heterétrofos, también podria
estudiarse desde el punto de vista de la obtencién de energia. Tanto nitrificantes como
heterdtrofos necesitan oxigeno para la obtencién de energia. Las diferencias entre las
constantes de afinidad por el oxigeno (Ko,) de nitrificantes y heterdtrofos influyen en
la competencia entre éstos por el O,. De acuerdo con Beristain-Cardoso y col. (2009) y
Van Bodegom y col. (2001), la Ko, (mg O, L) para las AOB, NOB y heterdtrofos esta en
los intervalos de 0.03-1.3, 0.3-2.5 y 0.08-0.3, respectivamente. Por otra parte, es
conocido el lento crecimiento de los nitrificantes (principalmente debido a su baja
obtencion de energia) comparado con los heterétrofos. Las velocidades méaximas de
crecimiento para AOB y NOB estdn alrededor de 0.3-2.2 y 0.2-2.5 d™ respectivamente,
mientras que para los heterétrofos pueden ir de 0.2 a 7.2 d* (Beristain-Cardoso v col.,
2009). Bajo este argumento, es de esperarse que las bacterias autdtrofas fueran
desfavorecidas en condiciones de competencia. Una configuraciéon de reactores con
biomasa inmovilizada podria ayudar a que las bacterias nitrificantes, a pesar de su
lento crecimiento no fueran lavadas del sistema. Mas estudios sobre la competencia
entre nitrificantes y heterdtrofos son necesarios para entender de una mejor manera

el fendmeno.

1.3.2 Inhibicion de la nitrificacion por compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos aromaticos que se caracterizan por tener en
su estructura al menos un grupo hidroxilo unido al anillo aromatico. Estos compuestos
se pueden encontrar junto con el amonio en los efluentes de diversos procesos
industriales como los de la industria petroquimica, del curtido de pieles e industria del
acero entre otros (Olmos y col., 2004; Vazquez y col., 2006; Kim y col., 2008). Por
ejemplo, Olmos y col. (2004) encontraron concentraciones de 710 + 590 mg N-NH4* L™,
60 + 10 mg p-cresol L' y 20 + 5 mg o-cresol L™ en los efluentes de la refineria de Tula,
México.

En la tabla 4, se presentan algunos estudios donde se reportan porcentajes de

inhibicidn en la nitrificacion por el efecto del fenol y sus derivados.
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Tabla 4. Inhibicion de la nitrificaciéon por compuestos fendlicos.

Compuesto Concentracién (mg L?) % de inhibicion Referencia
Fenol 5.6 75 Stafford, 1974
Fenol 3.7 100 Dyreborg y Arvin, 1995
Fenol 2 100 Gernaey y col., 1999
Fenol 4 77 Juliastuti y col., 2003
Fenol 1500 18 Amor y col., 2005
Fenol 292 62 Vazquez y col., 2006
Fenol 500 100 Kimy col., 2008
p-Cresol 5.6 75 Stafford, 1974
p-Cresol 17 70 Texier y Gomez, 2002
p-Cresol 150 100 Kimy col., 2008
m-Cresol 200 20 Kim y Kim, 2003
o-Cresol 4.4 75 Stafford, 1974
o-Cresol 1.3 100 Dyreborg y Arvin, 1995

Los trabajos presentados en la Tabla 4 generalmente omiten datos cinéticos, asi como
informaciéon sobre el rendimiento de produccién de nitrato. Por otro lado, cabe
mencionar que la mayoria de los estudios encontrados en la literatura (Tabla 4) no se
pueden comparar entre si, ya que existieron diferencias en las metodologias usadas, el
tipo de indculo y las variables de respuesta evaluadas.

Stafford (1974) observé que una concentracién de 5.6 mg L™ de fenol y 4.4 mg L™ de o-
cresol inhibieron en un 75% la amonio oxidacién, evaluando la inhibicion mediante las
velocidades de consumo de oxigeno. Mientras que Dyreborg y Arvin (1995) observaron
que una concentracién de 3.7 mg L™ de fenoly 1.3 mg L™ de o-cresol provocé un 100%
de inhibicién en el proceso amonio oxidante respecto a su velocidad de consumo de
amonio. Los resultados de estos autores se basaron en un modelo matematico que
describe una inhibicidén no competitiva por el compuesto fendlico, asumiendo que la
nitrificacion es de orden-cero respecto al oxigeno y amonio. Gernaey y col. (1999)
midieron la inhibicidn usando una técnica de titulacién que cuantifica los protones

formados durante la nitrificaciéon. Mediante un modelo matematico, determinaron a
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partir de estos datos los parametros cinéticos. Juliastuti y col. (2003) definieron el
porcentaje de inhibicién en la nitrificacién mediante la prueba ISO 9509 que se basa en
relacionar las velocidades de oxidacion inhibidas con la madaxima velocidad de
oxidacion.

De entre las teorias que se discuten sobre el efecto del fenol en la nitrificacidn, algunos
autores coinciden en que la actividad de las bacterias nitrificantes aumenta a medida
gue el fenol desaparece del medio. Es decir, se observé que el fenol provoca una fase
de retardo en la nitrificaciéon y se cree que éste es consumido por las bacterias
heterétrofas presentes en el cultivo nitrificante (Stafford, 1974; Gernaey vy col., 1999;
Yamagishi y col., 2001; Amor y col., 2005). Stafford (1974) observé un aumento en la
velocidad especifica de consumo de NHs; conforme la concentracién de fenol disminuia
en el medio, sefialando dos posibles escenarios, el primero donde las bacterias
nitrificantes se adaptaron a la presencia de fenol, el segundo donde las bacterias
heterétrofas consumieron el fenol hasta una concentracién no inhibitoria para la
nitrificacion, permitiendo asi la oxidaciéon del NHs. Coincidiendo con lo sefialado por
Stafford (1974), Gernaey vy col. (1999) observaron en cultivos en lote, que la actividad
nitrificante comenzé hasta que el fenol (2 mg L) se encontré en una concentracién no
inhibitoria, sefialando que el fenol fue consumido por heterétrofos. Hacen falta mas
estudios para entender por completo el efecto de compuestos fendlicos en la
nitrificacion y la relacidn entre nitrificantes y heterétrofos en la oxidacion de éstos.
Respecto a la nitrito oxidacidn en presencia de compuestos fendlicos, Wang (1984)
evalud el efecto del 2,3-diclorofenol y del 2,4,6-triclorofenol en células de Nitrobacter,
a través del consumo de nitrito. El autor sugiere que la respuesta del cultivo depende
del tiempo de contacto entre Nitrobacter y los compuestos fendlicos, asi como de la
concentracién de éstos. El efecto inhibitorio de estos compuestos sobre Nitrobacter
disminuyé conforme el tiempo de exposicion aumentd. En otro trabajo, Martinez-
Herndndez y col. (2011) estudiaron la recuperacidon de actividad de un lodo nitrificante
expuesto previamente a 2-clorofenol (5 mg L™). Sus resultados indicaron que las
velocidades especificas de consumo de amonio y nitrito fueron inhibidas. Sin embargo,

la nitrito oxidacién fue menos sensible a la presencia del 2-clorofenol.
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1.3.3 Oxidacion de compuestos fendlicos por lodos nitrificantes

Los compuestos fendlicos han sido catalogados como peligrosos para la salud del ser
humano y pueden causar efectos de toxicidad y bioacumulacién en organismos
vegetales y animales. Estos compuestos pueden irritar el tracto respiratorio en el
hombre, mientras que su ingesta tendria efectos como dolores abdominales y vémito,
provocando incluso dafos en el higado, el corazén y el sistema nervioso central. La
exposicién cutanea puede provocar quemaduras en la piel y toxicidad sistémica,
aungue no estd claro aun su efecto cancerigeno (Davi y Gnudi, 1999; EPA, 2000).
Debido al efecto negativo de los compuestos fendlicos en la salud publica, surge la
necesidad de desarrollar sistemas que puedan eliminar estos compuestos o bien
transformarlos en otros menos tdxicos. Considerando que varios tipos de efluentes
industriales contienen amonio y compuestos fendlicos, es importante desarrollar
sistemas donde se eliminen ambos compuestos simultdneamente y la nitrificaciéon

surge como una alternativa viable.

En los estudios de la inhibicién de la nitrificacion por compuestos derivados del fenol
(Tabla 4), también es necesario realizar un seguimiento de la oxidacién del compuesto
fendlico, a fin de obtener un mejor entendimiento de la nitrificacién en presencia de
fenol y sus derivados. Amor y col. (2005) trabajaron con un reactor nitrificante
inoculado con lodos activados, al cual se le adicioné fenol de 30 a 2700 mg DQO L™ d*
y amonio a 140 mg N-NH;" L™ d*. Los autores encontraron una alta eficiencia en la
eliminacion de fenol y amonio en todas las velocidades de carga evaluadas. Sin
embargo, la produccién de nitrato disminuyé a medida que la velocidad de carga de
fenol aumentd. La disminucién en el rendimiento de produccién de nitrato podria
significar que la ruta nitrificante ya no era la predominante en el proceso, ya que parte
del amonio consumido pudo ser asimilado por los heterétrofos. Lo anterior coincide
con el sefialamiento de los autores sobre el incremento en la concentracion de
biomasa en el reactor. Es posible que los resultados de Amor y col. (2005) tuvieran
otro enfoque, si los autores hubieran determinado los productos de la oxidacién del
fenol. Yamagishi y col. (2001) utilizaron un consorcio nitrificante adaptado al fenol por

15 afios como fuente de indculo para un reactor de filtracién de flujo cruzado.
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Encontraron que el fenol a 300 mg L d' fue completamente eliminado y
simultdneamente el amonio fue oxidado a nitrato. Sin embargo, los autores no brindan
informacién acerca de la oxidacién del fenol, la formaciéon de posibles intermediarios y
se omite el balance de masa de carbono que permitiria visualizar la posible asimilacién
o mineralizacién del fenol. Yamagishi y col. (2001) sugirieron que el fenol fue
consumido por la desnitrificacion en los periodos de no aireacion del cultivo y los
autores cuantificaron el o6xido nitroso producido en los periodos de aireacién
intermitente. A pesar de que los autores muestran evidencias moleculares de la
presencia de bacterias nitrificantes en el consorcio, se omiten estudios moleculares
para los posibles desnitrificantes. Mientras que Vazquez y col. (2006) estudiaron la
eliminacion simultanea de amonio, fenol y tiocianato (SCN’) en una planta de lodos
activados con actividad nitrificante a nivel piloto, alimentada con agua residual
proveniente de un complejo de manufactura de acero. Los autores indican que a un
tiempo de retencién hidrdulico de 40 h, fueron determinadas eficiencias de consumo
de amonio, fenol y SCN™ del 38, 99 y 37%, respectivamente. Vazquez y col. (2006)
proponen que para alcanzar la eliminacién completa de amonio y SCN’, es necesario
contar con una configuracién de dos etapas, donde la materia organica y SCN” serian
eliminados en la primera etapa, mientras que la nitrificacién ocurriria en la segunda.
Cabe sefalar que en su trabajo, Vazquez y col. (2006) no hicieron mencion de los
productos finales de la nitrificacién. Ademds, los posibles intermediarios de la
oxidacion de la materia orgdnica no fueron determinados, lo cual podria ser
importante en el caso que los intermediarios formados fueran mdas tdxicos que los
compuestos originales. No obstante, estos trabajos manifiestan la potencial aplicacién
de la nitrificacién en el tratamiento de aguas residuales, donde se requiere eliminar

amonio y materia organica simultdneamente.

Respecto al efecto inhibitorio y a la oxidacién del p-cresol en la nitrificacion, la
informacidn en la literatura es alin mas escasa, en especial en consorcios nitrificantes
estabilizados (Tabla 4). Se ha estudiado la eliminacidn de p-cresol en cultivos axénicos
y consorcios microbianos por desnitrificacion y metanogénesis (Bossert y Young, 1986;
Haggblom y col., 1990). Sin embargo, a diferencia de estas investigaciones, son
———————————————————————————————————————
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insuficientes los estudios realizados sobre el efecto del p-cresol y su oxidacion en la
nitrificacion. Los estudios que evaluaron el efecto particular del p-cresol en la
nitrificacion, generalmente han omitido los datos cinéticos que permitan entender
mejor el efecto inhibitorio del compuesto en el proceso respiratorio nitrificante. Texier
y Gémez (2002) observaron que el p-cresol disminuyd el rendimiento de produccion de
nitrato en cultivos nitrificantes en lote. Ademas, el consumo del p-cresol originé la
aparicion de intermediarios carbonados que no fueron identificados, sugiriendo la
capacidad del consorcio nitrificante en oxidar el p-cresol. Sin embargo, estos autores
no proporcionaron datos cinéticos del proceso nitrificante para poner en evidencia la
inhibicidn de la nitrificacidén por el p-cresol y comparar el efecto inhibitorio sobre los
procesos de amonio y nitrito oxidacion. Kim y col. (2008) evaluaron en cultivos en lote
nitrificantes el efecto del p-cresol en un intervalo de concentraciones de 20 a 150 mg L
! observando que a partir de 50 mg p-cresol L™, la velocidad de la amonio oxidacién
disminuyé conforme aumentd la concentracién inicial de p-cresol. Estos autores
sefalaron que podria existir una biodegradacion del p-cresol por el lodo activado
nitrificante. No obstante, los autores no proporcionan datos de la oxidacién del p-
cresol para sustentar esta teoria. Ademas, solo se presentaron datos del consumo de
amonio sin indicar valores de rendimiento en nitrato, por lo que no se podria descartar
la asimilacién del p-cresol y del amonio por el lodo nitrificante.

A pesar de que existe informacidn sobre el efecto de los compuestos fendlicos, y en
menor medida de los cresoles en la nitrificacion, mas estudios son necesarios para
entender a qué se debe la inhibicién en el proceso respiratorio nitrificante. No queda
claro todavia en qué proporcién esta involucrada la inhibicién de las enzimas de la
nitrificacion por los compuestos fendlicos y el efecto de competencia de los
heterétrofos por el oxigeno y el amonio. Estudiar en paralelo la capacidad de los
consorcios nitrificantes para oxidar compuestos fendlicos a través de balances de masa

puede contribuir en entender mejor cémo se ve afectada la nitrificacion.

1.4 Reactores nitrificantes de lotes secuenciados

Los reactores nitrificantes pueden presentar diferentes geometrias de acuerdo a su

uso y aplicacién, como por ejemplo reactores de tanque agitado, filtros percoladores,
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discos rotatorios, filtros sumergidos y reactores de lecho fluidizado (Martinez, 2003).
Cada una de estas configuraciones de reactores tiene sus ventajas y desventajas para
tratar ciertos tipos de aguas residuales con amonio como contaminante. No obstante,
uno de los reactores nitrificantes mas utilizados es el reactor de lotes secuenciados
(SBR por sus siglas en inglés, sequencing batch reactor). Un SBR se define como un
sistema discontinuo en el cual el proceso biolégico y la fase de sedimentacién ocurren
en un tanque unico (Figura 7). El SBR es operado mediante ciclos consecutivos, donde
cada ciclo estd constituido por las siguientes etapas: llenado del tanque, reaccion
biolégica, sedimentacién y drenado (Texier y Gdmez, 2004). Los SBR pueden ofrecer
varias ventajas sobre los sistemas continuos convencionales para el tratamiento de
aguas residuales de tipo doméstico e industrial (Artan y col., 2001). Por ejemplo,
algunos beneficios que se obtienen al utilizar un SBR son el bajo costo de operacion, la
facil automatizacion, la gran flexibilidad de operacién, el ahorro en espacio y en
mantenimiento. Se pueden alcanzar si es requerido, largos tiempos de retencion
celular y la posibilidad de que la biomasa sea lavada del reactor es menor que en un

sistema en continuo (Mace y Mata-Alvarez, 2002).

Toma de

Suministro de muestra _—
oxigeno
|_| /_\ Alimentacién
U Llenado
(1)
T c
rT‘; ‘g % .7
& : Drenado Reaccién
&%
JI—
’< Sedimentado
Drenado
o
o_ o
Reactor de lotes secuenciados Etapasdel ciclo de operacién
&

Figura 7. Esquema del reactor de lotes secuenciados.

En la literatura, se pueden encontrar varios estudios con SBR que involucran la
eliminacion de amonio y materia orgdnica. La mayoria acoplan los procesos biolégicos
de nitrificacion y desnitrificacién aprovechando la alta flexibilidad de operacién que

presenta el sistema SBR donde pueden combinarse fases de aireacion y no aireacion
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en la fase de reaccion. Por ejemplo, el estudio de Villaverde y col. (2000) tuvo como
propdsito el de obtener una alta eficiencia de eliminacion de amonio de aguas
residuales con un alto contenido de amonio y materia organica, mediante la
implementacién de ciclos cortos de aireacidén. Bernardes y Klapwijk (1996) llevaron a
cabo una investigacion para evaluar el desempefio de un SBR a nivel planta piloto
alimentado con aguas residuales municipales, con el cual se pretendidé eliminar
simultdneamente amonio (71 mg N-NH." L™), 4cido acético (443 mg DQO L) y fésforo
mediante los procesos nitrificante y desnitrificante. Estos autores determinaron una
aceptable eliminacién de nitrégeno al cuantificar 12 mg N-NH," L™ a la salida del SBR.
Carucci y col. (1999) estudiaron la posibilidad de tratar aguas residuales provenientes
de una teneria en un SBR bajo condiciones andxicas-aerobias. Los autores obtuvieron
una estable y completa nitrificacion después de 300 dias, y sugirieron que la
eliminacion de la materia organica se llevd a cabo por desnitrificacion en la fase
anoxica. Estos estudios demuestran la eficiencia de los SBR para tratar aguas residuales
de origen industrial y municipal, teniendo incluso ventajas sobre los reactores
continuos. No obstante, desde el punto de vista de la investigaciéon basica, estos
trabajos no contribuyen mucho a generar conocimiento para entender el efecto que
puede tener la materia organica sobre la nitrificacion.

El sistema SBR puede constituir también una herramienta valiosa para el estudio
basico de procesos metabdlicos microbianos bajo diferentes condiciones de cultivo. En
particular, permite desarrollar estudios cinéticos a través de los ciclos de operacion.
Texier y GOmez (2007) observaron en un reactor SBR nitrificante alimentado con p-
cresol (25-150 mg L™) que la oxidacién del compuesto fendlico se llevé a cabo mas
rapidamente conforme transcurrieron los ciclos de operacién y concomitantemente la
inhibicién en la nitrificacion disminuyd con el niumero de ciclos. De tal manera que
después de 5 ciclos de operacién, se obtuvo una completa oxidacién del amonio hasta
nitrato y la desaparicion del p-cresol e intermediarios del cultivo para cada
concentracion inicial de p-cresol. Sin embargo, hay que sefalar que los autores no
identificaron los intermediarios de la oxidacién del p-cresol y tampoco presentaron

datos de velocidades especificas de oxidacion del p-cresol, lo cual podria proporcionar
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informacién valiosa para entender por qué la nitrificacion fue inhibida en los primeros
ciclos.

Sin duda, el SBR puede ser una alternativa viable para eliminar simultdneamente
amonio y compuestos fendlicos de las aguas residuales. Mds estudios basicos en
sistemas SBR son requeridos para caracterizar cinéticamente la capacidad de cultivos
nitrificantes para oxidar simultaneamente amonio y compuestos inhibitorios como el
p-cresol. Informacién de ese tipo ayudaria a controlar mejor sistemas nitrificantes que

tengan contacto con este tipo de compuestos.
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2. Justificacion

La escasez del agua en las grandes ciudades, obliga a los gobiernos a implementar
tecnologias para limpiar el agua contaminada para su posible reutilizacion o descarga
en cuerpos hidricos. Si las aguas residuales de origen industrial no son tratadas,
pueden ocasionar problemas graves al ambiente y al ser humano. Ciertos tipos de
efluentes industriales se caracterizan por tener amonio y compuestos fendlicos como
contaminantes. Es importante contar entonces con tratamientos que puedan eliminar
simultdneamente nitrégeno amoniacal y compuestos fendlicos. Los tratamientos
fisicoquimicos presentan altas eficiencias de eliminacién de amonio, no obstante son
sistemas onerosos y en general sélo trasladan el contaminante de un lugar a otro.
Contrastando, el tratamiento biolégico por nitrificacion-desnitrificacion es una opcién
viable para eliminar nitrégeno amoniacal y fenoles del agua debido a su bajo costo y
alta eficiencia. La nitrificacion es considerada el paso limitante de este sistema, por lo
tanto surge la necesidad de aumentar el conocimiento sobre el comportamiento de
lodos nitrificantes en presencia de compuestos fendlicos. Particularmente en el caso
del p-cresol, no hay muchos estudios y los existentes en la literatura generalmente
omiten variables de respuesta como velocidades, eficiencias de consumo vy
rendimientos de produccién que pueden ayudar a entender el comportamiento
fisiolégico de un consorcio nitrificante en presencia de p-cresol. Ademas, en estos
estudios, no se ha caracterizado cinéticamente la capacidad de lodos nitrificantes para
oxidar al p-cresol y sus intermediarios. Tomando en cuenta que al entender Ia
nitrificacion en presencia de p-cresol surge la posibilidad de mejorar el control del

proceso, es pertinente realizar estudios basicos de tipo fisiolégico en este tema.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general
Estudiar y comprender el efecto del p-cresol sobre el metabolismo de un consorcio

nitrificante.

3.2 Objetivos especificos

Evaluar en cultivos en lote:
¢ El efecto inhibitorio del p-cresol y p-hidroxibenzaldehido sobre el proceso

respiratorio nitrificante.
¢ La capacidad de oxidacion del p-cresol por el consorcio y la formacion de sus

intermediarios.
¢ La participacién de la enzima amonio monooxigenasa en la oxidacion del p-

cresol.
¢ Evaluar en un reactor de lotes secuenciados, la capacidad de un consorcio

nitrificante para oxidar simultdaneamente amonio y p-cresol a través de los

ciclos de operacion.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Reactor nitrificante en continuo

Se utilizé un reactor nitrificante en continuo de tanque agitado (Microferm Fermentor,
New Brunswick Scientific, mod. MF-114) con un volumen nominal de 10 L y un
volumen de operacion de 6 L como fuente de indculo para los cultivos en lote y los
reactores de lotes secuenciados. Se operd con una agitacion de 300 rpm, un tiempo de
residencia hidraulico de 1.8 d y una concentracién de oxigeno disuelto promedio de
4.3+0.1 mg L. El reactor fue operado a temperatura ambiente, mientras que el pH se
mantuvo entre 7.5 y 8.5 y fue ajustado con HCl o NaOH. La Figura 8 esquematiza la

configuracion del reactor nitrificante en continuo.

Suministro de O,

Medio de Cultivo

Salidadelreactor O l Fuente de Fuente de
l ||_| /_\ \I, nitrégeno carbono

@

Recirculacién de
biomasa

Sedimentador

Efluente .
Tanque agitado

Figura 8. Esquema del reactor nitrificante en continuo.

La alimentacion del reactor en continuo se realizé mediante dos medios de cultivo
utilizados como fuentes de nitrégeno y carbono, suministrados por separado mediante
una bomba peristaltica (Master-Flex, Cole-Parmer, cabezal 7518-00) para evitar la
posible cristalizacion de sales. El flujo de alimentacion fue de 1.77y 1.57 L d™ para la

fuente de nitrégeno y carbono, respectivamente. Todas las bombas peristdlticas
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fueron controladas por un temporizador que permitié su encendido durante 30 s cada
15 min. En la Tabla 5 se muestran los componentes de los medios de cultivo. De
acuerdo con la composicién de éstos, la relacion masica C/N fue de 2.4 y se fijé una
velocidad de carga de 145 mg N-NH," L' d*. Adicionalmente, se agregaron 30 mL de

una solucién al 5% de FeSO,4.7H,0.

Tabla 5. Composicion del medio de cultivo para el reactor nitrificante en continuo.

Fuente de nitrégeno Concentracion Fuente de carbono Concentracion
Composicioén de sales (gL Composicion de sales (gL
(NH4),S04 1.18 NaHCO3 9.33
NH,CI 0.94 CaCl, 0.05
KH,PO,4 1.40
MgSO, 0.60
NaCl 1.0

El efluente del reactor se bombed (Master-Flex, Cole Palmer, 7524-40) a un
sedimentador acoplado al reactor. El sedimentador fue construido de acrilico con un
diametro de 8 cm por 92 cm de largo. De la parte inferior del sedimentador la biomasa
fue recirculada hacia el tanque agitado (mediante una bomba Master-Flex, Cole
Palmer, 7524-40), mientras que el efluente clarificado se recolecté de la parte superior
(Figura 8). Con el fin de evaluar el desempefo del reactor nitrificante en continuo, se

cuantificé el amonio, nitrito y nitrato en el efluente asi como la proteina microbiana.

4.2 Cultivos en lote

Todos los cultivos en lote se hicieron en botellas seroldgicas de volumen nominal de
160 mL y un volumen de trabajo de 100 mL. Se realizaron cuatro series de cultivos en
lote: control nitrificante (sin p-cresol ni p-hidroxibenzaldehido (pOHDO)), con adicidn
de p-cresol, con adicidon de p-cresol y aliltiourea (ATU), y con adicion de pOHDO. Se
realizaron controles con biomasa esterilizada (15 min a 12 psi) para verificar la posible
adsorcién del p-cresol en el material biolégico o alguna parte del sistema.

Adicionalmente, la oxidacién quimica y volatilizaciéon fueron evaluadas empleando

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna 67



NOM,
o by,

Materiales y métodos

H
£

4,
= ®
yinos®

WNIVERSy,

cultivos en lote abidticos. El medio de cultivo para los lotes esta descrito en la Tabla 6.
Ademds, a cada botella se le adicioné 0.5 mL de una solucion de FeSO,4-7H,0 (5%). Las
concentraciones iniciales de N-NH," y C-NaHCO; fueron 100 y 250 mg L7,

respectivamente.

Tabla 6. Composicion del medio de cultivo para los cultivos nitrificantes en lote.

Fuente de nitrégeno Concentracion Fuente de carbono Concentracion
Composicién de sales (gL™) Composicion de sales (gL
(NH4),SO4 0.19 NaHCO3 1.75
NH,CI 0.24 CaCl, 0.01
KH,PO, 0.28
MgSO4 0.20
NaCl 0.20

El p-cresol y el pOHDO fueron adicionados por separado a 25 mg C L™. Se realizaron
cultivos adicionales con p-cresol en presencia de ATU a 0.2 mM (25 mg L™). Se
burbujed oxigeno puro (99.6%) en la fase liquida de todos los cultivos por 2 min.
Posteriormente, la biomasa fue resuspendida y las botellas selladas con tapones de
goma vy anillos de aluminio. A continuacion, se burbuje6 oxigeno puro en el espacio de
cabeza (60 mL) por un periodo de 2 min y las botellas se colocaron en una incubadora
(New Brunswick Scientific, mod. Innova 4230) a 300 rpm y 30°C de temperatura. La
concentracién inicial de proteina microbiana fue 134 + 18 mg L™ (178 + 24 mg SSV/L).
El pH inicial fue de 7.7 £ 0.2. Cada botella fue sacrificada a diferentes tiempos y las
muestras filtradas (0.45 um) y analizadas para amonio, nitrito, nitrato, p-cresol,
pOHDO, p-hidroxibenzoato (pOHTO) y carbono orgdnico total. Todos los cultivos se

llevaron a cabo al menos por duplicado.

4.3 Reactores de lotes secuenciados (SBR)

Con el fin de evaluar los cambios en la capacidad del lodo nitrificante para oxidar

simultdneamente amonio y p-cresol en un sistema dinamico, se operaron dos
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reactores de lotes secuenciados. El SBR1 fue utilizado como control y fue alimentado
Unicamente con un medio de cultivo nitrificante, mientras que el SBR2 fue ademas
alimentado con p-cresol a diferentes concentraciones iniciales. Los reactores
(Applikon, mod. p100) tuvieron un volumen de trabajo de 2 L (SBR1) y 1.7 L (SBR2). La
agitacion fue de 225 rpm (Applikon stirrer controller p100, mod. ADI 1012 y 1032). La
aireacion fue suministrada de manera constante por dos bombas de aire (Hagen, mod.
Elite 800) para obtener una concentracién promedio de 5.3 + 0.1 mg O, disuelto L. La
concentracion inicial de proteina fue de 185.9 + 3.0 mg proteina microbiana L™ (253.2
+ 4.0 mg SSV L'!) y 201.4 + 3.0 mg L™ (268.5 + 4.0 mg SSV L") para el SBR1 y SBR2,

respectivamente. La Figura 9 muestra un esquema de los SBR utilizados en este

estudio.
Fuente de Fuente de
nitrégeno carbono
Bomba de aire Bomba de aire
f |
U
A
[/}
0
8 q
[}
%
Bomba
Tanque de SBR2 SBR1
p-cresol
Bomba
Recolecciéon de efluente

Figura 9. Esquema de los SBR nitrificantes.

Cada ciclo de los SBR tuvo una duracion de 12 h dividido en cuatro etapas: llenado (13
min), reaccién aerobia (11 h), sedimentacién (30 min) y drenado (17 min). El medio de
cultivo (Tabla 7) utilizado para ambos SBR fue una mezcla de dos medios como fuente

de nitrégeno (A) y carbono (B). Los medios A y B fueron adicionados mediante bombas

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna 69



NOM,
o by,

"0

WWVERS,
(TN

2\

Casa aiorts o tempo
£

Materiales y métodos

peristalticas (Master-Flex, Cole-Parmer, cabezal 7518-00) a un flujo de 40 y 60 mL min
! respectivamente. La concentracion inicial teérica de N-NH,"y C-NaHCO; para ambos
reactores fue aproximadamente de 100 y 260 mg L™, respectivamente, resultando en
una relacién C/N de 2.6. Cabe sefialar que para el SBR1, al principio de cada ciclo, se
adiciond 1.6 L de medio de cultivo fresco a 0.4 L de lodo nitrificante sedimentado del
ciclo anterior, de tal manera que al finalizar la etapa de sedimentacién 1.6 L de
efluente fueron drenados del reactor. Andlogamente, al comienzo de sus ciclos el SBR2
fue alimentado con 1.4 L de medio y 0.1 L de solucién de p-cresol, sumandose a 0.2 L
de lodo sedimentado del ciclo anterior. Del SBR2 se drenaron 1.5 L de efluente al final

de la sedimentacion.

Tabla 7. Composicion del medio de cultivo para los reactores de lotes secuenciados.

Fuente de nitrégeno Concentracion Fuente de carbono Concentracion
Composicion de sales (gL Composicion de sales (gL
(NH4)2S04 0.54 NaHCO3 4.26
NH,4CI 0.45 CaCl, 0.03
KH,PO,4 0.65
MgSO, 0.50
NaCl 0.50

La alimentacién, asi como la aireacion, el mezclado y el drenado de los SBR se
controlaron automaticamente por temporizadores (Timers Sper Scientific mod.
810060). El p-cresol se adiciond a partir de una solucién madre (548-4370 mg L) a
razén de 17 mL min™ durante 6 min para alcanzar las diferentes concentraciones
iniciales de p-cresol dentro del SBR2 a los diferentes ciclos (Tabla 8).

Se tomaron muestras al final de cada dos ciclos a lo largo de la operacién de los
reactores. De igual manera, se realizé el muestreo a diferentes tiempos dentro de un
mismo ciclo de operacién para establecer las cinéticas del proceso nitrificante y de la
oxidacion del p-cresol. Todas las muestras fueron centrifugadas (Sol-Bat, mod. J-600) a
4000 rpm aproximadamente, para posteriormente ser filtradas (0.45 um) y analizadas
para amonio, nitrito, nitrato, carbono organico total, p-cresol e intermediarios.

I
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Tabla 8. Concentraciones iniciales del p-cresol adicionado al SBR2.

Concentracion de p-cresol (mg C/L) Ciclos
0 0-105

25 106 - 159

50 160 — 225

100 226 -295

200 296 - 322

4.4 Métodos analiticos

Para verificar la reproducibilidad y linealidad de los métodos analiticos utilizados en
esta tesis, se realizaron al menos tres curvas de calibracién para cada técnica analitica.
En la Tabla 9, se muestran los coeficientes de correlacién (R?) y de variacién (CV) de las
pendientes correspondientes a las curvas de calibracion de los diferentes métodos

analiticos.

Tabla 9. Coeficientes de correlacion y de variacion de las pendientes correspondientes a las curvas de calibracion
realizadas por los diferentes métodos analiticos.

Analisis Coeficiente de variacion Coeficiente de correlacion
Amonio (electrodo selectivo) 6.1% 0.994 + 0.017
Nitrito (HPLC) 4.5% 0.999 + 0.001
Nitrato (HPLC) 4.2% 0.999 + 0.001
Carbono organico total (TOC) 4.8% 0.993 + 0.031
p-Cresol (HPLC) 2.4% 0.999 + 0.024
p-Hidroxibenzaldehido (HPLC) 0.6% 0.999 + 0.005
p-Hidroxibenzoato (HPLC) 2.0% 0.996 + 0.020
Proteina microbiana (Lowry) 3.8% 0.991 + 0.004

Todos los métodos presentaron un CV menor al 10%, lo cual indicé una aceptable
reproducibilidad, mientras que los R®> fueron mayores a 0.991, demostrando una

respuesta lineal de los métodos.
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4.4.1 Cuantificacion de amonio

Se utilizé un electrodo de ién selectivo (pHoenix electrode Co. Mod. NH331501) para
cuantificar el amonio disuelto en soluciéon acuosa mediante su conversidon a amoniaco.
El principio del método se basa en desplazar el equilibrio del par NH,"/NH3 en solucién
acuosa mediante la alcalinizacidon de las muestras. El electrodo selectivo cuenta con
una membrana permeable al amoniaco. Por lo cual fue necesario alcalinizar todas las
muestras a un volumen final de 50 mL con NaOH 10 N, bajo agitacion constante y
temperatura ambiente. El electrodo estuvo acoplado a un potenciémetro portatil
(DigiSense, Cole-Parmer) que permitié la lectura del potencial (mV) cuando fue estable
(aproximadamente 3 min después de adicionar el NaOH). Siempre que fue analizada
una muestra se construyé una curva de calibracién de N-NH," en un intervalo de
concentraciones adecuado para cada muestra (entre 0 y 500 mg L™). El valor del
potencial es proporcional al logaritmo de la concentracién, cuyo valor puede ser
calculado directamente de la ecuacién de la recta (ecuacién 16). La ecuacion (17) fue

utilizada para calcular la concentracion de amonio en las muestras.

Potencial = m logaritmo ([NH}]) + b (16)
[NH}] = antilog (—POten;:al_b) (17)

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

La Figura 10 muestra un ejemplo de las curvas de calibracién empleadas para

determinar amonio.
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Figura 10. Curva de calibracion para la cuantificacién de amonio.
4.4.2 Cuantificacion de nitrito y nitrato

La cuantificacion de nitrito y nitrato se llevé a cabo por dos métodos: cromatografia de
liguidos (HPLC, Perkin Elmer serie 200) y electroforesis capilar (Beckman Coulter,
proteomelab PA 800). En la cromatografia de intercambio idnico, la fase estacionaria
es una resina de intercambio y la separacion esta gobernada por la fuerza de las
interacciones entre los iones y los sitios de intercambio de la resina. Se utilizé una
columna de intercambio idnico (IC-Pak anion HC, 4.6 x 150 mm) y un detector UV/VIS a
una longitud de onda de 214 nm. La fase movil estuvo compuesta de: 20 mL de n-
butanol, 120 mL de acetonitrilo y 20 mL de solucién borato-gluconato, llevados con
agua desionizada a un volumen final de 1 L. La soluciéon borato-gluconato fue
preparada con 16 g de gluconato de sodio, 18 g de acido bérico, 25 g de tetraborato
decahidratado de sodio, 250 mL de glicerol y llevados a 1 L con agua desionizada. El
flujo fue de 2 mL min™". Las muestras fueron filtradas (membrana de nylon, 0.45 pm) y
colocadas en viales para su andlisis. En cada corrida, se cuantificaron estdndares de
concentracién conocida, o se establecieron curvas de referencia. La Figura 11 muestra
un ejemplo de las curvas de calibracién (0-100 mg N L?) utilizadas para verificar la

linealidad del método.
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Figura 11. Curva de calibracion para la cuantificacion de nitrito y nitrato por HPLC.

La electroforesis capilar se basa en la migracién 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 estd relacionada con su carga y la intensidad del
campo eléctrico aplicado, asi como la composicion del electrolito, el cual funciona
como el medio de separacidon que proporciona una resistencia (Weinberger, 1993)..El
equipo utilizado fue un analizador capilar de iones con un detector UV (arreglo de
iodos) y se trabajé a una longitud de onda de 240 nm. Las condiciones de operacion
fueron: voltaje de 12 KV, tiempo de corrida de 5.5 min y temperatura de 25°C. El
capilar utilizado tiene un recubrimiento de silica fundida de 60 cm de largo y 75 um de
didmetro interno. El electrolito se preparé tomando 5 mL de las siguientes soluciones:
sulfato de sodio anhidro (0.1 M), cloruro de sodio (10 mM) y CIA Pak OFM anion-BT
(Waters), finalmente se llevd a un volumen de 50 mL con agua desionizada. Las
muestras fueron filtradas por una membrana de nylon (0.45 um) y se realizaron
diluciones para que las muestras no superaran los 50 mg N L al momento de ser

analizadas. Para comprobar la linealidad del método, se construyeron curvas de

calibracion. La Figura 12 es un ejemplo de éstas.
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Figura 12. Curvas de calibracidon para la cuantificacion de nitrito y nitrato por electroforesis capilar.

4.4.3 Cuantificacion de carbono orgdnico total

Se utilizd un analizador de carbono orgéanico total (Shimadzu, TOC-V CSN) para
cuantificar el carbono organico e inorgdnico en las muestras. El equipo determina por
separado el carbono total e inorganico y por diferencia de éstos se calcula la
concentracion de carbono organico. Para determinar carbono total, la muestra es
acarreada por aire de alta pureza hacia un tubo de combustién que contiene un
catalizador y estd a 680°C. El carbono es oxidado a CO, en el tubo de combustidn.
Posteriormente, el gas es secado y enfriado para ser detectado con un analizador
infrarrojo, cuya drea es calculada por un procesador de datos. El drea es proporcional a
la concentracién de carbono total en la muestra. El principio del método se basa en la
propiedad de absorcién de radiacion infrarroja que presenta el CO,. Para cuantificar
carbono organico, la muestra es previamente acidificada y sometida a burbujeo con el
gas acarreador de tal manera que el carbono inorgdnico como el bicarbonato y
carbonato sea eliminado en forma de CO,. Finalmente, la muestra es analizada de
manera similar al carbono total. Para la determinacién de la concentracién de carbono
en las muestras, se hace uso de curvas de calibracién (0-1000 mg C L") almacenadas
previamente en el equipo. El tratamiento de las muestras fue un centrifugado (4000
rom durante 10 min) y un posterior filtrado (0.45 um) previo a su andlisis por el

equipo. A continuacién se muestra un ejemplo de las curvas de calibracién de carbono
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total (a partir de ftalato de sodio) y carbono inorgdnico (a partir de bicarbonato y

carbonato de sodio) (Figura 13).

1200 —— Carbonototal
—&— Carbonoinorgénico
1000
y CT =0.993x + 6.0272
R2=0.9997
800
c y CI=0.993x + 6.0272
8 600 R2=0.9997
<
400
200
0

0 200 400 600 800 1000

Concentraciéon (mg C/L)

Figura 13. Curvas de calibracién de carbono total y carbono inorganico.

4.4.4 Cuantificacion de p-cresol e intermediarios

La determinacion de las concentraciones de compuestos fendlicos en las muestras se
llevé a cabo por HPLC. De manera similar a la cuantificacion de nitrito y nitrato, la
separacion de los compuestos fendlicos esta determinada por la fuerza de las
interacciones del p-cresol y sus intermediarios con los sitios de intercambio de la
resina (fase estacionaria) que forma parte de la columna de separacion, asi como la
composicion de la fase mdvil. Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos Perkin-Elmer
series 200, empleando una columna Bondclone 10u C18 (Phenomenex, 300 x 3.9 mm).
El equipo cuenta con un detector UV/VIS y se fijo la longitud de onda a 254 nm. La fase
movil fue una mezcla de acetonitrilo y agua (60:40 v/v) y se trabajo a un flujo de 1.5
mL min™ y un tiempo de corrida de 4 min. La inyeccién de muestra se hace por un
automuestreador fijando el volumen de inyecciéon en 20 pL. El tratamiento de las
muestras consistio en un centrifugado (4000 rpm durante 10 min), el sobrenadante fue
filtrado por una membrana de nylon (0.45 um) para finalmente colocar 2 mL de
muestra en cada vial. En cada corrida, simultdneamente con el analisis de las muestras,

se cuantificaron estandares de concentracién conocida o se establecieron curvas de
I
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referencia. La Figura 14 es un ejemplo de las curvas de calibracion construidas para la
técnica de cuantificacion de p-cresol, p-hidroxibenzaldehido (pOHDO) y p-
hidroxibenzoato (pOHTO) por HPLC.

10000000 o—peresol Y per = 12128x + 326.14

R2=0.9999
9000000 pOHTO

8000000 &— pOHDO YpOHTOz= 28091x-97958
R*=0.9958
7000000

6000000 Y pOHDO=111051x-40875
R?=0.9992
5000000

Area

4000000
3000000
2000000
1000000

0
0 25 50 75 100 125

Concentracién (mg C/L)

Figura 14. Curvas de calibracion de p-cresol, p-hidroxibenzaldehido (pOHDO) y p-hidroxibenzoato (pOHTO) por
HPLC.

4.4.5 Cuantificacion de proteina microbiana

El método colorimétrico de Lowry (Lowry y col., 1951) fue utilizado para determinar la
concentracion de proteina microbiana en el reactor en continuo, los reactores de lotes
secuenciados y los cultivos en lote. EIl método se basa en la reaccién para formar un
complejo Cu-proteina y la posterior reducciéon 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) estd formado por molibdato, fosfato y tungstato
de sodio y produce un maximo de absorcién a 750 nm. Esta técnica requiere de
proteinas que contengan péptidos con grupos fendlicos que puedan enlazarse con el
Cu*. Para cada serie de muestras analizadas, se preparé una curva de calibracién de
albimina (Sigma, 96-99%) de 0 a 300 mg L™. Las muestras y los estandares recibieron
el mismo tratamiento. Se tomd 1 mL de muestra y se colocd en tubos de ensaye con
tapa de rosca de 10 mL. Se adiciond 0.1 mL de NaOH (10 N). Posterior a la agitacion
mediante un vortex, se calentaron los tubos por 20 min a 90°C en un bafio seco. Se

necesitaron tres soluciones: (a) NaCO3 0.19 M en NaOH 0.1N, (b) CuSO4 al 1% vy (c)
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tartrato de sodio y potasio al 2%. Se prepard una solucion de trabajo (1 mL solucién (b)
+ 1 mL de solucion (c) + 48 mL de solucidn (a)) que fue posteriormente adicionada a
cada tubo (5 mL). Se dejaron reposar los tubos por 30 min en la oscuridad.
Posteriormente, se agregd 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau, dejando reposar
nuevamente en la oscuridad por 1 h, para finalmente medir la absorbancia a 750 nm
en un espectrofotémetro UV/VIS (Shimadzu, mod. UV-1601). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. La Figura 15 muestra un ejemplo de las curvas de calibracion

utilizadas en esta técnica.

0.9
0.8
0.7

0.6
y=0.0026x+0.0243
05 R?=0.9938
0.4

0.3 =—O— Proteina microbiana

Absorbancia

0.2
0.1

0C
0 100 200 300 400

Concentracion (mg Albumina/L)

Figura 15. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteina microbiana por el método de Lowry.

4.4.6 Determinacion de oxigeno disuelto y pH

El oxigeno disuelto fue cuantificado mediante un medidor de oxigeno disuelto (Hanna,
HI 98186) con un electrodo polarografico (HI76407/4F). Este equipo tiene integrado un
sensor de temperatura y un barémetro compensando automaticamente las lecturas de
oxigeno disuelto. El pH fue medido mediante un medidor portatil (Digi-Sense, Cole
Palmer) acoplado a un electrodo combinado de calomel y vidrio. Los medidores de
oxigeno disuelto y pH fueron calibrados antes de realizar las mediciones

experimentales de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

4.5 Variables de respuesta

Para evaluar el efecto de las variables independientes sobre el proceso respiratorio

nitrificante, se utilizaron variables de respuesta que proporcionaron la informacion
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global del proceso. Estas fueron la eficiencia, el rendimiento y las velocidades
especificas. La eficiencia en el consumo de amonio (Exns, %) se define como la
capacidad del consorcio nitrificante para consumir su sustrato (Ecuacién 18). La
eficiencia puede proporcionar informacién sobre el consumo del sustrato. Por ejemplo
eficiencias bajas de consumo podrian ser la consecuencia de problemas de transporte
del sustrato a la célula y/o una disminucién en la velocidad de la primera reacciéon

enzimatica involucrada en la oxidacion del sustrato.

[Sutrato inicial]-[Sustrato final]) (100) (18)

Eficiencia - ( [Sustrato inicial]

El rendimiento de produccién de nitrato (Ynos, g8 N-NO3 /g N-NH,4* consumido) se define
como la cantidad de nitrato formado a partir del amonio (sustrato) utilizado. La
ecuacioén 19 se utilizé para determinar los rendimientos en nitrato y en biomasa (Yswm, g
N-biomasa/g N-NH4" consumido). El rendimiento no posee unidades (cuando se utiliza
el mismo elemento quimico como base de calculo) y su importancia como variable de

respuesta radica en que puede proporcionar informacion sobre qué vias metabdlicas

predominan.

.. mg Producto formado
Rendimiento = —2 / : (19)
mg Sustrato consumido

Para evaluar la parte cinética del proceso nitrificante en los cultivos en lote y reactores
de lotes secuenciados, se determinaron las velocidades especificas de consumo de
amonio (gqnua) Y produccién de nitrato (qnos). La gnnsa €s la variable de respuesta del
proceso amonio oxidante mientras que la gnos es la variable de respuesta de la nitrito
oxidacion. El modelo logistico de Gompertz fue utilizado para analizar los datos
cinéticos de los ensayos. En este modelo, la produccidon de nitrato o el consumo de
amonio pueden ser expresados como una funcién del tiempo de acuerdo a la siguiente
ecuacion (20).

P = aexp(—Bexp(—kt)) (20)
Donde P es el producto del proceso nitrificante (mg N L*), a es la concentracién
maxima de producto (mg N L) cuando t — eo; B es una constante relacionada con
las condiciones iniciales (cuando t =0, P = aexp(—B)), mientras que k es la velocidad

especifica de produccién (h™') y t el tiempo (h) (Acufia y col., 1999; Ramirez-Coutifio y
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col., 2006). Los parametros a,B,k fueron ajustados a partir de los datos
experimentales usando el programa de analisis y construccién de gréaficas Origin 8.0
(OriginLab Inc.). La velocidad maxima de consumo de amonio o produccidn de nitrato
fue calculada a partir de estos parametros que arroja el modelo de Gompertz y

sustituyéndolos en la ecuacién (21) (Draper y Smith, 1981).

Vmax = 0.368ak (21)
Mientras que para determinar si existié una fase de retardo en el cultivo, fue utilizada

la ecuacion 22.

1

Fase de retardo = B — (E) (22)

Finalmente, las velocidades especificas se determinaron dividiendo las velocidades
volumétricas (Vmax) entre la concentracion de proteina microbiana.

Para evaluar al reactor nitrificante en continuo, se realizd un balance de nitrégeno
como se muestra en la ecuacion 23.

Qn-nup iniciat = Qn-nu} fina T Onv-no; + Qn-no; T Qn-piomasa (23)
Donde @Q se define como la velocidad volumétrica (mg N L™t d!). Mientras que en los
cultivos en lote y reactores de lotes secuenciados fueron realizados los siguientes
balances de nitrégeno (ecuacion 24) y carbono (ecuacion 25).

[N — NHj] inicio = [N — NH{] final + [N — NO; ]+ [N — NO;] + [N — Biomasa formadal] (24)
[C — pcresol] inicial + [C — CO,] inicial + [C — HCOj ] inicial = [C — pcresol] final + [C — HCO; ] final +
[C — CO,] final + [C — intermediarios] + [C — Biomasa formada] (25)

Para estimar, tanto al nitrégeno como al carbono de biomasa en los balances, se
cuantificd la proteina microbiana y se asumio que el 16% de la proteina microbiana es
nitrégeno, el 50% de la biomasa es carbono (Bailey y Ollis, 1986) y 12% de la biomasa
es nitrégeno (Ramalho, 1996).

En el caso del balance de carbono, es necesario mencionar que no se realizé la
cuantificacion experimental de CO,. Mediante la ecuacién de Henderson-Hasselbalch
(ecuacion 26) se hizo una estimacién de la concentracién de CO; en la fase gaseosa de
los cultivos en lote a partir del valor experimental de pH y la concentracién de HCO3’

en soluciéon, medido como carbono inorganico por el medidor de carbono organico
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total. Se utilizé6 un valor de pKa del par acido/base (H,CO3/HCO3) de 6.35 (Harris,
2003). Se tomaron en cuenta un pH inicial de 7.7 £ 0.2 y final de 6.8 + 0.3.

base conjugadal] (26)

_ [
pH = pk, + log cido]
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5. Resultados y discusion

5.1 Reactor nitrificante en continuo

Para minimizar las posibles variaciones en los experimentos en lote ocasionadas por
cambios en el metabolismo propio del consorcio, se utilizé un lodo nitrificante
metabodlicamente estable como indculo. Para tal motivo, un reactor nitrificante en
continuo fue operado y utilizado como fuente de indculo. De acuerdo con el perfil
nitrificante obtenido, hubo una conversidon casi total de amonio a nitrato, con una
produccion de nitrito y una velocidad de descarga en amonio residual despreciables
(Figura 16). Las velocidades volumétricas de carga de amonio y produccién de nitrato
permanecieron constantes con un coeficiente de variacion menor al 10% (Tabla 10),
indicando que el proceso respiratorio nitrificante se encontré bajo régimen
estacionario. Bajo estas condiciones de operacion, la Eyps fue de 99.5% + 0.2 y el Ynos
de 0.97 + 0.05 g N-NO3/g N-NH," consumido. La produccién de biomasa fue baja (Ygum =
0.02 + 0.01 mg N-biomasa producida mg™ N-NH,* consumido), lo cual sumado con el
alto rendimiento de produccion de nitrato alcanzado, indicd un proceso nitrificante
desasimilativo. Lo anterior puede entenderse en términos de la limitada obtencion de
energia que puede alcanzar el proceso nitrificante, ya que de la oxidacién total del
NH;" a NO;3 sélo se podrian obtener méximo -348.8 kJ reaccion™ (Beristain-Cardoso y

col., 2009).
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Figura 16. Perfil del reactor nitrificante en continuo.

Tabla 10. Velocidades de carga y descarga del reactor nitrificante (mg N Lt d'l).
Entrada (mg N L™* d?) Salida (mg N L' d)
N-NH,4" N-NH,4" N-NOj3 N-NO, N-BM
141.3+£6.6 0.7+1.3 136.9%9.9 0.6+1.8 2.8+0.1

5.2 Cultivos en lote
5.2.1 Efecto del p-cresol en cultivos nitrificantes en lote

Se realizaron cultivos nitrificantes en lote sin p-cresol como controles. En la Figura 17,
se muestra el consumo de amonio y la produccién transitoria de nitrito y final de
nitrato. Los cultivos presentaron un cambio en el valorde pHde 7.7 £ 0.2a2 6.8 £ 0.3 en
el transcurso de 24 h de incubacién. La concentracidn inicial y final de oxigeno disuelto
fue de 6.2 + 0.2 y 5.3 + 0.2 mg L, respectivamente. Después de 24 h, la Enys fue de
95.5% + 0.5 y el Yno3 de 1.0 £ 0.1, indicando que la nitrificacién se llevd a cabo
exitosamente bajo estas condiciones experimentales. No se observd una produccién
significativa de biomasa. De acuerdo con el modelo de Gompertz, las velocidades

especificas de los procesos amonio y nitrito oxidantes fueron de 0.12 + 0.002 mg N-
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NH," mg'1 proteina microbiana h'ly 0.03 £ 0.01 mg N-NO3’ mg'1 proteina microbiana h’

! respectivamente.
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Figura 17. Perfil cinético del proceso nitrificante en cultivos en lote.

Posteriormente, se adiciond el p-cresol a los cultivos a una concentracion de 25 mg C L

!y se establecieron los perfiles cinéticos para N-NH,", N-NO, y N-NO; (Figura 18).
100 -
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—=&— N-Amonio
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0 10 20 30 40 50
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Figura 18. Perfil nitrificante en cultivos adicionados con p-cresol (25 mg C L™Y).
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La adicién del p-cresol provocd una drastica disminucidn en las velocidades especificas

nitrificantes. qnna Y dnos disminuyeron un 83 y 60%, respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Velocidades especificas (mg N mg'1 proteina microbiana h'l) y fase de retardo (A) de los cultivos
nitrificantes en lote en ausencia (control) o presencia de p-cresol.

Consumo de amonio Produccién de nitrato
A (h) ONH4 A(h) anos
(mg N mg™ proteina (mg N mg™ proteina
microbiana h™) microbiana h™)
Control 0 0.12 +0.002 0 0.03+0.01
Con p-cresol 16 0.02 £ 0.002 23 0.012 £ 0.001
(25 mgc LY (-83%) (-60%)

Ademads, de acuerdo con el modelo de Gompertz, se presentd una fase de retardo (A)
en el consumo de amonio en las primeras 16 h de cultivo (Figura 18 y Tabla 11). No se
detectd nitrito, lo cual indicé que la disminucion en la velocidad especifica de
produccion de nitrato fue principalmente causada por la disminucion en la velocidad
especifica de oxidaciéon de amonio a nitrito. Después de 48 h, el proceso nitrificante
alcanzo una Eypyg de 96% + 9 y un Ynos de 0.95 + 0.06. Lo anterior demuestra que en
presencia de p-cresol, los procesos amonio y nitrito oxidantes se llevaron a cabo
exitosamente pero de manera mds lenta. La via metabdlica nitrificante fue alterada
solamente a nivel de su velocidad ya que el nitrato sigue siendo el principal producto
de la via. Estos resultados concuerdan con varios estudios, donde se indica que el
proceso amonio oxidante es mas sensible a la presencia de materia orgdnica (Zepeday
col., 2003; Dokianakis y col., 2006; Texier y Gémez, 2007). Algunos autores han
propuesto que el efecto inhibitorio de la materia organica sobre la nitrificaciéon puede
estar relacionado con una inhibicién sobre la enzima AMO, la cual se considera posee
habilidades para oxidar una amplia variedad de compuestos organicos (Keener y Arp,

1993, 1994; McCarty, 1999; Duddleston, 2002).
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5.2.2 Oxidacion del p-cresol por el cultivo nitrificante

Para verificar que no existiera una posible pérdida de p-cresol por adsorcidn, oxidacion
guimica o volatilizacion, se realizaron controles con biomasa estéril y abidticos. La
pérdida de p-cresol bajo estas condiciones fue despreciable ya que fue menor al 7%. La
Figura 19a muestra el perfil cinético de la oxidacién del p-cresol por el consorcio
nitrificante. El p-cresol fue rapida y totalmente consumido a una velocidad especifica
(gper) de 0.17 £ 0.06 mg C mg™ proteina microbiana h™. El p-hidroxibenzaldehido
(pOHDO) y p-hidroxibenzoato (pOHTO) fueron identificados y cuantificados como
intermediarios transitorios en la oxidacion del p-cresol. El pOHDO fue el mas
recalcitrante de los intermediarios con una acumulaciéon en el cultivo de 7 h.
Transcurridas 18 h, el pOHDO fue totalmente consumido. El pOHTO se presenté a una
concentracion baja a lo largo de las 18 h de cinética, para finalmente desaparecer a las
20 h de cultivo. Andlogamente, se realizd la medicién de carbono organico total (COT)
a lo largo de las cinéticas, encontrandose una acumulacion de éste a una
concentracién de 25 + 1 mg L™ durante 7 h, coincidiendo con la acumulacién de
intermediarios. Posteriormente, la concentraciéon de COT disminuyé hasta alcanzar un
valor de cero a las 20 h. Estos resultados muestran que el consorcio nitrificante fue

capaz de consumir completamente al p-cresol y sus intermediarios.
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Figura 19. Oxidacion del p-cresol por un consorcio nitrificante sin (a) y con (b) aliltiourea.

El balance de carbono se presenta en la Tabla 12. Cabe senalar que el crecimiento

microbiano fue despreciable durante las 24 h de cultivo, lo que indica que el p-cresol

fue mayoritariamente mineralizado, lo cual

confirma el bajo rendimiento de

produccién de biomasa (Ygw = 0.15 + 0.02 mg C-biomasa mg™ C-p-cresol consumido).

Tabla 12. Balance de carbono en los cultivos nitrificantes (24 h) adicionados con p-cresol.

Concentracién inicial (mg CL™)

Concentracion final (mg CL™)

p-Cresol COZ* HCO;5 BM p-Cresol Intermediarios COZ* HCO5 BM
23.9+ 111 222+ 103.8 0 0 67.6 + 190.5 + 107.5
0.8 +0.2 5.1 +10 6 13.2 +10

*
Concentracion tedrica calculada a partir de los valores experimentales de pH y de concentracién en HCO3, y

utilizando la ecuacion de Henderson-Hasselbalch.

Keener y Arp (2004) observaron la transformaciéon de compuestos aromdticos como el

p-cresol por Nitrosomonas europaea (Tabla 3), dando origen a productos mas
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oxidados, los cuales fueron acumulados en el medio de cultivo, es decir, no ocurrié un
rompimiento del anillo bencénico. Estudios previos sefialaron que células de N.
europaea fueron capaces de oxidar benceno a fenol y posteriormente a hidroquinona
(Hyman y col., 1985; Keener y Arp, 1994). Los autores sugirieron que la enzima AMO
podria catalizar la oxidacion del benceno. En estos estudios, no se observd el
rompimiento del anillo aromdatico del benceno por el cultivo. En contraste, Zepeda vy
col. (2003, 2006) sefialaron que un consorcio nitrificante fue capaz de oxidar benceno,
m-xileno y tolueno hasta acidos grasos volatiles. Zepeda y col. (2003) propusieron que
la oxidacion de benceno hasta acetato via fenol, podria haberse llevado a cabo con la
participacién conjunta de las microfloras nitrificantes y heterdtrofas que coexisten en
el consorcio nitrificante. Los autores llegaron a esta conclusiéon argumentando que con
base en los antecedentes en la literatura, las bacterias amonio oxidantes pudieron
iniciar la oxidacion del benceno a fenol y posteriormente otras bacterias presentes en
el consorcio continuarian la oxidacion del fenol hasta acetato. En el consorcio
nitrificante utilizado en el presente trabajo, es posible también que se diera una
participacion conjunta de las microfloras nitrificantes y heterétrofas para alcanzar la
mineralizacion del p-cresol.

Los resultados del presente estudio sugieren que la oxidaciéon del p-cresol por el
consorcio nitrificante sigue la misma via metabdlica propuesta por varios autores, ya
sea en condiciones aerobias o anaerobias, que consiste en la formacion secuencial de
p-hidroxibenzilalcohol (pOHOL), pOHDO y pOHTO (Hopper y Taylor, 1975; Bossert y
col., 1989; Haggblom y col., 1990). Haggblom y col. (1990) sugirieron que existe una
ruta universal para los pasos iniciales de la oxidacién del p-cresol donde el aceptor final
de electrones puede ser el oxigeno, nitrato, sulfato o diéxido de carbono. Se ha
reportado para bacterias aerobias y desnitrificantes que el p-cresol es oxidado por la
enzima p-cresol metilhidrolasa (PCMH) a pOHOL y pOHDO, el cual es nuevamente
oxidado a pOHTO por una deshidrogenasa dependiente de NAD" (Rudolphi y col.,
1991; Yadav y col., 2005). Estudios con oxigeno marcado (*20) realizados por Hopper
(1978) demostraron que el oxigeno que utiliza la PCMH para oxidar el grupo metilo del
p-cresol proviene del agua, de tal manera que el oxigeno molecular Unicamente sirve

como aceptor final de electrones y no como un reactivo en la primera reaccién de la
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ruta. Bajo las condiciones aerobias utilizadas en este estudio es muy probable también
gue la oxidacién del grupo metilo se llevara a cabo por medio de oxigenasas. De hecho,
algunas de las enzimas involucradas en la oxidacion de compuestos aromaticos como
el p-cresol por via aerobia son monooxigenasas y dioxigenasas (Harayama y Kok, 1992;
Harwood y Parales, 1996). Estudios previos mostraron que la bacteria amonio oxidante
Nitrosomonas europaea fue capaz de oxidar un amplio intervalo de hidrocarburos
aromaticos y no aromaticos y se cree que la enzima AMO estuvo participando (Hyman
y col., 1985; Rasche y col., 1990; Chang y col., 2002; Yi y Harper, 2007; Rho y col.,
2009). En particular, Keener y Arp (1994) sefialaron que el tolueno fue oxidado a bencil
alcohol y benzaldehido por un cultivo puro de N. europaea y estas transformaciones
solo fueron llevadas a cabo por células con la AMO activa. Lo anterior indicd que la
AMO estaria involucrada en la oxidacién del grupo metilo (-CHsz) unido al anillo
bencénico. Estos autores también observaron que el p-cresol fue cuantitativamente
convertido a pOHDO via pOHOL por N. europaea, pero con la AMO inactiva (se utilizé
al acetileno como inhibidor selectivo). Los resultados experimentales de Keener y Arp
(1994) sefialaron que enzimas distintas a la AMO en N. europaea oxidaron el grupo
metilo del p-cresol.

El conjunto de estos resultados indica la posibilidad de que diferentes vias metabdlicas
pudieron estar involucradas en la oxidacién del p-cresol por el consorcio nitrificante
utilizado en el presente estudio. De hecho, los consorcios microbianos tienen la
ventaja de presentar una amplia capacidad metabdlica con una gran diversidad en su

material enzimatico.

5.2.3 Oxidacion del p-cresol por cultivos tratados con aliltiourea

De acuerdo con los resultados presentados en la seccion anterior, podria ser que las
bacterias amonio oxidantes estuvieron involucradas en la oxidacion del p-cresol. Sin
embargo, no se puede distinguir si fueron las bacterias amonio oxidantes o las

heterétrofas las que oxidaron inicialmente al p-cresol. Conocer esta informacién
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podria contribuir a entender mejor el mecanismo mediante el cual el p-cresol inhibid la
nitrificacion.

Para determinar si la enzima AMO estuvo involucrada en la oxidacién del p-cresol por
el lodo nitrificante, se utilizé la aliltiourea (ATU) como un inhibidor selectivo de la AMO
(Bedard y Knowles, 1989; Ginestet y col., 1998). En primera instancia, se verificd que la
adicién de ATU (25 mg L) provocara una inhibicion de la amonio oxidacién estable y
completa durante 24 h de incubacién, resultando en una Eyys de 1.7 + 1.1% y un Yynos
de 0.97 + 0.05, lo cual indicé que sélo una minima cantidad de amonio fue consumido
y posteriormente oxidado hasta nitrato. Por lo tanto, la ATU inhibié la actividad
amonio oxidante pero no asi la nitrito oxidacion. La Figura 18b muestra el perfil
cinético de la biotransformacion del p-cresol obtenido en cultivos tratados con ATU.
Los resultados muestran que el p-cresol fue oxidado a pOHDO y pOHTO en un perfil
muy similar a los obtenidos sin inhibidor de la AMO. Estos resultados sugieren que la
AMO no estuvo involucrada en la oxidacion del p-cresol por el consorcio nitrificante.
Keener y Arp (1994) observaron que la mayoria de las transformaciones (benceno,
tolueno, etilbenceno, p-xileno y estireno) por N. europaea fueron inhibidas por
acetileno, un inactivador de la AMO. Sin embargo, los autores encontraron que el p-
cresol fue oxidado por células tratadas con acetileno, indicando que en Nitrosomonas
europaea, el p-cresol fue oxidado a pOHDO por una enzima o enzimas diferentes a la
AMO. En el presente trabajo y con el consorcio nitrificante utilizado, parece ser que al
igual que en los cultivos axénicos de N. europaea utilizados por Keener y Arp (1994), la
oxidacion del p-cresol no dependié de la actividad de la AMO. Estos resultados
sugieren que la inhibicidn por el p-cresol sobre la actividad nitrificante del lodo no fue
atribuible a un efecto de inhibicién tipo competitiva sobre la enzima AMO como se ha
mencionado en trabajos previos con otros compuestos aromdticos (Hockenbury y

Grady, 1977; MacCarty, 1999).

5.2.4 Efecto del p-hidroxibenzaldehido en la nitrificacion

El hecho de que al adicionar p-cresol, el proceso de amonio oxidacién fue lento

durante las primeras 16 h y simultdneamente en los mismos cultivos el p-cresol fue
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totalmente consumido en menos de 2 h, mientras que el pOHDO se acumulé por 7 h,
sugirieron que el p-cresol pudo no ser el responsable directo de la inhibicion de la
nitrificacion pero si el pOHDO. Cuando el p-hidroxibenzaldehido fue adicionado a los
cultivos nitrificantes en lote, las gnua Y Qnoz disminuyeron un 83 y 67%,
respectivamente (Tabla 13). Las velocidades especificas disminuyeron en la misma
proporciéon ya fuera con p-cresol o pOHDO adicionado, mostrando que el pOHDO

pareciera ser el principal responsable de la inhibicién de la nitrificacidn.

Tabla 13. Velocidades especificas (mg N mg'1 proteina microbiana h'l) y fase de retardo (A) de los cultivos
nitrificantes en lote en ausencia o presencia de p-cresol o p-hidroxibenzaldehido.

Consumo de amonio Produccidn de nitrato
A(h) ONH4 A (h) anos
Sin compuesto 0 0.12 £ 0.002 0 0.03+0.01
aromatico
Con p-cresol 16 0.02 £ 0.002 23 0.012 £ 0.001
(25 mgc LY (-83%) (-60%)
Con pOHDO 27 0.02 £ 0.002 15 0.01 £0.001
(25 mgc LY (-83%) (-67%)

Estos resultados pueden estar relacionados con las caracteristicas quimicas de los
benzaldehidos. En algunos trabajos, se ha seifalado que estos compuestos pueden
alterar la permeabilidad de la membrana celular. Ramos-Nino y col. (1998) evaluaron
el efecto de 11 diferentes benzaldehidos fendlicos sobre bacterias como Listeria,
Salmonella y Lactobacillus. Los autores sugirieron que los benzaldehidos actuan fuera
de la célula, y podrian reaccionar con los grupos sulfhidrilo (-SH) que se encuentran en
la superficie celular de ciertas bacterias. Estos mismos autores argumentan que es
probable que el enlace covalente del grupo carbonilo con el grupo sulfhidrilo fuera el
mecanismo de la inhibicién. Long y Ward (1989) estudiaron el efecto negativo del
benzaldehido en Saccharomyces cerevisiae, observando que conforme aumentaba la
concentracion de benzaldehido disminuia el crecimiento, y en la maxima
concentracién (3 g L), se perdia la viabilidad de la levadura. Long y Ward (1989)

manejan como hipoétesis que la membrana celular funciona como una barrera contra el
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benzaldehido, pero a altas concentraciones de éste, la membrana celular parece sufrir
danos, permitiendo el paso del benzaldehido y pudiendo ocasionar un efecto negativo
en las enzimas intracelulares. Sierra-Alvarez y Lettinga (1991) evaluaron el efecto
inhibitorio de varios derivados del benceno, incluyendo al benzaldehido, en Ia
produccion de metano por un lodo metanogénico. Los autores sefialaron que la
inhibicién causada por el benzaldehido estuvo relacionada con su coeficiente de
particién octanol/agua, ya que al incrementarse la hidrofobicidad de un compuesto
organico este puede permear mas facilmente a través de la membrana celular. Sin
embargo, la inhibicién en la metanogénesis por el benzaldehido no sélo se puede
entender en términos de la hidrofobicidad de este compuesto, ya que deberia de
evaluarse la toxicidad que ocasiona el grupo funcional aldehido.

Como en el caso con p-cresol, en presencia de pOHDO, la via metabdlica nitrificante
solo fue alterada en su velocidad y transcurridas 75 h, la Exns fue de 98.9% + 0.1 con un
Ynoz de 1.0 + 0.03 (Figura 20). Sin embargo, mientras el cultivo fue capaz de consumir
totalmente el p-cresol en 2 h (Figura 19), el p-hidroxibenzaldehido se acumuld por 15 h

antes de ser totalmente oxidado (Figura 21).
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Figura 20. Perfil nitrificante con p-hidroxibenzaldehido adicionado (25 mg C L'Y).

La velocidad especifica de consumo de pOHDO fue de 0.02 + 0.001 mg C-pOHDO mg™

proteina microbiana h™'. Este valor es aproximadamente ocho veces menor que la
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velocidad especifica de consumo de p-cresol, sugiriendo que la oxidacién de pOHDO
fue el paso limitante en la mineralizacién del p-cresol por el consorcio nitrificante.
O’Reilly y Crawford (1989) observaron que en un reactor de columna empacado con
particulas de alginato, células inmovilizadas de Pseudomonas sp oxidaron p-cresol a
pOHDO vy finalmente pOHTO. Los autores determinaron las velocidades especificas de
consumo de 2.6 mg p-cresol g de cama h™y 0.93 mg pOHDO g de cama h™. Como en
los resultados expuestos en esta tesis, O’Reilly y Crawford (1989) determinaron que la
velocidad de oxidacion de p-cresol fue mayor (casi 3 veces) que la velocidad de
oxidacién de pOHDO. Cabe seialar que las constantes de saturacién (Ks) determinadas
por los autores para el p-cresol y pOHDO fueron de 23.8 + 4 mg p-cresol L'y 7.7+ 0.8
mg pOHDO L™, respectivamente. Las células presentaron una mayor afinidad para el
pOHDO. Los resultados de O’Reilly y Crawford (1989) indicarian que no hay relacién
entre la afinidad y las velocidades especificas de oxidacion. Sin embargo, habria que
tomar estos datos con cautela. Seria interesante investigar mas sobre la diferencia de

afinidad del p-cresol y del pOHDO con el consorcio nitrificante.
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Figura 21. Oxidacion del p-hidroxibenzaldehido por el consorcio nitrificante.

En el caso del presente estudio, el pOHDO presentd una fase de retardo en su

consumo (Figura 21), lo cual podria sugerir que un efecto de induccidn enzimatica para
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la enzima que oxida al pPOHDO a pOHTO estuviera involucrado. De acuerdo con Whited
y Gibson (1991), esta enzima es llamada p-hidroxibenzaldehido deshidrogenasa y ha
sido aislada de Pseudomonas mendocina.

Los ensayos en lote realizados en la primera parte de este estudio permitieron llegar a
varias conclusiones que contribuyen a entender mejor cdmo un compuesto fendlico
como el p-cresol puede afectar la nitrificacién. Primero, se evidencié que la adicidn de
p-cresol provocd un efecto inhibitorio sobre los procesos amonio y nitrito oxidantes, a
través de los cambios en sus velocidades especificas respectivas. Sin embargo, fue
interesante observar también que, a pesar de la disminucidon en su velocidad, la
nitrificacion pudo llevarse a cabo exitosamente con valores altos de eficiencia y
rendimiento. Aunque nunca estuvo expuesto previamente al compuesto aromatico, el
consorcio nitrificante fue capaz de mineralizar al p-cresol. Se determind que el
verdadero compuesto responsable de la inhibicion de la nitrificacion fue el pOHDO y
no el p-cresol en si. La oxidacion del pOHDO representa la etapa limitante en la
mineralizacion del p-cresol por el lodo nitrificante y podria constituir el cuello de
botella del proceso para una nitrificacion sin inhibicion. La AMO parecido no estar
involucrada en la oxidacién del p-cresol, indicando que la inhibicion no fue del tipo
competitiva sobre esta enzima. Muchas nuevas preguntas surgen al analizar estos
primeros resultados. Por ejemplo, se puede reflexionar sobre la posible contribucion
de la microflora heterétrofa del consorcio en la oxidacién del p-cresol e intermediarios.
No queda claro tampoco cual fue la razén verdadera del efecto inhibitorio del pOHDO
en la nitrificacién y a qué se debe su persistencia en el cultivo nitrificante.

En esta etapa del trabajo, se decidié enfocar el estudio sobre la capacidad metabdlica
del lodo nitrificante para oxidar simultdneamente amonio a nitrato y p-cresol a CO,.
Para ello, se prosiguié a estudios en un reactor nitrificante de lotes secuenciados
alimentado con p-cresol para evaluar el cambio de la capacidad metabdlica del

consorcio a través de los ciclos de operacion.
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5.3 Reactor de lotes secuenciados

5.3.1 Efecto de la adicion de p-cresol en la actividad de un lodo nitrificante

en un reactor de lotes secuenciados

5.3.1.1 Reactor nitrificante control

Con el fin de evaluar la actividad nitrificante en el reactor de lotes secuenciados
alimentado con p-cresol se mantuvo también en operacién un SBR control sin adicién
de p-cresol. En la Figura 22, se presenta el desempefo de la actividad nitrificante del

reactor control.

Se determinaron las concentraciones iniciales y finales en amonio a través de los ciclos
de operacién, obteniendo valores promedios de 100.3 + 6.6 y 0.7 + 2.2 mg N-NH," L™,
respectivamente. No hubo acumulacién de nitrito (0.5 + 1.6 mg N L™), mientras que la
concentracion final de nitrato fue de 96.6 + 7.3 mg N L™. Los resultados anteriores
confirman una actividad nitrificante estable a lo largo de mas de 300 ciclos ya que las
variaciones en las concentraciones fueron menores al 10%. La eficiencia y el
rendimiento fueron de 98.1% + 3.1 y 0.94 + 0.18 mg N-NOs’ mg'1 N-NH," consumido,
respectivamente. La alta conversion de amonio a nitrato y la baja produccion de
biomasa (Ygm = 0.003 mg N-biomasa producida mg'1 N-NH;" consumido) indicaron que

el proceso fue principalmente desasimilativo.
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Figura 22. Perfil nitrificante del SBR sin adicion de p-cresol.

En total, 10 cinéticas fueron realizadas durante el tiempo de operacion del SBR

nitrificante control. La Figura 23 representa un ejemplo de dos cinéticas realizadas al

ciclo1 (a) y 60 (b).
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Figura 23. Perfiles nitrificantes a los ciclos 1 (a) y 60 (b) del SBR sin alimentacién de p-cresol.

Estudio Fisioldgico de la Nitrificacion y Oxidacién del p-Cresol en un Consorcio Nitrificante
Carlos David Silva Luna

97



oNOMy
W 4’(,;’

M%
2
g

=

Casa abiorta ol timpo
=

40

WNVERSy,

Resultados y discusion

Se puede observar en ambas figuras el consumo de amonio, la formacidén transitoria de
nitrito y la produccidn final de nitrato. Los perfiles muestran claramente un aumento
en las velocidades especificas de consumo de amonio y producciéon de nitrato, asi
como una disminucién en la acumulacion de nitrito. Las qnnsa Y qnos determinadas al
ciclo 1 fueron de 0.10 + 0.01 y 0.04 + 0.01 mg N mg™ proteina h™, respectivamente.
Transcurridos 59 ciclos, las gnua Y Onoz aumentaron a valores de 0.21 + 0.02 y 0.05 +
0.01 mg N mg™ proteina microbiana h™, lo cual representé un aumento de mas del
doble en la qnusa ¥ de 25% para la qnos. Estos incrementos en las velocidades especificas
son el resultado de un aumento en la capacidad metabdlica de las bacterias amonio y
nitrito oxidantes para oxidar amonio y nitrito. Estos resultados tienen similitud con lo
previamente sefialado por Texier y Gémez (2004). Los autores mostraron mediante un
estudio cinético en un SBR nitrificante que las velocidades qnxa Y gnoz cambiaron con el
numero de ciclos y sugirieron que fue probablemente debido al incremento en la
estabilidad fisioldgica de las bacterias nitrificantes en vez de una modificacion en la

dindmica de poblacion.

5.3.1.2 Reactor nitrificante alimentado con p-cresol

Respecto a la actividad nitrificante evaluada en el SBR alimentado con p-cresol, a pesar
de la adicion del compuesto fendlico, el desempefio del SBR no cambid

significativamente (Figura 24).

La concentracién promedio en amonio inicial fue de 100.4 £+ 7.5 mg N L™, mientras que
la del amonio residual permanecié alrededor de 0.9 + 2.5 mg N L™. La acumulacién de
nitrito fue despreciable, mientras que al final de cada ciclo la concentracién de nitrato
alcanzé un valor promedio de 99.2 + 3.9 mg N L. Estos resultados mostraron que se
conservé un pseudo estado estacionario nitrificante durante 5 meses de operacién ya
que la variacion en las concentraciones fue menor al 10%. La eficiencia y el
rendimiento alcanzados fueron de 99.0% + 0.5 y 0.98 = 0.07, respectivamente,
confirmando que el p-cresol y sus intermediarios no tuvieron efecto en la actividad

global nitrificante.
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Figura 24. Desempefio del SBR nitrificante con adicion de p-cresol.

Texier y Gédmez (2007) trabajaron con un SBR nitrificante al cual se le evalué su
actividad y tolerancia a diferentes concentraciones de p-cresol. Los autores
encontraron que, a la maxima concentracién de 150 mg p-cresol L™ (300 mg p-cresol L
1'd™), la eficiencia y el rendimiento nitrificantes se mantuvieron altos. En el presente
estudio, se encontré que el SBR nitrificante tolerd hasta 200 mg C L™ (equivalentes a
300 mg p-cresol L) sin tener un efecto negativo en la actividad nitrificante. En
términos de velocidad de carga volumétrica, el SBR nitrificante toleré hasta 600 mg p-
cresol L* d?, es decir el doble de lo que encontraron Texier y Gdmez (2007). Cabe
sefialar ademds que las concentraciones de indculo fueron diferentes en estos
estudios, ya que Texier y Gémez (2007) inocularon con 250 + 10 mg L™ de proteina
microbiana, mientras que en este estudio se inoculé con 201 + 3 mg L. Amor y col
(2005) trabajaron con un reactor en continuo inoculado con lodos activados,
alimentado con amonio y fenol (14-1120 mg fenol L™ d*). Los autores encontraron
altas eficiencias en el consumo de amonio y fenol, sin embargo el Yyo3 sufrié una
disminucién, sugiriendo que parte del amonio consumido pudo ser asimilado por los
heterdtrofos, ya que los autores sefialan un aumento significativo en la concentracion
de biomasa en el reactor. En comparacidn, en este trabajo, el Ynos se mantuvo siempre
alto (0.94 + 0.18) demostrando que el producto principal de la via nitrificante fue el
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nitrato y como resultado de esto la produccion de biomasa fue baja (Ygw = 0.01 + 0.001
mg N-biomasa mg™ N-NH," consumido). Un aspecto relevante de contar con procesos
desasimilativos pero con una alta respiracién es la baja produccién de lodos. Wei y col.
(2003) sefialan que la excesiva produccion de lodos en el tratamiento de aguas
residuales aumenta los costos de operacién y trae problemas ambientales e incluso de
normatividad.

Al analizar de manera particular los procesos de amonio y nitrito oxidacién para cada
adicién de p-cresol, se observd una tendencia a la disminucion para las velocidades
especificas de consumo de amonio y produccién de nitrato (Tabla 14). La qnua
disminuy6 conforme aumenté la concentracién inicial de p-cresol. A 50 y 100 mg C L™
de p-cresol adicionado, se observd una disminucién del 38%, mientras que a 200 mg C
L, la inhibicién alcanzé hasta un 62%, con respecto al control. Sin embargo, la
tendencia no fue siempre clara, en particular para la nitrito oxidacién. La magnitud de
la gnos fue la misma en la primera etapa sin p-cresol y con la adicién de la maxima
concentracion del compuesto fendlico. Mas datos cinéticos serian necesarios para
evaluar con detalle el efecto de la adicion de p-cresol sobre la velocidad de la
nitrificacion. Aun asi, estos resultados parecen coincidir con los obtenidos previamente
en cultivos en lote donde se mostro la inhibicion de la nitrificacion por la adicién de p-

cresol, con un mayor efecto sobre la amonio oxidacién.

Tabla 14. Velocidades especificas de consumo de amonio y produccion de nitrato a diferentes concentraciones
iniciales de p-cresol en un SBR.

Concentracion de p-cresol ONHa dno3
(mgcLh (mg N mg™ proteina (mg N mg™ proteina
microbiana h™) microbiana h™)

0 0.08 £0.01 0.03+0.003

25 0.08 £0.01 0.08 £0.01

50 0.05 £ 0.005 0.04 £ 0.005
100 0.05 £ 0.004 0.02 £ 0.002
200 0.03 £0.003 0.03 £ 0.002
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5.3.2 Oxidacion del p-cresol por un cultivo nitrificante en un reactor de

lotes secuenciados

A partir de los resultados obtenidos en los cultivos en lote, se decidid realizar nuevos
estudios cinéticos en un sistema dinamico, como lo es el reactor de lotes secuenciados.
Este sistema permitié evaluar el comportamiento cinético del mismo lodo nitrificante
cuando estd expuesto a sucesivas y repetitivas adiciones de p-cresol. Esta parte del
estudio se enfocd principalmente en caracterizar cinéticamente la capacidad del
consorcio para consumir el p-cresol y sus intermediarios a través de los ciclos de
operacion.

El reactor de lotes secuenciados nitrificante fue alimentado con p-cresol en un
intervalo de concentraciones de 0-200 mg C L™. El p-cresol fue consumido totalmente
en el transcurso de las 11 h de reaccion de cada ciclo, sin presentar ningun tipo de

acumulacién en el efluente (Figura 25).

200 + —

150

Inicial
104 e Final

50

Concentracion de p-cresol
(mgCLY)

T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Ciclos

Figura 25. Concentraciones iniciales y finales de p-cresol a través de los ciclos de operacion del SBR nitrificante.

Al igual que en los cultivos en lote, se identificaron al pOHDO y al pOHTO como los
intermediarios de la oxidacidn del p-cresol. En la Figura 26, se presenta un ejemplo de

las cinéticas obtenidas en el SBR al ciclo 132.
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Figura 26. Perfil de oxidacion del p-cresol (25 mg C L'l) e intermediarios al ciclo 132.

En ninguna de las cinéticas de oxidacién del p-cresol se presentd una fase de retardo
en el consumo de éste. La aparicion de una fase de retardo al adicionar un sustrato es
una caracteristica de los cultivos donde se induce la produccién de una enzima no
constitutiva. Esto podria sugerir que la enzima que catalizd la oxidacion del p-cresol
fuera constitutiva del consorcio ya que éste desde el inicio mostro tener la capacidad
enzimatica para oxidar el p-cresol.

De manera general, en el SBR nitrificante, se observé que la velocidad especifica de
consumo de p-cresol (gper) aumentd conforme transcurrié el nimero de ciclos y se
incrementod la concentracidn inicial del compuesto fendlico, hasta la concentracion de
100 mg C L™ (Tabla 15). Cuando el p-cresol fue adicionado por primera vez a 200 mg C
L™ (ciclo 296), la Qper SUfrié una drastica disminucion (92.5%), lo cual sugirié que esa
concentracién fue demasiado alta y alterd la capacidad del lodo para oxidar al p-cresol.
Sin embargo, 32 ciclos después, la qpr aumentdé nuevamente, lo cual sefialé que la
capacidad metabdlica del consorcio nitrificante para oxidar p-cresol se incrementé a lo

largo de los ciclos de operacién del SBR.
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Tabla 15. Velocidades especificas de consumo de p-cresol en un reactor nitrificante de lotes secuenciados.

Numero de ciclos Concentracién inicial de Qpcr
-1
p-cresol (mg CL™) (mg C-p-cresol mg™* proteina

microbiana h™)

106 25 0.15+0.02
160 50 0.31+0.03
228 100 0.81+0.10
296 200 0.06+0.01
328 200 0.21+0.02

Texier y Gémez (2007) evidenciaron que un sistema SBR permite la adaptacidn
metabdlica de los microorganismos responsables de la oxidacién de p-cresol en un
consorcio nitrificante. No obstante los autores no presentan datos cinéticos de la
oxidacién del p-cresol pero solamente del carbono organico total. En el estudio previo
realizado en cultivos en lote (seccidon 5.2), se determind que el consorcio producido
bajo un régimen estacionario nitrificante fue capaz de oxidar el p-cresol a una
velocidad especifica de 0.17 mg C-p-cresol mg™ proteina microbiana h™. En el SBR
nitrificante, las velocidades de oxidacidén de p-cresol alcanzadas fueron mayores (hasta
4.7 veces) que en un lote, demostrando que un sistema SBR puede incrementar la
capacidad metabdlica del lodo para oxidar al compuesto fendlico. Por ejemplo, Texier
y Gomez (2004) previamente indicaron que, al realizar estudios cinéticos en un reactor
nitrificante SBR, las velocidades especificas de consumo de amonio y produccién de
nitrato aumentaron conforme transcurrian los ciclos de operacién. Estos autores
estipularon que las condiciones estables y repetitivas del SBR pudieron dirigir un
incremento en las velocidades especificas. Zhuang y col. (2005) evaluaron la
adaptacion microbiana en el consumo de ter-butil alcohol (TBA) en un SBR operado a 1
ciclo por dia e inoculado con lodos activados provenientes de una planta de
tratamiento de aguas residuales urbanas. Los autores observaron que el cultivo
alcanzé una velocidad especifica de consumo de TBA de 2.2 mg TBA g SSV' h™ en el

ciclo 94 y de 8.7 mg TBA g SSV' h™* en el ciclo 152. Zhuang y col. (2005) indicaron que
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las variaciones periddicas y secuenciales en las condiciones de operacion del SBR
pudieron seleccionar a las comunidades microbianas que presentaron una alta
eficiencia en el consumo de TBA.
En el presente estudio, no esta claro si el aumento en las velocidades de consumo de
p-cresol a través de los ciclos podria estar relacionado con una mayor produccion de
enzimas o un mayor crecimiento de los microorganismos responsables de la oxidacién
del p-cresol. Es conocido que la enzima AMO puede estar involucrada en la oxidacién
de varios hidrocarburos incluyendo compuestos aromaticos (Keener y Arp, 1994,
McCarty, 1999). Se descartd previamente en el estudio (seccidon 5.2.3) que la AMO
interviniera en la oxidacién del p-cresol, sugiriendo la participacion de organdtrofos
asociados a la microflora nitrificante en la oxidacién del p-cresol. Mas estudios de tipo
fisioldgico, microbiolégico y molecular son requeridos para entender en mejor medida

la adaptacidn metabdlica del consorcio nitrificante al p-cresol a través de los ciclos.

5.3.2.1 Oxidacion del p-hidroxibenzaldehido (pOHDO) y p-hidroxibenzoato
(pOHTO) por un cultivo nitrificante en un reactor de lotes secuenciados

De acuerdo con los perfiles cinéticos realizados en el reactor SBR, a todas las
concentraciones iniciales de p-cresol evaluadas, el compuesto fendlico fue oxidado a
pOHDO y pOHTO. Por ejemplo, en la Figura 27a, se presentan las cinéticas realizadas

en el ciclo 160 con la primera adicién de p-cresol a 50 mg C L™.
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Figura 27. Consumo de p-cresol e intermediarios en el reactor SBR nitrificante a los ciclos (a) 160y (b) 225.

Se advirtié una acumulacién de pOHDO y pOHTO durante 4 h. No obstante, 65 ciclos
después (ciclo 225), no hubo acumulacion de éstos, desde la primera hora de cinética
(Figura 27b). Estos resultados sugieren que las velocidades de consumo de los
intermediarios aumentaron conforme transcurrieron los ciclos de operacion. Lo
anterior indica un aumento en la capacidad metabdlica del consorcio nitrificante para

oxidar pOHDO y pOHTO.
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Figura 28. Acumulacion de p-hidroxibenzaldehido y p-hidroxibenzoato en el efluente del SBR nitrificante
alimentado con diferentes concentraciones iniciales de p-cresol (25, 50, 100 y 200 mg C L'l).

La Figura 28 presenta las concentraciones en pOHDO y pOHTO en los efluentes del SBR
determinadas a diferentes ciclos de operacion y concentraciones de p-cresol
adicionado. Como se muestra en la figura, cuando el p-cresol fue adicionado a 25 mg C
L™, los intermediarios fueron acumulados por 26 ciclos. Al ciclo 160, cuando el p-cresol
fue adicionado por primera vez a 50 mg C L'l, los intermediarios continuaron
acumulandose en el medio, sin embargo el consorcio nitrificante fue capaz de
eliminarlos 58 ciclos después (ciclo 218). Cuando la concentracién de p-cresol fue
incrementada a 100 mg C L%, los intermediarios tampoco se acumularon
significativamente en el cultivo. En la primera adicidon de p-cresol a 200 mg C L™ (ciclo
296), el pOHDO alcanzé su mayor concentracion, alrededor de 125 mg C L7,
acumuldandose por 8 h. No obstante, el cultivo nitrificante pudo recuperar su capacidad
oxidante ya que 26 ciclos después, la acumulacién de intermediarios fue baja. Estos
resultados evidencian la capacidad del cultivo nitrificante para recuperarse de un
choque producido por un subito aumento de concentracién de p-cresol.

Algunos autores han sugerido que el aumento de la capacidad microbiana para
eliminar compuestos recalcitrantes puede deberse a mecanismos como la induccién de
enzimas, mutaciones, intercambio genético (que permita la creacion de nuevas

capacidades metabdlicas) o crecimiento de microorganismos especificos (Spain y col.,
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1980; Schmidt y col., 1983; Button y Robertson, 1985). Sin embargo, estas teorias
deben tomarse con precaucidon. Es conocido que la mineralizacién de distintos
compuestos recalcitrantes por consorcios microbianos es precedida por un periodo de
aclimatacién. La aclimatacién es definida por Wiggins y col. (1987) como la longitud de
tiempo entre la adiciéon del compuesto recalcitrante y la primera observacion de la
mineralizacion de éste. Por ejemplo, de acuerdo con lo seiialado por Wiggings y col.
(1987), la duracién en la fase de aclimatacidon para la mineralizaciéon de p-nitrofenol
por bacterias aisladas de un lago, no estuvo relacionada con la mutaciéon ni con la
induccién de enzimas, sino con la multiplicacién de microorganismos especificos.
Wiggings y col. (1987) observaron que la fraccién de la poblacién capaz de consumir p-
nitrofenol se incrementd conforme transcurrian los dias de incubaciéon mientras que la
poblacidn total microbiana no se incrementd. Sugieren que la desproporciéon entre las
poblaciones consumidoras y no consumidoras de p-nitrofenol contribuyd a aumentar
las velocidades de mineralizacién de este compuesto. De manera similar a lo que
sefala Wiggings y col. (1987), en el presente trabajo, el crecimiento microbiano fue
bajo en el cultivo nitrificante SBR. A pesar de que el cultivo expuesto a p-cresol se
mantuvo bajo un régimen desasimilativo (Ygym = 0.01 £ 0.001 mg N-biomasa producida
mg™ N-NH,* consumido), si existi6 un crecimiento microbiano a lo largo de los ciclos de
operacion, ya que aumento la velocidad de crecimiento del lodo al adicionar p-cresol
en el SBR de 1.0 a 4.6 mg proteina microbiana L™ ciclo™. Por lo cual, no esta claro atn
si el aumento de la capacidad metabdlica del consorcio nitrificante para oxidar p-cresol
e intermediarios pudiera estar relacionado con un mayor crecimiento de los
microorganismos capaces enzimdaticamente de consumirlos. Para obtener evidencias
gue corroboraran esta hipdtesis, se necesitaria de un estudio cuantitativo apoyado en
técnicas de biologia molecular donde se pudiera distinguir si conforme transcurren los
ciclos en el SBR adicionado con p-cresol un cierto tipo de microflora aumenta su
densidad celular en mayor medida que las demas. Sin embargo, no se puede descartar
también que el aumento en la capacidad metabdlica del lodo en oxidar al pOHDO fuera
debido a una induccién de enzimas, ya que en los primeros ciclos, el compuesto fue

recalcitrante y existié una fase de retardo antes de que se iniciara su consumo.
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Simultdneamente a la cuantificaciéon de p-cresol e intermediarios, se realizé la
determinacién del carbono organico total en el SBR. En todos los ciclos, la
concentracion de COT alcanzé un valor cercano a cero después de 10 h, indicando que
el p-cresol e intermediarios fueron principalmente mineralizados. Ademads, el
rendimiento de produccion de biomasa (Ygym) fue de 0.04 + 0.01 mg C-biomasa
producida mg™ C-consumido, mostrando que el proceso fue claramente desasimilativo.
Esta segunda parte del estudio permitido demostrar que el sistema SBR puede constituir
una buena alternativa para la eliminaciéon de compuestos recalcitrantes. En este
trabajo, se demostré cémo el consorcio pudo oxidar cada vez mas rapidamente al p-
cresol y en particular al pOHDO, el compuesto mas recalcitrante en la ruta de
mineralizacion del p-cresol e inhibidor de la nitrificacién. El mismo sistema permitid
alcanzar una velocidad volumétrica de eliminacién de p-cresol de 600 mg p-cresol L™ d”
! Se demostré mediante cinéticas que a pesar de presentarse un efecto inhibitorio en
la nitrificacidn, se pudo alcanzar altos valores de Eyys ¥ Yno3 €n el reactor nitrificante.
Por lo tanto, el consorcio presenté la capacidad metabdlica para eliminar
simultaneamente al p-cresol y al amonio, obteniendo CO, y nitrato como productos
finales mayoritarios. El proceso se mantuvo desasimilativo, evitando una produccién
excesiva de lodo. El hecho de que el consorcio microbiano utilizado en este estudio
posea capacidades para eliminar simultdneamente nitrégeno y carbono muestra la
potencial aplicacién de la nitrificacion acoplada a la desnitrificacidn para el tratamiento

de aguas residuales de origen industrial.
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6. Conclusiones generales y recomendaciones

En este estudio de tesis, se observd que en cultivos en lote, el proceso nitrificante en
presencia de p-cresol (25 mg C L) sufre una inhibicién, principalmente en la velocidad
especifica de consumo de amonio con un 83% de disminucidn respecto al control. Sin
embargo de acuerdo con el alto rendimiento de produccién de nitrato obtenido,
parece ser que el p-cresol sélo afectd la via nitrificante en su velocidad. El p-cresol fue
oxidado hasta CO, por el consorcio nitrificante, determinandose al p-
hidroxibenzaldehido y p-hidroxibenzoato como intermediarios de la ruta. Los
resultados cinéticos de los cultivos en lote con adicién de p-cresol y p-
hidroxibenzaldehido, sugieren que es el p-hidroxibenzaldehido quien propicia
principalmente un efecto inhibitorio en la nitrificacidon. De hecho se puede considerar a
la oxidacién del p-hidroxibenzaldehido como el paso limitante en la mineralizacién del
p-cresol por el consorcio nitrificante. De acuerdo con los resultados de los cultivos en
lote tratados con aliltiourea, parece ser que enzimas distintas a la enzima AMO llevan a
cabo la oxidacidon del p-cresol en el consorcio.

En el SBR nitrificante que fue adicionado con diferentes concentraciones de p-cresol
(0-200 mg C L), no se observé un efecto negativo en la actividad nitrificante, ya que la
eficiencia de consumo de amonio y el rendimiento de produccidon de nitrato se
mantuvieron altos. El p-cresol fue mineralizado hasta una velocidad de carga de 400
mg C L™ d™’. La oxidacion del p-cresol generd la formacion de p-hidroxibenzaldehido y
p-hidroxibenzoato como intermediarios de manera similar que en los cultivos en lote.
La velocidad especifica de oxidacion del p-cresol y sus intermediarios fue aumentando
a medida que aumentaron los ciclos del reactor, indicando un aumento en la
capacidad metabdlica del consorcio nitrificante para eliminar al p-cresol y sus
intermediarios. A pesar de que existié un aumento en la velocidad de crecimiento del
lodo al adicionar p-cresol, el rendimiento de formacién de biomasa se mantuvo bajo.
La capacidad del consorcio nitrificante para eliminar paralelamente nitréogeno de
amonio y p-cresol en un sistema dindmico hasta una velocidad volumétrica de 600 mg

p-cresol ! d™ abre la posibilidad de implementar este tipo de sistemas unidos a la
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desnitrificacion en el tratamiento bioldgico para efluentes industriales que contengan

amonio y compuestos fendlicos.

Los resultados obtenidos en esta tesis abren la posibilidad de disefiar nuevos estudios
para avanzar en la comprension del comportamiento fisiolégico del lodo nitrificante
adicionado con compuestos fendlicos como el p-cresol.

Por ejemplo, seria interesante realizar la caracterizacion microbioldgica del consorcio
nitrificante en el SBR y conocer las especies de las bacterias amonio oxidantes, nitrito
oxidantes y heterétrofas que coexisten en el consorcio. Se podria incluso tratar de
relacionar los cambios fisiolégicos del lodo a través de la operacion del reactor con
cambios en su microflora microbiana.

Futuros estudios también podrian apoyarse de técnicas de biologia molecular para
tratar de entender porque aumentan las velocidades de consumo de amonio y p-cresol
en un SBR nitrificante conforme pasan los ciclos. Por ejemplo, se podria evaluar el
cambio en las poblaciones nitrificantes y heterétrofas del consorcio a través de los
ciclos de operacién. Un apoyo para realizar este estudio podrian ser las técnicas de
biologia molecular FISH (Fluorescent In Situ Hybridization por sus siglas en ingles) o
PCR (Polimerase Chain Reaction por sus siglas en ingles) tiempo real. Estas técnicas
permitirian monitorear los cambios en las poblaciones del consorcio mientras se
aumentan las cargas de p-cresol y amonio a través de los ciclos. Incluso de optar por la
técnica de PCR tiempo real seria posible dar un seguimiento cuantitativo a las
poblaciones nitrificantes y heterdtrofas. La propuesta anterior podria ayudar a
entender si en los ciclos donde se observé un aumento en la velocidad especifica de
oxidacion del p-cresol e intermediarios hubo un cambio mayoritario en la proporcién

del consorcio hacia los heterdtrofos.
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7. Anexo |

7.1 Ajuste de las velocidades especificas por el modelo de Gompertz.

El ajuste de los datos experimentales mediante el modelo de Gompertz se realizd para

el calculo de las velocidades especificas de toda esta tesis. A continuacién se muestra

un ejemplo de ajuste de los datos de la cinéticas control de consumo de amonio y la

formacion respectiva de nitrato (Figuras 29 y 30).

120 -

100

Consumo de amonio
(mgNL 1)
(o))
o

— = N-NH"
- Ajuste Gompertz

’=0.987

10 20
Time (h)

Figura 29. Ajuste al consumo de amonio por el modelo de Gompertz en el cultivo nitrificante de referencia.
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Figura 30. Ajuste a la produccion de nitrato por el modelo de Gompertz.
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En la Tabla 16, se muestran los coeficientes de correlacidn para el ajuste por el modelo
de Gompertz a los perfiles nitrificantes y de oxidacién de p-cresol y pOHDO mostrados

en esta tesis.

Tabla 16. Coeficientes de correlacion para el ajuste del modelo de Gompertz a los perfiles nitrificantes, de
oxidacion de p-cresol y pOHDO.

Cinética Coeficiente de correlacién (R?) Figura
Lote-control/consumo de amonio 0.987 17
Lote-control/produccién de nitrato 0.972 17
Lote adicion de p-cresol/consumo de 0.970 18
amonio
Lote adicion de p-cresol/produccion 0.976 18
de nitrato
Lote adicién de pOHDO/consumo de 0.982 20
amonio
Lote adicion de pOHDO/produccion 0.988 20
de nitrato
Lote consumo de p-cresol 0.985 19
Lote consumo de pOHDO 0.978 21
SBR ciclo 1 consumo de amonio 0.953 23
SBR ciclo 1 produccién de nitrato 0.920 23
SBR ciclo 60 consumo de amonio 0.999 23
SBR ciclo 60 produccién de nitrato 0.984 23
SBR ciclo 132 consumo de p-cresol 0.976 26
SBR ciclo 160 consumo de p-cresol 0.977 26
SBR ciclo 225 consumo de p-cresol 0.999 26
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