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RESUMEN

Se realizd el estudio cinético del proceso nitrificante de un consorcio microbiano en
presencia de distintas concentraciones de carbono (C/L) de una mezcla de fenol, o-cresol,
m-cresol y p-cresol (40 mg C/L y 0-320 mg C/L) en un reactor secuencial discontinuo
(SBR por sus siglas en inglés). Primero se evalud el proceso nitrificante en ausencia de la
mezcla (control 1) en un SBR con volumen de trabajo de 2L y 176 mg/L de nitrgeno de

proteina microbiana, obteniendo una oxidacion total de amonio (eficiencia; Eyy+ del 100
%) a nitrato (rendimiento; ¥ yo; de 0.95) con una velocidad especifica de consumo de
amonio (qy_yg#) Y produccion de nitrato ( qy_oz) de 1.11 + 0.04 h'y0.67 h" +0.11
respectivamente. Durante la fase de aclimatacion con 40 mg C/L de la mezcla, se observd
un efecto inhibitorio sobre el proceso nitrificante que provocé una disminucion en Eyy+y
Yno; de 11y 54 % respectivamente, como también en las velocidades especificas (89 y

46%), siendo las bacterias amonio oxidantes (BAO) las méas afectadas. Sin embargo, en los
ciclos siguientes en ausencia de la mezcla (control 2) el consorcio recuperd su capacidad

nitrificante (ENHI =100% Y Y yo; = 0.98). Despues el SBR fue alimentado con 10 mg C/L
de la mezcla obteniendo una Eny; del 100%, un Yyo; de 0.62 + 0.006 (-36%) mientras
que los valores de dv-nui Y dN-no3 fueron de 0.13 + 0.004 y 0.49 £ 0.007,

correspondientes a una disminucion del 87% y un aumento del 48% respetivamente
comparado con los valores del control 2 (C2). No obstante, con el incremento de la
concentracion de la mezcla (10-160 mg C/L) y el nimero de ciclos, el consorcio oxido el

amonio con una Ey ,+ del 100% y Y yo- cercano a uno. Bajo estas condiciones, en general
4 3
se observd que aunque dv-nui Y Yno; disminuyeron, las velocidades especificas en la

oxidacion de los compuestos fendlicos aumentaron (de 70 a 94%). Finalmente, en presencia
de 320 mg C/L el consorcio fue capaz de oxidar simultaneamente el amonio (ENHj;: 100%)
y la mezcla (p-cresol>fenol>m-cresol>o-cresol) siendo el o-cresol el compuesto mas
recalcitrante. En todo el experimento el uso del SBR permitio una adaptacion en la
respiracion del consorcio a la presencia de la mezcla aunque las BAO mostraron ser las mas

afectadas en comparacion con las bacterias nitrito oxidantes (BNO).

Palabras clave: Cresoles, fenol, inhibicion, nitrificacion, reactor secuencial discontinuo
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SUMMARY

A Kinetic study on the nitrifying process in presence to different concentrations of carbon
from a mixture of phenol, o-cresol, m-cresol and p-cresol (40 mg C/L and 0-320 mg C/L) in
a sequencing batch reactor (SBR) was realized. Firstly, the nitrifying process was evaluated
in absence of the phenolic mixture (control 1) in a SBR with 2 L of volume work and 176
mg/L of nitrogen of microbial protein, obtaining a total oxidation of ammonium
(efficiency; Eyy+ of 100 %) to nitrate (nitrifying yield; Y yo; of 0.95) with a specific rates
of ammonium consumption (qN—NHI) and nitrate production (qy-no;) of 1.11 + 0.04 ht
and 0.67 h™ + 0.11 respectively. During acclimation phase with 40 mg C/L of the mixture,
it was observed an inhibitory effects on the nitrifying process which provoke the decreased
in Eyy; and Yyo; of 11 and 54 % respectively, as well as in the specific rates of nitrifying
processes (89 y 46% respectively), being the ammonia oxidizing bacteria (AOB) the most
affected. However, in the next cycles without the mixture (control 2) the consortium
recovered his nitrifying capacity (ENHI = 100% and Y y;=0.98). Afterwards the SBR was
fed with 10 mg C/L of the mixture on the SBR, obtaining Eny; of the 100%, Y yo; of 0.62
+ 0.006 (-36%) while the values of Av-nu} and qy_yo; Where 0.13 £+ 0.004 and 0.49 +
0.007, corresponding to a decrease of 87% and an increase of 48% respectively compared
with the values of control 2. Moreover, with the increase of the phenolic concentrations and
the number of cycles (10-160 mg C/L) the consortium was able to oxidize the ammonia
with Eny; of 100 % and Y y,; close to one. Under these conditions, in general we note that
even the specific rates of nitrification decreased the specific rates in the oxidation in
phenolic compound increased (70 to 94%). Finally, in presence of 320 mg C/L the
consortium was able to simultaneously oxidize the ammonia (ENHI =100%) and the
mixture (p-cresol>phenol>m-cresol>o-cresol) being the o-cresol the most recalcitrant
compound. In all the experiment the use of the SBR allow a respiratory adaptation of the

consortium to the presence of the mixture even the AOB show to be the most affected in

compare with the nitrate oxidizing bacteria (NOB).

Keywords: Cresols, phenol, inhibition, nitrification, sequencing batch reactor
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1. INTRODUCCION

En décadas recientes, el mundo estd enfrentando las consecuencias del desarrollo
incontrolable de actividades humanas (industria, transporte, agricultura y urbanizacién) que
producen aguas residuales con diversos contaminantes. En la actualidad, estos
contaminantes continGan causando graves cambios al agua, aire, suelo, recursos naturales,
ecosistemas y salud (Gavrilescu, 2010). Algunos de estos contaminantes son los
compuestos nitrogenados que causan eutrofizacion, reduccion del oxigeno disuelto y
toxicidad en los organismos acudticos, por lo que deben ser eliminados de las aguas
residuales antes de su descarga al medio ambiente (Cortés et al., 2015; Dytczak, et al.,
2008). La remocion de contaminantes nitrogenados se ha realizado por mas de 100 afios
mediante tratamientos bioldgicos, uno de estos tratamientos es la nitrificacion, el cual se ve
afectado por la presencia de fenoles que también derivan de los procesos industriales como
refinacion de petroleo, manufactura de farmacos, plasticos, pintura e industria de madera y
papel (Xiao et al., 2015). Se ha reportado la presencia simultanea de compuestos
nitrogenados y fenolicos en aguas industriales a concentraciones de hasta 120 g/L de
cresoles totales y 1500 mg/L de nitrégeno amoniacal (Texier y Gomez, 2002) lo que
representa un problema al momento de tratar estas aguas residuales porque es necesario
eliminar previamente los compuestos fendlicos antes de iniciar con el proceso de
nitrificacion, esto a su vez significa que se requiere una infraestructura compleja y por lo
tanto un mayor costo. Debido a esta necesidad han surgido varios estudios con el fin de
proponer un tratamiento simple para la eliminacién simultdnea de estos contaminantes
pues es una opcion necesaria para resolver este tipo de problemas (Ge et al., 2015).

A pesar de que existen numerosos estudios sobre la eliminacidén simultanea de compuestos
fendlicos y nitrogenados utilizando bacterias nitrificantes, estos se limitan al estudio de la
presencia de compuestos fendlicos de manera individual, dejando a un lado el
comportamiento fisiolégico de un consorcio nitrificante expuesto a una mezcla de dos o
mas compuestos fenolicos. Por tal motivo el objetivo principal de este trabajo es evaluar el
efecto de una mezcla de compuestos fendlicos sobre el proceso de nitrificacion de un

consorcio microbiano en un reactor secuencial discontinuo, con el fin de aportar



conocimientos que en un futuro puedan ser empleados en los procesos de biorremediacion

de aguas contaminadas con mezclas de compuestos tanto fendlicos como nitrogenados.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1.Contaminacién por compuestos nitrogenados y fenoélicos

El nitrito, nitrato y amoniaco, denominados nitrégeno inorganico disuelto (NID) son las
formas idnicas (reactivas) de nitrdgeno inorganico mas comunes en los ecosistemas
acuéticos. Estas formas se encuentran de forma natural como resultado de la deposicion
atmosférica, la descomposicién bioldgica de la materia organica y la fijacion de nitrégeno
por parte de los microorganismos. Sin embargo, las actividades antropogénicas han alterado
esta composicion de manera que se ha incrementado su disponibilidad en muchas regiones
(Camargo y Alonso, 2007; Zehr y Ward, 2002). Tal es el caso de las aguas costeras de
algunos puertos de Yucatan, donde en el transcurso de dos afios se ha observado un
incremento en la concentracion de amonio. De manera que en algunos sitios se rebasa el
limite maximo permitido (0.50 mg/L de N amoniacal) para que no cause efectos toxicos en
los organismos (NOM-127-SSA1-1994). En el Cuadro | se presentan los valores reportados

de las concentraciones de amonio en algunos puertos de Yucatan.

Cuadro 1. Valores reportados de amonio en las aguas costeras de Yucatan.

Puerto Concentracion de amonio | Fuente
mg/L
Celestun 0.62 Aranda et al., 2006
0.09 Herrera et al., 2004
Chelem 0.39 Gonzalez et al., 2008
Dzilam de Bravo 0.43 Aranda et al., 2006
0.08 Herrera et al., 2004
Progreso 0.42 Aranda et al., 2006
0.09 Herrera et al., 2004
Sisal 0.76 Aranda et al., 2006
0.08 Herrera et al., 2004

La contaminacién por nitrogeno inorganico en los ecosistemas acuaticos se asocia
principalmente a los siguientes problemas medioambientales:1) acidificacion de rios y
lagos; 2) eutrofizacion de aguas dulces y marinas; y 3) toxicidad de estos compuestos para
los seres vivos acuaticos. Ademas la contaminacién por nitrégeno inorganico puede ejercer

efectos negativos en la salud humana (Camargo y Alonso, 2007).



Por otro lado, las aguas industriales ademas de contener contaminantes nitrogenados
también contienen fenoles que surgen de los procesos industriales como el refinamiento de
petréleo, la fabricacion de productos petroquimicos, farmacéuticos, plasticos, productos de
madera, pintura y las industrias de la celulosa y el papel (Figuerola y Erijman, 2010). Por
ejemplo, en las aguas &cidas de la industria petroquimica es comun encontrar
concentraciones mayores a 60 mg/L de fenol y 710 mg/L de nitr6geno amoniacal (OImos et
al., 2004), mismas que sobrepasan los limites maximos permisibles (25 mg/L de N total y
0.5 mg/L de fenoles) para poder ser descargadas sin que causen dafio a los organismos
vivos (NOM-001-SEMARNAT-1996; NOM-CCA-003-ECOL/1993).

Es por eso que estas aguas deben ser tratadas antes de ser vertidas al ambiente, de lo
contrario el efecto de los fenoles sobre el proceso natural nitrificante provocaria una
acumulacion de amonio en el medio ambiente. En el Cuadro Il se presentan
concentraciones reportadas de estos contaminantes en aguas residuales de industrias del

petréleo y de alimentos.

Cuadro 11. Concentraciones reportadas de fenoles en aguas residuales de diversas
industrias.

Industria/sitio Concentracion en mg/L Referencias

Amonio  Fenol  o-cresol m-cresol p-cresol

Refineria de Tula/ 710 1,200 20 60 Olmos et al, 2004
Hidalgo, México
Planta de 182-259 342-487 - - - Lietal., 2011

desgasificacion del

carbon/ Harbin

China

Burra Foods/ 4.5 - - 0.0285 - Heaven et al
Australia 2011

Refineria Al-Dauri/ 94 - - - - Farhod, 2013
Irak




2.2.Efectos en la salud de los compuestos nitrogenados y fenélicos.

La descarga de aguas residuales con concentraciones altas de amonio representa un serio
dafio ambiental y en la salud, debido a que el amonio es rapidamente oxidado por los
microorganismos del medio hasta nitritos y nitratos, estos se acumulan en el medio
causando problemas de eutrofizacion. El amonio es toxico para los peces y el consumo de
agua contaminada con nitritos y nitratos causa dafios en la salud, ya que el contacto de estos
compuestos con las bacterias intestinales provoca la formacion de nitrosaminas,
compuestos asociados al desarrollo de cancer (De Miguel y Vazquez, 2006). Por otro lado,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha confirmado que una concentracion del ion
nitrato (NO3") por arriba de 50 mg/L puede provocar intoxicacion en lactantes, debido a que
el nitrato al convertirse en nitrito en el aparato gastrointestinal es transferido a la sangre en
donde reacciona con el ion ferroso (Fe**) de la desoxihemoglobina convirtiéndola a
metahemoglobina en donde el hierro se encuentra en estado férrico (Fe*") y por lo tanto es
incapaz de transportar el oxigeno, generando cianosis (Guias para la calidad del agua
potable de la OMS, 2006).

En cuanto a los compuestos fenolicos, se ha reportado que concentraciones de 5-25 ppm
dafa letalmente a peces (Ge et al., 2015), ademas la Agencia para Sustancias Toxicas y
Registro de Enfermedades (ATSDR por sus siglas en inglés) en el 2008 reporté que la
respiracion y contacto de compuestos fendlicos ocasiona irritacion asi como su ingestion

causa dafios gastrointestinales, renales e incluso la muerte.

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas en inglés) ha clasificado a los
compuestos fendlicos como potencialmente cancerigenos y en el Acta de Agua Limpia de
los Estados Unidos de América el fenol y los cresoles han sido registrados como
contaminantes prioritarios basados en el grado de carcinogenicidad, mutagenicidad,
teratogenicidad, bioacumulacién y persistencia (ATSDR, 2008). En el Cuadro Il se puede
observar la posicién que ocupan los compuestos fendlicos en la lista de los 275 compuestos

toxicos segun la ATSDR.



Cuadro I11. Clasificacion de los compuestos fendlicos segln la lista 2013 de la ASTDR.

Puesto Nombre del Puntaje total
compuesto de toxicidad
172 p-cresol 703.2
180 Fenol 686.1
195 o-cresol 652.4
241 Cresoles 596.7

Debido a que la composicion de las aguas residuales industriales representa un gran reto
para su tratamiento, se ha considerado a la nitrificaciobn como una alternativa para eliminar
simultaneamente ambos contaminantes con el fin de reducir los costos en el tratamiento. Es
por eso que existen varios estudios donde se evaltua el proceso de nitrificacion como
tratamiento bioldgico, en presencia de fenoles con el fin de explicar el efecto que estos
compuestos ejercen sobre la eficiencia y rendimiento nitrificantes y asi proponer métodos

que resuelvan futuros problemas ambientales (Silva et al., 2011; Ge et al., 2015).

2.3.Eliminacion biolégica de compuestos nitrogenados

Es importante tener presente que los métodos fisicoquimicos no siempre resuelven el
problema ya que trasladan el contaminante de un lugar a otro, mientras que los biologicos
logran eliminar al contaminante teniendo como productos CO, y N2, ademas se considera la
alternativa méas econdmica (Demirbas, 2009). Entre los diversos métodos para el
tratamiento de aguas residuales, la eliminacion aut6trofa de nitrogeno (nitrificacion) ha sido
ampliamente utilizada, seguida por la desnitrificacion (heterétrofa); estos procesos en
conjunto (Figura 1) eliminan los compuestos nitrogenados y compuestos carbonados tales
como los compuestos aromaticos (fenoles, cresoles, xileno, tolueno, etc.) los cuales pueden
ser utilizados como fuente de carbono y energia por los microorganismos heterétrofos o
litotrofos (Farhadian et al., 2008; Hiscock et al., 1991). Por consiguiente existe un gran

namero de estudios centrados en esta area con el fin de resolver los problemas que se



generan debido a la acumulacion en exceso de los compuestos nitrogenados que impiden

cumplir con los estandares de las normas ambientales (Cervantes et al., 2000).

Tanto la nitrificacion como la desnitrificacion forman parte del ciclo del nitrégeno (Figura
1), y son realizadas por microorganismos que se encargan de, en el caso de la nitrificacion,
oxidar al amoniaco hasta nitrato el cual posteriormente servira como sustrato para ser
reducido en el proceso de desnitrificacion hasta nitrégeno elemental.

Reduccion Reduccion Reduccién Reduccién de 6xido
de nitrato de nitrito de NO de nitrégeno
NO; —» NO, — NO —_— N,O —_— N,
—
Oxidacion A Desnitrificacion
de nitrato

N- organico

Oxidaciéon anaerobia
ANAMMOX

Oxidacién aerdbica
Nitrificacién

NH,
4 - .
Formacion de amonio

NH; Fijacion de nitrégeno molecular

Figura 1. Componentes del ciclo del Nitrogeno (modificado de Beristain et al., 2009).

Como se puede observar en la figura 1, el ciclo del nitrégeno inicia con la reduccion del
nitrogeno atmosférico (N2) a amonio (NH4"), seguido por la nitrificacion, conversion de
amonio a nitrato que a su vez puede ser aerébica o anaerobica. El nitrato se reduce a N,
mediante el proceso de respiracién andxica denominado desnitrificacion, lo que completa
el ciclo del N3 en la biosfera. En condiciones anaerobias puede darse la reduccion de nitrato
a amonio mediante procesos asimilativos o no asimilativos. La mayor parte de los
conocimientos de este ciclo se han obtenido a través del estudio de las transformaciones

gue ocurren en experimentos con cultivos axénicos (Zehr y Ward, 2002).



2.3.1. Nitrificacion

La nitrificacion, es la oxidacion de amoniaco hasta nitrato, es un proceso fisiologico
aerobio realizado en dos etapas por microorganismos gram-negativos quimiolitoautétrofos
pertenecientes a la familia Nitrobacteriaceae (Arp, Chain y Klotz, 2007). Ocupa un lugar
importante en los procesos bioldgicos de tratamiento de aguas, donde los microorganismos
pertenecientes a dos géneros de bacterias: Nitrosomonas y Nitrobacter actGan en conjunto;
en la etapa 1, las bacterias amonio oxidantes (BAO) consumen el oxigeno para producir
nitrito (NO3"), mientras que en la etapa 2, las nitrito oxidantes (BNO), oxidan el nitrito para
formar NOjs (Jaranowska et al., 2013).

A pesar de que las BAO se consideran quimiolitoautotroficas, diversos estudios han
demostrado que son capaces de utilizar compuestos organicos como fuente de carbono e
incluso tienen el potencial de iniciar la remocion de ciertos contaminantes (Arp et al.,
2001).

2.3.2. Desnitrificacion

Una vez que se ha oxidado el amonio a nitrato, el paso siguiente es su reduccién hasta
nitrégeno elemental (N2) mediante la desnitrificacion biologica (Knowles, 1982; Thomsen
et al., 1994), proceso respiratorio heterotréfico de tipo anoxico, en donde se involucra la
actividad de varias enzimas. Los géneros més citados incluyen: Alcaligenes, Paracoccus,
Pseudomonas, Thiobacillus, y Thiosphaera, la mayoria son heterotrofos pero algunos
pueden utilizar autotréficamente el hidrégeno y CO, (Tiedje, 1988). EIl primer paso para
llevar a cabo la desnitrificacion, es la reduccién de nitrato (NO3") a nitrito (NO;) por medio
de la enzima nitrato reductasa, de la cual se han identificado dos tipos: una membranal y
otra periplasmatica (Berks et al., 1995; Siddiqui et al., 1993). El siguiente paso incluye la
reduccion de NO," a NO por accion de la enzima nitrito reductasa, de la cual se han
identificado dos tipos, la que contiene cobre y la que contiene el hemo Cd; (Jetten et al.,
1997). A continuacion se lleva a cabo la reduccién de NO a N0, catalizada por la 6xido
nitrico reductasa, localizada en la membrana citoplasmatica (Goretski y Hollocher, 1990).

En el dltimo paso se lleva a cabo la reduccion de N,O a N, por medio de la enzima o6xido
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nitroso reductasa localizada en el periplasma (Andrew et al., 1994; Coyle et al., 1985).
Como esta enzima es severamente inhibida por la presencia de O, (Ferguson, 1994), es
importante evitar la presencia de O, en el proceso desnitrificante que produce la liberacién

de N,O, gas que contribuye al efecto invernadero (Hong et al., 1993).

2.3.2.1 Fisiologia y bioquimica de los microorganismos nitrificantes

En la primera etapa de la nitrificacion (Ec. 1, reaccion global) ocurre la oxidacién de
amoniaco a nitrito realizada por bacterias de los géneros Nitrosomonas y Nitrosolabus,
entre otras. Se involucran dos pasos: en el primero (Ec. 2) se oxida el amoniaco a
hidroxilamina mediante la enzima amonio oxigenasa (AMO), la cual se encuentra en la
membrana. En el segundo paso la hidroxilamina es convertida a nitrito mediante la
hidroxilamina oxido-reductasa (HOR) localizada en el espacio periplasmico (Ec. 3)
(Kowalchuk y Stephen, 2001). Se tiene evidencia de que el sustrato que las BAO utilizan es
el amoniaco y no el amonio, y ademas dos de los electrones producidos en la segunda
reaccion (Ec. 3) se utilizan para compensar los utilizados en la primera (Ec. 2), mientras

que los dos sobrantes son pasados a la cadena respiratoria para obtener energia.

A continuacion se resumen las reacciones.

NH3 +1.50, -» NO; + 2H" + H,0 AG°'= -274.7 K/ mol (Ecuacién 1)
NH; + 0, + 2H* + 2e~ > NH,0H + H,0  AG®=-8.2KI/mol (Ecuacioén 2)
NH,O0H + 0, - NO; + 5H* + 4e~ AG°'=-266.5K)/mol (Ecuacién 3)

En la segunda etapa (ecuacion 4), el nitrito es oxidado a nitrato por medio del complejo
enzimatico nitrito oxido reductasa (NOR). Debido a que la energia es menor en la

oxidacidén de nitrito que en la oxidacion de amonio las BNO crecen menos que las BAO, es



por eso que las BAO tienen tiempos de duplicacion de entre 7 y 24 h mientras que las BNO
entre 10 y 140 h (Brock y Madigan, 1991).

NO; +0.50 > NO3 + H,0 AG®=-74KJ/mol (Ecuacion 4)

Las variables respuesta en el proceso de nitrificacion son la eficiencia Ey,+ y rendimiento

Yn_no;, Y se definen a continuacion:

E g N-NH} consumido 200 v _ g N-NOj3 producido
NHi T g N-NH{ Inicial g N-NOs ™ g N-NH; consumido

Generalmente, la nitrificacion se considera como la etapa limitante del tratamiento
biologico de aguas residuales debido a la baja tasa de crecimiento de los organismos que
participan en este proceso (Bassin et al., 2012), es por eso que en la actualidad se sugiere el
empleo de sistemas dinamicos que permitan una estabilidad a estos microorganismos,
dentro de estos se encuentra el reactor secuencial discontinuo (SBR por sus siglas en inglés)
que gracias a sus condiciones de operacion permiten lograr un proceso completo de

nitrificacion.

2.4.Reactor Secuencial Discontinuo SBR

El uso de reactores secuenciales discontinuos (SBRs) ha demostrado una buena efectividad
en el tratamiento de efluentes que poseen sustancias inhibidoras y altas cargas organicas,
lograndose remociones importantes de nitrogeno, fosforo y carbono inorganico (Moreno y
Buitron, 2006). Ademas su flexibilidad operativa ha permitido su uso en tratamientos de
aguas residuales incluyendo el proceso de nitrificacion. Estos reactores trabajan en un sélo
ciclo constituido de varias operaciones: llenado, agitacién, aireacion, sedimentacion,
clarificacion y vaciado; de manera que se pueden llevar a cabo varios procesos (Amashta y
Garcia, 2005).
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Texier y Gémez (2004) observaron que el SBR permitié un incremento en la estabilidad
fisiolégica de consorcios bacterianos tales como los nitrificantes (que poseen lento
crecimiento) debido al incremento de las velocidades de respiracion amonio y nitrito-
oxidantes, a su vez en el 2007, estudiaron la eficiencia de consumo de amonio (E-NH,4") en
presencia de p-cresol a concentraciones de 150 mg/L, observando que inicialmente la
nitrificacion fue afectada en un 70%, pero a medida que los ciclos aumentaban, la
eficiencia de consumo de amonio incremento hasta alcanzar el 100% de la oxidacion de
amonio (Texier y Gomez, 2007). Por otro lado, Moreno y Buitron (2006), realizaron
estudios para evaluar la degradacion del 4-clorofenol como fuente de carbono en un SBR,
reportando una eficiente biodegradacion de este compuesto sin importar las variaciones de
concentracion del 4-clorofenol, manteniendo valores méximos en las velocidades de
degradacion fenolica durante todo el ciclo de reaccién. Otros estudios han demostrado que
el incremento en el numero de ciclos propicia un aumento en la velocidad de degradacion
de los compuestos fendlicos debido a la adaptacion de los microorganismos a la presencia
del compuesto fenolico (Beristain et al., 2009), por ejemplo Silva et al. (2014) observaron
que la velocidad de consumo del carbono del p-cresol (C-p-cresol) incremento de 30 + 4
mg C-p-cresol/ g biomasa.h en el ciclo 106 a 160 mg C-p-cresol/ g biomasa.h en el ciclo
226.

Sin embargo, a pesar de los estudios realizados hasta el momento, existe escasa
informacion sobre el comportamiento fisioldgico de los microorganismos nitrificantes al ser
expuestos simultdneamente a mas de un compuesto fendlico en reactores dindmicos tales
como el SBR, por lo que es necesario realizar mas esfuerzos sobre este aspecto con el
objetivo de establecer un mayor conocimiento del proceso respiratorio nitrificante, en
presencia de diversas fuentes organicas recalcitrantes tales como como los compuestos

fendlicos.

En el Cuadro IV se presentan algunos estudios del proceso nitrificante en SBR en presencia

de compuestos fendlicos.
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Cuadro V. Estudios de nitrificacion en SBR en presencia de compuestos fenolicos.

Compuesto Concentracién | Eficiencia Rendimiento Referencias
estudiado mg C/L (%) ¥no3)
p-hidroxibenzaldehido 400 99.2+15 0.97£0.03 | Téllez etal., 2013
m-cresol 150 98 +2 0.86 £0.05 | Zepedaetal., 2013
p-cresol 150 99.7+25 0.92+0.05 | Texier y Gomez,
200 99+ 05 0.98 £0.7 2007
Silva et al., 2014

2.5.Factores ambientales que afectan la nitrificacion

Diversos estudios han presentado evidencias de que la actividad fisiologica de las bacterias
nitrificantes es afectada por la presencia de compuestos organicos y factores ambientales
tales como la temperatura, pH, oxigeno disuelto y compuestos aromaticos (Henze, 2002),
provocando una gran expectativa e interés cientifico en la determinacion de la influencia y
comportamiento de dichos factores sobre las variables nitrificantes (eficiencia, rendimiento,
velocidades especificas de oxidacion de amonio y nitrito) con el objetivo de optimizarlas en
el tratamiento de aguas residuales (Jaranowska et al., 2013).

El reactivo mas comun en los procesos aerobios es el oxigeno disuelto, por lo tanto la
velocidad en el consumo de oxigeno es la herramienta mas usada para evaluar la toxicidad
de los procesos aerobios (Xiao et al., 2015).

A pesar de que las BAO como Nitrosomonas europaea, son capaces de adaptarse a
concentraciones bajas de oxigeno disuelto (menor a 1 mg/L) (Park y Noguera, 2004) las
velocidades de crecimiento de las bacterias nitrito oxidantes se ven afectadas. Debido a lo
anterior, es comun que en las plantas de tratamiento de aguas industriales se utilicen
concentraciones de oxigeno disuelto (OD) mayores a 2 mg/L, ya que por debajo de este

valor la nitrificacion se puede ver limitada. (Grady et al., 2011).
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2.5.1. Efecto del pHy temperatura

Diversos estudios en plantas de tratamiento de aguas residuales demuestran que los valores
diferentes de pH y temperatura producen diferentes productos y eficiencias en la
nitrificacion, en general la nitrificacion decrece en proporcién con la temperatura. Cho et al.
(2014) reportaron un rango de temperatura Optima entre 32.8 °C y 34.1°C y un rango
bastante pequefio de pH (7.9-8) a diferencia de los valores de pH previamente reportados
(Kim et al., 2007) (7.5-9), estas diferencias se deben a que en la actualidad las aguas
residuales industriales tienen una composicion mas compleja y por lo tanto los
microorganismos se ven mas vulnerables a los cambios de pH. En el Cuadro V se puede
observar el efecto de estos dos factores en las eficiencias.

Cuadro V. Efecto del pH y temperatura en la eficiencia de la nitrificacion.

Temperatura °C pH Observacién
35 Incremento de 7-8 | La eficiencia se duplica a medida que el pH aumenta.
35 Incremento de 8-9 | La eficiencia decrece, el pH 6ptimo fue de 8.
25 Incremento de 7-8 | Incremento de la eficiencia.
25 Incremento de 8-9 | Decremento en el mismo orden.
Incremento de 7 Incrementa la eficiencia
25-35
Incremento de 7 Decremento de la eficiencia.
35-45

Fuente Cho et al. (2014)

El pH depende de la velocidad de nitrificacion, por cada mol de amoniaco que se oxida se
liberan dos moles de hidrogeno, debido a esto el pH tiende a acidificarse (Kowalchuk y
Stephen, 2001). Por ejemplo a pH de 6.5 se propicia la formacién de acido nitroso (HNO,)
que produce un efecto inhibitorio en la nitrificacion y el amoniaco se ioniza a amonio,
mientras que a pH muy alcalinos (9.2) ocurre una acumulacion del ion amoniaco (NH3) que
tiende a evaporarse pues su forma es gaseosa (Burton y Prosser, 2001). ElI pH 6ptimo
reportado para la nitrificacion es entre 7 y 8 ya que a este valor se ha reportado la mayor

velocidad especifica de consumo de amonio (Cho et al., 2014).
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2.5.2. Efecto del sustrato

Tanto las BAO como las BNO son inhibidas por las formas no ionizadas de sus propios
sustratos (NHs" y HNO,) en donde el equilibrio entre las formas ionizadas depende del pH
y la temperatura, sin embargo las BNO son mas sensibles al amoniaco (Carrera et al.,
2004). Kim et al. (2008) observaron que a pH 7 y temperatura de 30°C concentraciones
por debajo de 350 mg/L de amoniaco no producen efecto inhibitorio en la nitrificacion, sin
embargo al rebasar este valor ocurre una inhibicién debido a la formacion de amoniaco
libre. Este amoniaco libre inhibe la actividad enzimética de las BNO, entonces ocurre una
formacion de NO,™ que tiende a acumularse en el medio ya que no es transformado a NO3’
(Zhang et al., 2012).

En el Cuadro VI se resumen las concentraciones inhibitorias de cada uno de estos sustratos.

Cuadro VI. Concentraciones inhibitorias de amoniaco y &cido nitroso sobre la nitrificacion.

Tipo de bacteria Rango de concentraciones inhibitorias Fuente

NH3; mg/L HNO, mg/L
Amonio-oxidante 10-150 Sin precisar Kim et al., 2008
(Nitrosomonas)
Nitrito-oxidante 0.1-1 0.22-2.8 Zhao et al., 2014
(Nitrobacter) 0.1-4

2.5.3. Efecto de la materia organica

Debido a la alta sensibilidad de los microorganismos nitrificantes hacia la materia organica
han surgido diversos estudios enfocados a la inhibicion del proceso de nitrificacion, en
particular de la enzima Amonio Mono Oxigenasa (AMO) que cataliza la oxidacion del
amonio (Silva, Gomez, Houbron y Cuervo, 2009). Se ha observado que la materia organica
afecta a la nitrificacion en diferente magnitud, misma que depende de las estructuras
quimicas de los compuestos, su concentracion y propiedades quimicas (Beristain et al.,
2009). Otra hipdtesis afirma que en los consorcios microbianos la competencia entre
organismos autoétrofos y heterotrofos por el carbono y oxigeno es otro factor que disminuye

la eficiencia nitrificante.
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2.5.3.1.  Efecto inhibitorio de compuestos fendlicos

En cuanto a los compuestos fendlicos, se sabe que tienen un efecto inhibitorio en el proceso
de nitrificacion, sin embargo pueden ser utilizados por los microorganismos nitrificantes
como fuente de carbono, obteniendo energia para el transporte activo del amonio logrando
su eliminacion (Farhadian et al., 2008; Silva et al., 2011). Ademas diversos estudios
reportan la resistencia de los microorganismos a la presencia de fenoles, ejemplo de esto es
el estudio de Van Schie y Young (2000) donde se observa que las bacterias son capaces de
cambiar la configuracién de sus membranas (de cis a trans) volviéndolas mas rigidas
aungue posiblemente, este cambio afecte el transporte del amoniaco y por consiguiente su
eficiencia en el consumo. Cabe mencionar que las concentraciones inhibitorias y la
eficiencia de la nitrificacion dependen de las condiciones de crecimiento de los

microorganismos, como se puede observar en el Cuadro VII.

Cuadro VII. Estudios reportados de inhibicion en la nitrificacion por compuestos fendlicos.

Compuesto estudiado | Concentracion | Inhibicionen | Sistema Referencias
mg/L la eficiencia
(%)
p-cresol 17 70 Lote Texier y Gémez, 2002
25 0 SBR Texier y Gémez, 2007
50 0 SBR Texier y Gémez, 2007
100 0 Lote Kim et al., 2008
150 97 Lote Kim et al., 2008
150 0 SBR Silva et al., 2014
p-cresol 50 0 Lote Silva et al., 2011
fenol 50 27
2-clorofenol 50 84
p-hidroxibenzaldehido 50 4
Mezcla 200 41
m-cresol 25 14 SBR Zepeda et al., 2013
150 47

Es importante destacar que la mayoria de los estudios reportados se realizaron con
compuestos individuales, ademas se sabe que los compuestos individuales tienen un menor
efecto en la eficiencia de la nitrificacion que cuando se afiaden en mezcla (Silva et al.,

2014). Finalmente, se necesitan mas estudios para caracterizar cinéticamente la habilidad
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de las bacterias nitrificantes para oxidar el amoniaco en presencia de mezclas fendlicas que

incluyan a todos los cresoles.

2.5.3.2,  Biotransformacion de compuestos fendlicos

Debido a que los fenoles se encuentran en forma natural en el ambiente, existen organismos
que son capaces de mineralizarlos (Okpokwasili y Nweke, 2006). Existen varios estudios
relacionados a la biodegradacion de compuestos fendlicos, por ejemplo Liu et al. (2012)
realizaron estudios con Pseudomonas sp en presencia de compuestos en forma individual,
observando una completa degradacion del fenol a concentraciones de 1600 mg/L en 60 h,
m-cresol a concentraciones de 800 mg/L y 4-clorofenol a concentraciones de 1500 mg/L.

En el Cuadro VIII se presentan estudios realizados con los compuestos de interés para esta

tesis.
Cuadro VIII. Estudios realizados con los compuestos fendlicos de interés.
Compuesto In6culo Eficiencia en Referencia
oxidacion fenolica

Fenol Pseudomonas sp 100% Liuetal., 2012
p-cresol Consorcio nitrificante 100% Silva et al., 2014
m-cresol Pseudomonas sp 100% Liu et al., 2012

Consorcio nitrificante 100% Zepeda et al., 2013

o-cresol Consorcio nitrificante 73% Flyvbjerg et al., 1993

Como se puede observar existen pocos estudios que involucren al o-cresol tanto individual
como en mezcla con sus is6meros, por lo que es necesario realizar evaluaciones con la
presencia en mezclas de estos compuestos recalcitrantes para obtener datos cinéticos que
nos permitan explicar el efecto en la fisiologia de los microorganismos nitrificantes y con
ello brindar conocimiento acerca del tratamiento de aguas residuales que presenten esta

composicion.
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2.5.3.2.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los compuestos fendlicos

Existen tres tipos de isomeros del cresol: o-cresol, m-cresol y p-cresol (Fig. 3). En estado
puro son solidos, mientras que en mezcla son liquidos (ATSDR., 2008). Tienen baja
solubilidad acuosa, sin embargo sus sales de fosfato y sodio son mas solubles (lvanciuc et
al., 2006). El cuadro IX resume las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos

OH OH OH OH
CHa
CHs

Fenol o-cresol m-cresol p -cresol

fendlicos.

Figura I1. Estructura quimica de los compuestos fenolicos.

Cuadro IX. Propiedades fisicas y quimicas de los compuestos fendlicos.

Compuesto Punto  Densidad LogK,, LogK, Solubilidad Presion Punto de Pka

de (gml™) enaguag/L de ebullicion

fusion vapor

(C°)
o-cresol 30.9 1.047 1.95 1.03 25.950 0.299 191.04 10.316
m-cresol 12.22 1.034 1.96 1.54 22.700 0.138  202.32 10.09
p-cresol 34.73 1.0341 1.94 1.69 21.520 0.11 201.94 10.26
Fenol 41 1.0576 1.46 52 8.7 47 181.8 10

Kow: coeficiente de particion octanol-agua: K, coeficiente de adsorcién carbono organico; Pka Constante de
disociacién. Fuente: Olaniran e Igbinosa, 2011 ; ATSDR, 2008.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de una mezcla de fenol, 0, m, y p-cresol sobre un consorcio microbiano

nitrificante en un reactor secuencial discontinuo.

3.2 Objetivos particulares

a) Caracterizar el proceso respiratorio del consorcio durante la nitrificacion.
b) Evaluar el efecto de la mezcla de compuestos fendlicos sobre el proceso respiratorio
durante la nitrificacion asi como las velocidades especificas de oxidacion de la

mezcla fenolica.
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5. 1ARTICULO

Efecto de una mezcla de fenol, o-cresol, p-cresol y m-cresol sobre el proceso
nitrificante de un consorcio microbiano en un Reactor Secuencial Discontinuo

Adriana Sosa Farfan. *, Diana Escalante Réndiz. !, Alejandro Zepeda Pedreguera.

'Universidad Auténoma de Yucatan, Facultad Ingenieria Quimica. Periférico Norte Kilémetro
33.5. Tablaje Catastral 13615. Chuburna de Hidalgo Inn C.P. 97203. Email:
adri67s@hotmail.com.

Resumen

Mediante un estudio cinético se evalud la fisiologia de un consorcio microbiano nitrificante
al ser expuesto a distintas concentraciones de carbono (C/L) proveniente de una mezcla
equimolar de fenol, o-cresol, m-cresol y p-cresol (40 mg C/L y 0-320 mg C/L) en un
Reactor Secuencial Discontinuo (SBR por sus siglas en inglés) alimentado con 100 mg/L
de nitrégeno amoniacal (N-NH,4") y una concentracion inicial de 176 mg/L de nitrgeno de
proteina (N-proteina) microbiana. Primeramente se realizé el estudio en ausencia de la
mezcla fendlica donde se obtuvo una eficiencia (Eyyy) del 100%, un rendimiento

nitrificante de (Yyo;) de 0.95 £ 0.026 y velocidades especificas de consumo de amonio
(qN—NHI) y formacion de nitrato (qy-no;) de 1.11 £ 0.04 y 0.67 £ 0.1 respectivamente.

Durante la aclimatacion del consorcio con 40 mg C/L de la mezcla fendlica se observo una
disminucidn en las variables nitrificantes comparadas con las del control 1, sin embargo
posteriormente el consorcio nitrificante fue capaz de recuperar su capacidad nitrificante
total (ENHI =100% y Yyo; = 0.98 £ 0.02). Una vez aclimatado el consorcio nitrificante,

fue alimentado con 10 a 320 mg C/L de la mezcla fendlica observando que de 10 a 160 mg
C/L el consorcio nitrificante fue capaz de oxidar completamente al amonio con una E +
del 100 % vy valores de Yy, cercanos a uno (0.98 + 0.008), asi como una disminucion de

las velocidades especificas nitrificantes y un incremento de las velocidades especificas de la
oxidacion de los compuestos fenolicos del 70 al 94%. Finalmente, en presencia de 320 mg
C/L el consorcio nitrificante fue capaz de oxidar simultaneamente el amonio (Eyy; =

100%) y la mezcla fendlica (p-cresol>fenol>m-cresol>o-cresol) siendo el o-cresol el
compuesto mas recalcitrante. A pesar de la inhibicion en el proceso nitrificante, el SBR
permitié una adaptacion en la respiracion del consorcio a la presencia de la mezcla fendlica
aungue las bacterias amonio oxidantes (BAO) fueron las méas afectadas en comparacion
con las bacterias nitrito oxidantes (BNO).

Palabras clave: Cresoles, fenol, inhibicion, nitrificacion, reactor secuencial discontinuo.

! La escritura del articulo se basé en la gufa para autores de la Revista Chemosphere.
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1. Introduccion

En décadas recientes, el mundo esta enfrentando la generacién de aguas residuales con
mezclas de contaminantes recalcitrantes que pueden provocar graves efectos al medio
ambiente y salud (Gavrilescu, 2010). Segun Cortés et al. (2015) y Dytczak et al. (2008),
uno de los principales contaminantes son los compuestos nitrogenados que causan
eutrofizacion, reduccion del oxigeno disuelto y toxicidad en los organismos acuéticos, por
lo que deben ser eliminados de las aguas residuales antes de su descarga al medio ambiente.
La remocion de contaminantes nitrogenados se ha realizado por mas de 100 afios mediante
la nitrificacion, proceso fisioldégico aerobio donde el amonio es oxidado hasta nitrato por
dos grupos de bacterias litoautotréficas gram-negativas filogenéticamente relacionadas. Las
bacterias amonio oxidantes (BAO) oxidan el amonio hasta nitrito y posteriormente las
bacterias nitrito oxidantes (BNO) oxidan el nitrito hasta nitrato (Arp et al., 2007;
Jaranowska et al., 2013). Sin embargo, la nitrificacion se ve afectada por la presencia de
compuestos aromaticos que también derivan de los procesos industriales como refinacion
de petroleo, manufactura de farmacos, plasticos, pintura e industria de madera y papel,
(Xiao et al., 2015). La presencia simultdnea de altas concentraciones de compuestos
nitrogenados (710-1500 mg/ L) y fendlicos (1200 mg/ L) en aguas residuales industriales
ya ha sido previamente reportada por autores como Texier y Gomez (2002) y Olmos et al.
(2004), por tal motivo han surgido diversos estudios en torno a la inhibicién de la
nitrificacion por presencia de compuestos aromaticos con el objetivo de solventar y
proponer diversas estrategias para resolver este tipo de problemas.

Sin embargo, la mayoria de los trabajos realizados se limitan al estudio de la presencia de
compuestos fenolicos en forma individual, dejando a un lado el comportamiento fisioloégico
de consorcios microbianos al ser expuestos a una mezcla mas compleja, asi como la ruta de
oxidacién de los compuestos aromaticos cuando se encuentran en forma simultanea. Por tal
motivo el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una mezcla cuaternaria de
compuestos fendlicos sobre el proceso nitrificante de un consorcio microbiano en un
reactor secuencial discontinuo, con el fin de aportar conocimientos que en un futuro puedan
ser empleados en los procesos de biorremediacién de aguas contaminadas con mezclas de

compuestos fendlicos y amonio.

27



2. Materiales y métodos.

2.1 Indculo y composicion de los medios de cultivo.

El consorcio microbiano se obtuvo de un reactor continuo nitrificante operado en régimen
estacionario y estable, segun la metodologia de Zepeda et al. (2003). La concentracion
inicial de proteina total en el SBR fue de 176 mg/L.

Se utiliz6 una mezcla de dos medios de cultivo (A y B) para alimentar el SBR, constituidos
de la siguiente manera (g/L): medio A: (NH4)2SO4 (0.36), N4CL (0.29), KH,PO, (0.43),
MgSO, (0.28) y NaCl (0.31). Mientras que el medio B fue compuesto por CaCl,-2H,0
(0.22) y NaHCOs3 (3.22). Los medios se alimentaron a 126.4 mL/min (A) y a 7 mL/min (B)
para obtener un volumen final de dos litros. Ademas, se afiadié al reactor FeSO4-7H,0 a
una concentracion de 0.01 g/L (Zepeda et al., 2013). Cuando fue necesario alimentar los
compuestos fendlicos estos fueron transferidos al SBR a través de un flujo de 20 mL/min
para alcanzar las concentraciones de carbono en cada uno de los estudios (10 mg C/L-320
mg C/L).

2.2 Operacion del reactor secuencial discontinuo.

A través de ciclos de reaccion programados mediante temporizadores en un SBR de 2 L de
volumen de trabajo, se llevo a cabo el estudio del proceso nitrificante en ausencia (control)
y presencia de la mezcla de compuestos fendlicos manteniendo una concentracion
equimolar de carbono de cada uno de los compuestos fenolicos (ejemplo: 10 mg C/L de la
mezcla; 2.5 mg C/L de cada compuesto fendlico) de acuerdo al Cuadro 1. Cada ciclo de 12
horas estuvo constituido por 11 horas de reaccion, sedimentacion de 40 min, vaciado de 4
min y llenado de 15 min. Cuando los ciclos fueron operados a 24 h (37-42), el tiempo de
reaccion fue de 23 h mientras que la sedimentacion, vaciado y llenado permanecieron sin
cambios. EI SBR fue operado con una temperatura de 30 £ 1 °C, un flujo de aire de 4
L/min, una concentracion inicial de amonio de 100 mg N-NH;"/L y 300 mg/L de C-
NaHCO:s.

Durante todo el estudio se tomaron muestras diariamente al inicio y final de cada ciclo.
Ademas durante los estudios cinéticos (intervalos de 7 dias) del proceso nitrificante se

obtuvieron muestras a diferentes tiempos en un mismo ciclo de reaccién. Las muestras

28



fueron centrifugadas a 1500 rpm vy filtradas (0.45 pum) para posteriormente cuantificar la
concentracion de N-NH;*, N-NO,", N-NO3", C-fenol, C-o-cresol, C-m-cresol, C-p-cresol.
La eficiencia [E-NH;"(g N- NH; consumido/g N- NH, alimentado x 100)], el rendimiento
nitrificante [Y-NOj3;™ (g N- NO3zproducido/g N- NH, alimentado)] y velocidades especificas
de consumo de amonio (qy_yp;), fenol (qrenoi), Cresoles (qo-cresots m-cresot,dp—cresot) Y
formacion de nitrato (qy_yo;) fueron determinadas para evaluar la respuesta fisiologica del
consorcio microbiano al ser expuesto a la mezcla fendlica.

Asumiendo que el 16% del contenido total de proteina le corresponde al nitrégeno, las
velocidades especificas nitrificantes (dn-nup dn-noy) fueron calculadas y expresadas
como g N/g N-proteina microbiana por h, mientras que las velocidades especificas de
oxidacion de la mezcla fendlica (qrenors Go-cresots Gm—cresot, dp—cresor) TUETON expresadas

como g C/g N-proteina microbiana por hora.
Las posibles pérdidas de los compuestos fenolicos debido a interacciones ajenas al

consorcio microbiano fueron descartadas mediante una prueba abiotica.

Cuadrol. Condiciones de operacion del SBR.

Ciclos Duracion NuUmero Concentracion

(h) de de mezcla
ciclos/dia fendlica (mg

C/L)
1-36 12 2 0
37 24 1 40
38-42 24 1 0
43-105 12 2 0
106-135 12 2 10
136-171 12 2 20
172-201 12 2 40
202-219 12 2 80

220-245 12 2 160

246-259 12 2 320
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2.3 Métodos analiticos

La cuantificacion de nitrégeno amoniacal se realiz6 mediante el método colorimétrico
basado en la reaccion de Berthelot (Searle, 1984). Los nitritos y nitratos fueron medidos por
HPLC (Perkin Elmer Serie 200, EE.UU) con una columna de intercambio de iones (IC-Pak
Anion HC 4.6 x 150 mm) y un detector UV a 214 nm. La fase mévil estuvo compuesta por
20 mL de n-butanol, 120 mL de acetonitrilo grado HPLC, 20 mL de una solucién de
gluconato: borato y se le afiadié agua grado HPLC hasta completar un litro (Silva et al.,
2009). Los compuestos fendlicos fueron cuantificados por medio de HPLC mediante el
empleo de una columna quiral analitica (cyclobond | 2000, 25 x 4.6 mm) y un detector UV
a 254 nm. La fase movil estuvo compuesta por agua y metanol a una relacién de 80:20. Se
determind la materia organica del reactor al inicio y final de cada ciclo mediante la
Demanda Quimica de Oxigeno (Métodos Estandar de Analisis de Aguas y Aguas
residuales, 1981) con el fin de monitorear la completa oxidacion de los compuestos
fendlicos. La proteina total microbiana fue determinada por medio de la técnica de Lowry
et al., (1951). Para prevenir interferencias de los compuestos fendlicos sobre la medicion de
la proteina total microbiana, las muestras (1 mL) fueron centrifugadas (13, 000 g, 10 min) y
el pellet se lavo dos veces con 1 mL de solucion salina (9 g/L). Todas las mediciones se

realizaron por duplicado con un coeficiente de variacion menor al 10%.

3. Resultados

3.1 Comportamiento del proceso nitrificante en ausencia de la mezcla fendlica
Como se puede observar en la Figura 1, el consorcio microbiano fue capaz de oxidar el
amonio completamente después de 3 h de reaccidn, transformando el amonio oxidado a

nitrato a partir de las 6 h, obteniendo una En_nup del 100% + 0.016 y un Y y_po; de 0.95
+0.07 con una q_yy+ de 1.11+0.04 h™ y una qy_yo; de 0.67 h™ £ 0.11. Al final de cada

ciclo de reaccion no se detecto presencia de nitrito.
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Figura 1. Caracterizacion del proceso nitrificante en ausencia de la mezcla cuaternaria de
fenoles.

3.2 Aclimatacion del consorcio microbiano a la presencia de la mezcla fendlica.

Con el objetivo de evaluar el comportamiento fisiologico del proceso nitrificante en
presencia de una mezcla de compuestos fenolicos, el consorcio nitrificante fue alimentado
con 40 mg C/L observando un efecto inhibitorio significativo, el cual fue reflejado con una
fase de retardo en la oxidacion del amonio de aproximadamente 18 h (Fig. 2), una
reduccion de la Ey_nui Y Yn-no3 de un 11 y 24% respectivamente, asi como una

disminucién en las velocidades especificas de qn-nu}» Y AN-No3 de un 89 y un 46%

respectivamente (Cuadro 2). Los resultados obtenidos evidenciaron la presencia de un

mayor efecto en las bacterias amonio oxidantes (BAQO) que en las nitrito oxidantes (BNO).
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Figura 2. Efecto de la mezcla fendlica sobre el proceso nitrificante durante la aclimatacion.

3.3 Recuperacion del consorcio microbiano nitrificante.

Con el objetivo de evaluar el proceso de recuperacion de la actividad nitrificante, después
de haber estado en presencia de la mezcla de los compuestos fenolicos, el consorcio
nitrificante fue alimentado sin presencia de compuestos fendlicos durante 67 ciclos,

observando una completa oxidacion del amonio (EN—NHI del 100%) y una completa
formacion de nitrato ( Yy_yo; de 0.98 £ 0.07). Sin embargo, el contacto de la mezcla
fendlica durante el periodo de aclimatacion provocd una disminucion de la Av-nui Y la
qn-no; del 40 y 50% respectivamente con respecto al proceso respiratorio nitrificante

antes de la presencia de la mezcla fendlica (control 1).

3.4 Efecto de la mezcla fendlica sobre el proceso nitrificante.

Una vez re-establecido y caracterizado el proceso nitrificante control (C2) en ausencia de la
mezcla de compuestos fendlicos, se afiadio 10 mg C/L al SBR (Cuadro2, ciclo 106) y se
observé una disminucion del 18 y 36% en la eficiencia y rendimiento respectivamente, asi

como del 84 en An-NH}- Mientras que quy_yo; incrementd un 48% con respecto al C2.

Después de 16 ciclos en presencia de 10 mg C/L de la mezcla fendlica (ciclo 122) el
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proceso nitrificante se estabiliz6 logrando valores de Ey_nui Y Yn-no3 similares al control
mientras que qy_yg+ tan sélo disminuyd un 10% y qy-_yo; incrementd un 87%. Las

eficiencias nitrificantes se mantuvieron altas durante todo el experimento.

La presencia de 20 mg C/L (ciclos 136-171) no tuvo un efecto inhibitorio significativo
con respecto a 10 mg C/L sobre el proceso nitrificante, sin embargo cuando el SBR estuvo
en contacto con 40 mg C/L durante 14 ciclos de reaccién (ciclo 186) se observo una

disminucién cercana al 40% en ambas velocidades especificas (qN_NHI, qn-no3) Mientras
que la Ey_ypt Y Yn-no3 Permanecieron similares al control 2. No obstante, el efecto de 40

mg C/L sobre el consorcio microbiano estable y pre-aclimatado fue menos inhibitorio que

el efecto de la misma concentracién durante la pre-aclimatacién (Cuadro 11, ciclo 37).

Cuadro 2. Variables respuesta del proceso nitrificante en presencia de la mezcla fenolica.

Concentracion

Concentracion

Ciclos de mezcla En_nup Yn_noz An-nuf qdn-no3 de proteina

fendlica (mg ht ht (mg/L)
C/L)
1-36 0 (control 1) 100 + 0.95 1.11+0.04 0.67 0.1 180
0.01
37 40 89 0.76 0.12 (-89%)*  0.36 (46-%)° 164
38-42 0 0.98 0.87 - - -

43-105 0 (control 2) 100 0.98 0.66 0.33 328
106*-121 10 100 0.62 (-36%)°  0.13(-87%)"  0.49 (+48%)" 229
122*-135 10 100 0.97 0.59 (-10) 0.62 (+87%) 309
136*-157 20 100 0.98 0.64 (-3%) 0.48 (+45%) 327
158*-171 20 100 0.99 0.56 (-15%)  0.38 (+15%) 402
172*-185 40 100 0.98 0.50 (-24%) 0.31 (-6%) 412
186*-201 40 100 0.99 0.39 (-41%) 0.19 (-42%) 533
202*-213 80 100 0.99 0.25 (-62%) 0.19 (-42%) 636
214*-219 80 100 0.97 0.39 (-41%) 0.21 (-36%) 550
220%*-231 160 100 0.98 0.26 (-60%) 0.15 (-54%) 651
232*-245 160 100 0.94 (-4%) 0.19 (-71%) 0.11 (-66%) 894
246*-257 320 100 0.91 (-7%) 0.18 (-72%) 0.10 (-69%) 918
258* 320 100 0.83 (-15%)  0.11 (-83%) 0.09 (-72%) 962

® Porcentajes de disminucién calculados con respecto a las velocidades especificas del control 1.
2 Porcentajes de disminucion calculados con respecto a las velocidades especificas del control 2.
*Ciclo en el cual se realizd la cinética.

Por otro lado, cuando el consorcio nitrificante estuvo en presencia de concentraciones de 80

a 160 mg C/L, se observé una disminucion de méas del 50% en las velocidades especificas
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nitrificantes, con una eficiencia del 100 % y rendimientos nitrificantes cercanos a uno.
Ademaés, cuando se adicionaron 320 mg C/L después de 12 ciclos de operacion del SBR
(ciclo 258) se obtuvo un rendimiento nitrificante de 0.83 (15 % menor al control) y una
eficiencia de consumo de amonio del 100 %. También se observo una reduccion en el
rendimiento que continud disminuyendo a pesar de haber transcurrido 12 ciclos bajo las
mismas condiciones.

Durante todos los tratamientos se puede observar que las BAO fueron las més afectadas ya

que los valores de qy_yy: siempre fueron menores en comparacion con los valores de
qn-no; de las BNO. Asi mismo se puede observar que durante la primera adicion de la

mezcla fendlica (Cuadro 2, ciclo 37 y ciclos 106-121) la proteina microbiana sufrié un
decremento, mientras que durante el transcurso de los ciclos posteriores incrementd para

finalizar con un valor de 962 mg de proteina/L.

3.5 Oxidacién de la mezcla fendlica.

En la fase de aclimatacion (adicion de 40 mg C/L) se observd una lenta oxidacion de los
compuestos fendlicos (Fig. 3 a), la cual presenté una completa oxidacion de la mezcla
fendlica después de 10 h de reaccion que se alargo hasta 10 h, observando el siguiente
orden de oxidacion de los compuestos: p-cresol> m-cresol> fenol > 0-cresol, mostrando que
el p-cresol fue méas rapidamente oxidado. En el transcurso de los ciclos 37-185 (Cuadro 3)
las velocidades especificas de oxidacion de los compuestos fendlicos fueron incrementando
a pesar del incremento en la concentracion de la mezcla fendlica (40 mg C/L, 10-20 mg
C/L), ademés de presentar el mismo orden de oxidacion de los compuestos fendlicos en
donde el p-cresol siguié siendo el compuesto mas facilmente oxidado mientras que el o-
cresol fue el mas recalcitrante. A concentraciones de 40 mg C/L (ciclos 172-185) las
velocidades de consumo de la mezcla fendlica fueron mayores que durante la fase de
aclimatacion (ciclo 37), en este caso no se observo gran acumulacion de intermediarios lo
que sugiere que al paso de los ciclos el consorcio nitrificante logré adaptarse a la presencia
de la mezcla fendlica oxidandola con mayor facilidad. En el ciclo 186, se observo una
disminucion en las velocidades de oxidacion de los compuestos aromaticos a excepcion del
p-cresol que continud incrementando hasta el ciclo 231. Ademas, al incrementar la

concentracion de la mezcla fendlica de 80 a 160 mg C/L se observd un aumento en las
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velocidades de oxidacion de mas del 100% (ciclo 202-231), mismas que disminuyeron
después de haber transcurrido 12 ciclos a 160 mg C/L (ciclo 232), asi como cuando se
aliment6 la concentracion méxima de la mezcla fendlica (320 mg C/L). A partir de la
presencia de 160 mg C/L se observd) un cambio en la coloracién del medio del SBR
durante las primeras horas de reaccion (4 h) de transparente a amarillo lo que sugiere la

presencia de posibles intermediarios reactivos.

Cuadro 3. Velocidades de oxidacion especificas de la mezcla fendlica y porcentajes de
remocion de materia organica.

Ciclos Concentracion Go—cresol Afenol Qi —cresol e *Remocion de
de mezcla h* ht h* ht materia
fendlica (mg organica
C/L) (%)
1-36 0 (control 1)
37 40 - 0.03 0.025 0.010 62
38-42 0 - - - -
43-105 0 (control 2)
106*-121 10 0.010 0.0025 0.0029 - 70
122*-135 10 0.016 0.036 0.046 0.00086
136*-157 20 0.064 0.059 0.085 0.037 75
158*-171 20 0.085 0.088 0.053 0.035
172*-185 40 0.54 0.40 0.40 0.21 81
186*-201 40 0.079 (-85%)°  0.18 (-55%)° 0.12 (-70%)°  0.30 (42.85%)°
202*-213 80 0.66 0.61 0.72 0.44 57
214*-219 80 0.47 0.62 0.64 0.51
220%*-231 160 1.47 1.43 1.47 1.10 94
232*-245 160 0.34 0.58 0.68 0.92
246*-257 320 0.55 0.62 0.60 0.64 100
258* 320 0.45 (-70%)°  0.52 (-63%)°  0.54 (-63%)°  0.43 (-60%)°

#Porcentajes de disminucion calculados con respecto a las velocidades especificas del ciclo *172.
® Porcentajes de disminucion calculados con respecto a las velocidades especificas del ciclo *246.
*La remocion de materia organica fue calculada a partir de los resultados de la DQO.

Adicionalmente, los resultados de los porcentajes de remocién de materia organica
calculados a partir de la demanda quimica de oxigeno (DQQO) mostraron que conforme los
ciclos de reaccién aumentaban, el consorcio nitrificante fue capaz de mineralizar con mayor
eficiencia la mezcla fendlica independientemente de la concentracion fendlica. Esto
confirmé que el SBR brind6 estabilidad fisioldgica al consorcio microbiano a lo largo de
todo el experimento volviéndolo capaz de soportar concentraciones de hasta 640 mg C/dia

de compuestos aromaticos en mezcla.
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del SBR: a) aclimatacién (40 mg C/L), b) 10 mg C/L, c) 40 mg C/L, d) 160 mg C/L.
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4. Discusiones

Los resultados confirmaron que en ausencia de la mezcla fendlica, el consorcio microbiano
fue capaz de oxidar 100 mg/L de amonio hasta nitrato con valores altos de eficiencia y
rendimiento por medio de la via metabdlica de la nitrificacion, manteniéndose estable a lo
largo de las 12 horas de reaccidn bajo un proceso desasimilativo. La presencia de la mezcla
fendlica durante la aclimatacion inhibié fuertemente el proceso nitrificante reduciendo en

mayor medida la q_y g 1o que demuestra un posible dafio o incluso muerte celular en las

BAO como lo confirma Zhang et al., (2013) al observar que la adicién de 2,6-diclorofenol
provocOd la desaparicion de Nitrosomonas europaea del SBR nitrificante. Lo anterior
también se confirma al comparar la reduccion de la proteina microbiana del experimento
control 1 con la de la fase de aclimatacion con 40 mg C/L (Cuadro 11). Durante los ciclos
43-105, en ausencia de la mezcla fendlica el consorcio microbiano fue capaz de lograr
nuevamente valores altos de eficiencia y rendimiento (control 2) sin embargo los valores de

Ay-nu} redujeron en un 40% mientras que qy_yo; en un 50% con respecto al control 1, es

decir en ausencia de la mezcla fenolica el SBR mantuvo mayor estabilidad en las BAO que
en las BNO. Estudios previos realizados por Texier y Gomez (2004) y Silva et al. (2014)
han concluido que en ausencia de compuestos aromaticos el SBR brinda estabilidad a las
BAO pero en presencia de compuestos aromaticos ocurre lo contrario (las BNO son mas
estables), este hecho respalda los resultados obtenidos en este trabajo.

La segunda adicion de la mezcla fendlica (10 mg C/L) provoco nuevamente una inhibicion
al proceso respiratorio de las BAO mientras que las BNO se mantuvieron mas estables, de
igual forma el rendimiento disminuyd incluso en mayor grado que en la aclimatacion, sin
embargo la eficiencia fue del 100%. EIl bajo rendimiento en la obtencion de nitrato a pesar
de la alta eficiencia nitrificante se atribuye a que la materia organica pudo incrementar el
crecimiento de microorganismos heterétrofos que pudieran formar parte del consorcio y
gue también son capaces de obtener energia del amonio, generando competencia con los
autotrofos por el sustrato (Rostron et al., 2001; Amor et al., 2005).

La presencia de hasta 20 mg C/L (ciclos 136-171) de la mezcla fendlica no demostrd
tener un fuerte efecto sobre el proceso, pero al mantener una concentracion de 40 mg C/L
durante 14 ciclos de reaccion (ciclo 172-186) se observd una mayor inhibicion. La

disminucion en las velocidades especificas nitrificantes se atribuye a que la presencia de
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materia organica favorece la competencia entre los microorganismos nitrificantes
(quimiolitoautétrofos) y heterotrofos por el amonio y el oxigeno disuelto haciendo que el
proceso nitrificante se vuelva inestable cinéticamente (Hanaki, et al., 1990; Kim et al.,
2008). Por otro lado, se sabe que los microorganismos nitrificantes son capaces de
adaptarse a la presencia de materia organica mediante la reduccion del volumen de su
membrana celular, lo que a su vez provoca un cambio irreversible en su permeabilidad y
por consiguiente en la velocidad de transporte del amonio (Isken y de Bont, 1998;
Radniecki et al, 2011).

El incremento de la mezcla fendlica hasta 160 mg C/L continué disminuyendo las
velocidades especificas pero no el rendimiento, el cual sufrié una reduccion considerable al
afiadir 320 mg C/L y no fue capaz de recuperarse incluso después de haber transcurrido 12
ciclos de reaccion bajo las mismas condiciones. La adicién de hasta 640 mg C/dia pudo
haber promovido en mayor cantidad el crecimiento de los microorganismos heterétrofos del
consorcio microbiano, provocando que el rendimiento disminuya debido al uso del amonio
como posible sustrato lo que volvio el proceso asimilativo.

El retardo en la nitrificacion se atribuye a que la enzima amonio oxidante (AMQO) también
es capaz de oxidar compuestos aromaticos sin obtener energia, dejando en segundo término
la oxidacion del amonio (Texier y Gémez 2007; Silva et al., 2011), aunque otros autores
demuestran que la oxidacion de compuestos aromaticos como el p-cresol no se debe a la
presencia de la AMO si no a otro tipo de enzimas pertenecientes a los microorganismos
nitrificantes, entonces se requieren de estudio enzimaticos para verificar la actividad de las
enzimas en la oxidacion fendlica. Por otro lado, se sabe que los compuestos fendlicos son
capaces de acumularse en la membrana celular provocando un incremento en su
permeabilidad y por ende un posible gasto energético debido a la isomerizacion de acidos
grasos de cis a trans para adaptarse a la presencia de compuestos recalcitrantes tales como
los compuestos aromaticos (Sikkema et al., 1994; Heipieper et al., 2003), provocando una
disminucion de la velocidad en el transporte del sustrato a través de la membrana (Isken y
Bont, 1998).

La oxidacién de 40 mg C/L de la mezcla fendlica durante la fase de aclimatacion (Fig. 5a)
fue lenta acompafiada de la formacién de un intermediario reactivo que permanecié mas de

12 h en la reaccion al compararla con la oxidacion de la misma cantidad de mezcla fendlica
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después de haber aclimatado al consorcio microbiano (Fig. 5c), donde el intermediario
solamente fue visible en los primeros minutos de la reaccién. Silva et al. (2009) estudiaron
la biotransformacion del p-cresol por medio de un consorcio nitrificante donde observé que
la presencia del intermediario p-hidroxibenzaldehido ejercia mayor efecto inhibitorio en la
nitrificacion que el compuesto inicial, en este estudio la nitrificacion se recuperd despues de
5 ciclos de 24 horas. Por otro lado, se sabe que la exposicion de los microorganismos como
Nitrosomonas europea (BAO) a compuestos fendlicos induce la expresion de enzimas
involucradas en la oxidacion fendlica que pudieran en un futuro incrementar la velocidad
en la oxidacion fendlica incluso a concentraciones mas elevadas. Durante el incremento de
la mezcla fendlica y de los ciclos de reaccion el consorcio nitrificante fue capaz de oxidar
con mayor facilidad los compuestos fendlicos (Fig. 5), esto evidencid asi como en otros
trabajos (Texier y Gomez, 2007; Beristain et al., 2009; Silva et al., 2014) que el incremento
en el numero de ciclos en el SBR propicia una adaptacion respiratoria de los
microorganismos a la presencia de los compuestos aromaticos y por lo tanto una mayor
facilidad para oxidarlos, ademéas de que la presencia de materia organica promueve el
crecimiento y/o activacion de las bacterias heterotrofas en la oxidacion de los compuestos
fendlicos (Pereira et al., 2014).

El orden en la oxidacién de la mezcla fendlica (p-cresol> m-cresol> fenol> o-cresol)
demostro que el p-cresol fue oxidado con mayor facilidad y que el o-cresol fue el mas
recalcitrante, se sabe que el efecto inhibitorio de los compuestos fenolicos sobre los
microorganismos nitrificantes depende de la estructura de la molécula. Por ejemplo
Radniecki et al. (2011) en su estudio asociaron la diminucion de la pared celular de
Nitrosomonas europaea a la acumulacion de compuestos fendlicos.

La disminucion en las velocidades de oxidacion durante el tratamiento de 160 a 320 mg
C/L de la mezcla, puede ser atribuido a que algunas bacterias responsables de la oxidacion
fendlica ya no fueron capaces de subsistir debido a la presencia de concentraciones
mayores o iguales a concentraciones de 200 mg de C/L de p-cresol, la cual puede provocar
la ausencia de microorganismos organoétrofos (Thauera mechernichensis y Variovorax
paradoxus), presentes en consorcios nitrificantes y que son capaces de oxidar compuestos
tales como el fenol y cresoles (Mao et al., 2010; Silva et al., 2014). EI cambio de coloracién

del medio en el SBR a partir de concentraciones de 160 mg C/L de la mezcla, segln
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Hooper y Taylor (1974) indica la presencia de intermediarios reactivos que también tienen
un papel importante en la inhibicion de las enzimas nitrificantes asi como de las enzimas
involucradas en la oxidacion de la mezcla fendlica (Duddleston et al., 2002).

Por ejemplo, Salas, Cuervo y Texier (2016) evaluaron la capacidad de un consorcio
nitrificante para oxidar simultaneamente 138 mg N/dia y hasta 90 mg C/L de una mezcla de
o-cresol, m-cresol y p-cresol, este estudio evalud la adicion de los cresoles por fases: m-
cresol, m-cresol + o-cresol y m-cresol + o-cresol + p-cresol. A pesar de que se observé la
eliminacion simultanea de la mezcla, solamente se logré establecer la velocidad especifica
del m-cresol a concentraciones de 60 mg C/L mientras que no se reportaron las velocidades
de oxidacion del p-cresol. En el presente trabajo se evalud la capacidad de un consorcio
microbiano para oxidar 100 mg N/L de amonio en presencia (en mezcla) de hasta 320 mg
C/L de fenol, m-cresol, o-cresol y p-cresol verificando la oxidacion de los cuatro
compuestos fendlicos y demostrando que el p-cresol fue el compuesto més facil de oxidar.
Los resultados de la demanda quimica de oxigeno evidenciaron que durante la primera
adicion de la mezcla (pre-aclimatacion), el consorcio no fue capaz de remover toda la
materia organica, sin embargo al paso de los ciclos la cantidad de materia organica
remanente fue disminuyendo hasta alcanzar el 100% de remocion de 640 mg C/L al dia.
Los consorcios microbianos nitrificantes estan conformados por bacterias autotrofas y
heterdtrofas, pese a que a las heterdtrofas se le atribuye la oxidacion de los compuestos
fendlicos se sabe que existen autotrofas facultativas que también pueden oxidar la materia
organica, por lo que se requieren de mayores estudios que puedan proporcionar mayor

informacion al respecto.
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5. Conclusiones

El consorcio microbiano en ausencia de la mezcla fendlica fue capaz de oxidar
completamente 200 mg N/L al dia bajo un proceso respiratorio estable y desasimilativo con

valores altos de eficiencia (EN—NHI del 100% + 0.016) y rendimiento ( ¥y_pno; de 0.95 £

0.07).

El consorcio microbiano nitrificante fue capaz de oxidar completamente y en forma
simultanea 200 mg N-NH,"/L al dia y hasta 640 mg C/L al dia de la mezcla fendlica a pesar
de presentar un efecto inhibitorio del 83% en las BAO y del 72% en las BNO.

Durante la mineralizacién de los compuestos fendlicos se observd a través de las
velocidades especificas de oxidacion que el orden de oxidacion fue: (p-cresol> m-cresol>

fenol> o-cresol) siendo el o-cresol el compuesto mas recalcitrante.
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6. ANEXOS
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Figura 4. Comportamiento del proceso nitrificante en ausencia de la mezcla fenolica (C2)
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Figura 5. Comportamiento del proceso nitrificante durante la adicion de 10 mg C/L de la

mezcla fendlica.
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Figura 6. Comportamiento del proceso nitrificante después de 16 ciclos con 10 mg C/_L de
la mezcla fenolica.
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Figura 7. Comportamiento del proceso nitrificante en presencia de 20 mg C/L de la mezcla
fendlica.
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Figura 8. Comportamiento del proceso nitrificante en presencia por vez primera de 40 mg
C/L de la mezcla fendlica.
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Figura 9. Comportamiento del proceso nitrificante en presencia por vez primera de 80 mg

C/L de la mezcla fenélica.
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Figura 10. Comportamiento del procesu mumnicante en presencia por vez primera de 160
mg C/L de la mezcla fendlica.
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Figura 11. Comportamiento del proceso nitriticante en presencia de 320 mg C/L de la

mezcla fendlica.
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