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Resumen

Un reactor nitrificante en continuo en estado estacionario sirvié como fuente de biomasa
microbiana para inocular un reactor de lotes secuenciados (SBR). En este reactor SBR, se
evalud la capacidad metabolica del consorcio nitrificante para oxidar el m-cresol, o-cresol y p-
cresol, asi como el efecto de los tres isdmeros en mezcla sobre el proceso de nitrificacion. Las
variables utilizadas para evaluar la respuesta fisioldgica y cinética del lodo nitrificante fueron:
eficiencia de consumo (Enwa, Em-cresol, Eo-cresol, Ep-cresol), rendimiento (Ynoz, Ynos, Yem) Y

velocidad especifica (QnHa, Ono3, Gm-cresols Go-cresols Jp-cresol)-

Primero, se realizd un estudio abiotico dentro del mismo reactor que permitio descartar
posibles pérdidas de o-cresol y m-cresol por reaccion quimica, procesos de adsorcion y/o
volatilizacién. Estos resultados fueron similares a los encontrados en un estudio previo para el
p-cresol en un sistema similar. Posteriormente, se inoculd el reactor SBR y se obtuvo la
estabilizacion de un proceso nitrificante con altos valores de eficiencia (Enns = 100%) y
rendimiento de nitrato (Ynos = 0.92 + 0.10 mg N/mg N-NH,;" consumido), asi como un
rendimiento de nitrito de cero. Esto permitié obtener un efluente con cantidades despreciables
de amonio Y nitrito pero con nitrato como producto principal de la respiracion nitrificante. Se
determind un rendimiento en biomasa (Ygm) de 0.004 + 0.001 mg N-proteina microbiana/mg
N-NH," consumido. Por lo tanto, el proceso fue principalmente desasimilativo, limitando el

crecimiento excesivo de biomasa.

Cuando se afiadi6 m-cresol (10 mg C/I) por primera vez al SBR (ciclo 173), este
compuesto provocé una inhibicion del proceso nitrificante con una disminucion del 66% en la
Onna Y del 90% en la gnos respecto a los valores obtenidos en el reactor control sin adicion de
cresol. En este primer ciclo de adicion de m-cresol, el consorcio mostré una capacidad
metabolica despreciable para consumir el compuesto con una Qm-cresor de 0.0003 mg C/mg
proteina microbiana.h. Doce ciclos después (ciclo 185), todo el m-cresol (10 mg C/l) fue

consumido en tan solo 1 h, indicando que el lodo adquirié una mayor capacidad metabolica
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para oxidar al m-cresol con una Epm-cresor del 100% y un aumento en la qm-cresor, 12 cual llegoé a
un valor maximo de 0.450 mg C/mg proteina microbiana.h al ciclo 227. Al aumentar la
velocidad de consumo de m-cresol, disminuyd su efecto inhibitorio y aumentaron las

velocidades de la nitrificacion.

Cuando se afadio o-cresol (10 mg C/I) por primera vez al SBR (ciclo 241) en mezcla
con el m-cresol (30 mg C/I), hubo de nuevo un descenso en los valores de las velocidades de la
nitrificacion, indicando el efecto inhibitorio de los dos isdémeros en el proceso nitrificante. Sin
embargo, la inhibicion fue menor que en el primer ciclo de adicion de m-cresol al reactor,
mostrando una mayor tolerancia del lodo a la presencia de cresoles a través de los ciclos.
Durante este primer ciclo de adicion de o-cresol al SBR (ciclo 241), el consorcio presento la
capacidad metabdlica para oxidar tanto el m-cresol como el o-cresol y los dos isémeros fueron
completamente oxidados en 1 h, siendo el o-cresol el méas recalcitrante de los dos isomeros.
Nuevamente al aumentar el nimero de ciclos y la concentracién en o-cresol (10 a 30 mg C/l),
se observd una tendencia general al aumento en las velocidades de oxidacién del o-cresol,
mostrando una mayor capacidad metabdlica del lodo para consumir el o-cresol. EI aumento en
las velocidades de consumo de los dos isomeros en mezcla binaria estuvo relacionado con una

disminucidn de su efecto inhibitorio en la nitrificacion a través de los ciclos.

Cuando se adiciond p-cresol (30 mg C/l) por primera vez en el reactor en mezcla con m-
cresol (30 mg C/I) y o-cresol (30 mg C/I) (ciclo 355), la gnna Siguié aumentando y la gnos nO
cambi6 significativamente, indicando que el p-cresol no causd inhibicion en la nitrificacion
bajo este esquema de alimentacion del reactor nitrificante con cresoles. Al ciclo 369, Qnus Y
gnos alcanzaron valores de 0.060 y 0.028 mg N/mg proteina.h, respectivamente, representando
el 75 y 93% de los valores obtenidos en el reactor control sin adicion de cresoles. Estos
resultados muestran que el uso del SBR puede ser una buena alternativa para favorecer la
disminucion del efecto inhibitorio de los cresoles sobre la nitrificacion a través de los ciclos.
Desde el primer ciclo de adicion de la mezcla ternaria de cresoles al SBR (ciclo 355), se
obtuvo la completa oxidacion de los tres isomeros del cresol en menos de 2 h, obteniéndose
eficiencias (Em-cresol, Eo-cresol Y Ep-cresor) del 100% y no se detectd por HPLC la presencia de

intermediarios de la oxidacion de los cresoles en el efluente. El lodo en el SBR fue capaz de
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oxidar completamente el amonio (145 mg N-NH,/l.d) a nitrato con alta eficiencia y alto
rendimiento a pesar de la alimentacion del reactor con una mezcla ternaria de los isomeros del
cresol a 30 mg C/I cada uno (180 mg C-cresoles/I.d). Estos resultados indican que el reactor de
lotes secuenciados nitrificante puede ser una buena opcion para eliminar simultdneamente

amonio y compuestos inhibitorios o recalcitrantes del agua, tales como los derivados del fenol.

1 Introduccién

Las aguas residuales tienen un impacto considerable sobre el ambiente ya que pueden
contener compuestos toxicos, afectando la flora y los seres vivos de los cuerpos acuiferos
receptores. Lo alarmante en México es que se trata muy poca cantidad de esa agua propagando
contaminacién (Monroy y col., 2000). Segun la SEMARNAT (2008), se generan al afio
alrededor de 8.03 x 10° m® de agua residual proveniente de las ciudades y 5.62 x 10° m® de
agua de otras fuentes, principalmente las desechadas por la industria. De este enorme caudal,
solo se trata 36% de las aguas residuales municipales y sélo 15% de las industriales. Por ello,
es importante tratar estos efluentes por métodos que remedien esta situacion. Los procesos
fisicoquimicos son una opcién pero no la mejor en algunos casos, ya que pueden ser costosos
y no son amigables con el ambiente. Los procesos de tratamiento de tipo biolégico presentan
las ventajas de ser de bajo costo, pueden ser muy eficientes y son amigables con el ambiente.

Los efluentes provenientes de la industria quimica y petrolera contienen amonio, nitrito,
nitrato y compuestos fendlicos; como los cresoles (Olmos y col., 2004). Los isémeros del
cresol (orto, meta y para) pueden causar efectos nocivos sobre la salud del ser humano. Se ha
propuesto que el uso de consorcios microbianos con actividad nitrificante previamente
estabilizada en reactores de lotes secuenciados representa una alternativa de tratamiento
efectiva para llevar a cabo la oxidacion simultanea de compuestos aromaticos y nitrogenados
(Texier y Gomez, 2007). Al realizarse todo el proceso en un solo reactor, el proceso es mas
econdmico. Cabe sefialar que existen todavia pocos estudios de la oxidacion del p-cresol y m-
cresol por lodos nitrificantes y ain menos informacion sobre la eliminacion del o-cresol (Silva
y col., 2009, 2011b; Zepeda y col., 2013). Ademas, hacen falta estudios sobre la oxidacion de

los cresoles en mezclas. El estudio de la biotransformacion del amonio y de los isémeros del
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cresol (o-cresol, m-cresol, p-cresol) en reactores nitrificantes de lotes secuenciados podria dar
resultados muy interesantes, contribuyendo al  mejoramiento del  proceso
nitrificacion/desnitrificacion en presencia de compuestos fenolicos y a obtener procesos mas
amigables con el ambiente, obteniéndose la mineralizacion de compuestos aromaticos en

mezclas y la oxidacion de amonio a nitrgeno molecular.

2 Antecedentes

Las formas idnicas de nitrdgeno inorganico mas comunes en los ecosistemas acuaticos
son el amonio (NH,"), nitrito (NO2) y nitrato (NO3). El nitrégeno de amonio provoca
eutroficacion (que se caracteriza por un crecimiento desmedido de las algas, que “agotan” o
disminuyen el oxigeno disponible en el agua), la acidificacion de cuerpos de agua dulce y la
bioacumulacion. El amonio llega a ser téxico a la fauna (Bédard C., Knowles R (1989).
Physiology, biochemistry, and specific inhibitors of CH4, NH4+, and CO oxidation by
methanotrophs and nitrifiers. Biology and Molecular Biology Review. 53(1):68., 2010).
Ademas, algunos compuestos fenolicos pueden ser encontrados en efluentes industriales en
conjunto con el amonio (Veeresh y col., 2005). Por ejemplo, en aguas provenientes de la
industria petroquimica se reportaron concentraciones de 60 mg/l de p-cresol, 20 mg/l de o-
cresol-y 710 mg/l de nitrégeno de amonio (Olmos'y col., 2004). Los compuestos fendlicos
como los cresoles son toxicos y pueden llegar a ser cancerigenos, mutagénicos y teratogénicos
en altas concentraciones (Autenrieth y col., 1991). Algunos de los efectos de compuestos
nitrogenados y fenolicos se describen en la Tabla 1, asi como las concentraciones maximas

permisibles.

Tabla 1. Concentraciones permisibles de diferentes contaminantes en el agua.

Fuente Contaminante  Nivel maximo Efectos a la salud
(mg/l)
EPA (1986) N-Nitrato 10 Diuresis, hemorragia de la bilis,
dificultad respiratoria y sindrome
EPA (1986) N-Nitrito 1 de bebé cianético (azul),

cancerigeno, teratogénico.
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NOM ECOL N total 10-14 Toxico
(1996)
NOM-052- Cresol y sus 200 Si se ingieren pueden producir
SEMARNAT- isbmeros dolor abdominal, vémitos,
(1993) quemaduras internas, dafio del
higado, rifién y posiblemente la
muerte.
NOM-052- Fenol 14.4 La absorcion sistémica provoca un
SEMARNAT- deterioro del sistema nervioso
(1993) central, el higado y los rifiones. Los

efectos locales incluyen irritacion
de los ojos, piel y membranas
mucosas.

La contaminacion de agua por nitrégeno representa un problema serio tanto para la salud
del ser humano como para la fauna y flora, para lo cual se han disefiado diferentes métodos de
tratamiento para mejorar la calidad del agua, los fisicoquimicos y los biologicos. Los procesos
fisicoquimicos més usados para eliminar nitrégeno amoniacal del agua son: el arrastre de
amoniaco, el uso de resinas de intercambio idnico y la cloracion al punto de rompimiento. El
arrastre de amoniaco es un proceso de desorcion para reducir el contenido de amoniaco en un
agua residual mediante una fuerte corriente de aire. Se utiliza cal viva o sosa caustica para
alcalinizar el agua (pH de 10.8 a 11.5), lograndose la conversion de los iones amonio a
amoniaco de acuerdo a la siguiente ecuacion (pKa de 9.24 a 25°C) (Silva, 2011):

NH,” + 0OH™ = H;0 + NH;

Las resinas de intercambio i6nico son capaces de retener selectivamente sobre su
superficie los iones disueltos en el agua, los mantiene temporalmente unidos a la superficie, y
los cede frente a una disolucion con un fuerte regenerante. La cloracion al punto de
rompimiento es la adicion de cloro al agua hasta el punto donde el cloro libre residual
disponible se incrementa proporcionalmente a la cantidad de cloro que esta siendo afiadido. En
el punto de ruptura (breakpoint), todo el nitrdgeno amoniacal ha sido oxidado a nitrégeno

molecular (Tchobanoglous y Burton, 1991).
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Sin embargo, estos métodos no remedian el problema de raiz, el beneficio adquirido es
superado por sus inconvenientes ya que suelen ser muy costosos y solamente trasladan los
contaminantes de un lugar a otro o generan una contaminacion colateral. Debido a esto, se han
desarrollado métodos bioldgicos basados en los procesos microbianos del ciclo del nitrégeno
como los procesos de nitrificacion, desnitrificacion, ANAMMOX, entre otros (Tabla 2). El
método convencional de nitrificacion-desnitrificacion constituye una forma efectiva,
sustentable y econdmicamente factible de eliminar biolégicamente el nitrégeno de aguas
residuales (Cervantes y col., 2000). Este proceso.se define como el acoplamiento de los
procesos nitrificante y desnitrificante para transformar al amonio hasta nitrégeno molecular.
Se realiza en dos fases, una aerobia (nitrificacion) donde el amonio (NH;") es oxidado a
nitrato (NO3), y posteriormente una andxica (desnitrificacion) donde el NO3™ es reducido a

nitrégeno molecular (N,) (Silvay col., 2011a).

Tabla 2. Comparativo de tratamientos fisicoquimicos y bioldgicos de aguas residuales.

Tipo de tratamiento Ventaja Inconveniente

Fisicoquimicos o Altas tasas de e No resuelven el problema solo

eliminacion de amonio

lo trasladan de un lugar a otro.

ANAMMOX, SHARON,

SHARON-ANAMMOX, etc.

Alta eficiencia en
eliminacién de nitrégeno

Necesita un  escrupuloso
control de variables (pH,
temperatura y concentracion
de oxigeno)

El arranque puede ser muy
lento

Nitrificacion/desnitrificacion

Alta eficiencia
Costo de operacion bajo
Proceso facil de manejar

Proceso amigable con el
ambiente

Las cepas nitrificantes
autotrofas poseen una baja tasa
de crecimiento.

Oxidacién de cresoles por un lodo nitrificante en un reactor SBR

Juan Antonio Salas Cortés



Especialidad en biotecnologia

2.1 Nitrificacidon/desnitrificacion

2.1.1 Nitrificacion

Tanto la nitrificacion como la desnitrificacion forman parte del ciclo natural del nitrogeno

(Figura 1).

Reduccian Jitrificacion

asimilatoria de

Desnitrificacican

MNH= ¢ Armonificacion de
|<— L nitrato

Fijacion de Mz

N organico

NO,

Amonificacion
Asimilacion

Mitrificacion

Figura 1. Ciclo del nitrégeno (Zumft, 1997).

La nitrificacion se define como un proceso respiratorio aerobio y litoautotréfico
mediante el cual se lleva a cabo la oxidacion del amonio hasta nitrato via nitrito, por bacterias
amonio oxidantes (AOB, por sus siglas en inglés) y nitrito oxidantes (NOB) (Figura 2)
(Prosser, 1989; Bock y col., 1991). Las AOB y NOB son quimiolitétrofas, obteniendo la
energia de la oxidacion del nitrégeno amoniacal y del nitrito, respectivamente, y utilizando el
oxigeno como aceptor final de electrones, por lo que son aerobias estrictas (Lolmede y col.,
2000). Son bacterias autotrofas ya que son capaces de elaborar todos sus compuestos de
carbono celulares (proteinas, lipidos, carbohidratos) a partir de CO, (Conn y Stumpf, 1993).

El primer paso donde se oxida el amonio (NH,") a nitrito (NO), es catalizado por pocas
especies de bacterias que empiezan con el prefijo nitroso, como: Nitrosomonas, Nitrosospira,

Nitrosolobus, Nitrosococcus y Nitrosovibrio, siendo Nitrosomonas el género mas
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representativo. El segundo paso corresponde a la oxidacién del nitrito (NO;") a nitrato (NO3),
a traves del grupo de géneros: Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus y Nitrospira, siendo
Nitrobacter el més estudiado.

La primera reaccion es catalizada por la enzima amonio monooxigenasa (AMO) y la
segunda por la enzima hidroxilamina oxidoreductasa (HAO). Por ultimo, la tercera reaccion de
oxidacion del nitrito a nitrato es catalizada por la enzima llamada nitrito 0xido reductasa
(NOR).

'

Amonio monooxigenasg_

NH," +1/20, > NH,OH +H*

Nitrosomonas,

Nitrosospira,

Nitrosolobus, <

Nitrosococcus,

Nitrosovibrio. NH,OH + H" +0,

Amonio-oxidacion =<

Hidroxilamina oxidoreductasa

»NO, + H,0 + H|

N

~

Nitrobacter,
Nitrospina, -
Nitrococcus
Nitrospira.

Nitrito-oxidacion — N02'+ 1}204 Nitrito oxidoreductasa . NO3'

—

Figura 2. Reacciones del proceso nitrificante.

Entre los factores que afectan la nitrificacion, se encuentran:
e~ La presencia de compuestos organicos e inorganicos como la aliltiourea (ATU), el
cianuro de potasio, la tiourea, el dietiltiocarbamato y la nitrapirina. Estos compuestos
han sido catalogados como inhibidores especificos de la amonio oxidacién (Hooper y
Terry, 1973; Bedard y Knowles, 1989). Silva y col. (2009) encontr6 que en cultivos en
lote la adicion de ATU (25 mg/l) provoca una inhibicion completa de la amonio
oxidacion durante 24 h de incubacion, resultando en una eficiencia de consumo en
amonio (Enns) de 1.7 = 1.1% Yy un rendimiento en nitrato (Ynos) de 0.97 + 0.05 g N-
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NO3z/g N-NH;" consumido. Estos resultados indicaron que s6lo una minima cantidad
de amonio fue consumido y posteriormente oxidado hasta nitrato. Por lo tanto, la ATU
inhibid la actividad amonio oxidante pero no asi la nitrito oxidacion.

e La concentracion de oxigeno disuelto: las bacterias nitrificantes utilizan oxigeno
molecular como aceptor final de electrones en el proceso respiratorio y lo requieren
para su crecimiento. En reactores de lodos activados, se ha reportado que la
concentracion minima en oxigeno disuelto seria de 2 mg/l para mantener una actividad
nitrificante correcta (Gerardi, 2002).

e La concentracion inicial de nitrito y amonio: algunos estudios sefialaron que el NH3
podria ser un inhibidor de la enzima nitrito 6xido reductasa (Yang y Alleman, 1992),
asi mismo el nitrito es un inhibidor de la nitrificacion (Silva y col., 2011a).

e El valor de pH: las bacterias nitrificantes se ven favorecidas a valores de pH neutro a
alcalino préximo a valores de 7.5-8.0. Valores de pH por debajo de 5 pueden provocar
que la nitrificacion se detenga por completo, aungue no es claro si el causante es el pH
o0 la acumulacién de &cido nitroso (HNO>), el cual inhibe la oxidacion de amonio
(Cervantes y col., 2000).

o La temperatura: se sabe que la velocidad especifica de reacciones bioquimicas puede
modificarse con la temperatura y en consecuencia, la temperatura puede alterar las
velocidades tanto del proceso respiratorio microbiano como del crecimiento celular.
Las bacterias nitrificantes pueden sobrevivir a temperaturas de entre 4 a 45°C, sin
embargo, presentan un mejor crecimiento entre 28 y 36°C dependiendo de las especies
(Silva, 2011).

e Larelacion C/N: uno de los parametros mas importantes en el proceso de nitrificacion
es la relacién entre el carbono orgénico y el nitrégeno, debido a que el contenido de
estos macronutrientes en el agua residual puede determinar la competencia en el
crecimiento establecida entre las poblaciones de microorganismos autétrofos y
heterotrofos (Ferrara y Ramirez, 2010).

e La presencia de compuestos organicos de tipo aromatico: diferentes estudios han
demostrado la inhibicion tanto de la amonio oxidacion como de la nitrito oxidacion por

compuestos organicos, incluyendo compuestos aromaticos como benceno, tolueno, m-
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xileno, fenol y p-cresol (Texier y Gémez, 2002; Amor y col., 2005; Zepeda y col.,
2006).

2.1.2 Desnitrificacion

La desnitrificacion es un proceso metabdlico anoxico donde el nitrato es utilizado como
aceptor terminal de electrones y es reducido a nitrogeno molecular por una sucesion de
reacciones catalizadas por enzimas especificas (Martinez, 2007). A diferencia de la
nitrificacion, ésta puede ser litotréfica u organotréfica. La desnitrificacion requiere un sustrato
oxidable ya sea organico o inorganico que actie como fuente de energia, por lo que la
desnitrificacion puede llevarse a cabo tanto por bacterias heterotrofas'como autoétrofas. En la
desnitrificacién organoheterotrofica, un sustrato organico, como metanol, etanol, acido
acético, glucosa, etc. actia como fuente de energia (donador de electrones) y fuente de
carbono. En la desnitrificacion litoautotrofica, la fuente de energia es inorganica, como
hidrégeno o compuestos reducidos de azufre: 4cido sulfhidrico (H,S) o tiosulfato (S,057) y la
fuente de carbono también es inorganica (CO5).

El proceso desnitrificante se realiza a través de 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 reduccion de nitrito a 6xido nitrico es catalizada por la
enzima nitrito reductasa; (c) subsecuentemente el éxido nitrico. es. transformado a 6xido
nitroso por la 6xido nitrico reductasa; (d) finalmente el 6xido nitroso es reducido a nitrégeno
molecular por catélisis de la 6xido nitroso reductasa (Cuervo-Ldpez y col., 2009). La

secuencia enzimatica de la desnitrificacion es la siguiente:

> —

- nitrato reductasa - nitrito reductasa Oxido nitrico reductasa Oxidonitroso reductasa
NO; NO, b——» NO """ N, O ——d—""5% N,

Figura 3. Reacciones del proceso desnitrificante.
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2.2 Oxidacion de compuestos fendlicos por lodos nitrificantes

La nitrificacion puede verse afectada por distintos compuestos inorgdnicos y organicos,
incluyendo a compuestos arométicos y fendlicos. Sin embargo, esto no quiere decir que
detengan el proceso sino que de alguna manera sélo lo ralentizan, manteniéndose altos los
valores de eficiencia y rendimiento de la nitrificacion (Texier y Gomez, 2007). Ademas, se ha
reportado que estos mismos compuestos organicos pueden ser eliminados eficientemente
usando un consorcio microbiano fisiol6gicamente estable (Silva y col., 2009, 2011b).

En la literatura, se puede encontrar estudios sobre el efecto inhibitorio de compuestos
fenolicos en la nitrificacion y en conjunto sobre la capacidad metabdlica de los lodos
nitrificantes en oxidar dichos compuestos: fenol (Weinberger R. (1993). Practical capillary
electrophoresis.  Academic Press, San Diego CA. pp 6-7. y col., 2001; Amor y col., 2005;
Silva y col., 2011b), p-cresol (Texier y Goémez, 2007; Beristain-Cardoso y col., 2011), 2-
clorofenol (Martinez-Hernandez y col., 2011; Silva y col., 2011b; Pérez-Alfaro y col., 2013),
p-hidroxibenzaldehido (Téllez-Pérez y col., 2012). Texier y Gomez (2002) estudiaron el efecto
del p-cresol en cultivos nitrificantes en lote. Se observé que éste inhibié la formacion de
nitrato.en un 70% a una concentracion de 17 mg/l. Posteriormente, los mismos autores
realizaron un estudio en un reactor nitrificante de lotes secuenciados (SBR, por sus siglas en
ingles) (Texier y Gomez, 2007). Observaron que conforme aumentd el ndmero de ciclos de
operacion en el reactor SBR, el porcentaje de inhibicidn de la nitrificacion por la adicion de p-
cresol disminuy6 significativamente hasta llegar a un estado estacionario. Posteriormente,
Silva (2011) observo que el lodo nitrificante fue capaz de consumir totalmente el p-cresol y
mineralizarlo a CO, sin afectar la eficiencia y el rendimiento de la nitrificacion en un reactor
de lotes secuenciados.

Zepeda y col. (2013) trabajaron con un lodo nitrificante en un reactor SBR operado
durante 4 meses, adicionando m-cresol a diferentes concentraciones (0-150 mg C/I) y 50 mg
N-NH,"/I. Se obtuvo la total eliminacion de amonio (Enns = 98 + 2%), asi como la completa
eliminacion de m-cresol (Em-cresol = 100%).

Estos resultados muestran la capacidad metabdlica de consorcios nitrificantes en oxidar

simultaneamente amonio y cresoles y que el reactor SBR podria ser una buena alternativa ya
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que permite atenuar el efecto inhibitorio a través de los ciclos de operacion. Sin embargo, el
cresol que mas se ha estudiado es el p-cresol y la informacién disponible sobre la oxidacién de
los otros dos isémeros del cresol (o-cresol y m-cresol) por lodos nitrificantes es casi

inexistente y mas aun en mezclas de isdbmeros y en reactores bioldgicos.

2.3 Reactor de lotes secuenciados

Los reactores de lotes secuenciados (SBR: Sequential Batch Reactor) son reactores
discontinuos donde el proceso biolédgico y la sedimentacién ocurren en un solo tanque. Esto
provee a los reactores de lote secuenciado ventaja en cuanto a su operacion, tienen un bajo
costo de operacion, una facil automatizacion, una gran flexibilidad de operacion, y presentan
un ahorro en espacio y en mantenimiento (Mace y Mata-Alvarez, 2002). EI SBR opera en
ciclos consecutivos de cuatro etapas: llenado, reaccion bioldgica, sedimentacion y-drenado
(Figura 4) (Texier y Gomez, 2004). Los reactores SBR son utilizados para tratar aguas como

las industriales por nitrificacion/desnitrificacion (Artan y col., 2001).
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Figura 4. Etapas del ciclo de operacion de un reactor SBR.

Ademas, los reactores SBR constituyen una buena herramienta de estudio basico para
caracterizar cinéticamente procesos bioldgicos ya que se pueden establecer cinéticas de
consumo en sustratos y formacion de productos en cada ciclo de operacion. Esto permite
evaluar como cambian las velocidades especificas del proceso a través de los ciclos bajo
diferentes condiciones de operacion. Silva (2011) observd en un reactor SBR nitrificante
alimentado con p-cresol (25-200 mg C/L) que las velocidades especificas de consumo de p-
cresol aumentaban con el nimero de ciclos, demostrando que la capacidad metabdlica del lodo
para oxidar el compuesto fenolico aumentaba a través de los ciclos. En este mismo estudio, se
obtuvo una velocidad especifica de consumo de p-cresol mayor que en otros estudios en lote.
Ademas, se obtuvo el consumo total y la mineralizacion del p-cresol en paralelo con una
completa conversion del amonio a nitrato. De acuerdo a sus resultados, Silva (2011) propuso
que el SBR podria constituir una buena alternativa para eliminar simultdneamente amonio y

compuestos inhibitorios o recalcitrantes de aguas residuales. Sin embargo, hacen falta méas
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estudios en reactores SBR para evaluar la eliminacion de amonio y mezclas de cresoles a

través de los ciclos de operacion.

3 Justificacion

En la actualidad el problema del agua reside principalmente en los problemas de
desabasto, contaminacion y purificacion. El agua forma parte de todo ser vivo y sin ella la vida
seria imposible. Empleamos el agua en nuestras actividades diarias, también la usamos en la
agricultura y en la actividad industrial: industria minera, quimica y petrolera entre otras. Las
industrias utilizan enormes volumenes para sus procesos emitiendo grandes cantidades de
efluentes contaminados repercutiendo en el ambiente y la salud de la poblacién. En efluentes
industriales, el amonio puede estar presente en conjunto con contaminantes organicos de tipo
aromatico como los compuestos fenolicos. El sistema nitrificante-desnitrificante constituye
una forma efectiva, sustentable y econdémicamente factible de eliminar bioldgicamente el
nitrogeno de aguas residuales en forma de nitrégeno molecular. Recientemente, se ha
demostrado que puede ser ventajoso usar lodos nitrificantes en reactores SBR para eliminar
simultaneamente amonio y compuestos aromaticos. EXxiste informacion previa que demuestra
que el amonio puede ser oxidado a nitrato via nitrificacion en reactores SBR con alta
eficiencia y alto rendimiento aun cuando el reactor este alimentado con p-cresol o m-cresol.
Sin embargo, todavia no se ha estudiado la capacidad metabdlica de lodos nitrificantes para
oxidar los tres isomeros del cresol (o-, m-'y p-cresol) cuando estan presentes en mezcla. Hacen
falta més estudios fisiologicos y cinéticos de la biotransformacién de los diferentes cresoles
por lodos. nitrificantes en reactores bioldgicos para llegar a entender mejor y mejorar el
proceso respiratorio nitrificante. Este tipo de informacion podria ayudar a proponer

alternativas de tratamiento de efluentes de tipo industrial.

4 Hipotesis

Un lodo con respiracion nitrificante estable sera capaz de oxidar simultdneamente al

amonio, m-cresol, o-cresol y p-cresol en un reactor de lotes secuenciados.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de un consorcio nitrificante para oxidar el m-cresol, o-cresol y p-

cresol en un reactor de lotes secuenciados.

5.2 Objetivos especificos

o  Evaluar la nitrificacion en un reactor de lotes secuenciados en ausencia y presencia
de cresoles, a través de las variables de respuesta: eficiencia y rendimiento.

o Evaluar el efecto inhibitorio en la nitrificacion del m-cresol, o-cresol y p-cresol en un
mismo reactor a partir de la comparacion de las velocidades especificas.

o Evaluar la biotransformacion de los cresoles a través de los ciclos de operacion y a

diferentes concentraciones iniciales.

6 . Materiales y métodos

6.1 Fuente de in6culo

El in6culo se obtuvo de un reactor nitrificante en continuo de tanque agitado en estado
estacionario. El reactor continuo se alimenta continuamente con un medio de cultivo
litoautotréfico para la nitrificacién con una velocidad de carga en amonio de 250 + 14 mg
N/I.d. Durante el periodo de operacion del reactor continuo en el cual se utilizé el lodo como
fuente de indculo para el reactor SBR, la velocidad de descarga en amonio residual se
mantuvo muy baja y la velocidad de produccion de nitrato fue de 237 + 12 mg N/I.d. La
velocidad de descarga en nitrito siempre se mantuvo cercana a cero. El reactor continuo
presento los siguientes valores promedio de eficiencia y rendimiento: 99 £ 5% y 0.95 £ 0.05 g

N-NOs/g N-NH;" consumido. De acuerdo con los resultados obtenidos, el consorcio del
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reactor en continuo presentd una actividad fisiologica nitrificante estable con altos valores de
eficiencia de consumo de amonio y rendimiento de formacion de nitrato, consecuentemente
fue adecuado utilizarlo como indculo para el reactor de lotes secuenciados. El reactor SBR se

inoculé inicialmente con una concentracion de 200 mg de proteina microbiana por litro.

6.2 Medio de cultivo

La alimentacion del reactor SBR se realizd mediante dos medios de cultivo utilizados como
fuentes de nitrégeno y carbono, suministrados por separado para evitar la posible
cristalizacion de sales. La concentracion inicial en amonio-en cada ciclo de operacién fue de
72.4 £ 16.5 mg N/I. Se utilizé un medio de cultivo para el presente estudio de acuerdo a las
relaciones C/N, C/S 'y C/P utilizadas por Silva (2011) (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Relaciones C/N, C/Sy C/P (Silva, 2011).

C/N C/S C/pP
2.6 6.8 6.2

Tabla 4. Composicion quimica del medio de cultivo en el reactor SBR.

Fuente de nitrogeno (g/l) Fuente de carbono (g/l)
(NH,4)2SO4 0.585 NaHCO; 4573
NH,CI 0.474 CaCl, 0.032
KH,PO, 0.459
MgSO, 0.353
NaCl 0.541

6.3 Reactor de lotes secuenciados

Se utiliz6 un reactor de volumen nominal de 1 | (Microferm Fermentor, New Brunswick

Scientific, mod. MF-114). La Figura 5 muestra el esquema general del SBR.
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Todos los ensayos fueron realizados a temperatura ambiente (25 + 5°C). La aireacion en
los cultivos se mantuvo constante y la agitacion de 250 rpm. La concentracion promedio de
oxigeno disuelto se mantuvo a 5.8 + 0.2 mg/l. El valor promedio de pH se mantuvo en un

intervalo de 7-8 utilizando bicarbonato de sodio como amortiguador.

Aireacion Fuente de nitrégeno Fuente de carbono
5.85+0.17 mg ozll 90.4 £7.2 ml/min 88.3+7.0 mI/min
J | | |
| (NH,)SO,,
NH4Cl, KHPOs,  Napco, cacl
[ MgSO0,, NacCl R
I:—’ ]
—
=y
| U C-NaHCO;: 260 mg C/I
- R N-NH,": 100 mg N/I
7 o Agitacion: 250 rpm
o Biomasa inoculada: 200mg/I
o Volumen de operaciéon: 11
(e}
(e}
I. m-Cresol (10, 20, 30 mg/I) oo

Il. m-Cresol (30 mg/l) + o-cresol
(10, 20, 30 mg/1)

Ill. m-Cresol (30 mg/l) + o-cresol
(30 mg/1) + p-cresol (30 mg/I)

Ciclos de 12 horas
e Llenado (0.07 h), reaccidn biolégica (11.26 h), NO;, NO,, Biomasa,
sedimentacion (0.25 h) y drenado (0.42 h). NH,", cresoles
e Cinéticas de consumo de NH,;" y cresoles
Cinéticas de formaciéon de NO,, NO;’

Figura 5. Esquema del SBR nitrificante.

Cada ciclo de operacion de 12 h consistio de las siguientes fases: llenado (0.07 h),
reaccidn bioldgica (11.26 h), sedimentacion (0.25 h) y drenado (0.42 h).

Primeramente, se efectuaron ensayos abioticos control en el reactor. Esto se realiz6 con
el fin de descartar posibles interferencias dentro del reactor como pueden ser reaccion quimica
con los componentes del medio de cultivo, adsorcion en la unidad experimental y/o
volatilizacién de los cresoles y garantizar la reproducibilidad de los estudios.

Posteriormente, se inoculd el reactor pero se opero bajo condiciones nitrificantes sin la

adicion de cresol para obtener un proceso respiratorio nitrificante estable con altos valores de
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eficiencia de eliminacion de amonio y de rendimiento de formacion de nitrato. Finalmente, se

procedid a la adicion de los diferentes isdmeros de acuerdo a la Tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones iniciales de cresoles adicionados en el SBR nitrificante.

Compuesto(s) Concentracién (mg C/l) Ciclos

10 173-198

m-Cresol 20 199-226

30 227-240

10 241-282

m-Cresol (30 mg C/I) + o-cresol 20 283-310
30 311-354

m-Cresol + o-cresol + p-cresol 30 cada cresol 355-413

6.4 Variables de respuesta

Para evaluar el proceso nitrificante en el SBR sin y con la adicién de cresoles, se
realizaron cinéticas de consumo de amonio y de formacion de nitrito y nitrato a diferentes
ciclos. Se determinaron las siguientes variables de respuesta: la eficiencia de consumo en
amonio (Enng), los rendimientos de formacion de nitrito (Ynoz), nitrato (Ynos) Y biomasa
(Ysm) Y las velocidades especificas de consumo de amonio (qnus) Y de formacion de nitrato
(Onos).

La eficiencia (E) se define como la capacidad del consorcio nitrificante para consumir su

sustrato y se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion (1):

E = ([Fustrrzto iniciall— [Sustrate ff?”ﬂ]) w 100 (1)

[Fustrato iniciall
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El rendimiento (Y) se define como la cantidad de producto (nitrito, nitrato o biomasa)
formada a partir del sustrato consumido (ecuacién 2). La importancia de esta variable radica

en que determina qué vias metabolicas predominan en un proceso bioldgico.

[Producto formado] [Producto formado] (2)

Sustrato consumido [Sustrato iniciall-[Sustrato finail
[ ] r

Se determinaron las velocidades volumétricas (V) a partir de las cinéticas realizadas a
través de una regresion lineal y se calcularon las velocidades especificas (g) con la ecuacion 3:

a=; ()

Donde: X es la concentracion en biomasa.

Se utilizaron las mismas variables de respuesta para evaluar la capacidad del lodo en
oxidar los diferentes cresoles en el SBR.

Las variables que son evaluadas en cada etapa se resumen a continuacion en la Tabla 6.

Tabla 6. VVariables de respuesta.

Etapa Nitrificacion Oxidacion de cresoles

Estabilizacion del proceso ENH41YN03, YNoz, YB|\/|, ONH4, ==
nitrificante dnos

Adicion de cresoles ENH4,YNO31 YN02, YBMa ONH4, Em—cresol, Eo—cresol; Ep—cresol;
anos Om-cresol, Jo-cresols Jp-cresol-

6.5 Métodos analiticos

Se realizaron al menos tres curvas de calibracion para garantizar la reproducibilidad de
los diferentes métodos de analisis. Se analizaron los coeficientes de determinaciéon y de

variacion en el valor de la pendiente (Tabla 7).
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Tabla 7. Coeficientes de variacién en la pendiente y coeficientes de regresion (R?) para
cada método analitico.

Andlisis Coeficiente de variacion Coeficiente de determinacion
(%) (pendiente)

Amonio 2.2 0.999 + 0.001
m-Cresol 1.4 0.999 + 0.001
o-Cresol 2.6 0.999 £ 0.001
p-Cresol 5.6 0.980 = 0.019
Proteina microbiana 4.3 0.982 + 0.008
Nitrito 3.6 0.997 £ 0.010
Nitrato 3.8 0.998 + 0.020

Los métodos analiticos presentaron un coeficiente de variacion en la pendiente menor
que 6% y los valores de R? fueron cercanos a 1, lo que indica una alta reproducibilidad y
linealidad de los métodos.

A continuacién se describe cada método analitico con el que se analiz6 amonio, nitrito,

nitrato, proteina microbiana, cresoles, oxigeno disuelto y pH.

6.5.1 Amonio

Se utilizo un electrodo selectivo (pHoenix electrode Co. Mod. NH331501). La prueba
consiste en desplazar el equilibrio del par NH;/NHz en solucién acuosa mediante la
alcalinizacién de las muestras y asi medir el gas amoniaco que pasa a través de una membrana

selectiva (Figura 6).
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Figura 6. Curva de calibracion para amonio.

6.5.2 Nitrito, nitrato

Para esta cuantificacion, se utilizé un equipo HPLC (Perkin Elmer serie 200) y un
equipo de electroforesis capilar (Beckman Coulter, proteomeLab PA 800). -En la
cromatografia liquida, los componentes a separar se afiaden de forma soluble por la parte
superior de la columna quedando retenidos en la misma, posteriormente los componentes se
desplazan arrastrados por una fase mavil liquida, al final se obtiene un sistema de registro
grafico (cromatograma) que es un registro de picos donde para cada componente el area del
pico es proporcional a su concentracion (Figura 7).

La electroforesis capilar se basa en la migracion de los iones en solucién bajo la
influencia de un campo eléctrico hacia el electrodo con la carga opuesta a ellos. La fuerza
conductora de una particula esta relacionada con su carga y la intensidad del campo eléctrico
aplicado asi como la composicion del electrolito, el cual funciona como el medio de

separacion que proporciona una resistencia (Weinberger, 1993).
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Figura 7. Curva de calibracion para NO, (A)y NO3™ (o).

6.5.3 Proteina microbiana

El método de Lolmede Ph., Jacome A., Vidart T. y Tejero 1., (2000). Tratamiento de
agua residual con elevado contenido de nitratos utilizando reactores de biomembrana aireados.
Ingenieria del agua. 7,3. (1951) combina la reaccién de Biuret con la reduccién del reactivo
de Folin-Ciocalteau (&cidos fosfomolibdico y fosfotingstico) por la oxidacion de tirosina,
triptofano, cisteina, cistina de las cadenas polipeptidicas. El proceso de éxido-reduccion se
acompafia de la formacion de un color azul caracteristico en el complejo Cu-proteina y la
posterior reduccion de este complejo por el reactivo de Folin-Ciocalteau. Este método es util
para determinar pequefias cantidades de proteina en una disolucion. El desarrollo de color

depende en gran medida del pH, que se debe mantener entre 10 y 10.5.
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Figura 8. Curva de calibracion para proteina.

6.5.4 Cresoles

La determinacion de las concentraciones de cresoles en las muestras se llevo a cabo por
HPLC (Perkin Elmer serie 200) (Figura 9). La separacion de los compuestos fendlicos esta
determinada por la fuerza de las interacciones de los cresoles 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 mévil. Se.empled-una columna Bondclone 10u-C18 (Phenomenex, 300
x 3.9 mm). Se realizaron diversas pruebas para poder cuantificar a los cresoles en mezcla y se
encontré que las mejores condiciones para separar al menos una mezcla binaria de cresoles fue
medir a una longitud de onda de 254 nm y un flujo de 1 ml/min empleando una mezcla de
acetonitrilo-agua (50:50 v/v). Bajo estas condiciones, se pudo separar el o-cresol de los otros
dos isomeros pero no se pudo separar el m-cresol del p-cresol. En consecuencia, se pudo
separar y cuantificar por HPLC los cresoles en las siguientes combinaciones binarias: o-cresol

y m-cresol, o-cresol y p-cresol.
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Figura 9. Curvas de calibracion de o-cresol (®), m-cresol (M) y p-cresol( 4).

6.5.5 Oxigeno disueltoy pH

El oxigeno disuelto fue cuantificado mediante un medidor de oxigeno disuelto (Hanna,
HI1 98186) con un electrodo polarografico (HI76407/4F). Este equipo tiene integrado un sensor
de temperatura y un barémetro compensando automaticamente para las lecturas de oxigeno
disuelto. El valor de pH fue medido mediante un medidor portatil (Digi-Sense, Cole Palmer)

acoplado a un electrodo combinado de calomel y vidrio.

7 Resultados y Discusion

7.1 Ensayos abidticos en el SBR

Con el fin de descartar posibles pérdidas de o- y m-cresol del reactor SBR por
fendmenos de adsorcidn, reaccion quimica con los componentes del medio de cultivo y/o
volatilizacién, se procedio a realizar ensayos abiodticos sin biomasa (Figura 10). Se realiz6 el
muestreo a diferentes tiempos (2, 5, 15, 30 y 60 minutos) dentro de un mismo ciclo de

operacion.
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Figura 10. Controles abidticos con o-cresol (0) y m-cresol (A) en el reactor SBR.

Si ocurre volatilizacion, adsorcion y/o reaccion quimica de los cresoles, esto se da en los
primeros minutos que se han afiadido al reactor. La Figura 10 muestra que en el transcurso de
1 hora las concentraciones de o-cresol y m-cresol no cambiaron significativamente, de lo-cual
se puede deducir que no hubo pérdida de los compuestos fendlicos bajo las condiciones
experimentales utilizadas en el sistema. En un estudio previo desarrollado bajo condiciones de
operacion similares a las utilizadas en el presente trabajo, Texier y Gomez (2007) demostraron
que no hubo pérdida significativa de p-cresol en un reactor de lote secuenciado durante un
ensayo abiotico control.

7.2 Estabilizacion del proceso nitrificante sin adicion de cresoles

Se llevd a cabo la estabilizacion del proceso nitrificante dentro del reactor, obteniendo

altos valores de consumo de amonio y nitrato como producto mayoritario, y no se encontro

nitrito en el efluente (Figura 11).
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Figura 11. Estabilizacion del proceso nitrificante en el SBR NH," inicial (4 ), NOs™ final
(W), NO; final (X), NH," final (® ).

El balance de nitrdgeno correspondiente se presenta a continuacion (mg N/I):

[N — NH4+], [N- NH&+],  [N-NO3-1; = [N-NO2-]; [N BM]

69.7+8.1 0 654+7.1 0 0.30 +0.03

Las desviaciones estandares bajas muestran que el proceso nitrificante fue estable. En la
Tabla 8, se presentan las eficiencias y los rendimientos de la nitrificacion en el reactor
control (sin adicion de cresoles) a diferentes ciclos de operacion. En todos los ciclos, la
Enwug fue del 100%, el Yno2 de cero.y el Yynos cercano a un valor de 1. Estos resultados
muestran que las condiciones de operacion utilizadas para el SBR fueron adecuadas para
obtener un proceso nitrificante eficiente, con alto rendimiento de nitrato y estable
fisioldgicamente.
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Tabla 8. Eficiencias y rendimientos del proceso respiratorio nitrificante en el reactor control
sin adicion de cresoles.

Ciclo Enna (%0) Ynoz Ynos
3 100 0 1.07
17 100 0 0.92
55 100 0 0.84
73 100 0 0.91
99 100 0 0.87

“mg N/mg N-NH,* consumido.

La Figura 12 es un ejemplo de los perfiles cinéticos obtenidos en el reactor SBR (ciclo
73) que muestra los valores de concentracion encontrados a lo largo del tiempo para amonio,
nitrito y nitrato. Se observa un consumo total de amonio con una formacién transitoria de
nitrito, obteniéndose a las 5 h de cultivo un efluente libre de nitrito y conteniendo nitrato como

producto mayoritario de la oxidacién del amonio.
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Figura 12. Cinéticas de la nitrificacion en el SBR control nitrito ( ¢ ), nitrato (H) y
amonio (A) (ciclo 73).
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7.3 Crecimiento microbiano

Se midié la concentracion de proteina microbiana a lo largo de los ciclos del reactor
control (Figura 13). Se encontré que la velocidad volumétrica de crecimiento celular fue de
1.9 + 0.2 mg proteina/l.ciclo, resultando en un rendimiento en biomasa de 0.004 + 0.001 mg
N-proteina/mg N-NH," consumido. Esto demuestra que el crecimiento celular fue bajo a

través de un proceso respiratorio principalmente desasimilativo.
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Figura 13. Crecimiento microbiano en el SBR control sin adicion de cresoles.

7.4 Nitrificacion en el SBR alimentado con cresoles

La Tabla 9 presenta de manera resumida la secuencia de alimentacion de los diferentes

cresoles al SBR y sus respectivas concentraciones iniciales.
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Tabla 9. Concentraciones de cresoles afiadidas al reactor y sus respectivos ciclos de

operacion.
Ciclo Concentracion de cresol (mg C/I)
173-240 m-cresol (10, 20, 30)
241-354 m-cresol (30) + o-cresol (10, 20, 30)
355-413 m-cresol (30) + o-cresol (30) + p-cresol (30)

El perfil nitrificante del SBR alimentado con cresoles se presenta en la Figura 14. Se observo
una completa oxidacion de amonio, la formacién mayoritaria de nitrato sin acumulacion de
nitrito en el efluente, con lo que se puede concluir que la adicién de los cresoles no afect6
significativamente la actividad nitrificante del consorcio. Todo el amonio fue oxidado a nitrato
(Enna = 100% y Ynos = 0.91 + 0.04) (Tabla 10). Se evidencio que los tres isomeros del cresol

en mezcla no afectaron la nitrificacion en el SBR en términos de eficiencia y rendimiento.

Ciclo 173-240 Ciclo 241-354 Ciclo 355-413

Iy e e ey - e = ey e ey Fa e = ey e ey -
- R e ¢ e PN, N, ot e L R T e -

150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410

=l G0
o o0 o

Ln
=]

Concentracion (mg NSy
| o I ¥ TR =)
8 o o

=
o]

Ciclos

Figura 14. Perfil nitrificante del SBR alimentado con cresoles NH," inicial (¢ ), NO3’
final (W), NO, final (A), NH," final (X).
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Tabla 10. Eficiencias y rendimientos del proceso respiratorio nitrificante en el reactor SBR

alimentado con cresoles.

Ciclo Concentracion de cresol (mg C/L) ENH A (%) Ynoz Ynos

1-172 0 100 0 0.92+0.10
173-240 m-cresol (10, 20, 30) 100 0.87 £ 0.06
241-354 m-cresol (30) + o-cresol (10, 20, 30) 100 0 0.95+0.02
355-413 m-cresol (30) + o-cresol (30) + p-cresol (30) 100 0 0.92 £0.05

“mg N/mg N-NH,4" consumido.

7.5 Estudio cinético de la nitrificacion en el SBR alimentado con cresoles

Se presentan los valores de las velocidades especificas de la nitrificacion sin'y con

adicion de cresoles en el reactor en la Tabla 11.

Tabla 11. Velocidades especificas de la nitrificacion en el SBR alimentado con cresoles.

Concentracion (mg C/I) Ciclo ONHe o3

0 1-172  0.080+0.003 0.030+0.001

m-cresol (10) 173 0.027+0.001 0.003+0.001
m-cresol (10) 185 0.035+0.001 0.041+0.002
m-cresol (20) 199 0.045+0.002 0.047+0.002
m-cresol (20) 213 0.037+0.001 0.020+0.001
m-cresol (30) 227 0.054+0.001 0.022+0.001
m-cresol (30) + o-cresol (10) 241 0.038+0.001 0.019+0.001
m-cresol (30) + o-cresol (10) 257 0.043+0.001 0.024+0.001
m-cresol (30) + o-cresol (20) 283 0.058+0.007 0.028+0.004
m-cresol (30) + o-cresol (20) 297 0.051+0.001 0.020+0.001
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m-cresol (30) + o-cresol (30) 311 0.063+0.001 0.020+0.001
m-cresol (30) + o-cresol (30) 339 0.047+0.002 0.030+0.002
m-cresol (30) + o-cresol (30) + p-cresol (30) 355 0.067+0.009 0.029+0.004
m-cresol (30) + o-cresol (30) + p-cresol (30) 369 0.060+0.006 0.028+0.003

“mg N/mg proteina microbiana.h

Cuando se afiadio m-cresol (10 mg C/I) por primera vez al SBR (ciclo 173), este
compuesto provocd una inhibicion del proceso nitrificante con una disminucion del 66% en la
OnHa Y del 90% en la guos respecto a los valores obtenidos en el reactor sin adicién de cresol.
Estos resultados muestran el efecto inhibitorio del m-cresol sobre la nitrificacion, afectando
mas a la nitrito oxidacion que a la amonio oxidacion. Estos resultados coinciden con lo
previamente reportado por Zepeda y col. (2012) en un reactor SBR alimentado con 50 mg N-
NH,*/I donde se observd también una importante disminucion de qnna (- 74%) Y Qnos (- 59%)
al alimentar el reactor por primera vez con 12.5 mg C-m-cresol/l. Sin embargo, en este caso, la
amonio oxidacion fue mas sensible a la inhibicién del m-cresol que la nitrito oxidacion. Esto
sugiere _que el efecto inhibitorio sobre el metabolismo nitrificante puede ser diferente en
funcion del indculo (origen, historial, composicion microbiolégica y/o estado fisioldgico
nitrificante previo) y de las condiciones de operacion. Al aumentar el numero de ciclos y la
concentracion de m-cresol de 10 a 30 mg C/I, se observd una tendencia general al aumento
para las velocidades nitrificantes. qnus aumenté del doble y qnos de hasta 7 veces sus valores
obtenidos en el primer ciclo de adicion de m-cresol (ciclo 173). Los valores no alcanzaron los
valores obtenidos en el reactor control, indicando que el m-cresol siguié presentando un efecto
inhibitorio en la nitrificacion, sin embargo la inhibicién fue disminuyendo a través de los

ciclos.

En el primer ciclo de adicion de o-cresol (10 mg C/I) en mezcla con el m-cresol (30 mg
C/l) (ciclo 241), los valores de gnna Y Onos disminuyeron un 53 y 37% en relacion al control.
Respecto a los valores de velocidades del ciclo 227 cuando el reactor fue alimentado
solamente con m-cresol (30 mg C/1), gnna disminuyo del 30% y Qnos del 14% al adicionar o-
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cresol al reactor. Estos porcentajes de disminucién en las velocidades fueron menores que con
la sola adicion de m-cresol. Esto muestra que la inhibicion causada por el o-cresol fue menor
que la inhibicion provocada por el m-cresol. En su estudio realizado con lodos activados
consumidores de cresoles, Ho y col. (2010) determinaron una menor constante de inhibicién
para el m-cresol (Ki = 116 mg/l) que para el o-cresol (Ki = 192 mg/l) y el p-cresol (Ki = 211
mg/l), indicando que el m-cresol seria mas inhibitorio que los otros dos isémeros. Sin
embargo, Acufia-Arguelles y col. (2003), utilizando un cultivo mixto aerobio consumidor de
compuestos fenolicos, reportaron una menor Ki para el o-cresol (3.2 mM) que para el m-cresol
(5.4 mM) vy el p-cresol (6.3 mM), indicando que en este estudio, el o-cresol fue el mas
inhibitorio. De acuerdo a estos autores, la posicion del grupo metilo.en la molécula juega un
papel importante en el efecto inhibitorio de los isémeros del cresol. Cabe destacar que estos
estudios previos se enfocaron a la biodegradacion e inhibicidn por sustrato de los cresoles por
lodos aerobios (modelo de Haldane) sin evaluar el efecto sobre la nitrificacion. Nuevamente al
aumentar el nimero de ciclos y la concentracion en o-cresol (10 a 30 mg C/I), se observé un
aumento en las velocidades especificas de la nitrificacion, indicando que la inhibicion fue

disminuyendo a través de los ciclos.

Cuando se adicioné p-cresol (30 mg C/I) por primera vez en el reactor en mezcla con m-
cresol (30 mg C/l) y o-cresol (30 mg C/l), la gnna Siguié aumentando y la gnoz no cambio
significativamente. Esto indica que el p-cresol no causo inhibicion en la nitrificacion bajo este
esquema de alimentacion con cresoles del reactor nitrificante. Se ha demostrado previamente
el efecto inhibitorio del p-cresol sobre la nitrificacion en un reactor SBR (Texier y Gomez,
2007). Sin embargo, en el presente trabajo, la alimentacion previa del reactor con m-cresol y
o-cresol durante 3 meses podria explicar en parte la diferencia en los resultados con p-cresol.
Esta alimentacion previa con dos de los isomeros pudo haber favorecido una mayor tolerancia
del lodo al p-cresol a través de una adaptacion metabolica para degradar los cresoles a través

de los ciclos.

Al ciclo 369, gnna Y Onos alcanzaron valores de 0.060 y 0.028 mg N/mg proteina.h,
respectivamente, representando el 75 y 93% de los valores obtenidos en el reactor control sin

adicion de cresoles. Estos resultados muestran que el uso del SBR puede ser una buena
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alternativa para favorecer la disminucion del efecto inhibitorio de los cresoles sobre la
nitrificacion a través de los ciclos. El lodo en el SBR fue capaz de oxidar completamente el
amonio (145 mg N-NH,"/I.d) a nitrato con alta eficiencia y alto rendimiento a pesar de la
alimentacion del reactor con una mezcla ternaria de los isomeros del cresol a 30 mg C/I cada

uno (180 mg C-cresoles/I.d).

7.6 Oxidacion de los cresoles por el lodo nitrificante

En la Figura 15, se muestra que en el primer ciclo de adicién de m-cresol al SBR (ciclo
173), no hubo consumo significativo de m-cresol a lo largo de 6 h de cultivo. En este mismo
ciclo, se observé la mayor inhibicién en la nitrificacion de acuerdo a los datos de velocidades
especificas anteriormente presentados. Posteriormente, en el ciclo 185, todo el m-cresol (10
mg C/1) fue consumido en tan solo 1 h, indicando que el lodo adquirié una mayor capacidad
metabolica para oxidar al m-cresol. Al ciclo 199, el lodo fue capaz de consumir 20 mg C/I de

m-cresol en menos de 10 min.
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Figura 15. Cinética de consumo de m-cresol en el SBR nitrificante: a) 10 mg C/l en el
ciclo 173 (¢) y el ciclo 185 (m); b) 20 mg C/l en el ciclo 199.

La velocidad especifica de oxidacion del m-cresol aumentd de 77 veces su valor entre el
ciclo 173 y el ciclo 185 y de 12 veces entre el ciclo 185 y el 199, alcanzando un valor méximo
de 0.450 mg C/mg proteina microbiana.h al ciclo 227 (Tabla 12). Estos resultados muestran
que el lodo adquirié una mayor capacidad metabdlica para oxidar al m-cresol a través de los
ciclos, la cual podria ser relacionada con un mayor crecimiento de las cepas consumidoras de
cresoles del consorcio y/o la induccion de enzimas involucradas en la degradacion de cresoles.
Cabe destacar que al aumentar la velocidad de consumo de m-cresol, también aumentaron las
velocidades de la nitrificacién (Tabla 11). Esto muestra que la disminucion del efecto
inhibitorio del m-cresol a través de los ciclos del SBR estd relacionada con una mayor

capacidad metabdlica del consorcio en consumir el compuesto fendlico inhibitorio.
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Tabla 12. Velocidades especificas de consumo de m-cresol, o-cresol y p-cresol en el SBR.

Ciclo Concentracion (mg C/1) g (mg C/mg prot. h)
m-cresol o-cresol p-cresol
173 m-cresol (10) 0.0003+0.0001 -- --
185 m-cresol (10) 0.023+£0.001 -- --
199 m-cresol (20) 0.277+0.011 -- --
213 m-cresol (20) 0.289+0.010
227 m-cresol (30) 0.450+0.009 -- --
241 m-cresol (30) + o-cresol (10) 0.137£0.003  0.024+0.001 --
257 m-cresol (30) + o-cresol (10) 0.140+0.003  0.158+0.003 --
283 m-cresol (30) + o-cresol (20) 0.026+£0.003  0.019+0.002 --
297 m-cresol (30) + o-cresol (20) 0.062+0.001  0.024+0.001 --
311 m-cresol (30) + o-cresol (30) 0.189+0.004  0.096+0.002 --
339 m-cresol (30) + o-cresol (30) 0.312+0.016  0.061+0.003 --
355 m-, 0- y p-cresol (30 cada uno) - 0.094+0.012  0.193+0.025*
369 m-, 0- y p-cresol (30 cada uno) - 0.073+£0.007  0.139+0.014*

*Velocidad de consumo de (p-cr + m-cr) ya que los dos isomeros no se pudieron separar por HPLC.

Posteriormente en el ciclo 241, se afiadié o-cresol a 10 mg C/I junto con el m-cresol a 30

mg C/I y se observo que los dos isdmeros fueron completamente oxidados en 1 h (Figura 16).
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Figura 16. Cinéticas de oxidacién de m-cresol () (30 mg C/l) y o-cresol (m) (10 mg C/I)
en el ciclo 241 del SBR nitrificante.

Es interesante observar que la velocidad de oxidacion del m-cresol disminuyé de 70%
cuando se afiadié o-cresol (10 mg C/I) por primera vez al reactor, mostrando el efecto
inhibitorio del o-cresol sobre la capacidad metabdlica del lodo para consumir el m-cresol
(Tabla 12). Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Zepeda y col. (2007) en su
estudio con mezclas de compuestos BTX (benceno, tolueno y xileno). Estos autores enfatizan
en la importancia de considerar las posibles interacciones (sin interaccién, inhibicién,
induccion, co-metabolismo...) que pueden ocurrir en la biotransformacion de mezclas de

compuestos aromaticos en sistemas de nitrificacion.

Del ciclo 241 al ciclo 257, la velocidad de consumo de o-cresol aument6 su valor de 7
veces, mostrando una mayor capacidad metabolica del lodo para oxidar también el o-cresol.
Al aumentar la concentracion inicial de o-cresol a 20 mg C/I (ciclo 283), las velocidades de
oxidacion tanto del m-cresol como del o-cresol disminuyeron, probablemente por el efecto
inhibitorio del o-cresol y posteriormente aumentaron de nuevo. Es destacable que a pesar de la
adicion de 30 mg C-o-cresol/l al ciclo 311, las velocidades siguieron en aumento. La tendencia

general al incremento del ciclo 241 al ciclo 339 de las velocidades de consumo de los dos
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isdbmeros corresponde con la disminucién de su efecto inhibitorio en la nitrificacion (Tabla
11). Cabe hacer notar también que en la mayoria de los ciclos, el o-cresol fue mas lentamente
consumido que el m-cresol, indicando que el o-cresol fue el mas recalcitrante de los dos
isdbmeros (Tabla 12). Estos resultados concuerdan con los citados por Lee y col. (2010) en su
estudio realizado con grénulos aerobios donde los autores identifican al o-cresol como el
compuesto mas recalcitrante con la siguiente secuencia de eliminacion de los isomeros del
cresol: m-cresol > p-cresol > o-cresol. Silva y col. (2014) reportaron previamente una
velocidad de consumo de p-cresol de 0.91 mg C/mg proteina microbiana.h en un reactor SBR
con un lodo nitrificante. Este valor es mayor que las velocidades obtenidas en el presente
estudio para el o- y el m-cresol. De acuerdo a Ho y col. (2010), el p-cresol fue el isomero de
los tres méas rapidamente consumido en lodos activados. Estos resultados muestran que los

isdbmeros presentan una recalcitrancia distinta en funcion de la posicién del grupo funcional.

Por ultimo, se afadieron los tres isomeros del cresol al reactor nitrificante a una
concentracion de 30 mg C/I cada uno (Tabla 12). En los ciclos 355 y 369, se obtuvo la
completa-oxidacion de los tres isomeros del cresol en menos de 2 h, obteniéndose eficiencias
(Em-cresols Eo-cresol Y Ep-cresol) del 100%. No se detecté por HPLC la presencia de intermediarios

de la oxidacién de los cresoles en el efluente.

8 Conclusiones

El lodo nitrificante presentd la capacidad metabolica para oxidar simultaneamente
amonio, m-cresol, o-cresol y p-cresol en un reactor SBR, obteniéndose eficiencias de consumo
del 100%. De manera general, se observé que las velocidades especificas de oxidacion de los
isbmeros aumentaron con el nimero de ciclos de operacion, mostrando una mayor capacidad
metabolica del lodo en consumir los tres cresoles. En consecuencia a esta adaptacion
metabolica del lodo en oxidar los compuestos fenolicos, disminuyo la inhibicion en el proceso
nitrificante. Estos resultados indican que el reactor de lotes secuenciados nitrificante puede ser
una buena opcion para eliminar simultineamente amonio y compuestos inhibitorios o

recalcitrantes del agua, tales como los derivados del fenol.
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