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. | RESUMEN

En México se producen una gran cantidad de aguas residuales textiles, las cuales contienen
colorantes azo, provenientes de los procesos de manufactura y/o tincion textil. Al ingresar al
ambiente, los azocompuestos suelen ser degradados parcialmente (decoloracién) a sus respectivas
aminas aromaticas, que son carcinogénicas para los mamiferos. Aunado a esto, la legislacion
ambiental mexicana aplicable al caso sélo considera la pérdida del color. Lo expuesto con
anterioridad convierte a los colorantes azo en un problema ambiental y de salud actual, por lo que el
tratamiento de estos residuos es prioritario para el pais. El objetivo de este trabajo fue comprobar la
completa biocdegradacion del colorante azo denominado marino terasil (comercialmente: TERASIL
NAVY GRL-01 200%) por un lodo granuiar anaerobio en condiciones sulfato-reductoras. Para lograrlo
se realizo la aclimatacion del lodo granular anaerobio al marino terasil en un reactor de lecho de lodo
granular expandido (“LLGE") sulfatorreductor de 2.2 L de volumen de trabajo, el cual fue sembrado
con lodo granular anaerobio (30% del volumen del reactor) obtenido de un reactor tipo UASB a
escala industrial que trataba las aguas residuales de una malteria. El reactor fue operado
continuamente a temperatura controlada de 35°C con un tiempo de residencia hidraulico de 1 d y
alimentado con agua residual sintética que contenia 20 mg/L del colorante. E! volumen de la cama de
lodos fue expandido al 50% mediante el incremento del flujo del influente al recircular el efluente det
reactor. Después de 28 dias de aclimatacién, se obtuvo un porcentaje de decoloracion superior al
80% y una remocién de la DQO, representada por la glucosa (cosustrato), igual al 90%. Bajo estas
condiciones, se observd la completa mineralizaciéon del azocompuesto, ya que al cuantificar la
absorbancia del anillo aromético en el medio sélo se detectaron niveles de 1 mg/L. Dichos resultados
fueron corroborados en pruebas intermitentes, donde se obtuvo un porcentaje de decoloracion del
85% y una remocion de la DQO cercana al 80%. Sin embargo, 1a mineralizaciéon del colorante, en
términos de la absorbancia del anillo aromatico en el medio, fue incompleta, ya que se detectaron
cantidades equivalentes al 50% de las aminas aromaticas generadas durante la decoloracion, lo que
podria indicar que una de las aminas aromaticas no fue degradada o el sistema séloe puede degradar
alrededor de 20 mg/L del colorante. En relacién con el efecto de la glucosa como cosustrato en el
medio de cuitivo, durante las pruebas intermitentes los resultados indicaron que la decoloracién del
marino terasil se realizdé tanto en presencia como en ausencia del carbohidrato. El sistema con
glucosa y 100 o 200 mg/L de colorante llevé a cabo el 80% de la decoloracién a pesar de la
existencia de un efecto negativo sobre las bacterias glucoliticas, ya que estas bacterias consumigron
menos de la mitad de la glucosa presente en el medio. Por ofra parte, la identificacion del grupo
bacteriano responsable de la decoloracién no se logré mediante la técnica empleada, ya que no fue
detectado ningun tipo de actividad. Esto no significa la inexistencia de azorreductasas, ya que quizas
éstas pudieran ser intracelulares, lo que implicaria que la membrana celular bacteriana es permeable
al marino terasil. De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluyd que el colorante puede ser
degradado por el lodo granular anaerobio en un reactor de lecho de lodo granular expandido bajo
condiciones sulfato-reductoras y que el cosustato no es necesario para el rompimiento del enlace azo
del colorante “marino terasil”.




| ABSTRACT

Mexico produce high levels of textile waste waters that contain azo dyes originated by dyeing process
and synthesis and processing of colorants. These dyes go into the environment and they are reduced
to the corresponding aromatic amines (decolourization) that are carcinogenic for the mammals.
Besides, the environmental law of Mexico does not consider the textile effluents that contain azo dyes
neither its products, the aromatic amines. These reasons have led to the fact that azo dyes are still an
environmental and health problem and its treatment when present in textile waste waters is a priority
for the country. The aim of this work was to study the biodegradation of the azo dye named “marino
terasil” (commercially: TERASIL NAVY GRL-01 200%) by an anaerobic granular sludge in sulphate-
reducing conditions. For making this, the sludge was acclimated to the azo dye in a sulphate-reducing
expanded granular sludge blanket (EGSB) reactor with a capacity of 2.2 L. The lab scale reactor was
operated under controlled temperature, 35°C, with a hydraulic residence time of 1 d and operated
continuously. The reactor was seeded (30% volume of the reactor) with granular sludge obtained from
a full scale upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor treating malting industry wastewater and
fed with synthetic waste water containing 20 mg/L of the azo dye. The volume of the granular siudge
bed reactor was expanded to 50 percent expansion volume through the increase of the influent flow
rate by recycling the effluent of the reactor. After 28 days of acclimatization, a percentage of
decolourization of 80% and a COD removal of 90% were obtained. That percentage of COD removal
represent the COD of the glucose (cosubstrate). Under those conditions it was observed the complete
degradation of azo dye, that was determined by the absoption of the aromatic ring in the media that
yielded 1 mg/L. These results were checked in batch conditions with 50 mg/L of azo dye where a
percentage of decolourization of 85% and a COD removal of 80% were obtained. However, the
degradation of azo dye was incomplete, since there were detected amounts equivalent to 50% of
aromatic rings, that is, the system can degrade around 20 mg/L of the aromatic amines originated by
the breakdown of azo dye. With respect to glucose addition as cosubstrate, under batch conditions
the decolourization was carried out with or without glucose in the media. The systems with glucose
and the addition of 100 or 200 mg/L of azo dye carried out 80% of decolourization, but a negative
effect on glucose assimilation was observed, that effect was interpreted like an effect toxic on the
bacteria that oxidize glucose. The identification of the bacterial group responsible for the
decolourization was not detected by the methodology used. These results do not mean the
inexistence of azoreductases, since they might be intracellular implying the entrance of the dye
through the cell wall. In accordance with the results obtained, it may be concluded that the azo dye
“marino terasil” was degraded by the anaerobic granular sludge under sulphate-reducing conditions in
an EGSB reactor; also, the cosubstrate was unnecessary for the cleavage of the azo bond
(decolourization) of the dye “marino terasil”.
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| CAPITULO 1. Introduccién

A partir de 1856, afio en que se cred el primer colorante sintético llamado Mauve, se inicidé un rapido
desarrollo de muchos otros colorantes. El primero de éstos, con un grupo azo, fue sintetizado en
1861 (Bishop, 1996). En la actualidad, se manufacturan aproximadamente 10,000 colorantes (Donlon
y col., 1997), alcanzando una produccion de 700,000 toneladas por afio a nivel mundial, de las cuales
mas del 50% son usadas para tefir textiles, siendo la mayoria colorantes azo y Estados Unidos de
América su principal consumidor {Bishop, 1996; llangovan, 1996). Los colorantes azo se caracterizan
por tener como croméforo al grupo azo (-N=N-} usualmente asociado a grupos hidroxilo o amino
auxocromicos. Existen aproximadamente 3000 colorantes azo, habiéndose descrito mas de 2000
estructuras quimicas. Estos colorante poseen una amplia gama de aplicaciones: Para fibras naturales
y sintéticas, pigmentos y disolventes, para aplicacion en farmacos, alimentos y cosméticos e
indicadores acido-base. Incluyen colorantes de tipo acido, mordentes y directos con matices que
tipicamente van del amarillo verdoso al rojo, azul y verde (Garcia, 1996; Morrison y Boyd, 1987).

México, como pais industrializado y urbanizado, produce alrededor de 105 m*¥s de aguas residuales
municipales, 79 m*/s de aguas residuales y 2.2 millones de ton/afio de carga organica en cuerpos de
agua; asimismo, genera 5.3 ton/afo de residuos soélidos e industriales peligrosos (Bishop, 1996). En
el caso de los colorantes, aproximadamente 100,000 toneladas de colorante por afio son depositadas
en los efluentes textiles debido a que durante la manufactura de los colorantes cerca del 15% de la
produccion se pierde en las descargas de agua residual originadas en los procesos; aunado a esto,
en los procesos de tincion textil solo del 60 al 90% del colorante aplicado es fijado al producto, lo
restante se pierde en las aguas residuales después de la tincion {Bishop, 1996). Todo esto convierte
a los colorantes en un problema ambiental y de salud actual, por lo que el tratamiento de estos
residuos es prioritario para el pais (Bishop, 1996). A pesar de lo anterior, la investigacion basica
sobre los procesos para la biodegradacion de colorantes azo contenidos en aguas residuales ha
iniciado hace un par de décadas y se han enfocado a estudiar la completa biocdegradacion del
colorante. La importancia de conocer el proceso de degradacion del azocompuesto radica en que el
colorante como tal es tdxico para la mayor parte de |las bacterias, luego entonces, éstas lo degradan
parcialmente hasta las respectivas aminas aromaticas por reduccion del enlace azo, las aminas, que
son menos tdxicas para las bacterias, son carcinogénicas para los mamiferos y han sido asociadas a
varios canceres humanos. Este hecho obliga a que los tratamientos para eliminar a los colorantes
azo de las aguas residuales sean muy eficientes.

La Empresa Ciba-Geigy Mexicana S.A. de C.V., ha desarrollado el colorante azo marino terasil
disperso, que tiene como caracteristica una eficiente fijacién al tejido durante los procesos textiles de
tefiido y lavado. Esto, aunado a la demanda de colorantes azules para al industria textil, lo convierte
en un producto con un gran mercado en México. Lo anterior condujo a la investigacion de un proceso
para el tratamiento de aguas residuales que contenian al marino terasil u otros colorantes azo. Tales
estudios concluyeron que mediante un proceso bioldégico anaerobio en un reactor de lecho de lodo
granular expandido (“LLGE") sulfatorreductor se obtenia un alto porcentaje de remocion del contenido
de material disuelto medido como DQO, que implicaba la biodegradacién del colorante (llangovan y
Briones, 1995). Para confirmar con mas detalle la eficiencia de dicho proceso se planted un estudio
fisiologico y bioquimico con el objetivo de verificar la biodegradacion del marino terasil por un lodo
granular anaerobio en condiciones sulfatorreductoras. A continuacion, se detallan los objetivos de la
investigacion y la hipétesis de trabajo desarrollada para este estudio.




}ELOSARIO Y NOMENCLATURA

GLOSARIO:

Adsorcidn.- Tendencia de las particulas de una substancia a adherirse en ciertas superficies solidas.
ARS .- Agua residual sintética usada para alimentar el reactor LLGE durante fa aclimatacion.

BES.- Bromoetanosulfonato, compuesto inhibidor de la metanogénesis.

BTEX.- Benceno, tolueno, etilbenceno y xileno.

Agua residual .- Agua procedente de desagiles domésticos e industriales.

Agua residual tratada.- Agua residual sometida a un.proceso de tratamiento para ser reutilizada.
AGV.- Acidos grasos volatiles, intermediarios en la degradacion anaerobia de compuestos organicos.
Bacterias glucoliticas.- Bacterias que consumen o fermentan la glucosa (fermentativas).

Biogas.- Producto gaseoso generado por microorganismos al transformar el material organico presente en las
aguas residuales.

Cama de lodos. - Sitio donde se colocan los lodos en un sistema.

Cargas organicas.- Cantidad de sustrato alimentado.

Caudal .- Flujo de agua, puede ser medida en unidades de L/s o m*/d/h/s.

CLAR .- Cromatografia de liquidos de alta resolucidn.

Cuerpos receptores.- Cuerpos que recibén el agua residual, como rios, lagunas, suelo, etc.
Degradacion anaerobia.- Equivale a la digestion.

Degradacién de materia organica.- Disminucion progresiva de materia organica medida como DQO.

Digestién.- Es la mineralizacién de la materia organica por un sistema microbiolégico mixte en condiciones de
ausencia de oxigeno o fuertemente reductoras.

DQO.- Demanda quimica de oxigeno.

DQO,.- Demanda quimica de oxigeno scluble.

Efluentes.- Corrientes de fluidos que salen de cualquier sistema.

Efluentes tratados.- Corriente de agua que sale del reactoer, liquido relativamente exento de materia organica.

EGSB.- Expanded granular sledge blanket, acrénimo del nombre en inglés de un reactor anaerobio de lecho de
lodo granular expandido.

ETAD.- Ecological and Toxicological Association of the Dyestuffs manufacturing industry, acrénimo del nombre
en inglés de la asociacion ecolégica y toxicologica de las industrias manufactureras de colorantes.

Expansion de la cama de lodos.- Incremento del volumen o superficie de la cama de lodos.
Fléculo.- Particula formada a partir de la unién de un floculante con una particula coloidal.
Grupo cromoforo.- Grupos no saturados determinantes del color.

GS.- Glutamina sintasa.

HPLC.- High performance liquid cromatography, acrénimo del nombre en inglés de la cromatografia de liquidos
de alta resolucion.

Influente.- Agua residual de alimentacion para un reactor.

IVL - indice volumétrico del lodo.

LLGE.- Lecho de lodo granular expandido.

Nitrégeno amoniacal.- Nitrégeno presente como sales de amontaco.




OHPA - Bacterias acetégenas productoras obligadas de hidrogeno (OHPA por las siglas en inglés: Obligated
Hydrogen Producing Acetogen). '

Procesos biologicos.- Procesos en los que la materia organica contaminante es utilizada como alimento por los
microorganismos presentes en los tanques o reactores.

Producciéon de biogas.- Gas producido por la transformacion del material organico presente en las aguas
residuales, medido en (L/d).

PTS.- Phosphotransferase system, acrdnimo del nombre en inglés del sistema de |a fosfotransferasa.
RBB.- Colorante azo estudiado por Hu (1994).

Reactor.- Propulsor de una reaccion.

Recirculacidon.- Hacer circular nuevamente parte de fa corriente de salida hacia el sistema.

Relacion ¢.- Relacién de alcalinidades, a valores de pH de 4.3 y 5.75.

Remocion.- Eliminacion mediante la transformacion de las sustancias contenidas en las aguas residuales en
otras mas inocuas.

Remocién de color.- Cantidad de color removido del agua residual.

Remocion de DQO.- Materia organica soluble y total que es removida del agua residual.
Remocion de sulfatos.- Reduccidn de sulfatos a sulfuros.

RP,B.- Colorante azo estudiado por Hu (1984).

Sedimentador.- Separa el agua tratada de los lodos por diferencia de densidades.
SSF.- Solidos suspendidos fijos, medidos en mg/L.

SST.- Solidos suspendidos totales, medidos en mg/L.

$8V.- Sdlidos suspendidos volatiles, medidos en mg/L.

TRH.- Tiempo de residencia hidraulico, gue se define como el tiempo en que el volumen liquido del reactor es
retenido.

TRS.- Tiempo de retencion de los salidos en un reactor biolggico.

UASB.- Upflow Anaerchic Sludge Blanket, acronimo del nombre en inglés de un reactor anaerobio de flujo
ascendente de lecho de lodo.

V,RP .- Colorante azo estudiado por Hu (1994).

NOMENCLATURA:

.- Alfa

B.- Beta

AG? .- Cambio de la energia libre estandar

AGP.- Cambio de la energia libre de Gibs.

E,.- Escala para expresar el potencial dxido-reduccién de un sistema, medido en voltios.
pH.- Logaritmo de la concentracién de hidrégena.

V.- Voltio

W.- Watt



(iAPiTULO 1. Introduccién

A partir de 1856, afio en que se cred el primer colorante sintético llamado Mauve, se inicié un rapido
desarrolio de muchos otros colorantes. El primero de éstos, con un grupo azo, fue sintetizado en
1861 (Bishop, 1996). En {a actualidad, se manufacturan aproximadamente 10,000 colorantes (Donlon
y col., 1997), alcanzando una produccién de 700,000 toneladas por afio a nivel mundial, de las cuales
mas del 50% son usadas para tefiir textiles, siendo la mayoria colorantes azo y Estados Unidos de
Ameérica su principal consumidor (Bishop, 1996; llangovan, 1996). Los colorantes azo se caracterizan
por tener como cromoforo al grupo azo (-N=N-} usualmente asociado a grupos hidroxilo o amino
auxocromicos. Existen aproximadamente 3000 colorantes azo, habiéndose descrito mas de 2000
estructuras quimicas. Estos colorante poseen una amplia gama de aplicaciones: Para fibras naturales
y sintéticas, pigmentos y disolventes, para aplicacion en farmacos, alimentos y cosmeéticos e
indicadores acido-base. Incluyen colorantes de tipo acido, mordentes y directos con matices que
tipicamente van del amarillo verdoso al rojo, azul y verde (Garcia, 1996; Morrison y Boyd, 1987).

México, como pais industrializado y urbanizado, produce alrededor de 105 m*/s de aguas residuales
municipales, 79 m*s de aguas residuales y 2.2 millones de ton/afio de carga organica en cuerpos de
agua; asimismo, genera 5.3 ton/afio de residuos sélidos e industriales peligrosos (Bishop, 1996). En
el caso de los colorantes, aproximadamente 100,000 toneladas de colorante por ario son depositadas
en los efluentes textiles debido a que durante la manufactura de los colorantes cerca del 15% de la
produccién se pierde en las descargas de agua residual originadas en los procesos; aunado a esto,
en los procesos de tincidn textil solo del 60 al 90% del colorante aplicado es fijado al producto, lo
restante se pierde en las aguas residuales después de la tincion (Bishop, 1996). Todo esto convierte
a los colorantes en un problema ambiental y de salud actual, por lo que el tratamiento de estos
residuos es prioritario para el pais (Bishop, 1996). A pesar de lo anterior, la investigacion basica
sobre los procesos para la biodegradacion de colorantes azo contenidos en aguas residuales ha
iniciado hace un par de décadas y se han enfocado a estudiar la completa biodegradacién del
colorante. La importancia de conocer el proceso de degradacién del azocompuesto radica en que el
colorante como tal es tdxico para la mayor parte de las bacterias, luego entonces, éstas lo degradan
parcialmente hasta las respectivas aminas aromaticas por reduccion del enlace azo, las aminas, que
son menos téxicas para las bacterias, son carcinogénicas para los mamiferos y han sido asociadas a
varios canceres humanos. Este hecho obliga a que los tratamientos para eliminar a los colorantes
azo de las aguas residuales sean muy eficientes.

La Empresa Ciba-Geigy Mexicana S.A. de C.V., ha desarrollado el colorante azo marino terasil
disperso, que tiene como caracteristica una eficiente fijacién al tejido durante los procesos textiles de
tefiido y lavado. Esto, aunado a la demanda de colorantes azules para al industria textil, lo convierte
en un producto con un gran mercado en México. Lo anterior condujo a la investigacién de un proceso
para el tratamiento de aguas residuales que contenian al marino terasil u otros colorantes azo. Tales
estudios concluyeron que mediante un proceso biolégico anaerobio en un reactor de lecho de lodo
granular expandido {"LLGE") sulfatorreductor se obtenia un alto porcentaje de remocion del contenido
de material disuelto medido como DQO, que implicaba la biodegradacién del colorante (llangovan vy
Briones, 1995). Para confirmar con mas detalle la eficiencia de dicho proceso se planted un estudio
fisicldgico y bioquimico con el objetivo de verificar la biodegradacion del marino terasil por un lodo
granular anaerobio en condiciones sulfatorreductoras. A continuacion, se detallan los objetivos de la
investigacion y la hipétesis de trabajo desarrollada para este estudio.



1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Objetivo general

Comprobar la mineralizacién del colorante azo marino terasil disperso mediante un lodo granular
anaerobio via sulfato-reduccion.

Objetivos particulares

1. Observar la estabilidad del colorante azo marino terasil ante factores fisicos y quimicos relacionados con Ja
manipulacion del mismo

1.1. Analizar la estabilidad del colorante ante el pH, temperatura y procesos de esterilizacion.
1.2. Analizar la estabilidad del colorante ante los medios de cultivo a emplear.

2. Verificar los parametros relacionados con la cuantificacion del colorante azo marino terasil

2.3. Obtener el espectro y pico maximo de absorcion del colorante.
2.4. Determinar la DQO soluble del colorante.

3. Analizar las caracteristicas fisicas y microbiclégicas del lodo granular anaerobio

3.1. Determinar algunas caracteristicas estructurales como !a granulometria, velocidad de sedimentacion e
indice volumétrico.

3.2. Cuantificar los parametros relacionados con la masa del lodo granular anaerobio como los SSY, SST,
SSF y proteina.

3.3. Conocer la intensidad del metabolismo metanogénico y sulfatoreductor mediante la determinacion de las
respectivas actividades.

3.4. Conocer la cantidad aproximada de los principales grupos bacterianos contenidos en el lodo mediante la
técnica del numero mas probable,

3.5. Analizar la tolerancia del lodo ante el colorante mediante su efecto sobre |a actividad metanogénica.

4. Aclimatar el lodo granular anaerobio en un reactor LLGE (EGSB) sulfato-reductor
4.1, Someter al sistema biolégico a una concentracidn del colorante tolerable en un sistema limitado en
fuentes de nitrégeno. '

4.2 Determinar la mineralizacion del colorante.

5. Estudiar la biodegradacién del colorante azo marino terasil por un lodo granular anaerobio en reactores
intermitentes sulfato-reductores

5.1. Determinar la mineralizacién del marino terasil.
5.2. Analizar la participacion directa de un cosustrato sobre la biodegradacion parcial del colorante azo vy la
tolerancia a altas concentraciones del mismo.

6. Elucidar al grupo bacteriano responsable de la degradacion parcial del azocompuesto

6.1. Observar la actividad azorreductasa en los grupos bacterianos sulfatorreductor, metanogénico y
glucolitico.



1.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

En la hipétesis de trabajo desarrollada, se plantea que el colorante marino terasil podria ser
biodegradado parcialmente por azoreductasas secretadas por las bacterias glucoliticas hasta generar
las correspondientes aminas aromaticas, aunque no se tiene una certeza sobre la secrecién de las
azoreductasas, ya que el colorante podria ser transportado al interior de las células. Posteriormente,
dichas aminas serdn desaminadas reductivamente por las bacterias sulfato-reductoras y el
compuesto aromatico respectivo sera catabolizado por el consorcio bacteriano hasta metano y
didxido de carbono. En el siguiente diagrama de flujo se presenta la hipétesis expuesta.

DIAGRAMA DE FLUJO
(HIPOTESIS)

DEGRADACION PARCIAL DEL COLORANTE AZO MEDIANTE AZOREDUCTASAS POSIBLEMENTE
EXTRACELULARES SECRETADAS POR BACTERIAS GLUCOLITICAS

|

GENERACION DE AMINAS AROMATICAS

'

DESAMINACION REDUCTIVA DE LAS AMINAS AROMATICAS
POR LAS BACTERIAS SULFATO-REDUCTORAS

'

EXCRECION DE LOS COMPUESTOS AROMATICOS RESPECTIVOS

'

ASIMILACION DE LOS COMPUESTOS AROMATICOS RESPECTIVOS

l

COMPLETA MINERALIZACION HASTA METANO Y CO,
POR EL CONSQRCIO BACTERIANO

A continuacion se muestra un esquema de la hipétesis basado en la informacion bibliografica reunida
y analizada en el marco tedrico, objeto del siguiente capitulo, asi como la estrategia general seguida
en esta investigacion.
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1.3. ESTRATEGIA GENERAL

La estrategia que se elaboré para cumplir con los objetivos y comprobar la hipétesis planteada
consistio en 1) Realizar la caracterizacion del colorante marino terasil y del lodo granular anaerobio a
emplear. 2) Llevar a cabo la aclimatacion del lodo al marino terasil en un reactor LLGE (EGSB)
sulfatorreductor. 3) Realizar una prueba en un reactor intermitente para verificar la biodegradabilidad
del colorante. 4) Evaluar el efecto de un cosustrato sobre la decoloracion. Finalmente, 5) Efectuar la
separacién de los grupos bacterianos glucolitico, sulfatorreductor y metanogénico, para ser cultivados
en medio sdélido en presencia del colorante y observar una posible actividad azorreductasa. En el
Anexo I se detalla el disefio experimental para cada inciso de esta estrategia y a continuacién se
muestra el diagrama de flujo.

DIAGRAMA DE FLUJO GENERAL
(ESTRATEGIA)

CARACTERIZACION DEL COLORANTE Y DEL LODO GRANULAR ANAEROBIO

hd

ACLIMATACION DEL LODO

EN UN REACTOR LLGE (EGSB) SUFATORREDUCTOR

v

PRUEBAS CE BIODEGRADABILIDAD 3
EN REGIMEN INTERMITENTE (“BATCH") ANALISIS DE LA MUESTRA

Y

CUANTIFICACION DE GASES
AISLAMIENTO DE GRUPOS POR CROMATOGRAFIA

BACTERIANOS

CUANTIFICACION DE AMINAS AROMATICAS
MEDIANTE COLORIMETRIA

CUANTIFICACION DEL COLORANTE AZO
POR ESPECTROFOTOMETRIA

IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD
AZORREDUCTASA EN MEDIO SOLIDO CUANTIFICACION DEL ANILLO AROMATICO
POR ESPECTROFOTOMETRIA

DETERMINACION DE GLUCQSA Y SULFATO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA (HPLC)

CUANTIFICACION DEL CARBONO ORGANICO
TOTAL Y pH

Las bases tedricas y experimentales estudiadas para establecer los objetivos de la investigacion y la
hipotesis de trabajo, anteriormente planteados en este estudio, se presentan en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 2. Marco teérico

2.1. LA INDUSTRIA TEXTIL

De los diferentes sectores industriales, la industria textil (especificamente |la de produccion de telas,
acabado y tefiido de las mismas) y la rama del vestido son importantes generadoras de aguas
residuales con un alto contenido de carga organica, dependiendo del proceso de elaboracion, tipo de
telas a producir, si se produce tinicamente el textil y/o el acabado del mismo y las caracteristicas de
las fibras (sintéticas, naturales o mezclas de ambas); ésto origina una gran diversidad de efluentes.
Pero el hecho mas trascendente, es que se generan aguas con un alto contenido de color (colorantes
y tintes de todo tipo). A nivel nacional, la industria textil ocupa un sexto lugar en la generacion de
aguas residuales (llangovan, 1996).

La Camara Nacional de la Industria Textil tiene registradas un total de 1994 empresas dedicadas a la
elaboracion de textiles de algodén y mezcla poliéster-algodén, localizandose el 82% en el centro del
pais y concentrando el D. F. (719 empresas) y los Estados de México y Puebla (417 y 335 empresas,
respectivamente) el 73% de dicha industria, lo cual se ha convertido en un problema ambiental y de
salud publica para la region, debido al gran volumen de aguas residuales altamente contaminantes
que se originan durante el proceso de fabricacion de los diferentes productos textiles a partir de lana,
algoddn y fibras de origen sintético, ya que utilizan un gran numero de sustancias quimicas, tales
como pectinas y algunos componentes no celuldsicos, sosa caustica, almidén, alcohol polivinilico,
acetato polivinilico, carboximetil celulosa y una amplia variedad de colorantes (llangovan, 1996).

Aunque la mayoria de las etapas involucradas en el proceso de fabricacion contribuyen a! problema
de contaminacién de aguas residuales, sin duda las que participan en mayor medida son ei
restregado, tefiido y acabado. El tefido participa enormemente en la generacién de color en las
aguas residuales, por lo que el principal problema es la eliminacion de éste (llangovan, 1996). En el
tratamiento de las aguas residuales de la industria textil, los contaminantes organicos pueden ser
tratados usando reactores de células suspendidas o biopeliculas, éstos Ultimos muestran
frecuentemente mejor remocién de compuestos xenobidticos que los sistemas de células
suspendidas, ya que se forman nichos especializados donde las bacterias de lento crecimiento
degradadoras de contaminantes pueden desarrollarse sin competencia de las bacterias de rapido
crecimiento; ademas, el tiempo de retencidén por parte del microorganismo en la biopelicula podria
ser muy largo, lo cual es una ventaja, y la capa de polisacaridos alrededor de la bacteria la protege
de inhibiciones por téxicos. Por lo anterior, los sistemas de biopeliculas podrian ser mas adecuados
para el tratamiento de los colorantes azo (Bishop,1996).

2.1.1. Legislacion aplicada a la industria textil en México

La Ley General de Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente regula en materia ambiental todas
las descargas de aguas residuales a rios, cuencas, aguas marinas y demas depdsitos o corrientes de
agua, mediante Normas que establecen los limites maximos de contaminantes permisibles para cada
descarga, a fin de asegurar una calidad de agua satisfactoria para el bienestar de la poblacion y el
equilibrio ecolégico {llangovan, 1996).

En el caso de la industria textil, se debe tener en cuenta el cumplimiento de la antigua Norma Cficial
Mexicana NOM-CCA-014-ECOL/1993; la cual indicaba los limites maximos de contaminantes
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permisibles en las descargas de aguas residuales provenientes de la industria textil (Tabla 2.1);
ademas de estos parametros, se incluia el color y téxicos organicos, para los cuales se podrian
establecer limites maximos permisible si se consideraba necesario (SEMARNAP, 1994). En relacion
con el color, se recurria a la Norma Oficial Mexicana NOM-AA-45-1981, donde se estipulaba la
metodologia para la determinacion de color en el agua, pero sin precisar ningun limite ni considerar a
ios compuestos intermediarios que podrian generarse como las aminas aromaticas, que se originan
durante la degradacion parcial de los colorantes azo. Respecto a los tdxicos organicos, en el Anexo A
de la Norma Oficial Mexicana NOM-CCA-001-ECOL/1993, se presentaba una lista de los
compuestos organicos considerados como toxicos; sin embargo, en dicha lista no se indica ningun
tipo de amina aromatica (SEMARNAP, 1993).

TABLA 2.1. Norma Oficial Mexicana NOM-CCA-014-ECOL/1993 (ahora sustituida por la NOM-001-ECOL-1996
y la NOM-002-ECOL-1996)

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES
PARAMETROS (PROMEDIO)
DIARIO INSTANTANEO

Valor de pH 6-9 6-9
Demanda biocguimica de oxigeno (mg/L) 100 120
Demanda quimica de oxigeno {mg/L) 200 240
Sélidos sedimentables (ml/L) 1.0 1.2
Grasas y aceites (mg/L) 20 30
Sélidos suspendidos totales (mg/L) 100 120
Cromo total (mg/L) 1.0 1.2
Sulfuros (mg/L.} 0.2 0.4
Fenoles {(mg/L) 0.1 0.2

FUENTE: SEMARNAP, 1994

Posteriormente, aparecieron la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 y la Norma Oficial
Mexicana NOM-002-ECOL-1996, que sustituirian a la Norma Oficial Mexicana NOM-CCA-014-
ECOL/1983. La nueva legislacion ya no considera el color de las aguas, por lo que los colorantes azo
estan sin regulacion a pesar de su potencial toxicidad.

Debido a dicha deficiencia en la legislacion mexicana en materia ambiental para el control de la
descarga de aguas residuales de la industria textil, los desarrollos tecnoldgicos para el tratamiento de
tales aguas residuales deben asegurar, mediante una detallada investigacion bioquimica, que
realmente se descarga un agua residual sin compuestos toxicos agresivos al ambiente como una
contribucion de este sector al bienestar social.

2.1.2. Legislacion aplicada a la industria textil en otros paises
La legislacién aplicada a los colorantes azo en otros paises inicid durante la decada de los setenta,

cuando se reunid la suficiente informacion sobre sus efectos toxicos, que incluyen diferentes tipos de
cancer en mamiferos y alteraciones del metabolismo bacteriano. En 1974, |la asociacion ecoldgica y
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toxicolégica de las industrias manufactureras de colorantes (ETAD por sus siglas en inglés) con sede
en Suiza, inicid la elaboracién de una base de datos toxicologica, ecotoxicologica y sistematica, que
incluia a todos los colorantes comerciales (Anliker y col., 1988). En la Tabla 2.2 se muestra la
compilacién de todos los colorantes que fueron clasificados como toxicos por dicha asociacion en
1986.

TABLA 2.2. Lista de colorantes considerados como toxicos por la asociacién ecoldgica y toxicoldgica de las
industrias manufactureras de colorantes

NOMBRE GENER!ICO * NUMERO ?
Anaranjado acido 156 26501
Anaranjado acido 165 28682

Azul basico 3 51004

Azul basico 7 42595

Azul basico 81 42598

Rojo basico 12 48070
Violeta basico 16 48013
Amarillo basico 21 48060

Anaranjado directo 62 No disponible

Diaze azoico, compaonente 20 37175
Diazo azoico, componente 24 37155
Diazo azoico, companente 41 37165

FUENTE: Anliker y col., 1988
a. Nombre genérico y nimero del colorante en el Colour Index

Posteriores estudios sobre |a toxicidad de los colorantes guiaron a la prohibicién de ciertos colorantes
por algunos gobiernos, principalmente europeos. Las legislaciones ambientales holandesa y alemana
han regulado el uso de los colorantes azo debido a que las aminas aromaticas, que se generan
cuando el colorante es degradado parcialmente en el ambiente, es decir, cuando se rompe el enlace
azo, estan prohibidas porque pueden causar cancer en la piel cuando los periodos de contacto son

targos (http://www.kommanet.nl/demo/ne020996.html).

A partir del 1 de agosto de 1996, el Estado holandés a través del Ministerio de Asuntos Econémicos y
la Secretaria de Salud Pdblica, Bienestar y Deportes, ha decidido decretar como prohibida la
distribucién y uso de un numero especifico de aminas aromaticas carcinogénicas que,
subsecuentemente, se aplica a los colorantes azo que podrian generar algunas de las aminas
aromaticas prohibidas (http://www.kommanet.nl/demo/ne020996.htmil).

Por otra parte, el 15 de julio de 1994, el Gobierno aleman promulgé una nueva regulaciéon, que
prohibia la manufactura, importacion o venta de textiles y ropa, que contenga ciertos colorantes azo
dafiinos, considerandose con esta caracteristica a todos los azocompuestos que bajo condiciones
reductoras pueden romperse y generar alguna de las 20 aminas aromaticas carcinogénicas
especificadas en la ley (ver Tabla 2.3). Sin embargo, la nueva regulacion no especificaba ningun
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método oficial ni limite de contro!. A pesar de lo anterior, esta regulacién fue vigente a partir del 1 de
enero de 1995 (http://cwis.polyu,edu.hk/"itc/vrspilot.htm).

TABLA 2.3. Lista de las aminas aromaticas prohibidas por la legislacion alemana a partir de 1995

AMINA AROMATICA
4-amincbofenit 3,3'-dimetoxibencidina
Benzidina 3,3 -dimetilbencidina
4-cloro-o-toluidina 3,3-dimetit-4,4-diamino difenilmetano
2-naftilamina p-cresidina
o-aminoazotolueno 4, 4'-metilenc-bis-(2-cloranilina)
2-amino-4-nitrotolueno 4 4’-oxidianilina
p-cloranilina 4 4'-tiodianilina
2,4-diaminoanisol o-toluidina
4.4’ -diaminodifenilmetano 2, 4-toluilenediamina
3,3 -diclorobencidina 2.4 5-trimetilanilina

FUENTE: http:/feaww.blla.org.uk/htmli/legislation/german-azo.shtml, 2000

En el contexto de la Unidn Europea, los diferentes paises buscaron tener una legislacion comun en
materia de regulacién de colorantes azo, por lo que decidieron basarse, principalmente, en las
legislaciones holandesa y alemana para unificar la ley
(http://www.tdctrade.com/alert/eu9906.htm). Sin embargo, no se ha logrado definir el método para
evaluar |a toxicidad de un colorante azo y existen discrepancias en relacién con la aplicacion de la ley
a los pigmentos azo con los mismos criterios que a los colorantes azo
(http:/iwww.blla.org.uk/html/legislation/german-azo.shimi).

2.2. GENERALIDADES SOBRE COLORANTES
2.2.1. Clasificacién y caracteristicas de los colorantes

ComuUnmente, los compuestos usados en la coloracién de materiales como fibras, papel, plasticos y
pinturas, se clasifican como colorantes y pigmentos, basandose en su solubilidad y mecanismo de
enlace al material. Los primeros son generaimente solubles en agua y tienen alta afinidad por el
material que colorean, mientras que los pigmentos se consideran insolubles y requieren agentes
quimicos conocidos como mordentes para fijarse a los materiales.

Los colorantes a su vez pueden clasificarse por su estructura, por el métedo de aplicacién o por su
utilizaciéon en la industria. Esta Gltima clasificacion viene dada por sus propiedades y tal como se
muestra en la Tabla 2.4 se dividen en cuatro grupos con caracteristicas bien definidas (Garcia, 1996).

La clasificacién sobre la base de su estructura quimica se fundamenta en las teorias clasicas del
color y en el concepto de grupo croméforo, el Colour Index (1971) los divide en 29 grupos.
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Particularmente, los colorantes azo son subclasificados basandose en el numero y arreglo de los
grupos azo presentes {(monoazo, diazo, etc).

TABLA 2.4, Clasificacion y propiedades de los colorantes

PROPIEDADES

APLICACIONES

ANIONICOS Y SOLUBLES EN AGUA DEBIDO A
LA PRESENCIA DE GRUPOS HIDROXILO.
GRUPO CROMOFORO CARACTERISTICO -SOH.
INCLUYEN COLORANTES TIPO AZO

TINCION DE LANA, PIEL, NYLON Y ACRILANES
MODIFICADOS. USADOS EN  MENOR
PROPORCION PARA  COSMETICOS Y
ALIMENTOS

CATIONICOS Y SOLUBLES EN AGUA. POSEEN
GRUPOS AMINO QUE LES DAN UN CARACTER
CATIONICO EN SOLUCION ACIDA DILUIDA.

TINCION DE ACRILICOS, NYLON Y POLIESTER
MODIFICADO, AUNQUE SE USAN POCO EN LA
INDUSTRIA TEXTIL

BASICO
- INCLUYEN DERIVADOS DE DIFENILMETANO Y

TRIFENILMETANO PRINCIPALMENTE

ANIONICOS E HIDROSOLUBLES DEBIDO A LA | TINCION DE ALGODON, CELULOSA, PAPEL,
PRESENCIA DE GRUPQOS SULFONICOS. CASI|PIEL Y FIBRAS COMOC LINO, CANAMO, SEDA Y

DIRECTO
- TODOS SON TIPO AZO LANA

NO ANIONICOS E INSOLUBLES EN AGUA. | TINCION DE POLIESTER, NYLON. ACETATO
INCLUYEN DERWADOS DE ANTRAQUINONA Y | DE CELULOSA Y FIBRAS ACRILICAS

DISPERSO
- DE TIPO AZO

FUENTE: Garcia, 1996

2.2.2. Color y constitucion quimica

Los colorantes dan color a los materiales porque absorben selectivamente algunas longitudes de
onda que inciden en la superficie del material y reflejan otras longitudes en forma de un color visible,
Aunque todos los compuestos organicos absorben radiacion, sélo los llamados croméforos (nitro,
nitroso, azo y quincides entre otros) absorben dentro del intervalo de radiacion sensible para el ojo
humano.

El color es el resultado directo del espectro de absorcién visible, que esta estrechamente relacionado
a la estructura molecular, grado de agregacion y efecto del medio ambiente. El espectro de un
colorante es afectado por interacciones electrénicas con cualquier otra molécula con la que pueda
estar asociado mediante enlaces de hidrégeno, interacciones dipolares, efecte dieléctrico
(particularmente con colorantes idnicos), efecto estérico o cristalizacion.

La mayoria de los colorantes se presentan como estructuras resonantes con una distribucion de
valencia dentro de las moléculas, lo cual determina que la estructura sea colorida. En el caso de los
colorantes azo, especificamente anaranjado de metilo, en solucién basica existe en la forma A, que
se muestra en la Figura 2.1, en donde |a resonancia estd restringida a los cambios de valencia dentro
del anillo bencénico; la adicion de acido ocasiona un exceso de iones hidrégeno que convierten a la
molécula en la estructura B, que es altamente coforida a causa de la resonancia entre B y C que
permiten la redistribucion de las valencias mas significativamente (Garcia, 1996).
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FIGURA 2.1. Estructura de resonancia de! colorante azo anaranjado de metilo

0,8 N=N N(CHs),

®)

H03$©— N'H-N- @N(CH;),
<)

FUENTE: Garcia, 1996

2.2.3. Sintesis de colorantes azo

Entre los diferentes compuestos organicos, existen aquellos de origen natural, como la lignina y los
que son producto de la sintesis quimica (pertenecientes al grupo de los compuestos xenobidticos),
entre los cuales se encuentran los colorantes azo.

La sintesis de colorantes azo consiste en dos procesos. En el primero, denominado diazonizacién,
una amina aromatica es convertida en el correspondiente cloruro de diazonio, el segundo paso es un
acoplamiento, que involucra la conversion de la sal de diazonio a un compuesto azo mediante la
reaccion con un compuesto aromatico, el cual generalmente es un sustituyente del anillo aromatico
(fenélico, amino o grupo amino sustituido} que actla como un fuerte donador electronico (Figura 2.2).

FIGURA 2.2. Reacciones quimicas para la sintesis de colorantes azo

1) Diazonizacion (sintesis de sales de diazonio):

ArNH, "+ NaNO, + 2HC! -——Jp ArN=NCl + Na'Cl + 2H,0
AMINA CLORURO

AROMATICA

2} Acoplamiento (cdpula);

ArN=N*CIF +  Ar-H
COMPUESTO COMPUESTO
DIAZO ACOPLANTE AZO

Ar = COMPUESTO AROMATICO.

DE DIAZONIO

—» Ar-N=N-Ar "+ HCI
COMPUESTO

FUENTE: Bishop, 1996
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2.2.4. Los colorantes en el ambiente

La presencia de colorantes tipo azo en el ambiente genera una serie de problemas relacionados con
su toxicidad y el grado de exposicién.a que estén sometidos diferentes seres vivos, principaimente
humanos, lo cual se agrava por el caracter xenobidtico y recalcitrante de dichos colorantes. La
exposicion humana directa a los colorantes ocurre en las plantas manufactureras y distribuidoras de
colorantes, mientras que la exposicion indirecta, sin considerar los colorantes usados como aditivos
alimenticios, se da en menor grado mediante las cadenas alimenticias terrestres y acuaticas (ver
Figura 2.3).

FIGURA 2.3. Rutas seguidas por los colorantes en el ambiente

MANUFACTURA : +
¢ EXPOSICION DIRECTA AL HUMANQ
TINCION

l

EFLUENTES ¢ AGUA RESIDUAL > LOiO P INCINERACION

y

AGUAS —_—p AGUA POTABLE ————  DISPOSICION
SUPERFICIALES TAL
CONTAMINACION ) EXPOSICION DIRECTA < CONTAMINACION
ACUATICA AL HUMANO TERRESTRE

FUENTE: Motschi, 1994

Los colorantes contenidos en las aguas residuales (10% de la producciébn mundial,
aproximadamente) pasan a las plantas de tratamiento donde son eliminados en gran medida por la
adsorcién del lodo, posteriormente los lodos son incinerados o dispuestos en basureros controlados.

Aunque la adsorcién del colorante por lodos activados puede ser un importante proceso de
eliminacion, éste depende de factores relacionados con la naturaleza quimica del colorante como la
masa molecular, {os grupos funcionales y la carga eléctrica entre otros.

El colorante que no sea adsorbido y resista el tratamiento bioldgico sera vertido al ambiente con el
agua tratada, lo que provoca la contaminacion de los ecosistemas acuaticos y terrestres, donde
persiste como compuesto recalcitrante afectando a las comunidades microbianas y, por ende, a
todas las cadenas troficas. Con relacion a los colorantes tipo azo, éstos son téxicos para las
bacterias, por lo que tienden a degradar parcialmente el colorante hasta las respectivas aminas
aromaticas, las cuales son menos toxicas para los procariotes, pero son cancerigenas para los
mamiferos, quienes pudieran ser expuestos a estas aminas a través de las cadenas troficas y la
contaminacién del agua subterranea y superficial.
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2.2.5. Toxicidad de los colorantes azo

Aunque muchos colorantes azo normalmente no tienen efectos citotdxicos, mutagénicos ©
carcinogénicos, en mamiferos, las aminas aromaticas producidas al romper el enlace azo podrian
tenerlos. Existen varios reportes sobre carcinogénesis y mutagénesis en animales de laboratorio por
exponerlos a diversas aminas aromaticas. Tal es el caso de los colorantes azo ampliamente usados
en la manufactura de colorantes, tincién textil y la industria del cuero que generan bencidina al ser
reducidos. Estos colorantes han sido estudiados epidemiolégica y experimentalmente en diversos
animales, resultando que son carcindgenos para la vejiga urinaria humana y originan tumores en una
gran variedad de animales (Chung y Cerniglia, 1992). Actualmente las legislaciones holandesa y
alemana han prohibido, desde 1996, el usé de los colorantes azo para cualquier actividad, inclusive
su importacion.

Con relacién a los microorganismos degradadores, el colorante intacto es mas toxico que las aminas
aromaticas originadas por la reduccién del mismo. Se ha observado que el colorante azo anaranjado
acido 7 intacto inhibio el proceso de nitrificacién realizado por Nitrosomonas y Nitrobacter, sin afectar
el crecimiento de dichos géneros bacterianos (He y Bishop, 1991). Por otra parte, se reportd que el
acido sulfanilico, que es producto de la reduccién del enlace azo de los colorantes anaranjado | y i,
interfiere con su completa mineralizacién (Kulla y col., 1983).

2.3. BIODEGRADACION DE COMPUESTOS XENOBIOTICOS

Los compuestos xenobidticos son sustancias extrafias a los sisteras bioldgicos debido a que no han
sido expuestos a ellos en el curso de la evolucion y en consecuencia tienden a no ser
biodegradables, por lo que se acumulan en el ambiente (Hutzinger y Veerkamp, 1981). Tales
compuestos que no son biodegradables y persisten en el ambiente son denominados resistentes; la
resistencia de los compuestos xenobidticos es muy variada. Un ejemplo de dicha variabilidad lo
constituye el p-clorofenol que tiene una vida media de tres dias, mientras que la vida media del DDT
es de varios meses. En la Tabla 2.5 se mencionan algunos grupos de compuestos con diferente
resistencia a la degradacién microbiana (Leahy y Brown, 1994).

TABLA 2.5. Grado de biodegradabilidad de algunos compuestos xenobidticos

FACILMENTE DEGRADABLES MODERADAMENTE DEGRADABLES DIFICILMENTE DEGRADABLES
TOLUENO ACEITE CRUDO TRICLOTOETANO
BENCENO ACEITES LUBRICANTES CLURUROS DE VINILO

ALCOHOL ISOPROPILICO CARBON DE HULLA BIFENILOS POLICLORADOS (BPC)
METANOL CREOSOTAS DDT
CETONAS PENTACLOROFENOL CLORDANQ
FENOLES NITROBENCENO HEPTACLORO
ACRILONITRILO ANILINA
COMBUSTIBLE DIESEL CADENAS ALIFATICAS LARGAS
p-CLOROFENOL FTALATOS

FUENTE: Leahy y Brown, 1994
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El caracter resistente de un compuesto esta directamente relacionado con los factores que influyen
en la velocidad y grado de degradacion en un ambiente dado. Entre tales factores se encuentran los
ambientales, que influyen evitando el crecimiento de microorganismos, disminuyendo Ia
disponibilidad del compuesto e incluso modificando la expresion genética y las propiedades
fisicoquimicas de los compuestos y que definen su comportamiento en los ecosistemas (Singleton,
1994). En la Tabla 2.6 se muestran algunas caracteristicas asociadas tanto al ambiente como a los
compuestos, que afectan la biodegradacion de éstos ultimos.

TABLA 2.6. Caracteristicas asociadas al ambiente y a los compuestos que afectan su biodegradabilidad

ASOCIADOS A LOS COMPUESTOS ASOCIADOS AL AMBIENTE

« TAMANO MOLECULAR, FORMA, CARGA Y GRUPOS « EL MATERIAL ES FiSICAMENTE INACCESIBLE

FUNCIONALES
«  pH, pO, TEMPERATURA Y POTENCIAL REDOX

«  COMPOSICION IONICA, CONCENTRACION, SOLUBILI-

DAD Y VOLATILIZACION « PRESENCIA DE INTERFASES

« CQONVERSION EN PRODUCTOS QUE INTERFIEREN CON *»  AUSENCIA DE MICROORGANISMOS APROPIADOS
EL METABOLISMO DE LOS MICRO-ORGANISMOS PARA LA DEGRADAC[ON (PERMEABILIDAD Y
DEGRADADORES MECANISMOS ENZIMATICOS)

¢« MAL INDUCTOR DE LOS SISTEMAS DE TRANSPORTE « DEFICIENCIA DE NUTRIMENTOS ESENCIALES,

COMETA-BOLITOS, RADICALES REACTIVOS O

+ POCO SUCEPTIBLE AL ATAQUE INICIAL PORQUE NO PRESENCIA DE CTROS COMPUESTOS ORGANICOS E
EXISTEN ENZIMAS ADECUADAS O ESTAS SON MUY INORGANICQS
ESPECIFICAS

= CALIDAD E INTENSIDAD DE LA LUZ

FUENTE: Fewson, 1988
La negrilla indica lo que afecta la biodegradabilidad de los colerantes azo

Aunque no existe una caracteristica Unica que pueda definir el grado de resistencia de un compuesto,
se puede mencionar un conjunto de caracteristicas que dificultan su biodegradacion. a)
Polimerizacion o ramificacién del compuesto; b) Componentes estables que estan unidos por enlaces
que pueden no ser faciimente hidrolizados o escindidos; ¢) Presencia de residuos policiclicos,
aromaticos o enlaces éter y d) Presencia de residuos cloruro, nitro y sulfato (especialmente cuando
se encuentran en la posicién meta del anillo bencénico o en casos de sustitucion multiple). La
importancia relativa de estas caracteristicas para la biodegradacion depende del microorganismo y
de las condiciones ambientales particulares en cada caso. Algunas propiedades como tamario, grado
de ramificacion e hidrofobicidad afectan la concentracion que puede alcanzar el compuesto en la
solucién, la accesibilidad al atagque enzimatico y el transporte celular; mientras que el tipo de enlace,
grado de sustitucion y carga afectan la posibilidad de que el compuesto sea usado como sustrato de
las enzimas o proteinas de transporte (Garcia, 1996).

2.3.1. Microorganismos degradadores de compuestos xenobidticos
Los problemas ambientales asociados a la acumulacion de compuestos xenobiodticos han generado
un gran interés por identificar microorganismos capaces de degradarios. Actualmente se conocen

varios grupos, que incluyen bacterias y hongos; en la Tabla 2.7 se indican los microorganismos
degradadores mas ampliamente estudiados, incluyendo también ios compuestos que pueden
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degradar. Aunque algunas bacterias pueden degradar una amplia variedad de contaminantes
organicos, por lo general se requiere de la participacion de diversos grupos bacterianos y fungicos
que forman consercios para completar ia degradacion de los compuestos, la existencia de estas
asociaciones o consorcios bacterianos es la principal razon que dificulta el aislamiento de las
bacterias involucradas en la biodegradacion de compuestos xencbidticos como los colorantes azo,
ademas de los largos tiempos de duplicacion y jos requerimientos de estricta anaerobiosis.

TABLA 2.7. Microorganismos degradadores de compugstos xenobioticos

MICROORGANISMO COMPUESTO XENOBIOTICO
BACTERIAS
Metanétrofos PENTACLOROFENOL, COMPUESTOS BTEX: BENCENQ, TOLUENO, ETILBENCENO Y XILENOS
Escherichia y coli TRICLOROETANO
Pssudomonas putida TRICLOROETANOQ.
Methylobacter sp. DISOLVENTES CLORADOS
Methylococcus sp. DISOLVENTES CLORADOS
Flavobacterium sp. DISOLVENTES CLORADOS
Asperygillus ochraceus PENTACLORCFENOL
Cunninghamelia elegans HIDROCARBUROS ARCMATICOS POLICICLICOS
Mycobacterium sp. HIDROCARBUROS ARCMATICOS POLICICLICOS
Pseudomonas sp. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS
Acinetobacter sp. HIDROCARBURGS ALIFATICOS Y CLOROBENZOATOQ
Mycobactenum sp. HIDROCARBUROS ALIFATICOS
Candida sp. HIDROCARBURQS ALIFATICOS
Anthrobacter sp. HIDROCARBUROS ALIFATICOS Y CLOROBENZOATOS
Alcaligenes xylosoxidans ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO
Nocardia sp. CLOROBENZOATOS
HONGOS
Hongos de la pudricién blanca | HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS
Phanerochaete chrysosporium | PENTACLOROFENGL, PENTACLOROFENCL, INSECTICIDAS DE ALQUIL HALUROS Y
COMPUESTOS BTEX: BENCENO, TOLUENO, ETILBENCENO ¥ XILENOS

FUENTE: Leahy y Brown, 1994; Singleton, 1994

Se han identificado diversos microorganismos capaces de degradar compuestos xencbibticos
resistentes. En algunos casos, la biodegradacién es total hasta la produccién de CO, y agua; este
proceso es llamado mineralizacion; en otras transformaciones se producen diversos productos que
pueden ser utilizados como sustratos por otros microorganismos o tener efectos téxicos. Durante
dichos procesos, los desechos organicos y algunos inorganicos pueden ser absorbidos por los
microorganismos y rotos internamente o ser degradados externamente mediante enzimas catabdlicas
secretadas, las cuales generan metabolitos que son absorbidos y utilizados internamente.

2.3.2. Cometabolismo en la degradacion de compuestos xenobiéticos
Las enzimas catabdlicas microbianas, producidas para ia utilizacién de nutrimentos naturales, pueden
degradar algunos desechos cuando éstos se encuentran presentes. Este fendmenc se denomina

cometabolismo, en este proceso el cometabolito no sirve como fuente de carbono y energia (no es
donador de electrones, solo aceptor), ni es nutrimento esencial debido a la naturaleza de su
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estructura molecular, lo que implica que no induce las enzimas requeridas para su catabolismo 0 no
existen tales enzimas. Sin embargo, si el cometabolito es un compuesto aromatico, el rompimiento
del anilio hace posible su asimilacién como fuente de carbono (Adriaens y Hickey, 1994}. En la Tabla
2.8 se muestran los cometabolitos que pueden ser utilizados como sustratos primarios, es decir, que
sostienen el crecimiento por que son donadores de electrones y, aquellos que no lo hacen, ya que
sélo son aceptores de electrones.

TABLA 2.8. Procesos bioldgicos y condiciones ambientales bajo las cuales las bacterias podrian transformar
cierfos compuestos organicos

EJEMPLOS DE COMPUESTOS
PROCESOS
HALOGENADOS NO HALOGENADOS
SUSTRATOS PRIMARIOS:

Clorobenceno, mono- y diclorobenzoatos, mono-, di- y | Benceno, benzoato, compuestos BTEX,
AEROBIOS pentaclorofenoles, monoclorobifenilos, 2,4-D, 2,4,5,-T | hidrocarburos  saturados e  insaturados,

dibenzo-p-dioxina, dibenzofurano, &acidos alifaticos | naftaleno y componentes del creosote

clorados

Clorobencenos, diclorofencles y diclarometano Compuestos BTEX, fenol e hidrocarburos
ANAEROBIOS

alifaticos insaturados
COMETABOLITOS:

Di- y triclorobenzoatos, di- a través de bifenilos | Hidrocarburos alifticos de cadena larga y
OXIDACIONES pentaclorados, dioxinas y furanos mono- di- vy | alifaticos ramificados y algunos hidrocarburos

tetraclorados, cloronaftaleno, tricloroetileno, | aromaticos policiclicos (antraceno y

dicloroetileno y clururo de vinilo benzoantraceno)

Di-, tri-, tetra- y hexaclorobencenos, clorobenzoatos, | Hidrocarburos  aromdticos  policiclicos e
REDUCCIONES cloroanilinas, DDT, di- a través de befenilos | hidrocarburos alifaticos

heptaclorados,  dioxina heptaclorada, lindano,

tetracloruro de carbono y tricloroetano

FUENTE: Adriaens y Hickey, 1994

En condiciones aerobias, la biodegradacion de compuestos xenobidticos se realiza mediante vias
como la de los catecoles y la pB-oxidacion con la participacion de oxigenasas y deshidrogenasas,
mientras que en condiciones anaerobias, las enzimas involucradas en el metabolismo de
xenobidticos son frecuentemente incapaces de catalizar la completa biodegradaciéon de los sustratos
y sblo realizan degradaciones parciales. El intervalo de reacciones catabdlicas en ambientes
anaerobios estd restringido a las siguientes reacciones: Hidrogenaciones, deshidrogenaciones,
hidrataciones, deshidrataciones, hidrdlisis, condensaciones, carboxilaciones, descarboxilaciones,
reacciones mediadas por la coenzima B,y fotorreacciones (Adriaens y Hickey, 1994).

2.4. DEGRADACION DE COLORANTES AZO

La degradacién de los colorantes azo dentro de un reactor o en el ambiente puede ser parcial
(reduccion del enlace azo) o llegar hasta la mineralizacién. La degradacién parcial o decoloracion se
realiza tanto bidtica como abibéticamente, mientras que la mineralizacién se lleva a cabo sélo de
manera bidtica con la participacién de seres vivos.

22




2.4.1. Degradacion parcial de colorantes azo

La degradacion parcial o decoloracién consiste en la reduccion del enlace azo y la formacion de las
respectivas aminas aromaticas, este fenémeno puede realizarse abiodtica y bidticamente.

2.4.1.1. Degradacion quimica (abiotica)

La degradacion parcial de manera abidtica puede ser realizada por materia organica contenida en las
aguas residuales, por hipoclorito de sodio diluido y por fotooxidacion.

« Degradacion parcial abiética de nitroaromaticos y azocompuestos en materia organica

La reduccién abidtica en ambientes reductores como sedimentos, acuiferos y sitios de desperdicios o
desechos peligrosos ha tomado considerable interés recientemente, ya que pueden ocurrir
reacciones que incluyen deshalogenacion reductiva de hidrocarburos polihalogenados, reduccion de
compuestos aromaticos y azocompuestos. Entre los reductores naturales mas abundantes en dichos
ambientes anaerobios se encuentran tas formas inorganicas reducidas de hierro y sulfuro tales como
oxidos de hierro Il y lll, carbonatos de hierro Il y sulfuro de hidrégeno; diversos estudios han
comprobado que estos reductores reaccionan con los contaminantes organicos a una velocidad muy
lenta y dado que tales transformaciones en los sistemas naturales son mas rapidas, se piensa que en
dichos sistemas hay agentes reductores muy reactivos pero poco abundantes que juegan un
importante papel como “mediadores” en la transferencia de electrones (ver Figura 2.6).

FIGURA 2.6. Representacion conceptual del sistema de reduccion abidtica en condiciones anaerobias

CONTAMINANTE VELOCIDAD AGENTES VELOCIDAD *MEDIADOR" VELOCIDAD CONTAMINANTE
ORGANICO BAJA REDUCTORES ALTA OXIDADO MEDIA ORGANICO
OXIDADO OXIDADOS OXIDADO
+ne” -ne~ -ne- +ne- -ne” +nas
CONTAMINANTE AGENTES “MEDIADOR" CONTAMINANTE
ORGANICO REDUCTORES REDUCIDO ORGANICO
REDUCIDO REDUCIDOS REDUCIDO

FUENTE: Dunnivant y col., 1992

El esquema muestra como el mediador es rapidamente reducido por los agentes reductores
abundante y posteriormente éste puede reducir a los contaminantes organicos a una velocidad media
o moderada; los mediadores podrian ser compuestos tipo quinona y una variedad de metales de
transicidon acomplejados, que pueden ser parte de la materia organica y son bien conocidos como
contituyentes de los sistemas de transferencia de electrones biclégicos. Entre las sustancias que han
sido estudiadas como mediadores se encuentran las hidroquinonas y ferro-porfirinas.
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Estudios realizados por Dunnivant y col. (1992) han comprobado la reduccion de azocompuestos y
compuestos nitroaromaticos mediante agentes reductores contenidos en la materia organica de 10
diferentes tipos de aguas, que fueron seleccionadas con base en su capacidad para reducir
compuestos nitroaromaticos sustituidos. La reduccién de estos compuestos hasta las
correspondientes anilinas en condiciones anaerobias dependi¢ de los valores de pH y de E, del
sistema y de los sustituyentes presentes en los compuestos.

Respecto a los valores de pH y de E,, existe una relacion entre éstos y la cantidad de compuestos
reducidos en la materia organica; la tendencia es que a mayores valores de pH aumenta la cantidad
de compuestos reducidos en la materia organica (aungue algunas guinonas no se comportan de esta
manera) y conforme es mas negativo el potencial redox E,, habra mas componentes de la materia
crganica reducidos, los cuales aumentarian ia reduccién de los compuestos nitroaromaticos. Se
especula que a un valor de pH de 7 y uno de E, proximo a -0.3 V, todas las estructuras tipo quinona
estan reducidas.

En relacion con los sustituyentes, los cloruros y acetilos en posicidon para con el grupo nitro
favorecieron la reduccién mas que sus correspondientes en las posiciones orfo y meta; el grupo metil
en cualquier posicién disminuyé la velocidad de reduccion.

Cabe mencionar que la hidrofobicidad de los compuestos no parece ser un factor determinante,
aunque se piensa que tal hidrofobicidad puede incrementar la adsorcion del compuesto por ej
sedimento no reactivo de la materia organica.

En conclusidn, se puede mencionar que bajo condiciones redox tipicas para la reduccidén de sulfatos
y comunes en ambientes metanogenicos, donde los potenciales de reduccion estan por debajo de
-0.2 V, la reduccién abidtica de compuestos nitroaromaticos por compuestos reducidos, que forman
parte de la materia organica natural de diversas fuentes, podria constituir un importante proceso de
transformacion.

« Degradacion parcial abiética de colorantes azo en solucién diluida de hipoclorito de sodio

El tefido de articulos de algodén podria requerir de un lavado en la presencia de agentes
blanqueadores y uno de los mas importantes es el hipoclorito de sodio; por lo que una de las
propiedades de los colorantes para celulosa es la resistencia a la degradacion por dicho agente.

Los primeros trabajos realizados por Schmidt, en 1912 (en Gregory y Stead, 1978), quien probé la
reaccién del azocompuesto p-hidroxiazo-benceno con cloruro, bromuro y acido hipocloroso, se
observoé que el componente diazo (cloruro de bencenodiazonio} fue regenerado y el componente
acoplante fue convertido a su derivado halogenado (2,4, 6-triclorofenol). Posteriormente, Seyewertz y
Chaix (1927) y Shilov y Minaev (1936) cbservaron lo mismo que Schmidt en cuanto al componente
diazo regenerado, pero hubo discrepancias en relacion con el componente acoplante (en Gregory y
Stead, 1978). Mas tarde, Desai y Giles, en 1949 (en Gregory y Stead, 1978), propusieron un
mecanismo general para la oxidacién de compuestos hidroxiazo, postulando que la reaccion ocurre
en la forma hidrazona, produciendo una quinona y una fenilhidrazina, la cual es después oxidada
para formar una sal de diazonio (ver Figura 2.7).

Las reacciones de los diferentes colorantes azo con hipoclorito de sodio en agua a valor de pHde 7

mostraron un marcado efecto de los sustituyentes en el grado de degradacién parcial, estando
involucrados efectos tanto estéricos. como electronicos. La importancia del efecto estérico fue
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evidente por el decremento en los niveles de degradacion parcial producidos por practicamente todos
los sustituyentes localizados en la posicién orto en relacion al grupo azo. Los efectos electronicos se
observaron en los sustituyentes localizados en las posiciones meta y para respecto al enlace grupo
azo. En general, los sustituyentes que aceptan electrones disminuyen los niveles de degradacion
parcial y los que donan electrones aumentan los niveles (particularmente, cuando éstos se localizan
en la posicion para relativa al grupo azo). En derivados de la anilina el grupo sulfonato tuvo un efecto
significativo cuando se localizé en la posicion orto respecto al grupo azo.

FIGURA 2.7. Esquema del mecanismo general para la oxidacién de compuestos hidroxiazo
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FUENTE: Gregory y Stead, 1978

Para demostrar un posible ataque inicial sobre el atomo de nitrégeno de la forma hidrazona por
especies cargadas positivamente se seleccionaron dos colorantes, los cuales mostraron una
degradacién parcial instantanea en condiciones acidas cuando se determinaron sus vidas medias
durante la reaccién con hipoclorito de sodio a diferentes valores de pH. Conforme el pH se volvid
alcalino, la degradacion parcial disminuyo; el efecto del pH se debe al ibn cloro (electrofilico), que es
pH-dependiente en relacién con su concentracion, ia cual decrece conforme aumenta el pH.

Estos resultados mostraron la mayor susceptibilidad al ataque de la forma hidrazona que de la forma

azo, por lo que se propusieron los mecanismos de degradacion parcial que se muestran en la Figura
2.8.
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FIGURA 2.8. Mecanismos propuestos para la de degradacién parcial de colorantes azo en solucién diluida de
hiclorito de sodio :
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FUENTE: Gregory y Stead, 1978

« Degradacién parcial abidtica de colorantes azo por fotooxidacién

A principios de los ochenta se realizaron estudios que comprobaron la participacion del singulete de
oxigeno durante la fotooxidacion de algunos colorantes azo; Griffiths y Hawkins, en 1972 (en
Kuramoto y Kitao, 1982), reportaron la sensibilidad a la fotooxidacion del colorante 4-arilazo-1-naftol y
sus analogos mediante un mecanismo del singlete oxigeno. Posteriormente, Kuramoto y Kitao (1982)
realizaron experimentos usando colorante azo de las series 2-arlazonaftoles y fenilazopirazolones
diluidos en un solvente organico como metanol, acetona o benceno, con o sin rosa de Bengala, azul
de metileno, 1,4-diazabiciclo (2,2,2,) octano (DABCO), dimetilditiocarbamato de niquel (NMC), B-
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caroteno o 2,6-di-t-butil-p-cresol en una solucion saturada de aire, que fue colocada en frascos
equipados con termometro, condensador y agitador magnético, para ser irradiados con una lampara
de mercurio de 100 W a 23-25°C.

Los resultados indicaron que el grado de fotooxidacién del coiorante azo fue acelerado en presencia
de sensibilizadores como azul de metileno y rosa de Bengala, mientras que al agregar DABCO, un
eficiente quelante del singulete oxigeno, el grado de fotooxidacién fue retardado y se recuperdo mas

del 90% del colorante no reactivo, concluyendo que el colorante en solucién se vuelve sensible a la
fotooxidacion.

Al examinar el efecto de los sustituyentes sobre la fotooxidacion de los 1-(p-sustituidos-fenilazo)-2-
naftoles en metanol saturado de aire irradiado se observd que, a excepcion del grupo nitro, la
resistencia a la luz de estos colorantes depende de la densidad electrénica de los atomos de
nitrégeno en el grupo azo y que el grado relativo de fotooxidacion se incrementa por los sustituyentes
donadores de electrones en el anillo arifo. La fotooxidacién del colorante 1(p-nitrofenilazo)-2-naftol en
etanol o metanol mostré un comportamiento anormal, ya que junto con los productos de ia oxidacion,
que fueron nitrobenceno, acido ftalico y su éster, también se formaron productos de fotorreduccién
(grupos azo y nitro), siendo éstos anilina, p-nitroanilina, 1-amino-2-naftol vy 1-(p-aminofenilazo)-2-
naftol. En 2-propanol, los productos def proceso de fotorreduccion se incrementaron: mientras que
con acetona solo se formaron productos de la fotooxidacién (ver Figura 2.4).

FIGURA 2.4. Fotooxidacién del colorante 1-(p-nitrofenilazo)-2-naftol en metanol y acetona
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FUENTE: Kuramoto y Kitao, 1982
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Durante el analisis del efecto de los sustituyentes, observaron que los compuestos nitro en posicion
orto, tanto para la serie 2-arilazonaftol como para la serie fenilazopirazolona, son mas estables a la
luz y al disolvente que los correspondientes compuestos nitro en posicion para. Un fenémeno similar
se encontro con otros azocompuestos en solucion diluida de hipoclorito de sodio. Dicha estabilidad
podria deberse a una posible interaccion entre los grupos o-nitro y azo para formar un puente de
hidrégeno, tal como se representa en la Figura 2.5.

FIGURA 2.5, Interaccion entre los grupos o-hitro y azo para formar un puente de hidrégeno
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FUENTE: Kuramoto y Kitao, 1982

Cabe mencionar que la fotodescomposicion de colorantes azo en condiciones anaerobias, que
involucra la reduccion del grupo azo, ha sido descrita por Van Beek y col., a principios de los setenta
(en Kuramoto y Kitao, 1982). Asimismo, se reportd ia fotélisis de 1-p-tolilazo-2-naftol en metanal y
atmoésfera de nitrégeno, obteniéndose p-toluidina (15%), 1-amino-2-naftol y una sustancia
desconocida (trazas) junto con el colorante no reactivo (52%).

2.4.1.2. Degradacion parcial bioguimica

La mayoria de la informacién concerniente a la biodegradacion anaerobia de compuestos aromaticos
deriva de estudios con benzoato, describiéndose la degradacion de éste bajo condiciones sulfato-
reductoras y metanogénicas, ésta Ultima puede ser completa (con fisién del anitlo) o incompleta (sin
fision del anillo) (Adriaens y Hickey, 1994). En relacién con los colorantes azo, éstos pueden ser
parcialmente reducidos en condiciones anaerobias y aerobias mediante azoreductasas (o agentes
reductores de origen biolégico tales como flavinas reducidas) y peroxidasas, respectivamente. La
reduccion parcial a través de azoreductasas ha sido vinculada con enzimas que transfieren
electrones al colorante azo, que actia como un aceptor de electrones inespecifico (Raffi y Cerniglia,
1995). Con respecto a las peroxidasas, se ha postulado que su capacidad para reducir el enlace azo
esta relacionada con la similitud estructural del azocompuesto con la lignina (Paszczynsky y col,,
1992). En relacién con su completa mineralizacién, ésta rara vez se lleva a cabo en ambientes
anaerobios debido a que los colorantes azo actdan como cometabolitos, es decir, se requiere de otra
fuente de energia para que éstos sean asimilados; por otra parte, esta bien documentada la
mineralizacion de colorantes azo en condiciones aerobias y sistemas anaerobios-aerobios. A
continuacién se detallan cada uno de los procesos mencionados.

» Degradacion parcial de colorantes azo mediante bacterias en anaerobiosis

Durante el proceso de reduccion biética en condiciones anaerobias, las bacterias utilizan una gran
variedad de aceptores electrénicos, tales como nitrato, sulfato, diéxido de carbono, hierro y
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magnesio, dependiendo de su disponibilidad y condiciones redox prevalecientes, siendo los
potenciales redox y cofactores biogquimicos, tales como citocromos, corinoides y flavinas los
responsables de la transferencia de electrones. Mecanicamente, se piensa que el proceso de
reduccién involucra la transferencia de un electron con la formacion de un radical y posterior
hidrogenacion del mismo; las transferencias de dos electrones ocurren menos frecuentemente. La
transferencia eficiente de electrones depende mucho del potencial de reduccion (AG°’) del reductor y
del sistema que transfiere los electrones (desnitrificacién, sulfato-reduccién o metanogenizacion)
(Adriaens, 1994). Bajo condiciones anaerobias, muchos tipos de bacterias estrictas y facultativas
pueden decolorar o degradar parcialmente el colorante azo mediante reductasas o azorreductasas,
que rompen el enlace azo y forman aminas aromaticas, tales como bencidina, acetilbencidina,
naftilamina y aminobifenil, dependiendo de la estructura del compuesto azo. Cabe mencionar que la
participacion de agentes reductores de origen biologico tales como flavinas reducidas son suficientes
para la reduccion del enlace azo (ver Figura 2.9).

FIGURA 2.9, Reduccién (decoloracion) del colorante azo anaranjado acido 7
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La reducciéon enzimatica de colorantes azo por la flora microbiana ha sido ampliamente estudiada y
caracterizada (ver Tabla 2.9). Se ha aislado de heces humanas una cepa de Proteus vulgaris capaz
de reducir el colorante tartrazina; la azorreductasa implicada fue una flavoproteina especifica de
NADPH. Estudios cinéticos demostraron que la reduccion es de orden cero cuando la concentracion
de las células viables permanecié constante, ademas, observaron que la lisis celular aceleraba la
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reduccion del colorante, por lo que concluyeron que el grado de reduccién esta influenciado por la
permeabilidad (forma y carga ionica) del azocompuesto {Dubin y Wright, 1975). Scheline y col. (1970)
aisiaron de intestino de rata una cepa de Streptococcus faecalis que redujo colorantes azo,
determindndose en extractos celuiares que la azoreductasa implicada era una flavoproteina que
preferencialmente usd NADH como donador de electrones, aunque también utilizo NADPH. Gingell y
Walker (1971) encontraron que las flavinas solubles reducidas pueden actuar como donadores de
electrones y estimular la reduccion del colorante azo rojo 2G en S. faecalis; adicionalmente,
observaron que el oxigeno inhibi6 la reduccién del grupo azo, ya que las flavinas retornan a su forma
oxidada. Al parecer, la reduccion del enlace azo por la flora microbiana es mediada por acarreadores
electrénicos de bajo peso molecular con un potencial redox entre -200 y -350 mV (Brown, 1981).

TABLA 2.9. Bacterias que reducen el grupo azo enzimaticamente en condiciones anaerobias

BACTERIAS
ANAEROBIAS ANAEROBIAS FACULTATIVAS
Bacteroides spp. (2) Bulyrivibrio sp.
Bifidobacterium spp. (2) Citrobacter sp.
Clostridium spp. * (7) Coprococcus catus
Eubacteriun spp. * (3) Enterobecter aerogenes
Fusobacterium spp. (1) Enterococcus spp. (2)
Lactobaciflus spp. {1) Escherichia y coli *
Peptococcus prevotii Klebsiella aerogenes
Peplostreptococcus productus Pneumococcus sp.
Veillonella parvula Proteus spp. (1)
Ruminococcus bromii
Salmonella spp. (2)
Shigeila dysenteriae
Staphylococcus aureus
Streptococcus spp. (2)

FUENTE: Chung y col., 1979 y 1992; Dubbin y Wright, 1975; Ghosh y col., 1983; Gingell y Walker,
1971; Horitsu y col., 1877; Kulla y col., 1983; Rafii y Cerniglia, 1995; Rafii y col., 1990; Ryan y col,,
1968; Scheline y col., 1970; Spain, 1995; Walker, 1970; Walker y col., 1971; Walker y Ryan, 1971

» Indica que también se ha reportado su capacidad para reducir nitroaromaticos

{ } Indica el nimero de especies reportadas para ese génerc

En conclusidn, el sistema azoreductasa anaerobio requiere de condiciones anaerobias y la presencia
de cofactores donadores de electrones como NADPH, NADH y FADH,. Es importante mencionar que
la estructura del colorante azo, su potencial redox y la permeabilidad por parte de la célula hacia éste
son una limitante para su biodegradacién parcial, siendo particulares para cada sistema
azocompuesto-microorganismo-ambiente.

Recientes investigaciones han revelado que bacterias del intestino humano, pertenecientes a los
géneros Clostridium y Eubactrium, puden reducir el enlace azo del colorante azul directo 15 y el
grupo nitro de compuestos nitroaromaticos (hasta generar anilinas) con la misma reductasa, la cual
parece ser una deshidrogenasa constitutiva involucrada en la transferencia de electrones y que utiliza
FAD (Rafii y Cerniglia, 1993; 1995). Este hecho sugiere que los microorganismos que reducen
compuestos nitroarométicos podrian también reducir y colorantes azo. Entre los microorganismos
capaces de reducir compuestos nitroaromaticos se encuentran diversas bacterias anaerobias (ver
Tabia 2.9), las cuales realizan la reduccion del grupo nitro via intermediarios nitroso e hidroxilamino
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hasta generar aminas (Spain, 1995). Cabe mencionar que se ha reportado la reduccion del 2,4 6-
trinitrotolueno (TNT) hasta 2,4,6-triaminotolueno por Desuffovibrio ssp. (bacteria sulfato-reductora) y
su capacidad para usarlo como fuente de nitrogeno (Boopathy y Kulpa, 1992); asimismo, diversas
cepas de Clostridium pueden catalizar una reaccion similar y parece ser que son capaces de
degradar la molécula hasta pequefas unidades de acidos alifaticos.

« Degradacion parcial de colorantes azo mediante microorganismos en aerobiosis

La capacidad para reducir parciaimente (decoloracion) colorantes azo en condiciones aerobias ha
sido reportada para el genero Pseudomonas principalmente (ver Tabla 2.10). Hu (1994) observé la
reduccion de los colorantes azo RBB, RP,B y V,RP por Pseudomonas luteola, que fue aislada a partir
de lodos de una planta tratadora de aguas residuales textiles; cabe mencionar que la reduccion del
colorante azo rojo G, en donde no se detectd actividad de azoreductasa, podria representar una
fortuita reduccién realizada por flavinas reducidas. Idaka y col. (1987), han descrito la reduccion del
enlace azo por Pseudomonas cepacia mediante una azoreductasa, que requirid de NADH o NADPH,
siendo éste ultimo el cofactor mas efectivo. En Pseudomonas pseudomallei 13NA, se encontré una
correlacién entre el tiempo medio de decoloracion y el peso molecular de los colorantes azo probados
{Yatome y col., 1981).

TABLA 2.10. Microorganismos que reducen el grupo azo enzimaticamente en condiciones aerobias

MICROORGANISMO

BACTERIAS AEROBIAS ' HONGOS
Arthrobacter sp. Phanerochaete chrysosporium
Baciilus subtilis Levaduras

Frankia sp.

Flavobacterium sp.
Microbispora aerata
Pseudomonas spp. * (6)
Streptomyces spp. " (3)

FUENTE: Cao y col., 1993; Chao y Lee, 1994; Hu, 1994; Idaka y col., 1987; Paszczynsky y
col., 1992; Spain, 1995; Yatome y col., 1987; Yatome y col,, 1990; Yatome y col., 1981

* |Indica que también se ha reporiado su capacidad para reducir nitroaromaticos

() Indica el nimero de especies reportadas para ese género

Adicionalmente, se ha reportado 1a reduccién de colorantes azo en extractos celulares de Aeromonas
hydrophifa var. 24B, en donde se concluyd que el potencial redox del colorante no tiene una relacién
directa con la reduccion del mismo (Yatome y col, 1987); asimismo, en extractos celulares de
Pseudomonas stutzeri, se observé que tres colorantes azo con el mismo potencial redox eran
reducidos con diferente grado (Yatome y col, 1990). Por otra parte, ha sido reportado la
decoloracién de colorantes azo mediante una peroxidasa extracelular aislada y purificada a partir de
cepas de Flavobacterium sp. ATCC 39723. Esta enzima puede degradar parcialmente el colorante
azo 3,5-dimetil-4-hidroxiazobenceno-4-sulfonato (Cao y col., 1993). Adicionalmente, se comprob¢ la
decoloracién del mismo colorante azo por peroxidasas en Streptomyces sp. YCED105, Streptomyces
sp. YCED93, S. griseofuscus, S. ambofaciens, Microbispora aerata, Arthrobacter sp. (13727) y
Bacillus subtilis.
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Hidrdlisis y fermentacién (oxidacion de la glucosa)

En esta etapa, la glucosa aportaria los equivalentes reductores para la degradacion parcial del
colorante azo, que se llevaria a cabo por otro grupo bacteriano: posteriormente, la mineralizacion de
las aminas aromaticas correspondientes se realizaria por ia via que se presenta en la Figura 2.12. La
glucosa seria metabolizada por las bacterias fermentadoras o glucoliticas para producir acetato, CO,,
hidrogeno y biomasa, mientras que los esqueletos carbonados de las aminas aromaticas se
transformarian en 4cidos grasos volatiles e hidrégeno por los oxidadores anaerobios a través de la B-
oxidacion.

FIGURA 2.12. Esquema de Ia via de degradacién anaerobia para compuestos aromaticos: R1 y R2 = CH,, -Ci, -
NH,, -NO,, -OH, -COOH, etc; n1y n2 = 0-8
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Las bacterias involucradas pueden ser anaerobias facultativas o estrictas, de crecimiento rapido con
un tiempo minimo de duplicacién de 30 minutos; las bacterias fermentadoras o glucoliticas
transforman la glucosa en funcién de la concentracion de hidrégeno en el medio y de acuerdo con las
siguientes reacciones:
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CHi,0s + 4H,0 —— 4 2CH,-COO° + 4H 2HCO, + 4H, (1)

GLUCOSA AGUA ACETATO BICARBONATO HIDROGENO

AG® = -206 kJ/mol

CEH-lzos . 2H20 P CHaCHzCHz'COO- + 2HCO3- + 3H+ + 2H2 (2)

BUTIRATO ION ION
BICARBONATO  HIDROGENO

AG®'= -254.8 kJ/mol

CEH1206 + 2H2 B ZCHQCHz'COO- + 2H20 + 2H+ (3)

PROPIONATO
AG®'= -358.1 kJ/mol

Las bacterias anaerobias estrictas del género Clostridium constituyen una fraccion importante de la
poblacion anaerobia responsable de la primera etapa, aunque se ha reportado la presencia de otros
grupos bacterianos como la familia Enterobacteriaceae y los géneros Bacteroides, Bacillus,
Pelobacter, Acetobacterium e Ulyobacler.

Acetogénesis

Durante este proceso, el propionato y el butirato generados en la etapa anterior son convertidos en
acetato, hidrégeno y dioxido de carbono por un grupo de bacterias denominadas bacterias
acetogenas productoras obligadas de hidrégeno (Obligated Hydrogen Producing Acetogen, OHPA).
Estas bacterias son inhibidas por el hidrégeno que producen y, por tal razon, viven en una relacion
sintréfica con las bacterias metanégenas hidrogendfilas, quienes se encargan de consumis hidrégeno;
cabe mencionar que la degradacidon de propionato a acetato se detiene cuando existen
concentraciones de H, en el biogas de 500-50,000 ppm. Las OHPA en asociacion con las
metandgenas convierten los acidos propionico y butirico en acide acético de acuerdo con las
siguientes reacciones:

4CH,CH,-COO" + 3H,0 ———» 4CH,-COO" + 3CH, + HCO; + H* (4)
PROPIONATO ACETATO METANO Aclbo
CARBONICO

AG®'=-102.4 kJ/mol

CH,CH,CH,-COO- + H* + 2HO0 ——» 3CH;-COO° + 2CH, + 2H* (5)

BUTIRATO
AG®'= -34 kJimol
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Esta reaccion tiene una doble funcidén, produce metano y elimina el hidrégeno gaseoso. Esta
eliminacién o consumo de hidrégeno regula la produccién de acidos generados por las bacterias
“OHPA” y controla las rapideces a las que los acidos propionico y butirico son convertidos en acido
acético. Por consiguiente, se puede considerar que las metancbacterias hidrogendfilas regulan la
degradacién anaerobia; sus especies mas representativas son Methanobrevibacter arboriphilicus,
Methanospiriilum hungate y Methanobacterium formicicum.

Ofras bacterias presentes en los lodos granulares, especialmente cuando hay presencia de sulfatos,
son las llamadas sulfato-reductoras, las cuales utilizan los sulfatos como aceptor final de electrones y
lo reducen a sulfuros de acuerdo a la reaccién:

SO + 4H, + 2H » H,S + 4H,0 (9)
SULFATO ACIDO
SULFHIDRICO

AG®'= -153 kdimol

Aunque la reaccién sulfatorreductora es termodinamicamente mas favorecida, ésta solo se realiza de
manera significativa cuando los sulfatos se encuentran en concentraciones elevadas. Si esto sucede,
se da una competencia con las metanogénicas impidiendo la formacion de metano, ya que algunas
sulfato-reductoras pueden utilizar acetato (ver Figura 2.13), aunque en general usan acidos
propidnico y lactico (Noyola y col., 1993). Existen dos grupos de sulfato-reductoras; el grupo | crece
en presencia de lactato y sulfato, pero no pueden utilizar acetato, propionato o butirato como unico
donador de electrones y fuente de carbono, dentro de este grupo estan los generos Desulffomonas y
Desulfovibrio; el grupo Il, puede usar algunos de los acidos grasos volatiles, benzoato o aun crecer
quimioautotréficamente con H, o &cido formico como donadores de electrones y CQO, como unica
fuente de carbono, los géneros mas representativos son Desuffobacter, Desuifococcus vy
Desulfosarcina. '

FIGURA 2.13. Competencia por el sustrato acetato entre bacterias sulfato-reductoras y metanogenas

SULFATO-REDUCTORAS: 4CH,-COO- + 4S0%, ———» 4HS + 8HCOy (10)

AG®'= -72 kJ/mol

METANOGENAS: CH;-COO" + H,0 ——— CH, + HCO; (11)

AG®™= -31 kJ/mol

La capacidad de la bacteria sulfato-reductora Desulfovibrio sp. (Cepa B) para reducir compuestos
nitroaromaticos como el trinitrotolueno y asimilarlo como fuente de nitrégeno (ver Figura 2.14)
(Boopathy y col., 1993; Boopathy y Kulpa, 1992), convierte a este género bacteriano en candidato
para realizar la mineralizacion de los colorantes azo en presencia o ausencia de sulfato en el medio,
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‘ CAPITULO 3. Caracterizacidn del colorante azo marino terasil y del lodo granuiar anaerobio

3.1. INTRODUCCION

El colorante azo marino terasil, con nombre comercial TERASIL NAVY GRL-01 200% (ver Figura
3.1), es un producto desarrollado por la Division de Colorantes y Productos Quimicos de la Empresa
Ciba-Geigy Mexicana SA. de CV, el cual es utilizado en aplicaciones industriales de preparacion,
tintura o acabado de textiles. Este colorante tiene la caracteristica de fijjarse muy bien durante los
procesos de tefido, por lo que el lavado resulta con muy poca pérdida del colorante (menor al 10%),
fo cual implica beneficios econémicos relacionados con la eficiencia del proceso y ambientales debido
a la baja concentracién del colorante en las aguas residuales. Dicha caracteristica aunada al amplio
mercado que existe para los textiles azules han convertido al colorante marino terasil en un producto
comercialmente competitivo.

FIGURA 3.1. Estructura quimica del colorante azo marino terasil: N-(5-{Bis[2-acetiloxietil]] amino)-2-{{(2-bromo-
4 6-dinitrofenil) azo)-4-metoxifenil) acetamida
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Como se mencionaba en el capitulo anterior, el lodo granular anaerobio se encuentra formado por
granulos y una pequefia porcién de fléculos. Los primeros se definen como aglomerados de
estructura densa, que ain después de sedimentar presentan una apariencia bien definida. Por otra
parte, el floculo es una estructura menos compacta, que después de sedimentar forma una capa
microscopicamente homogénea (Fama, 1998).

Los granulos estan constituidos por polimeros extracelulares, que sirven de cemento y una
asociacion de diferentes microorganismos, que se encuentran relacionados de manera
interdependiente: La ultraestructura formada en los granulos parece ser muy particular, aunque
algunos autores argumentan, que los granulos alimentados con sustratos ricos en carbohidratos
como la sacarosa presentan 3 capas, teniendo en la externa a las bacterias fermentativas, en la
intermedia a las acetogénicas e hidrogenodfilas y en el centro a las metanogénicas acetoclasticas;
pero si el granulo es alimentado con sustratos cuya etapa inicial de degradacion es lenta, como en la
acetogénesis del propionato, hidrélisis de las proteinas y acidogénesis del glutamato, presentan una
distribucion de microorganismos uniforme en todo el granulo (Guiot y col., 1992; Fang y col., 1895).
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El objetivo de este capitulo fue determinar las principales caracteristicas fisicas y biolégicas del lodo
granular anaerobio empleado en este estudio. Asi como conocer la forma en que interactuaba el
colorante azo marino terasil con los diferentes factores fisicos y quimicos involucrados en las pruebas
de biodegradacion de dicho colorante. El disefio experimental se muestra en el anexo L.

3.2, MATERIALES Y METODOS

Colorante en estudio

El colorante azo marino terasil disperso en forma de sal sédica con formula: N-(5-(Bis{2-acetiloxietil]
amino)-2-((2-bromo-4,6-dinitrofenil) azo)-4-metoxifenil) acetamida, utilizado en este estudio fue
donado por la Empresa Ciba-Geigy Mexicana SA. de CV.

Material biclégico

El material biologico usado fue un lodo granular anaerobio proveniente de un reactor anaerobio tipo
UASB, que trataba las aguas residuales generadas durante el lavado de la cebada (almidones,
celulosa y proteina soluble) en una malteria de la Cerveceria Cuauhtémoc-Moctezuma S. A,
localizada en Grajales, Edo. de Puebla. Al momento de la recoleccion, el lodo granular anaerobio
tenia una eficiencia de remocion del 90% en términos de DQO vy el sistema mantenia una o mayor de
0.65.

Medios de cultivo

Para las diferentes pruebas de estabilidad dei colorante azo marino terasil se utilizé el medio de
cultivo reportado por Donlon y col. (1996), pero modificado de la siguiente manera:

MEDIO DE CULTIVO
COMPUESTO: CANTIDAD (mg/L)
Glucosa ® 926
Bicarbonato de sodio (NaHCO,) 2000
Fosfato moncbasico de sodio (NaH,PO, - 2 H,0) 795
Fosfato dibasico de potasio (K;HPO,) 600
Cloruro de amonio (NH,CI) 280
Cloruro de magnesio (MgCl, - 6 H,0) 102
Cloruro de calcio {CaCly) 4.68
Sulfatc de sodio (NaSO,) ® 155
Colorante azo marino terasil ® Variable
Cisteina ® 500
Solucién de resarzurina al 0.1 % ° 1mL
Solucién de elementos traza o vestigiales 1 mL/L de medio
Agua destilada - cuanto baste para 1000 mL
SOLUCION DE ELEMENTOS TRAZA: mg/L de solucién.
Cloruro ferroso (FeCl, - 4 H,O) 2000
Cloruro manganoso (MnCl, - 4 H,O} 785.94
EDTA - sal sodica. 500
Acido borico (H,B0,) 50
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Cloruro de zinc (ZnCl,) 50
Molibdate de amenic { (NH,)s Mo; O, - 4 H,O} ) 50
Selenito de sodio {(NaSe0,) 100
Cloruro de aluminio (Al,Cly - 6 H,O) 90.47
Cloruro de niguel (NiCl, - 6 H,0) 50
Cloruro de cobalto (CoCl, - 6 H,0) 71
Cloruro ctprico (CuCl, - 2 H,0) 50
Acido clorhidrico (HC1 al 36 %) 1mL

NOTA: @ = Componentes nuevos o modificados en cantidad.

Después de la preparacion del medio de cultivo, se procedié a reducirlo tal como lo indica el protocolo
reportado por Hungate (1969), pero modificado segun como se indica en el anexo II. Posteriormente,
70 mL de medio de cultivo fueron agregados en botellas seroldgicas (120 mL), las cuales se sellaron
con tapones de goma y anillos de aluminio. Enseguida, se realizé el cambio de la atmosfera a cada
botella con N,:C0O,/95%:5% y se esterilizé durante 15 min a una presién de 103 kPa (15 Ib/pulg?).

Al término de la esterilizacién, se verificé que el pH del medio de cultivo estuviera en un intervalo de
6.8 a 7.8, ya que en él se dan las mejores condiciones para la biodegradacién anaerobia. Finalmente,
para verificar la adecuada reduccién del medio de cultivo, se procedid a incubar las botellas durante
una noche en un cuarto con temperatura de 34+2°C. Sélo las botellas que mantuvieron la coloracion
amarilla del indicador redox fueron usadas para las diferentes pruebas, las demas fueron eliminadas.

Sdlidos suspendidos {85V y S8T)

Los sélidos suspendidos volatiles (SSV) y totales (SST) se determinaron a partir de 5 mL de muestra,
que fueron colocados en una capsula de porcelana, que fue puesta previamente a peso constante
(peso 1 en g). Dicha capsula con la muestra se colocé en una estufa a 105°C durante 24 h.
Posteriormente, se retiré de la estufa y fue colocada en un desecador durante una hora, para
después ser pesada (peso 2 en g); finalmente, se colocé en una mufla a 550°C durante una hora v,
por ultimo, se dej6 enfriar en la estufa a 105°C durante una hora y en un desecador hasta que fue
posible pesarla nuevamente (peso 3 en g). La cantidad de SSV y SST se calculd de la siguiente
manera:

S8V (g/L) = Peso 2 — Peso 3/ volumen de la muestra
SST (g/L) = Peso 1 — Peso 2 / volumen de la muestra

Granulometria

Una de las caracteristicas mas importantes para un lodo anaerobio, que sera utilizado en un reactor
de lecho de lodo de flujo ascendente es si se trata de un lodo granular, lo cual se asocia con un alta
velocidad de sedimentacion, buena compactacion y una elevada actividad metanogénica. Aunque no
existe una regla exacta que determine si un lodo es granular, se considera como tal si su fraccion de
granos es mayor del 50%. Para determinar el porcentaje de granulos y floculos en el lodo estudiado,
se realizd la técnica del tamizaje, que consistid en tamizar 250 mL de lodo usando dos tamices, uno
de malla 30 (0.6 cm) y otro de malla 40 (0.4 cm), de tal manera que en los tamices quedaban granos
de determinado tamano y en el lodo de la bandeja se recuperaban los flocules, todos éstos fueron
recolectados y aforados a un volumen apropiado, para finalmente realizarles la determinacién de los
solidos suspendidos mediante los siguientes calculos:
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El porcentaje de los SST de cada fraccidn = SST (g) x 100/ Z SST (g)
El porcentaje de los SSV de cada fraccién = SSV (g) x 100/ ¥ SSV (g)

Determinacion de! indice volumétrico y velocidad de sedimentacion

Para calcular estos parametros se agregaron 50 mL del lodo en una probeta de 250 mL y se
completd el volumen con agua, se coloco cinta elastica {parafiim) en ia boca de la probeta y se
balanced en posicién horizontal hasta tener una solucion homogénea. Finalmente, se coloco
rapidamente en posicién vertical, momento en el que inici6 ta medicién del tiempo de la
sedimentacién del lodo, que fue cada 15 s durante los primeros 2 min, posteriormente cada minuto
hasta el minuto 15 y finalmente cada 5 min hasta que se cumplieran los 30 min de duracion de la
prueba. E{ volumen ocupado por el lodo después de este tiempo dividido por su contenido de SST fue
tomado como el indice volumétrico de lodo (IVL). La velocidad maxima de sedimentacion (m/h)
corresponde a la pendiente (m°h) de los cinco primeros puntos de la curva de sedimentacion
graficada durante la determinacién de indice volumétrico del lodo dividida por la seccion de la probeta
(m?).

Determinacion de |la actividad metandgena especifica

Las pruebas de actividad metanogénica fueron realizadas con la metodologia descrita por Razo-
Flores (1997); las muestras se tomaron cada hora y el gas metano producido fue cuantificado tal
como se indica en los métodos analiticos. Se midid la actividad sélo para el acido acético.

Determinacion de la actividad sulfatorreductora especifica

La actividad sulfatorreductora especifica se lievd a cabo tal como lo reporta Visser (1995); pero
modificada en la cantidad del inhibidor de la metanogénesis adicionada (2-Bromoetanosulfonato,
BES), ya que se agregaron 50 mM de BES (Razo-Flores, 1997). Las muestras se tomaron cada 1.5 h
y el sulfato residual fue cuantificado tal como se indica en los metodos analiticos.

Determinacion del nimero mas probable de células

La técnica se realizé de acuerdo a ios medios propuestos por Balch y col. (1979) y la metodologia
indicada en el Anexo III. El valor del pH del medio estuvo en un intervalo de 6.8 a 7.8, que es
adecuado para la biodegradacion anaerobia. El medio fue esterilizade durante 15 min a 103 kPa (15
Ib/pulg?) y, posteriormente, incubado durante una noche para verificar la reduccién del medio y sdlo
se usaron los tubos que conservaron el color amarillo indicativo de las condiciones redox adecuadas.
Para la inoculacién con el lodo, éste fue previamente lavado y macerado. A partir de un mililitro de
lodo macerado se hicieron diluciones con las cuales se inocularon los tubos, los medios utilizados
para esta técnica se muestran en los apartados IILI, IILII y IILIII del Anexo il

Métodos analiticos

|. Cuantificacién de gases

La produccion de metano fue cuantificado mediante ta inyeccién de 0.5 mL del biogas, generado
dentro de la botella serolégica, en un cromatografo de gases con detector de conductividad térmica
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(Fisher gas partitioner modelo 1200) de doble columna (Poropak Q y malla molecular 5A) que emplea
helio como gas acarreador a un flujo de 25 mL/min.

Il. Cuantificacién de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

La cantidad de materia organica e inorganica susceptible a ser oxidada, llamada demanda quimica
de oxigeno (DQO), se evalud mediante el método del reflujo cerrado con dicromato tal como lo indica
APHA-AWWA-WPFC (1996).

I, Determinacion del valor de pH

La determinacion del valor de pH se realizé con un potenciometro Beckman con ajuste de
temperatura.

IV. Cuantificacion del sulfato

Para la cuantificacion del sulfato residual, cada muestra fue filtrada con filtros de nitrocelulosa, que
tenian un diametro de 0.22 um; posteriormente, cada vial con el fitrado se analizé en un
cromatdgrafo de aniones (cromatégrafo de liquidos de alta resolucion, CLAR, o HPLC por sus siglas
en inglés), que también podia analizar fosfato, nitrito, nitrato y cloruro. El patron usado consistia en
una solucion con cantidades conocidas de 0 a 100 ppm de todos los aniones mencionados.

V. Cuantificacion de proteina

La cantidad de proteina presente en el lodo granular anaerobio se cuantificé mediante el método
colorimétrico de Lowry et al., (1951); el cual se basa en la formacién de un complejo colorido entre el
grupo fendlico de la tirosina o grupo aromatico en el caso del triptdéfano, histidina y fenilalanina de las
proteinas y el acido fosfowolframio-molibdico que oxida al grupo hidroxilo de la tirosina en
condiciones alcalinas, dando un color azul intenso que puede medirse a una longitud de onda de 595
nm. La técnica consiste en tomar 1 mL homogéneo de lodo y afadirle 1 mL de acido tricloroacético
(TCA) al 10%, dejarlo en congelacion por lo menos 12 horas; después, descongelar la muestra y
centrifugar a 4000 rpm durante 10 min, retirar e! TCA y adicionar 1 mL de hidréxido de sodio 0.4 M,
agitar y tomar una alicuota de 200 pL para diluirlos hasta 1 mL; finalmente, leer la absorbancia a 595
nm. El patron de comparacién es una curva hecha con albimina sérica bovina.

VI. Determinacion del porcentaje de decoloracion

El porcentaje de decoloracién fue determinado mediante espectrofotometria (Kuo, 1992}, el método
consistio en centrifugar la muestra a 3000 rpm durante 5 min para separar el sobrenadante, al que se
le realizé un barrido desde los 400 a los 700 nm con intervalos de 10 en un espectrofotometro
Beckman. Las absorbancias obtenidas fueron sumadas y comparadas con la sumatoria obtenida de
un control inicial al 100% para calcular el porcentaje de decoloracion de la muestra:

Porcentaje de decoloracion =  Absorbancia iniciat de la muestra — > Absorbancia final de la muestra X 100
Z Absorbancia inicial de la muestra
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1, Caracterizacion del colorante azo “marino terasil”

La caracterizacién del colorante marino terasil incluyd {a determinacion la demanda quimica de
oxigeno, su espectro de adsorcion y estabilidad ante algunos factores fisicos y quimicos.

Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO del colorante marino terasil fue cuantificada, como ya se menciond, mediante el método del
reflujo cerrado con dicromato. Resulté en una DQO de 26.6 mg O,/L para una concentracion de 20
mg/L de marino terasil. Este valor de DQO para los 20 mg/L del colorante fue extrapolado a partir de
valores mayores a 50 mg/L, ya gue a concentraciones de 20 mg/L la técnica no estimaba valores.

El pequefio valor de la DQO del colorante hace poco factible considerar este parametro como un
indicativo de la biodegradacion del colorante, ya que la técnica esta limitada para estimar bajas
concentraciones del colorante, por lo que no hay manera de saber si el colorante se encuentra
presente a menos que sea el Unico compuesto medible por la técnica de la DQO.

Espectro de absorcién del colorante

Se verificé el pico de absorcion maxima reportado (557 nm) para el colorante azo marino terasil en un
intervalo de 400 a 700 nm, obteniéndose que a los 541 nm se registraba la maxima absorbancia (ver
Grafica 3.1). Este pico maximo de absorbancia se observé en el medic de cultivo reportado por
Donlon y col. (1996), que seria utilizado para las pruebas intermitentes ("batch”) y en el agua residual
sintetica, que se usaria para la aclimatacion del lodo al colorante marino terasil. Esta ligera variacién
en el pico maximo de absorcion pudo ser causada por los fendmenos de resonancia que puede
presentar la estructura del colorante.
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GRAFICA 3.1. Espectro de absorcién del colorante marino terasil {50 mg/L); el harrido de 400 a 700 nm se hizo
con obtencién de datos cada 10 nm

Por otra parte, para conocer la linealidad en la cuantificacion espectrofotométrica del colorante
marinc terasil se realizé una curva patron con concentraciones de 0 a 800 mg/L del colorante,
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obteniéndose que existe una perfecta linealidad hasta los 200 mg/L del colorante y a concentraciones
mayores empieza a cambiar la pendiente (ver Grafica 3.2).
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GRAFICA 3.2. Curva patron del colorante marino terasil a partir del pico de maxima absorbancia

Debido a que la confiabilidad en la cuantificacion del marino terasil sélo alcanza hasta
concentraciones de 200 mg/L, se decidid usar en los experimentos de biodegradacién posteriores

concentraciones de 0 a 200 mg/L de maring terasil.

Estabilidad

Las pruebas de estabilidad del colorante marino terasil se realizaron con el propésito de conocer
cualquier efecto abidtico del medio de cultivo y factores fisicoguimicos involucrados en los posteriores
experimentos. En la Tabla 3.1 se resumen los resultados obtenidos en cada tratamiento.

TABLA 3.1. Porcentaje de decoloracion del marine terasil ante algunos factores fisicos y quimicos involucrados
en las pruebas posteriores de aclimatacion y biodegradacion

TRATAMIENTOS CONTENIENDO AL COLORANTE AZO
MARINO TERASIL" A UNA CONCENTRACION DE 50 mg/L

PORCENTAJE DE
DECOLORACION

OBSERVACIONES

Esterilizacién de! medio en autoclave 50 Se realizdé durante 20 min a 103 kPa
incremento de la acidez en el medio 38 Se usd HCI hasta un pH de 0.4 '
Incremento de la alcalinidad en el medio 11.8 Se uso NaOH hasta un pH de 13.4
Medio a baja temperatura (4°C) 52 Despues de 30 dias

Medio a temperatura ambiente (24.5°C) 10.9 Después de 30 dias

Medio a temperatura de 35°C con agitacion a 140 rpm 245 Después de 30 dias

Agua residual sintética (ARS) ® 20 Medio para la aclimatacion

a. Tratamiento con 20 mg/L de colorante azo
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En la tabla anterior se observa que el agua residual sintética (ARS), para alimentar el reactor durante
fa aclimatacion, decolora en un 2%. Esta pérdida se considera poco significativa, por lo que no fue
considerada para el andlisis de la decocloracién durante la aclimatacion.

En relacion con el medio de cultivo, el marino terasil resulté ser inestable ante las condiciones de
esterilizacién empleadas para dicho medio (20 min a una presion de 103 kPa (15 lb/pulg?),
obteniéndose un decremento del 50% de la absorbancia en comparacion con la registrada antes de
la esterilizacion; por lo que no es posible someter al colorante a la esterilizacion.

En condiciones de incremento de la acidez hasta un pH de 0.4 el colorante mostré un porcentaje de
decoloraciéon maximo de 38.3%; mientras que en condiciones de incremento de la alcalinidad hasta
un pH de 13.4, se decoloré en un 11.8%. Es importante mencionar, que en los rangos de pH entre 6
y 8 no se detectd decoloracion, por lo que se concluye que el pH no influye en la decoloracion dentro
de los rangos propicios para la digestién anaerobia.

Por otra parte, la temperatura parece tener diferentes efectos en la estabilidad del colorante en el
medio de cultivo, ya que a las temperaturas de almacenaje de soluciones y medios de cultive (4°C)
perdi6 el 5.2% de color después de 7 dias; a temperatura ambiente la decoloracion aumento al doble;
y a la temperatura de incubacién (37°C) con agitacioén a 140 rpm la deccloracion casi alcanzé el 25%.
Este valor tal alto de decoloracién podria deberse al efecto en conjunto de agentes reductores como
la cisteina contenida en el medio, la temperatura y la agitacion; por lo que para las pruebas que se
realicen con dichas condiciones se deben tener controles que estimen la decoloracion o degradacion
parcial abiotica del marino terasil.

3.3.2. Caracterizacion del lodo granular anaerobio

Para la caracterizacion del lodo granular anaerobio se determinaron las actividades metanogénica y
sulfatorreductora, la toxicidad del colorante, el numero mas probable de cada grupo bacteriano que
conforma el lodo, la granulometria, |a velocidad de sedimentacién, los sdélidos suspendidos y la
proteina contenida en los granulos y el floculo. Los resultados obtenidos se detallan a continuacion.
Granulometria del lodo

La presencia de granulos o granos en el lodo anaerobio hizo necesaria la realizacién de la

granulometria del mismo, obteniéndose los resultados presentados en la Tabla 3.2.

TABLA 3.2. Granulometria dei lodo en estudio

TAMANO DEL GRANO SSV (g/L) SST (g/L) SSF (g/L) @ PCRCENTAJE

GRANQ > 0.6 mm 54.67 70 15.33 90.3
GRANO < 0.6y > 0.4 mm 23.45 36.35 12.9 6.2
FLOCULOS 0.131 0.221 0.09 35

a. Los solidos suspendidos fijos (SSF) resultan al restar los SST menos los SSV
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El alto porcentaje de granos (96.5%) hace suponer que la actividad metanogénica del lodo en estudio
es alta segun algunos autores que relacionan la granulacién de un lodo con una distribucion de los
diferentes grupos bacterianos de tal manera que existe una eficiente actividad metanogénica en cada
grano. Esto tendria un efecto benéfico en un reactor, ya que los diferentes tipos de granuios
ocuparian los espacios existentes entre ellos mismos, esta caracteristica se muestra Graficamente
mediante una curva sigmoide obtenida al graficar el tamarfio del grano contra su porcentaje (ver
Grafica 3.2).
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GRAFICA 3.2. Curva sigmoide, que resulté por la granulometria realizada al lodo en estudio

Indice volumétrico de los lodos (IVL} y velocidad maxima (Vmax) de sedimentacion

El IVL, que se llevd a cabo para conocer la sedimentabilidad del lodo, fue de 11.63 mL/g SST, lo cual
indica un buen grado de compactacion (ver Grafica 3.3), que coincide con la granulometria del lodo.
Dicha compactacion se tradujo en una buena sedimentabilidad con una Vmax de 12 m/h.
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GRAFICA 3.3. Cinética de la sedimentabilidad del lodo granuiar anaerobio
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Determinacion del nimero mas probable en el lodo
Como ya se menciond en el inciso anterior, para estimar el numero de células para cada grupo

bacteriano presente en el lodo, se realizd la técnica del “Numero Mas Probable”, cbteniéndose ios
resultados que se indican en la Tabla 3.3. Los detalles de |la técnica se mencionan en el Anexo 1L

TABLA 3.3. Estimacidn del nimero mas probable de células de cada grupo bacteriano contenido en el lodo

GRUPQ BACTERIANO NUMERO MAS PROBABLE / g SSV PORCENTAJE
Glucoliticas (Fermentativas) 20,760.49 x 104 94,92
Sulfato reductoras 983.39 x 104 4.50
Acetoclasticas 1.53 x 104 0.1
Hidrogenofilas 37.20x 104 0.17
OHPA-B 76.80 x 104 0.35
OHPA-P 9.87 x 104 0.05

Los resultados indicaron que hay una gran cantidad de bacterias glucoliticas y sulfatorreductoras en
comparacion con cualquier otro de los grupos estimados mediante esta técnica. La abundante
presencia de dichos grupos hace factible que puedan degradar al colorante azo en estudio, ya que
esta ampliamente reportada la participacion de bacterias fermentativas en la reduccion enzimatica del
enlace azo mediante azoreductasas inespecificas como la enzima denominada flavina dinucleétido
deshidrogenasa descrita por Raffi y Cerniglia (1995). Por otra parte, la existencia de bacterias sulfato-
reductoras hace factible la desaminacién reductiva de las aminas aromaticas, que se generarian al
reducir el enlace azo, ya que ha sido reportada la desaminacién reductiva del 2,4,6-triaminotolueno y
anilina por Desulfovibrio sp (Boopathy y col., 1992 y 1993) y Desulfobacterium anilini (Schnell y
Schinx, 1991) respectivamente. Respecto con la degradacion del anillo aromatico, Young (1984) ha
reportado mucha evidencia sobre la participacién de consorcios microbianos en la degradacion
anaerobia de compuestos aromaticos.

Actividades metanogénica y sulfato-reductora del lodo

Para medir la actividad metanogénica y sulfato-reductora se empled el medio de cultivo reportado por
Razo-Flores (1997) y Visser (1995), respectivamente, que a diferencia del medio de cultivo descrito
por Balch y col. {1979), no contienen peptona y la cantidad de extracto de levadura es menor, siendo
mas apropiado para los objetivos de este estudio. En la Tabla 3.4 se muestran los resultados de las
actividades mencionadas, asi como las determinaciones de sélidos suspendidos y proteina contenida
en granulos y floculo.

TABLA 3.4. Algunas caracteristicas del lodo granular anaerobio

ACTIVIDAD ACTIVIDAD PROTEINA (mg/mL)
METANOGENICA SULFATO-REDUCTORA (S?IY) (S?J) (Sf’f)
(g DQO/dia - g SSV) (g DQO/dia - g SSV) g 9 9 GRANULOS  FLOCULO
1.05 0.00817 46.36 | 8932 | 42.96 736 | 610
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La actividad metanogénica del lodo tuvo un valor aceptable, lo cual coincide con el alto porcentaje de
granulos en el lodo, que suele estar relacionado con una eficiente actividad metanogénica; esto
coincide con los datos sobre la eficiencia del lodo (mas del 85%) estimada en DQO, que reporto la
planta de tratamiento de aguas residuales donde fue recolectade el mismo. En la Grafica 3.4 se
muestra 1a cinética de la actividad metanogénica.
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GRAFICA 3.4. Cinética de la actividad metanogénica del lodo granular anaerobio

Respecto a la actividad sulfatorreductora (ver Grafica 3.5), ésta fue de 0.00817 g DQO/dia - g SSV, lo
cual indica que la actividad metanogénica es también alta, aun en presencia de sulfato, ya que la
actividad metanogénica es mucho mayor que la sulfatorreductora. Esto pudo deberse a que el lodo
proviene de un reactor metanogénico y, por lo tanto, esta aclimatado a tales condiciones.

ACTIVIDAD:

30 { 0.00817 g DQO/dia - g SSV

—— — e —

SULFATO CONSUMIDO
(mgiL)

20 .
10 |
0 . .
0 1 2 3 4 5 6
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GRAFICA 3.5. Cinética de la actividad sulfato-reductora del lodo granutar anaerobio

Por otra parte, la prueba para determinar la actividad sulfatorreductora se llevé a cabo con un
relacion DQO/SO,” = 10, que prodo producir un efecto téxico debido a la presencia del H,S en el
medio, el cual crearia un fuerte estrés para las bacterias sulfatorreductoras conforme éstas redujeran
el sulfato contenido en el medio.

Prueba de toxicidad

Con el antecedente que indica una inhibicidn de la digestion en términos de la produccién de metano
a una concentracion de 100 mg/L del colorante marino terasil (Guerrero et al., 1997), se procedio a
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realizar una prueba de toxicidad bajo en mismo criterio. En la Grafica 3.6, se muestra el efecto de
tres concentraciones del colorante sobre la actividad metanogénica con relacion al control,
observandose que las tres concentraciones tienen una actividad similar al control durante las
primeras 5 horas de la prueba pero, posteriormente, disminuyeron su actividad, mientras que el
control continuo.
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GRAFICA 3.6. Efecto de diferentes concentraciones del colorante azo marino terasil sobre la actividad
metanogénica del lodo granular anaerobio

Sobre la base de los resultados obtenidos, se concluyd que la actividad metandgena del lodo
granular anaerobio, medida como producciéon de metano, fue afectada ligeramente por todas las
concentraciones del colorante azo marino terasil utilizadas.

A partir de este resuitado, se decidid usar una concentracion de 20 mg/L del colorante para la

aclimatacién del lodo en un reactor LLGE sulfatorreductor; esta experiencia se describe en el
siguiente capitulo.
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CAPITULO 4. Aclimatacion del lodo granular anaerobio al colorante azo marino terasil en un
reactor tipo EGSB sulfato-reductor

4.1. INTRODUCCION

La aclimatacion es un proceso gue se realiza con el proposito de exponer a un microorganismo o
grupo de microorganismos ante un compuesto, generalmente xenobidtico, con el cual nunca habian
entrado en contacto o solo en forma muy esporadica. Finalmente, se obtiene una respuesta de
aclimatacion por parte de los microorganismos, guc se puede interpretar como tolerancia hacia el
compuesto o asimilacion, desasimilacidén o transformacién de la sustancia.

En los procesos biologicos anaerobios para el tratamiento de aguas residuales suelen realizarse
aclimataciones para adaptar lodos ¢ bacterias a una o varias sustancias que se desean eliminar de
los efluentes; en el caso de las aguas residuales de origen textil, como ya se menciond, estas vienen
con una alta concentracién de colorantes, frecuentemente de tipo azo, que son dificiles de degradar
y, por lo tanto, se opta por una aclimatacién.

Las experiencias en el grupo de trabajo de llangovan (1996), relacionadas con las biodegradacion de
colorantes azo contenidos en efluentes textiles a nivel de laboratorio, se han realizado empleando un
reactor anaerobio de lecho de lodo granular expandido (LLGE), también conocido como EGSB por
sus siglas en inglés (Expanded Granular Sludge Blanket), en donde se ha descrito una decoloracion
de hasta el 80% y eficiencias del 60% en la remocién de la DQO total y soluble a una velocidad del
flujo ascendente igual a 0.9 m/h con una relacidén DQO/SO,” entre 5 y 6, concluyendose que las
bacterias sulfatorreductoras incrementaban la decoloracién en el sistema (llangovan y Briones,
1995). Para establecer la relacién masica DQO (g)/SO,” (9) indicada con anterioridad, llangovan y
Briones (1995) probaron diferentes relaciones de DQO/SQO,” en el intervalo de 20 a 2, para
determinar cual de ellas favoreceria la decoloracion y, por ende, la disminucién de la materia
organica (expresada como DQO). La Tabla 4.1 resume los resultados experimentales obtenidos a
diferentes relaciones de DQO/SQ,” y la eficiencia en la remocién de DQO.

TABLA 4.1, Resumen de las relaciones DQO/SO,” y eficiencias de remocion de la DQO

RELACION (DQO/SO,%) EFICIENCIA DE REMOCION DE DQO (%).
37 69-76
7-14 . 58-62
11-15 44-63
15-20 42-61

FUENTE: llangovan y Briones, 1995

En la Tabla anterior, se puede apreciar que ta mejor relacién masica DQO/SO,” se da en ! intervalo
de valores de 3 a 7, y es en donde se obtienen las eficiencias de remocidn mas altas de DQO, que
van desde 69 a 76%. Sin embargo, los estudios sobre el tratamiento anaerobio de aguas residuales
conteniendo sulfato realizados por Visser (1995), concluyeron que existe un efecto toxico para las
bacterias debido al H,S producido. Dicho efecto; de acuerdo con este investigador, se presenta con
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relaciones DQO/SO,” menores de 10, por lo que un sistema con una relacion DQO/SO,entre 3y 7
seria muy toxico para el consorcio bacteriano. El hecho de gue dicho intervalo beneficiara la
degradacion de colorantes azo podria estar relacionado con el metabolismo anaerobio sulfato-
reductor, que genera H,S, un agente reductor que capaz de reducir compuestos nitroaromaticos
como el orto-nitrofenol (Gorontzy y col., 1993), el cual podria reducir el grupo azo del colorante y
generar las respectivas aminas aromaticas, las cuales serian desaminadas reductivamente por las
bacterias sulfatoreductoras o por algun género bacteriano fermentativo.

La utilizacion de aminas aromaticas como fuente de nitrégeno por Desulfovibrio sp. {bacteria sulfato-
reductora) ha sido descrito por Boopathy y col. (1993) y Boopathy y Kulpa (1992}, quienes reportaron
la reducciéon de 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) hasta 2,4,6-triaminotolueno (ver Figura 2.8), y posterior
asimilacion del grupo amino como fuente de nitrégeno. Asimismo, diversas cepas de Clostridium
pueden catalizar una reaccion similar y al parecer son capaces de degradar la molécula hasta
pequefias unidades de acidos alifaticos. Adicionalmente, Schnell y Schink (1991) observaron que
Desulfobacterium anilini puede utilizar anilina como fuente de nitrégeno (ver Figura 4.1), en este
trabajo reportaron una acumulacién de benzoato, concluyéndose que antes de ia desaminacion
reductiva hay una carboxilacion, que permite tener un compuesto mas soluble que el benceno
resultante de la desaminacion.

FIGURA 4.1. Degradacion anaerobia de anilina por Desulfobacterium anilini propuesta por Schnell y Schink
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FUENTE: Schnell y Schink, 1991

Estos dos factores mencionados con anterioridad, el acido sulfhidrico y la asimilacién del grupo
amino de las aminas aromaticas como fuente de nitrégeno, podrian haber sido los causantes de los
resultados obtenidos por llangovan y Briones (1995).

Por otra parte, ha sido reportada la biodegradacion del colorante azo marino terasii empleando un
reactor anaerobio tipo UASB, en donde se obtuvo un 80% en la remocion de DQO cuando se utilizd
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simultaneamente acido acético como cosustrato y una disminucién del color (decoloracién) conforme
se incrementaba la concentracion de sulfato en el medio. Adicionalmente, se concluyé, basandose en
produccion de metano a diferentes concentraciones del colorante azo que, a concentraciones
mayores a 100 mg/L del colorante, fue inhibido e! proceso de la digestion (Guerrero y col., 1997). Es
importante mencionar que la disminucion de la DQO reportada en este trabajo representa solo al
acido acético, ya que cuantificaciones de la DQO del colorante azo marino terasil realizadas en este
estudio (ver capitulo 3) indicaron que dicha DQO es muy baja, por lo que no seria confiable
relacionar el decremento de la DQO con la desaparicidén del colorante azo en el efluente cuando se
adiciona un cosustrato como fuente de carbono.

Adicionalmente, un estudio sobre la biotransformacion y biodegradacién de compuestos aromaticos
N-sustituidos usando un lodo granular en condiciones metanogénicas {(Razo-Flores, 1997), reportd
para la biodegradacion de colorantes azo un efecto positivo de la glucosa como cosustrato y
proponen que las bacterias rompen el enlace azo de los colorantes como una respuesta a la
toxicidad de los mismos, dicho rompimiento genera aminas aromaticas carcinogénicas, que
dependiendo de la estructura del azocompuesto, pueden ser totalmente asimiladas por otros grupos
bacterianos o persistir en el ambiente.

En base a los elementos expuestos y al analisis desarrollade con anterioridad, se decidio realizar la
aclimatacion del lodo al colorante azo marino terasil (20 mg/L) en un reactor tipo EGSB, usando una
relacion DQO/SQ,” = 10, para evitar un posible efecto toxico det H,S sobre el consorcio bacteriano al
pH en que se desarrolia la digestién o méas bajos (Reis y col., 1991; Visser, 1995). Con respecto al
cosustrato, se opté por la glucosa, ya que Razo-Flores (1997) reportd que dicho carbohidrato
favorecio la biodegradacion de azocompuestos en comparacion con una mezcla de acidos grasos
voldtiles; ademas, se aprovecharia el potencial catabdlico del grupo bacteriano glucolitico. Cabe
mencionar que s6lo se usé como fuente de nitrégeno al marino terasil con el objetivo de generar una
presion ambiental sobre el consorcio bacteriano para inducir la utilizacion de las aminas aromaticas
como fuente de nitrogeno. Los detalles del proceso y pruebas complementarias se describen a
continuacién.

4.2 MATERIALES Y METODOS

Los siguientes materiales y métodos que se describen son aquellos que no han sido descritos en el
capitulo anterior o difieren en algun aspecto.

Determinacion de la adsorcion del colorante por el lodo

La cuantificacién de la adsorcién inicial del colorante por el lodo fue llevada a cabo de acuerdo a la
técnica desarrollada por Hitz y col. (1978), pero con la variante de la agitacién a 100 rpm. Para la
prueba se utilizaron botellas serolégicas conteniendo el ARS con 25 mg/L de marino terasil y 20 mL
de lodo. Las botellas, que fueron selladas con septos de goma y anillos de aluminio, se incubaron a
34+2°C durante 30 min en agitacion. La recuperacién del colorante adsorbido por el lodo se realizé
mediante metanol absoluto.

Medios de cultivo

La composicién del agua residual sintética (ARS), para alimentar el reactor tipo EGSB, fue la
siguiente:
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AGUA RESIDUAL SINTETICA {ARS)

COMPUESTO: CANTIDAD {mg/L)
Glucesa 926

Sulfato de sodio (NaSQ,) ® 155
Colorante azo marino terasil 20

Fosfato dibasico de potasio (K,HPO,) 250
Bicarbonato de sodio (NaHCO,) ® 1500

Solucion de elementos traza 1 mi/L de ARS
Agua destilada - cuanto baste para 1000 mL
pH final 74-78

SOLUCION DE ELEMENTOS TRAZA:

mg/L de solucion.

Cloruro ferroso (FeCl, - 4 H,0) 2000
Cloruro manganoso (MnCl, - 4 H,O) 785.94
EDTA - sal sédica. 500
Acido bérico (H,BO;) 50
Cloruro de Zinc {(ZnCl,) 50
Molibdato de amonio ( {NH,)s Mo; O,, - 4 H,0) ) 50
Selenito de sodio (NaSeQ;) 100
Cloruro de aluminio (Al,Cls - 6 H,0) 90.47
Cloruro de niquel (NIiCl, - 6 H,O) 50
Cloruro de cobalto {CoCl, - 6 H;0) 71
Cloruro cuprico (CuCl, - 2 H,0) 50
Acido clorhidrico (HCI al 36 %) 1mL

a = La cantidad de Na,SO, afiadida equivale a 96 mg/L de 50, para tener una relacién
DQO/SO,” = 10 en el ARS. La DQO del ARS fue en promedio de 933 mg O./L (933/96=9.7).

b = Componente agregado debido a la acidificacién del medio por la rapida metabilizacion de la
glucosa y la lenta asimilacion de los AGV generados.

Pruebas bacteriolégicas

I. Tincidn de Gram

La tincién de Gram se realizé como se indica en Jawetz y col. (1987).
Il. Observacién de los granulos de azﬁfre

Para poder observar los granulos de azufre dentro de la bacteria filamentosa, se tomo cada semana
una muestra del efluente ubicado en la parte superior del reactor hasta observar dichos granulos en
el microscopio éptico.

Implementacién y condiciones iniciales del reactor tipo EGSB

Se construyd un reactor tipo EGSB con un tubo de acrilico que media 44 c¢cm de altura y 8 cm de
diametro, el volumen de liquido de trabajo fue de 2.2 L. El reactor fue inoculado con 750 mL de lodo
granular anaerobio (46.36 g de SSV/L) tamizado con una malla de 0.4 mm y alimentado con el ARS.
El tiempo de residencia hidraulico (TRH) fue de aproximadamente un dia con un flujo de alimentacidn
de 1.47 mL/min y un flujo de recirculacién de 108 mL/min, para generar una expansion del lecho de
lodo igual al 50% del volumen original. Este reactor fue operado continuamente en un cuarto a una
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temperatura controlada de 35°C. En la Figura 4.2 se muestra el diagrama del reactor tipo EGSB,
cabe mencionar que el diagrama no esta a escala.

FIGURA 4.2. Diagrama del reactor tipo EGSB (EXPANDED GRANULAR SLUDGE BLANKET) o LLGE (LECHO
DE LODO GRANULAR EXPANDIDO) usado para la aclimatacion del lodo granular anaerobio al colorante azo
marino terasil
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Durante la primera semana de la etapa de arranque del reactor tipo EGSB, el TRH inicial fue de 1.5 d
¥ la concentracién de glucosa en el ARS fue de 1.85 g/L (10 mM). A ia segunda semana, la
concentracion de glucosa en el ARS fue disminuida a 0.926 g/L (5mM) y, a la tercera semana, se
redujo el TRH a 1d. Estas dltimas condiciones fueron las que prevalecieron durante la etapa de
aclimatacion del lodo granular anaerobio al colorante azo.

Métodos analiticos
|. Cuantificacion de gases

La produccion de gases fue cuantificada en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard HP 6890
equipado con una columna PORAPAK-N y un tamiz molecular con un detector de conductividad
térmica. El gas portador fue helio a un flujo de 40 mL/min y el volumen de inyeccién fue de 5 mL de la
atmoésfera de la botella serologica, para la colecta de la muestra se us6 una jeringa presure-lock de
10 mL. El gas patrén fue una mezcla formada por metano (68%), CO, (28%), nitrégeno (2%) y H,S
(2% de moles).

If. Cuantificacion de acidos grasos volatiles (AGV)

Los AGV se analizaron mediante un cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890 (Packard Series
1), que usaba como patrones acidos grasos de 2 hasta 6 carbonos. El tratamiento previo de las
muestras consistio en afiadirles 0.4 mL de acido fosférico al 20%, para después filtrarias a través de
filtros de nitrocelufosa de 22 um y 13 mm de diametro.

ill. Cuantificacion de glucosa

La glucosa residual en el sobrenadante de las muestras se determiné mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), que utilizaba una columna para azlcares Iminex HPX-87H (300 x 7.8)
Biorad y un detector de indice de refraccion con sensibilidad 8; como eluyente se us6é H,5S0, 001 Na
un flujo de 0.7 mL/min. Para la curva patrén de glucosa se manejaron concentraciones de 185.2,
370.4, 555.6, 740.8 y 926 mg/L, equivalentesa 1,2, 3,4y 5 mM.

V. Cuantificacion de aminas aromaticas

Se utilizé el método colorimétrico reportado por Oren y col. (1991), el cual se fundamenta en que las
aminas aromaticas reaccionan con el 4-dimetilaminobenzaldehido (4DMAB) para producir un
complejo colorido. El procedimiento consistio en centrifugar 5 mL de la muestra problema a 3,500
rpm durante 20 min, al término del tiempo se transfirieron 200 pL del sobrenadante a tubos de 15 mL
con rosca que contenian 800 pL de agua; posteriormente se afadieron consecutivamente y por
separado 50 uL de HCI 1M, 3 mL de etano! absoluto, 0.5 mL de 4DMAB al 5% en etanol (si hubieran
aminas aromaticas se produciria un color amarillo limén) y 0.5 mL de acido citrico al 15.7% en NaOH
al 6% (se produce turbiedad); después, se agitd y dejo reposar durante 10 min; para, finalmente,
adicionar 2.5 mL de agua destitada (desaparece la turbiedad), agitar rapidamente y medir
inmediatamente la absorbancia a 440 nm; el blance no contuvo muestra. La concentracion de las
aminas aromaticas, se calculé sobre la base de una curva patrén de anilina y una relacién de los
pesos moleculares entre la anilina y las aminas aromaticas, que se generarian a partir del marino
terasil, para hacer un ajuste a las cantidades detectadas con la técnica.
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V. Cuantificacién del anillo aromatico

La absorcion del anillo aromatico se realizé con la metodologia reportada por Donlon et al. (1995),
usando una curva patron de acido benzoico. Ei barrido de cada muestra se realizd en el intervalo de
200 a 270 nm con celdas de cuarzo de 1 cm. Cada muestra fue diluida (1 en 20) en una solucién
amortiguadora de fosfatos (pH = 7.0) para obtener absorbancias mencores a 0.8 unidades.
Adicionalmente, para verificar la naturaleza de los picos detectados, a cada muestra, después de ser
analizada, se le anadié por separadce 50 mg/L de acido benzoico y de anilina con el propdsito de
observar si se incrementaba el pico original de la muestra. La concentracion del anillo aromatico, se
calculd sobre la base de la curva patrén de acido benzoico, restando fa absorbancia del control y
realizando una relacién de los pesos moleculares entre dicho acido y los derivados del acido
benzoico, que se generarian a partir de las aminas aromaticas, para hacer un ajuste a las cantidades
detectadas con la técnica.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de iniciar la aclimatacion del lodo al marino terasil, se verificé la adsorcion inicial del colorante
por el lodo, para posteriormente realizar la aclimatacion.

4.3.1. Adsorcion del colorante marino terasil por el lodo granular anaerobio en el ARS

La adsorcién del colorante por el lodo granular anaerobio intacto y esterilizado se muestra en la Tabla
4.2. Los resultados indicaron que la adsorcion del colorante por el lodo en el ASR fue siempre mayor
con el lodo granular intacto (0.03 mg de marino terasil/lg SSV-min) que con el loedo granular
esterilizado; esta diferencia de adsorcion observada podria deberse a la presencia de una gran
cantidad de granulos tipo 2 descritos por Fama (1998) a partir de observaciones al microscopio
electrénico realizadas al lodo granular anaerobio proveniente de ia misma fuente. Este tipc de
granulo presenta cavidades, que aumentarian la superficie disponible para la adsorcidén del colorante
dentro del lodo intacto, mientras que en el lodo esterilizado dichas estructuras fueron alteradas,
afectandose la adsorcion del colorante.

TABLA 4.2. Adsorcion del colorante azo marino terasil

ADSORBIDO @ COLORANTE ADSORBIDO b
TRATAMIENTO COLORANTE(:;L) (mgiL)
ARS 23 e
ARS + LODO INTACTO . 3.8 225
ARS + LODO ESTERILIZADO 10.7 15.1

a. La concentracion inicial det colorante fue 25 mg/L, medido como DQO
b, La desorcién del colorante se realizé con metanol absolute

Esta adsorcion inicial disminuira conforme se saturen los sitios disponibles para la adsorcion del
colorante en los granulos y se llegue a un equifibrio adsorcion-desorcién.
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4.3.2. Aclimatacién del lodo en un reactor tipo EGSB sulfatorreductor

La aclimatacion del lodo se determind mediante la cuantificacion de la degradacién parcial del
colorante azo, generacion de aminas aromaticas y DQO,; adicionalmente, fueron evaluados la
alcalinidad, glucosa, AGV, absorcion de! anillo aromatico, sulfatos y pH. Los resultados obtenidos se
presentan a continuacion.

Comportamiento de la aicalinidad y pH

El pH del efluente con un valor inicial de 7.15 mostro una elevacién posterior hasta valores de 7.7, los
cuales descendieron y se estabilizaron en un intervalo comprendido entre 7.0 y 7.3, o sea, dentro de
los valores éptimos para la digestion, que van de 6.8 a 7.8; en la Grafica 4.1 se presenta la evolucion
de! pH en el reactor tipo EGSB. Dentro del intervalo de 7.0 a 7.3 y con la presencia de sulfato en el
medio, las bacterias metanogénicas acetotroficas (BMA) no pueden competir con las bacterias
sulfatorreductoras acetotroficas (BSA), por lo que se supone que el acetato fue consumido
principatimente por las BSA. Con relacion al propionato, su oxidacion fue determinada por la relacion
DQO/SO,". En el caso de una relacion DQO/SO,” = 10, predomina una ruta sintréfica, en donde
participan bacterias acetdégenas (OHPA-P) acoplada a la sulfato-reduccion de las BSA. Por otra
parte, el butirato fue oxidado por las bacterias acetégenas OHPA-B, ya que éstas pueden competir
perfectamente con las BSA a concentraciones, hajas y altas, de sulfato (Visser, 1995).

En relacién con la alcalinidad en el reactor, durante la aclimatacion se observd una ligera tendencia
hacia la acidez, obteniéndose valores superiores a 0.25 en la relacién de alcalinidades, que es
indicativo de un incremento de acidez en el reactor y cuyo efecto no se refleja inmediatamente en el
pH sino poco tiempo después. Este fenédmeno es comun en la etapa de arranque de los reactores
anaerobios con suministro de alguna fuente de carbono facil de metabolizar como la glucosa, ya que
la metabolizacion de ésta es mas rapida que la oxidacion de ios AGV (acético, propidnico y butirico),
que se producen al metabolizarla y acidifican el medio.
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Grafica 4.1. Comportamiento del pH vy de la relacién de alcalinidades durante la aclimatacion del lodo
granular anaerobio al colorante azo marino terasil en un reactor tipo EGSB bajo condiciones sulfato-
reductoras. La flecha indica la adicién de 1.5 g de bicarbonato de sodio por litro de agua residual sintética,
para amortiguar la alcalinidad del sistema

Para evitar e! incremento de dicha acidez se incluyé en la formulacion de! medio 1.5 g/l de
bicarbonato de sodio y con esta medida se evitd que la relacién de alcalinidades aumentara por
arriba de 0.25 (ver Grafica 4.1). El comportamiento de la relacion de alcalinidades al final de la
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aclimatacién indico que el catabolismo de la glucosa y la oxidacion de AGV dentro del sistema se
encontraban en equilibrio, lo que conduciria a la estabilizacidon del pH en el reactor.

Remocién de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO que se suministré al reactor en el ARS fue de 931 mg O,/L, siendo la mayor parte debida a
la glucosa (904.6 mg O,/L) y el resto al colorante marino terasil (26.6 mg O,/L). Debido a que los
valores de la DQO en el efluente fueron superiores a 100 mg O,/L y mayores al valor de la DQO del
colorante azo, este parametro no representd una medida confiable que indicara con certeza la
degradacién del colorante. Cabe mencionar que el valor de DQO para los 20 mg/L del colorante azo
marino terasit fue extrapolado a partir de valores mayores a 50 mg/L, ya que a menores
concentraciones la técnica no permitia la estimacion de valores. En la Grafica 4.2, que muestra la
DQO del efluente durante la aclimatacion del lodo en condiciones sulfato-reductoras, se observa que
ta DQO fue removida hasta menos de 200 mg O,/L. Este valor de DQO obtenido hace pensar que
aun hay materia organica en el medio, pero si la glucosa fue casi totalmente consumida al igual que
el colorante, entonces es muy probable que la materia organica provenga del consorcio bacteriano,
que forma el lodo, ya que existid una pérdida de SSV durante la aclimatacion.

Consumo de glucosa

Durante la aclimatacién se usd glucosa a una concentracion de 5 mM como cosustrato para la
degradacion parcial del colorante azo marino terasil; en la Grafica 4.2 se observa que el consumo de
glucosa fue casi total (< 99 %) durante la aclimatacion, lo cual confirma una eficiente conversién del
cosustrato a AGV. Esta eficiencia esta relacionada con el alto porcentaje de bacterias glucoliticas o
consumidoras de glucosa contenidas en el lodo granular anaerobio, entre las que podrian
encontrarse varios géneros (Bacillus, Clostridium y Eubacterium) reportados como productores de
azoreductasas y, por lo tanto, posibles responsables de la degradacion parcial del colorante azo
marino terasil.
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Grafica 4.2. Cinética del consumo de glucosa y DQO durante la aclimatacion del lodo granular anaerobio al
colorante azo marino terasil en un reactor tipo EGSB bajo condiciones sulfato-reductoras
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Adicionalmente, se analizaron los acidos grasos voldtiles durante las Uitima semana de la
aclimatacion, encontrandose en el efluente unicamente acido acético a concentraciones menores a
10 ppm, que confirma la casi total conversién de la giucosa a metano.

A pesar del casi total consumo de la fuente de carbono, las condiciones que fueron utilizadas para la
aclimatacion del lodo anaerobio al colorante azo marino terasil provocaron un ambiente estresante
para el desarrollo de las bacterias que, aunado a las limitaciones de fuentes de carbono y nitrégeno,
es decir, a una baja carga organica para un reactor tipo EGSB, ocasionaron la reduccion de la talla
de los granulos, que se evidenci6 en la disminucion de los SSV (37.5 g/L) al final de la aclimatacion.

Mineralizacion del colorante azo marino terasil

La degradacion parcial o decoloracion del azocompuesto alcanzé el 90% después de 28 dias de
aclimatacién en condiciones sulfato-reductoras. Durante esta paulatina decoloracion no se detectaron
aminas aromaticas en el efluente y dado que hubo consumo de sulfato, puede suponerse que fue
usado como aceptor de electrones por las bacterias sulfato-reductoras. Considerando que el
colorante era la Unica fuente de nitrégeno en el ARS, quizas la decoloracion del marino terasil
prosiguié con la desaminacion y posterior asimilacion del compuesto aromatico, tal como se planteo
en la hipdtesis de este trabajo. Es importante mencionar que fue detectada en el efluente la
absorbancia del anillo aromatico en concentraciones menores a 3.5 mg/L (ver Grafica 4.3). Dicha
absorbancia no correspondio al intervalo de absorcion de la anilina, pero si al del acido benzoico, por
lo que se concluyé que el anillo aromatico detectado podria ser un derivado del acido benzoico, lo
que demostraria que el colorante no fue mineralizado totalmente durante el tiempo en que se
desarrolld la aclimatacién y podria confirmarse que las aminas aromaticas fueron desaminadas
rapidamente, ya que son la Unica fuente de nitrogeno presente en el ARS.
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Gréfica 4.3. Porcentaje de decoioracién, generacion de aminas aromaticas, deteccion del anillo aromatico
v suifato residual cuantificados durante la aclimatacién del lodo granular anaercbio al marino terasil en un
reactor tipo EGSB sulfatorreductor
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En la Grafica anterior, se observa que la desasimilacién reductiva del sulfato no se completa después
dei sexto dia, ya que su desasimilacion depende de relaciones sintréficas con otros grupos
hacterianos como los oxidadores de propionato (Visser, 1995).

Con relacién a la produccion de gases, durante la Gltima semana de la aclimatacién se obtuvieron
volimenes de 275 mL/dia con una composicién de metano igual al 31.06%, nitrégeno de 61.16% y
diéxido de carbono de 7.26%. Aunque en las muestras no se detecto acido sulfhidrico, se percibid un
fuerte olor a dicho gas en el deposito para el efluente y en la parte superior del reactor. Esta perdida
de gas quizas fue la responsable de la escasa concentracion dei gas en las muestras que, a
diferencia de los otros gases, suele estar en concentraciones pequefias y, por lo tanto, puede
eliminarse en un sistema abierto como el reactor. Cabe mencionar, que seguramente habia una fuga
en el reactor, que permitia la entrada de aire, ya que fue detectado nitrégeno en las muestras
analizadas y, aunque no se analizd el oxigeno, este sin duda existic y pudo participar en el
metabolismo de las bacterias facultativas presentes en el lodo.

Por otra parte, hubo pérdida de azufre en el medio debido a que la presencia de sulfuros permitio la
proliferacién de bacterias filamentosas en la parte superior del reactor y en el deposito de! efluente,
donde existe cierta cantidad de oxigeno necesario para el metabolismo de dichas bacterias, que
oxidan el H,S (producido durante la sulfato-reduccién) en presencia de oxigeno, para formar azufre.

Observaciones al microscopio 6ptico determinaron la presencia de la bacteria filamentosa Thiothrix
sp.. tanto en la fase liquida de la parie superior del reactor como en el efluente recolectado; su
morfologia consistié en filamentos rectos o ligeramente curvados, largos (hasta 500 pm de longitud} y
gruesos (aproximadamente 2.5 pm de diametro), rectangulares y con septos celulares.
Adicionalmente, algunas bacterias presentaron en el citoplasma pequefios granulos de azufre casi
imperceptibles, por lo que se tom¢ una muestra del efluente del reactor cada semana hasta que fue
posible observar los granulos de azufre dentro de las bacterias. Ademas, la prueba de tincion de
Gram reveld bacterias Gram-negativas. Dichas caracteristicas indicaron la presencia de la especie
Thiothrix tipo | (ver Imagen 4.1).
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IMAGEN 4.1. Imagen al microscopio optico de las bacterias filamentosas identificadas como Thiothrix tipo |
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La presencia de estas bacterias quizas influyo sobre los niveles de glucosa y AGV detectados en el
efluente y en la descomposicion microbioldgica que genera compuestos inocuos en el medio del
reactor tipo EGSB, ya que requiere para proliferar de derivados del azufre (reducidos) como el H,S.
La remocion de dicho acido en el reactor por medio de las bacterias filamentosas amortiguaria el
efecto téxico del H,S, ya que su toxicidad a un pH entre 7.0 y 7.3 depende de su concentracion y no

de sus iones (Visser, 1995).
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CAPITULO 5. Mineralizacion del colorante azo marino terasil por un lodo granular anaerobio
en condiciones intermitentes (“batch”) sulfato-reductoras

5.1. INTRODUCCION

El amplio uso de los colorantes azo en la industria textil y las pérdidas del colorante durante el
proceso de tefiido, han ocasionado que las aguas residuales de dicha industria contengan
concentraciones perceptibles de azocompuestos, que suelen ser degradados parcialmente en los
cuerpos de agua y sedimentos, generando aminas aromaticas carcinogénicas para los mamiferos.
Esta situacién, aunada a la escasa e inadecuada legislacién ambiental mexicana, que regula las
descargas de aguas residuales textiles a rios y arroyos, ocasiona la contaminacién de los cuerpos de
agua y mantos acuiferos, poniendo en riesgo la salud de la fauna y poblaciones humanas.

Esta problematica ha conducido al desarroilo de procesos bioldgicos para el tratamiento de aguas
residuales textiles con el objetivo de lograr la mineralizacion de los colorantes azo, es decir, su
completa biodegradacion. Estos procesos deben garantizar la completa degradacion del colorante
azo, ya que de lo contrario podrian generarse compuestos carcinogénicos.

En el capitulo anterior se describi6 la mineralizacién del marino terasil por un lodo anaerobio en un
reactor tipo EGSB sulfato-reductor. Para verificar tal hecho se disefi6 un experimento intermitente
(“batch”) con el objetivo de tener un sistema cerrado para estudiar la biodegradacion del

azocompuesto bajo las mismas condiciones sulfatorreductoras y corroborar lo observado durante la
aclimatacién.

5.2. MATERIALES Y METODOS

A continuacion sélo se indican los materiales y métodos novedosos con respecto a los indicados en
los anteriores capitulos.

Material biologico

Se uso el lodo granular anaerobio aclimatado al colorante marino terasil en un reactor tipo EGSB
sulfatorreductor.

Medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue el reportado por Donlon y col. (1996), pero modificado tal como se
indicé en el capitulo 3.

Métodos analiticos
1. Cuantificacion de carbono organico total
La cuantificacién del carbono organico, carbono inorganico y carbono total en el sobrenadante, fue

realizada filtrando cada muestra en un filtro de fibra de vidrio con diametro de poro de 1 um en
promedio; posteriormente, el filtrado se colocé en tubos para cuantificar el carbono en un equipo de
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andlisis de carbono organico total TOK 5050. La acidificacién de las muestras para medir el carbono
inorganico lo hacia automaticamente el aparato mediante una solucién de acido forforico hasta lograr
un pH de aproximadamente 2.0 en cada muestra.

[l. Cuantificacion de sulfuros

La determinacién de sulfuros se realizé mediante un electrodo selectivo ORION, que eliminaba las
interferencias asociadas a los procedimientos colorimétricos y ni el color ni la turbidez afectaban la
medida. Si la muestra (10 mL) iba a ser cuantificada inmediatamente se hacia sin preparacion de la
misma, pero si la muestra se almacenaba, se agregaban 10 mL de una solucion amortiguadora anti-
oxidante, elaborada con 600 mL de agua destilada, 200 mL de NaOH 10 M, 35 g de acido ascorbico
y 67 g de EDTA-sal sédica, todo aforado a un litro y refrigerado a 4°C. El patrén de sulfuros fue
preparado disolviendo aproximadamente 10 g de Na,S - 9 H,0 en 100 mL de agua destilada,
posteriormente, a dicha disolucién se le agregaron 500 mL del amortiguador antioxidante y fueron
aforados a un litro. Este patrén (25 mL) fue valorado con una solucion estandar de Pb (CIO,), 0.1 M,
usando como indicador un electrodo de plata/sulfuros.

Ill. Cuantificacién de nitrégeno amoniacal

Este parametro fue medido mediante un electrodo de amonio ORION, que no presentaba
interferencias por color o turbidez; este electrodo usaba una membrana permeable a los gases, para
separar la muestra del relleno interno de! electrodo. Cada muestra (10 mL) fue alcalinizada con
NaOH 5M, para que el amonio de la muestra, desprendido en forma de amoniaco en el medio basico,
se difundiera a través de la membrana en proporcion a su concentracion. La calibracién del electrodo
se realizé con patrones de concentracion que iban de 0.05 hasta 100 ppm.

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al concluir la aclimatacién del lodo granular anaerobio al marino terasil se procedio a realizar las
pruebas intermitentes (‘batch’) en botellas serolégicas para tener un sistema cerrado y poder
estudiar con mas detalle el proceso de biodegradacion del colorante azo.

Degradacion parcial o decoloracion

La decoloracién durante las pruebas intermitentes (“batch”) de mineralizacién del marino terasil se
midié mediante espectrofotometria y el cdlculo se realizé tal como se indica en materiales y métodos.
Los tratamientos que sirvieron como controles fueron para determinar la reduccién abidtica del
colorante, que ya se habia observado al analizar la estabilidad del colorante en el medio de cultivo
para las pruebas intermitentes (ver capitulo 3). Los resultados obtenidos en cada tratamiento se
muestran en la Grafica 5.1, donde se observa que la reduccion abidtica alcanzé el 24% a los 14 dias
de la prueba, mientras que la reduccion bidtica logré mas del 60% en el mismo periodo. El hecho de
que la reduccion abiética del enlace azo alcanzaré el 24%, no quiere decir que el lodo realiza sélo
poco mas del 35% de la decoloracion, ya que en la Grafica 5.1 se hace evidente una notoria
diferencia en las pendientes de decoloraciéon para ambos tratamientos durante la primera semana;
siendo la reduccion bidtica mas rapida que la abidtica.
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Ademas, se observd que la degradacion parcial del marino terasil se realizé durante las primeras 3
semanas de la prueba y se mantuvo hasta el final (8 semanas) con un porcentaje de decoloracion
superior al 80%.
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Grafica 5.1. Cinética de la degradacion parcial del colorante azo marino terasil durante la prueba de
mineralizacion. Todos los controles iniciales indicaron 0% de decoloracién

Generacion de aminas aromaticas y presencia de anillo aromatico

La generacion de aminas aromaticas durante la degradacion parcial del colorante o decoloracién fue
medida por el método colorimétrico de Oren y col. (1991), obteniéndose que durante la primera
semana se generaron hasta 42.9 mg/L de aminas aromaticas, que corresponden a la cantidad de
colorante reducido (42.5 mg/L). Casi toda esta cantidad de aminas aromaticas desaparecié del medio
en la misma semana hasta no ser detectada a los 21 dias de la prueba, La desaparicién de dichas
aminas coincidié con la deteccién de la absorbancia producida por ei anillo aromatico dentro del
intervalo correspondiente al acido benzoico (ver Grafica 5.2).
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Grafica 5.2. Cinéticas de la generacion de aminas aromaticas y aparicion del anillo aromatico en el
sobrenadante de las muestras analizadas durante la prueba de mineralizacién del colorante azo marino terasil.
Los tres primeros puntos de la cinética de las aminas aromaticas corresponden a las tres primeras horas de la
prueba :
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Sin embargo, la cantidad de anillo aromatico detectada después de la tercera semana (20.6 mg/lL)
mas las aminas aromaticas residuales (6 mg/L) en la primera semana, no representaban los 42.5
mg/L de marino terasil, que resultaron del 85% de la degradacién parcial del colorante; por lo que
cabria suponer que so6lo un tipo de amina aromatica fue asimilado, permaneciendo la otra en el
medio de cultivo.

Un caso similar fue reportado por Razo-Flores (1997), quien observé que durante la biodegradacion
del colorante azo anaranjado mordente 1, por un lodo granular anaerobio en condiciones
metanogénicas, s6lo se asimild una de las dos aminas aromaticas generadas, el acido 5-
aminosalicilico, mientras que el 1,4-fenilendiamina no fue degradado.

Es importante mencionar que la desaminacion reductiva de la anilina por Desulfobacterium anilini
implica una carboxitacion del anillo aromatico previa a la desaminacién (Schnell y Schink, 1991), por
lo que es factible que el resultado de la desaminacién de las aminas aroméaticas generadas a partir
del marino terasil sean derivados del acido benzoico, ya que se considera que ambas aminas fueron
introducidas al citoplasma de las bacterias sulfatorreductoras y fueron desaminadas puesto que no se
detectan aminas después de 21 dias, pero quizas sélo una pudo ser degradada.

En relacion con la amina degradada, ésta posiblemente fue catabolizada por la ruta anaerobia de
degradacion del benzoato, que ha sido descrita para los principales grupos bacterianos presentes en
el lodo, es decir, fermentativas, sulfatorreductoras y metandégenas. Por otra parte, los reportes
existentes relacionados con la remocién de radicales en un compuesto aromatico indican que
cualquier radical puede ser removido por el metabolismo anaerobio (Young, 1984).

Analisis de carbono

La principal fuente de carbono en el medio de cultivo fue la glucosa, la cual fue determinada por
cromatografia liquida (HPLC), obteniéndose una notable disminuciéon después de 21 dias de haber
iniciado la prueba; en la Grafica 5.3 se indica la cinética del consumo de glucosa. Por otra parte, el
andlisis de la DQO se realizd de manera complementaria al consumo de glucosa e indicd una
remocién del 85% con una tendencia similar a la obtenida con el carbohidrato (Grafica 5.3).
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Grafica 5.3. Cinética del consumo de glucosa y DQO durante las pruebas intermitentes (“batch”} de
mineralizacion del colorante marino terasil
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La asimitacién de la glucosa en los primeros 21 dias coincidio con la presencia en el medio de &cidos
grasos volatiles {(AGV), especificamente &cidos acético y propidnico, que fueron detectados durante
el primer dia de la prueba en concentraciones de 92 y 22 mg/L respectivamente. Estos AGV fueron
totalmente asimilados hasta la tercera semana. Con relacion a su asimilacién, se ha reportado que la
competencia por acetato en condiciones sulfatorreductoras depende del pH, en un intervalo de 6.9 a
7.7 y a bajas concentraciones de sulfatos ias bacterias metanogénicas acetotréficas (BMA) pueden
competir con las bacterias sulfatorreductoras acetotréficas (BSA). De acuerdo a lo anterior y al valor
del pH en el medio, que estuvo entre 7.63 y 7.41, las BMA contenidas en el lodo pudieron competir
con las BSA, principaimente después de la disminucién del sulfato en el medio (primera semana}.
Respecto a la competencia por propionato, ésta depende del radio DQO/SQO,, y siendo el radio
DQO/SO.~10, la degradacién de propionato fue realizada por bacterias acetégenas (OHPA-P) de
manera acoplada a la utilizacién del hidrégeno generado, que seria usado durante la
sulfatorreduccion. Es importante mencionar que quizas no se detecté butirato en el medio porque fue
degradado durante la primera semana, ya que los oxidadores sintroficos de butirato (OHPA-B)
pueden competir con las bacterias sulfatorreductoras sin importar la concentracion de sulfato en el
medio (Visser, 1995).

Respecto del carbono total, constituido por ef carbono organico total (COT) y el carbono inorganico
(Cl), el anélisis automatizado mostré desde la primera semana una importante disminucién del
carbono organico total como resultado de la asimilacion de la glucosa y su conversion hasta metano
(ver Gréfica 5.4), ya que durante los primeros 7 dias se generd el 78% del total de metano producido
durante toda la prueba (ver mas adelante Tabla 5.1). Por otra parte, el Cl duplico los 124 mgil
iniciales (ver Gréfica 5.4), lo cual pudo deberse a la produccién de CO; por parte del metabolismo de
las sulfato-reductoras y metanogénicas; este incremento también se hizo evidente en la atmosfera
de las botellas, ya que se registré un incremento en la cantidad de CO; a partir de la primera semana
de la prueba (ver Tabla 5.1).
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Gréafica 5.4. Cinéticas de! carbono organico total (COT) y carbono inorganico (Cl) durante la prueba de
mineralizacion del colorante azo marino terasil

En la grafica anterior, se observa que la remocion de COT es del 80%, muy similar al porcentaje
obtenido a partir del consumo de glucosa y remocion de la DQO. La mayor parte del COT removido
se realizé durante los primeros 21 dias de la prueba, tal como ocurrié con ia glucosa y que coincidio
con la maxima decoloracion alcanzada y con la desaparicion del grupo amino de las aminas
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aromaticas en el medio. Todo esto parece indicar que el catabolismo de la glucosa esta relacionado
con la reduccion del enlace azo y con la desaminacion reductiva de las aminas aromaticas. Si esto es
asi, cabria suponer que el acetato derivado de la metabolizacién de ta glucosa serviria como donador
de electrones para las bacterias sulfato-reductoras y, teniendo sulfato como aceptor, podrian
originarse las condiciones para la utilizacion del grupo amino como fuente de nitrégeno.

Consumo de sulfato y generacién de sulfuros

Los resultados de la reduccion del sulfato indicaron que durante la primera semana de la prueba se
consumio6 todo el sulfato contenido en el medio, ya que no se encontrd sulfato en el sobrenadante de
las muestras analizadas, simultdineamente fue apareciendo sulfuro en el medio desde el primer dia
de la prueba, alcanzando su maxima cantidad a partir de la segunda y desapareciendo después de
21 dias (ver Grafica 5.5), que coincidio con la aparicion de H,S en la atmosfera de las botellas (ver
Tabla 5.1).
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Grafica 5.5. Cinéticas del consumo de suifato y generacion de sulfuros durante 'a mineralizacion del colorante
azo marino terasil

En la gréfica anterior, se observa que los sulfuros disueltos en el medio permanecen hasta la tercera
semana y considerando que el valor del pH en el medio fue entre 7.63 y 7.41 durante este periodo
(ver Grafica 5.6), entonces el posible efecto toxico del sulfuro fue prolongado, ya que a dicho valor
del pH, las bacterias acetotréficas metandgenas y acetotréficas sulfatorreductoras son inhibidas de
igual manera para degradar el acetato (Visser, 1995).
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Griéfica 5.6, Comportamiento del pH durante la prueba de mineralizacion del colorante azo marino terasil
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El hecho de que el pH se mantuviera dentro de los intervalos adecuados para la digestion (ver
Grafica 5.6), se debid a que el medio de cultivo contenia en su formulacién un amortiguador y a que
el lodo fue previamente aclimatado bajo las mismas condiciones de glucosa y sulfato, que son los
compuestos que podrian afectar el valor del pH mediante la generacion de AGV y acido sulfhidrico.

En la Grafica 5.6 se puede observar que, aunque existen pequefios cambios en el valor del pH, éste
mantiene una tendencia a ubicarse cerca de 7.4, lo que conduciria a un efecto téxico por parte de
H,S como tal y no por los productos de su disociacion.

Consumo de nitrégeno amoniacal y su posible relacién con la remocion del COT

El nitrdgeno amoniacal disminuy6 hasta un promedio de 35 mg/L durante la primera semana y se
mantuvo hasta el final de la prueba sin ser asimilado totalmente (ver Grafica 5.7).
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Grafica 5.7. Valores del nitrdgeno amoniacal y COT durante la mineralizacion del marino terasil.

En la Grafica anterior se muestran las cinéticas del nitrégeno amoniacal y el COT con el objetivo de
observar que las fuentes de carbono y nitrogeno facilmente asimilables fueron consumidas de
manera similar y rapidamente durante la primera semana y en el momento en que se agoté la fuente
de carbono, el amonio ya no fue asimilado. Ahora bien, existe la hipétesis de que la fosforilacion que
es catalizada por las proteinas del sistema de la fosfotransferasa (PTS por las siglas en inglés de
phosphotransferase system) regula la asimilacion de carbono y nitrégeno en bacterias mediante la
proteina denominada Pll, que estaria regulando la expresién genética de la glutamina sintasa (GS),
mediante Ia modulacién de la actividad cinasaffosfatasa de la proteina conocida como NRIl ¢ NTRB,
que incidiria sobre la transcripcion del gen ginA; por otra parte, Pli regularia la actividad de GS
mediante su interaccion con la adeniltransferasa, responsable de la adenilacion de la GS, que
conduciria a su inactivacion (Charbit, 1996). Luego entonces, esto podria indicar la existencia de un
control sobre la asimilacion de fuentes de nitrégeno, que estaria regulada por el sistema PTS.

Produccion de gases
La cuantificacion de los gases metano, didxido de carbono, nitrégeno y acido sulfhidrico se realizé

por cromatografia; los resultados obtenidos se indican en la Tabla 5.7, donde se observa que el 78%
del total de metano producido (37.19%) fue obtenido durante la primera semana, lo que confirma una
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buena conversion del cosustrato (glucosa) hasta metano, esto indica que las bacterias
metanogénicas acetotroficas pudieron competir con las bacterias sulfatorreductoras acetotréficas.

En relaciéon con el acido sulfhidrico, éste fue detectado a partir de la tercera semana y permanecio
constante durante el resto de la prueba; la aparicién de este gas conincidié con la desaparicion del
sulfuro en el medio. Sin embargo, esta situacion es curiosa, ya que se debio detectar un equilibrio
entre la fase liquida y la gaseosa antes de observar todo el gas en la atmobsfera de las botellas, pero
no ocurri¢ asi. Este tema puede ser objeto de una investigacién posterior.

Tabla 5.1. Produccion de gases durante la prueba de mineralizacién del colorante azo marino terasil

- PORCENTAJE DE GASES

TRATAMIENTO ® CHg cOo2 N2 H2S
Control inicial 0.00 4.54 95.46 0.00

7 dias 28.87 8.18 62.94 NI

14 dias 33.81 8.60 57.58 NI
21 dias 33.99 10.48 54.53 1.19
28 dias 32.78 11.16 5419 1.74
35 dias 34.94 11.03 52.70 1.29

42 dias 3450 10.43 54.21 1.1
49 dias 34.45 10.89 53.23 1.42
56 dias 37.19 11.63 49.70 1.47

NI = No Integrado, la cantidad del gas era tan pequefia que no fue integrada por el método utilizado
a = Todos los tratamientos tuvieron una concentracién inicial de 50 mg/L del colorante azo marino terasil
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CAPITULO 6. Efecto de la glucosa sobre la degradacién parcial del colorante azo marino
terasil por un lodo granular anaerobio en condiciones intermitentes sulfato-
reductoras

6.1. INTRODUCCION

El efecto del cosustrato sobre la biodegradacion de los colorantes azo por un lodo granular anaerobio
en condiciones intermitentes metanogénicas, ha sido reportado por Guerrero y col. (1997), quienes
observaron la inhibicién de la metanogénesis a concentraciones mayores de 100 mg/L de marino
terasil sobre un lodo de la misma fuente que el utilizado en el presente estudio; sin embargo, al
adicionar glucosa en el medio de cuitivo fue revertido dicho efecto negativo.

Por otra parte, Razo-Flores (1997) obsevé que usando como cosustrato glucosa y una mezcla de
acidos grasos (acetato, propionato y butirato) por separado en reactores tipo UASB metanogeénicos,
se logré la decoloracién del anaranjado mordente 1 en un periodo inicial de 25 dias, siendo la
glucosa mejor cosustrato que la mezcla de acidos grasos. Ademas, la glucosa permitid aumentar la
carga o concentracion del colorante por arriba de la concentracién inhibitoria media sin presentarse
dicho efecto negativo.

Este fendmeno, ocasionado por la glucosa, fue interpretado por Razo-Flores como una
descomposicién microbiolégica que genera compuestos inocuos en el medio, por el hecho de que el
colorante azo es mas toxico para las bacterias que las aminas aromaticas, que se generan por su
rompimiento. Sin embargo, las azorreductasas son enzimas poco especificas, que pueden reducir
varios tipos de colorantes azo y grupos nitro en compuestos nitroaromaticos; ademas, la reduccién
de azocompuestos puede realizarse mediante flavinas reducidas (Gingell y Walker, 1971). Por
consiguiente, podria tratarse de un mecanismo bacteriano para asimilar al colorante como una fuente
de carbono cualquiera, ya que en términos evolutivos es dificil suponer que desde la aparicion del
primer colorante azo (1856) hasta la fecha, las bacterias hayan desarrollado un mecanismo de
descomposicion para dichos azocompuestos. Al parecer la descomposicion es un beneficio adicional.
En la Figura 6.1, se muestra la hipétesis que ha sido planteada en este estudio, para explicar el
efecto del cosustrato (glucosa) sobre la decoloracion del colorante marino terasil.

Segun Roxon et al. (1966) y Haug et al. (1991), quienes estudiaron la reduccién de los colorantes azo
tartrazina y amarillo mordente 3, respectivamente; la glucosa es un buen donador de equivalentes
reductores para cofactores enzimaticos, que participan en el rompimiento del colorante azo via
NAD(P)H o FAD(H), mediante la transferencia de electrones a enzimas azoreductasas para reducir al
enlace azo.

Con base en los anteriores antecedentes y considerando que en el capitulo anterior se encontré una
relacion entre ia decoloracién de! marino terasil y el consumo de glucosa, se disefié un experimento
con el proposito de conocer el efecto de la glucosa como cosustrato sobre |la decoloracion del marino
terasil (50 mg/L) y averiguar si una concentracién de 926 mg/L (5 mM) de glucosa permitia
incrementar |la concentracion del colorante hasta 200 mg/L con el objetivo de saber si el efecto de Ia
glucosa permite el aumento de la tolerancia hacia el colorante.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

A excepcion de algunas modificaciones al medio de cultivo, todos los restantes materiales y métodos
ya fueron descritos en los capitulos anteriores.

Medio de cultivo
El medio de cultivo usado fue el mismo que se indicé en el capitulo 5, pero con las variantes de la
presencia o ausencia de glucosa en el medio para el tratamiento con 50 mg/L de marino terasil y dos

tratamientos a concentraciones mas altas del azocompuesto (100 y 200 mg/L). La reduccién del
medio y el procedimiento de inoculacion se realizé tal como se indica en el Anexo 1L

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos después de 28 dias de prueba para observar el efecto de la glucosa sobre
la decoloracién del marino terasil via. sulfato-reduccién en las pruebas intermitentes se presentan a
continuacién.

Determinacion de la degradacion parcial o decoloracion

La decoloracién del colorante azo marino terasil fue medida espectrofotométricamente y los
resultados obtenidos se muestran en la Grafica 6.1.

100 fmm - 50 mg/L
——
® mg

-4

2 —a@— 100 mg/L
2

S @ 200mglL
3]

e

(=) —a&-- 50 mg/L-8G
w

(=]

w

3 - ABIOTICO
=

Lt

(5]

o

o]

[+

os : - :
0 7 14 2t 28 35

TIEM PO (DIAS)

Grafica 6.1. Cinética de la decoloracion del marino terasil durante las pruebas intermitientes. Las siglas SG
corresponden al tratamiento sin glucosa y la palabra ABIOTICO hace referencia al control con el lodo
esterilizado
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En la grafica anterior se puede observar que, los tratamientos con 50 mg/L. de marino terasil con y sin
glucosa produjeron un porcentaje similar de decoloracion, luego entonces, la glucosa no es necesaria
para el proceso de reduccion del enlace azo. E! gran porcentaje de decoloracién en ausencia del
carbohidrato, que alcanzé casi el 80%, podria indicar una secrecion de posibles azorreductasas y
otras enzimas como un mecanismo para obtener fuentes de carbono. Aungue por otra parte,
Gorontzy y col. (1993} observaron, que la presencia de sulfuros en el medio producia la completa
reduccion del orto-nitrofenol a orto-aminofenol, por lo que existe la posibilidad de que la presencia de
sulfuros en el medio de cultivo, detectado desde la primera semana (ver Grafica 6.4), sea |a
responsable de parte de la reduccién observada en ausencia del carbohidrato.

El hecho de que la reduccién del marino terasil se realizara tanto en presencia como en ausencia de
glucosa no significa que ésta sea prescindible, ya que de su catabolismo depende todo el consorcio
contenido en el lodo (ver capitulo 5), incluyendo las bacterias que realizan la reduccion, por lo que
este cosustrato podria ser un eficaz donador de electrones para todo el sistema.

Respecto del incremento de la tolerancia hacia el colorante marino terasil se observd que, a las
concentraciones de 100 y 200 mg/L del colorante, hubo una alta decoloracién, medida como
porcentaje de decoloracion, que resulté muy similar al obtenido con el tratamiento de 50 mg/L del
azocompuesto (ver Grafica 6.1); esto significa que, a concentraciones de 100 y 200 mg/L de marino
terasil, la cantidad de colorante reducido de duplicé y cuadruplico, respectivamente (ver Grafica 6.2).
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Grafica 6.2. Cantidad de colorante marino terasil decolorado de acuerdo a su porcentaje de decoloracion y
concentracion del mismo en los diferentes tratamientos. Las siglas SG corresponden al tratamiento sin glucosa y
ta palabra ABIOTICO hace referencia al control con lodo esterilizado

Sin embargo, el consumo de glucosa hace evidente que el carbohidrato no participd en la
decoloracion cbservada, ya que ambos tratamientos (100 y 200 mg/L) no consumieron ni {a mitad de
la glucosa presente en el medio (ver Grafica 6.3). Esto parece indicar que la reduccion en ausencia
de glucosa realizada por el lodo es Ia responsable de la decoloracidén alcanzada; ademas, parece
quedar claro que existe un efecto toxico del marino terasil sobre el grupo bacteriano glucolitico.
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Grafica 6.3. Cinética del consumo de glucosa durante fas pruebas intermitentes.

Dicho efecto toxico repercutiria en los grupos bacterianos dependientes del metabolismo glucolitico
como las bacterias sulfatorreductoras. En la Grafica 6.4 se observa que, conforme aumenta la
concentracién det marino terasil, la aparicion del sulfuro en el medio tarda mas tiempo o no ocurre
antes de 20 dias, ya que el abastecimiento de donadores de electrones para las bacterias
sulfatorreductoras seria mas lento. Quizas, también estas bacterias fueron afectadas por el
azocompuesto. Por otra parte, la generacién de sulfuro en el tratamiento sin glucosa y con 50 mg/L
del azocompuesto, aunque mas lenta que su contraparte, fue mayor que la obtenida a
concentraciones de 100 y 200 mg/L del azocompuesto con glucosa en el medio. Sin embargo, dicho
retraso podria no deberse al efecto toxico sino a la falta de glucosa en el medio.
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Grafica 6.4. Cinética de |a aparicion de sulfuros en el medio de cuitivo durante las pruebas intermitentes

En relacidn con el tratamiento abidtico, no se sabe el grado de participacién de |a reduccion abidtica
en los tratamientos bidticos, pero considerando que la reduccién bidtica se realizé a mayor velocidad
que la abidtica (ver Grafica 6.1), se concluye que, aun con la presencia de sulfuro en el medio, la
mayor parte de la reduccion fue bibtica.
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Comportamiento del pH

La evaluacion de los datos de pH mostré que, durante toda la prueba este parametro se mantuvo
dentro del intervalo adecuado para la digestion; sin embargo, el tratamiento con 200 mg/lL del
azocompuesto presenté una paulatina caida del pH desde el inicio de la prueba (ver Grafica 6.5).
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Grafica 6.5. Comportamiento del pH durante las pruebas intermitentes

El descenso del pH detectado en el tratamiento con 200 mg/l. de marino terasil, quizas se debié a un
efecto tdxico sobre todo el consorcio bacteriano, lo que provocaria que el pH del sistema no pudiera
regularse y, por ende, el catabolismo glucolitico causaria una paulatina acidificacién en el medio.
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CAPITULO 7. ldentificacion del grupo bacteriano involucrado en la actividad enzimatica
azorreductora

7.1. INTRODUCCION

La reduccidén enzimatica del colorante azo realizada por bacterias de fa flora intestinal ha sido
ampliamente reportada (ver Tabla 2.9), debido al uso de dichos colorantes en la industria
farmacéutica y alimenticia, lo cual implica la ingestion potencial de compuestos carcinogénicos, ya
que al reducirse el azocompuesto se generan aminas aromaticas (Chung y col., 1992). Por otra parte,
Rafii y Cerniglia (1993) y Raffi y col. (1990, 1991), reportaron 10 cepas de bacterias anaerobias,
aisladas de heces humanas, capaces de reducir colorantes azo. Entre los géneros involucrados
estuvieron Clostridium, Eubacterium, Butyrivibrio y Bacteroides; la actividad azoreductasa detectada
fue inhibida por oxigeno y 7 de las cepas requirieron de una flavina para desarrollar dicha actividad.
En este mismo estudio se observé que las diferentes cepas producian por lo menos 3 tipos de
azoreductasas, que eran producidas de manera constitutiva y secretadas al ambiente extracelular. En
un trabajo posterior, donde se enfocaron en los géneros Clostridium y Eubacterium, encontraron que
las azorreductasas fueron inmunolégicamente homodlogas; ademas, la comparacidon de
azorreductasas y nitrorreductasas indicod, que tienen idéntica movilidad electroforética en geles de
poliacrilamina y se observé que los compuestos nitroaromaticos inhibian competitivamente la
actividad azorreductasa; finalmente, se concluyd que ambas actividades eran realizadas por la
misma enzima, una flavina adenina dinucleotido deshidrogenasa (Rafii y Cerniglia, 1995).

Tal como se menciond en el marco tedrico, existen muchos reportes de reductasas capaces de
reducir colorantes azo y compuestos nitroaromaticos, luego entonces, se podria suponer que dichas
enzimas son inespecificas hacia el sustrato que reducen. Siendo asi, hay una gran posibilidad de que
los tres grupos bacterianos presentes en el lodo (glucoliticas, sulfatorreductoras y metanogénicas)
produzcan azorreductasas, ya que Gorontzy y col. (1993) observaron que Desulfovibrio gigas,
Methanosarcina frisia y Clostridium spp. son capaces de reducir compuestos nitroaromaticos; la
reduccidn realizada por el género Clostridium y las bacterias sulfatorreductoras estuvieron
relacionadas al crecimiento bacteriano y, en el caso de Desulfovibrio gigas, la reduccién dependio del
tipo de donador de electrones; por otra parte, la cepa metanogénica era “lisada” en presencia de los
compuestos nitroaromaticos pero, a pesar de esto, tal suspensiéon formada de células y extractos
celulares fue capaz de reducir compuestos nitroaromaticos.

Con base en lo anterior, se realizé un experimento con el objetivo de verificar si alguno de los grupos
bacterianos sulfatorreductor, metanogénico acetoclastico y glucolitico, contenidos en el lodo granular
anaerobio aclimatado al colorante azo marino terasil, producian una azorreductasa extracelular en
presencia del colorante en el medio de cultivo.

7.2. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos usados para el aislamiento de los grupos bacterianos y pruebas con el
colorante marino trerasil se describen a continuacion.
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Sustancias organicas

Se utilizd el inhibidor especifico de 1a actividad metanogena 2-bromoetanosulfonato, que fue
comercializado por Sigma Co.

Material biolégico

Ei material biolégico usado fue el lodo granular anaerobio aclimatado al marino terasil en un reactor
tipo EGSB sulfatorreductor, pero macerado.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo usados fueron los mismos que se manejaron para la técnica del nimero mas
probable (ver Anexos II y III), pero modificado en fa inoculacién y adicién de 50 mM de BES a los
medios destinados a las bacterias glucoliticas y sulfatorreductoras.

Procedimiento para el aislamiento de 1os grupos bacterianos

El aislamiento de los grupos bacterianos sulfatorreductor, metanogénico acetoclastico y glucolitico,
se realizd mediante fa técnica del numero mas probable, pero inoculando 1 mL de lodo aclimatado
macerado en botellas serolégicas de 120 mL conteniendo 50 mL del respectivo medio de cultivo
liquido. Después de observar el crecimiento bacteriano, se realizé una segunda resiembra bajo las
mismas condiciones; finalmente, después de observar el crecimiento y la composicién de gases en la
atmosfera de las botellas, se inoculd cada grupo bacteriano en el medio selectivo respectivo pero
solido, conteniendo al colorante azo marino terasil a una concentracién de 70 mg/L. Adicionalmente,
en los medios de cultivo para los grupos bacterianos fermentativo y sulfatorreductor, fue adicionado
el inhibidor especifico de la metanogénesis 2-bromoetanosulfonato (BES) a una concentracion de 50
mM. La inoculacién fue realizada en una camara anodxica con atmoésfera de nitrégeno y las cajas se
colocaron en una camara anaerobia portatii con una atmésfera N,:CO, de 73%:27% a una
temperatura de 34+2°C.

7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para conocer al grupo bacteriano responsable de la posible actividad azorreductasa se aislaron los
grupos sulfatorreductor, metanogénico y glucolitico en medio liquido; después de la segunda
resiembra, se preparé la prueba en placa con los mismos medios, pero con la presencia del marino
terasil. Los resultados de esta prueba se muestran en la Imagen 7.1, donde se observa que en
ninguna de ellas hubo halo de decoloracion, es decir, no se evidencié alguna actividad azorreductasa
extracelular. Este hecho puede sugerir tres posibilidades. La primera es que no fueron aisladas las
especies responsables de la decoloracion; la segunda se refiere a que algun componente del medio
no permitié que se presentara u observara la actividad y, por ultimo, la tercera indicaria que quizas
dicha actividad es intracelular. En relacién con esta ultima posibilidad, existen reportes de reduccién
de colorantes azo por extractos celulares de Aeromonas hydrophila var. 24B y Pseudomonas stutzeri
(Yatome y col., 1987; 1990). En el caso de Aeromonas hydrophila var. 24B, se comprob¢ la
existencia de azorreductasas mediante electroforesis en geles de poliacrilamina. Resultsa interesante
indicar que las Pseudomonas son uno de los grupos glucoliticos que suelen encontrarse en los
procesos de digestion; ademas, este género bacteriano tiene la capacidad de degradar mas de 80
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fuentes de carbono diferentes, por lo que seria probable su participacion en la degradacion parcial
del marino terasil.

(A) (B)

{C) (D)

IMAGEN 7.1. Vistas del crecimiento en placa de cada grupo bacteriano. (A) colonias de bacterias
sulfatorreductoras; (B) colonias de bacterias metanogénicas acetoclasticas, (C) colonias de bacterias
glucoliticas; después de 21 dias de cultivo en medio solido conteniendo el colorante azo marino terasil a una
concentracién de 50 mg/L. (D) camara anaerobia portati! utilizada para incubar las placas
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|£APiTULO 8. Discusién general

La aclimatacion del lodo granular anaerobio al colorante en un reactor tipo EGSB suifatorreductor
alimentado con agua residual sintética que contenia 20 mg/L del colorante azo y glucosa (926
mg/L=930 mg DQO/L) como cosustrato se realizé en 28 dias con una completa mineralizacion del
azocompuesto. Sin embargo, las pruebas intermitentes (“batch”) realizadas bajo la misma relacién
DQO/SO,” (10:1) y con el lodo aclimatado, mostraron que soélo el 50% de las aminas aromaticas
generadas durante la decoloracion fueron mineralizadas, lo que podria indicar que Unicamente un
tipo de las dos aminas aromaticas generadas no fue degradado o que el sistema sdlo podia degradar
alrededor de 25 mg/L de dichas aminas, ya que en estas pruebas se utilizaron 50 mg/L del colorante,
mientras que en la aclimatacién se usaron 20 mg/L del mismo. En relacién a lo anterior, ha sido
reportada la mineralizacién de sélo una de las aminas aromaticas resuitantes de la decoloracion del
anaranjado mordente 1 usando un reactor tipo UASB metanogénico y glucosa como cosustrato a
concentraciones de 3 mg/L y 1.3 g DQO/L, respectivamente (Razo-Flores, 1897).

Por otra parte, la asimilacién de la glucosa se realizé durante los primeros 21 dias de las pruebas
intermitentes y coincidid con la aparicion en el medio de acidos grasos volatiles (AGV),
especificamente acidos acético y propidnico, que fueron totalmente asimilados hasta la tercera
semana. Esta asimilacion fue dependiente del valor del pH para el caso del acetato y, siendo el valor
del pH en el medio entre 7.63 y 7.41, las bacterias metanogenas acetotréficas (BMA) contenidas en
el lodo pudieron competir con las bacterias sulfatorreductoras acetotroficas (BSA), principaimente
después de la disminucién del suifato en el medio, que se observé después de la primera semana.
Respecto a la competencia por propionato, ésta depende de la relacion DQO/SQO,” vy, siendo la
relacion DQO/SO,” = 10, la degradacion de propionato fue realizada por bacterias acetégenas
(OHPA-P) acoplada a la utilizacion de H, por las bacterias sulfatorreductoras. Es importante
mencionar que quizas no se detecté butirato en el medio porque éste fue degradado durante la
primera semana, ya que los oxidadores sintréficos de butirato pueden competir con las bacterias
sulfatorreductoras sin importar la concentracién de sulfato en el medio (Visser, 1995; Celis, 2000).

Adicionalmente, al analizar las cinéticas del nitrégeno amoniacal y el carbono organico total (COT) en
las pruebas intermitentes, se observé una posible relacidén entre las asimilaciones de carbono y
nitrégeno, ya que ambas fuentes tuvieron una cinética similar durante fa primera semana, pero
cuando disminuyd el COT, representado principalmente por la glucosa, el amonio ya no fue
asimilado. Este fendmeno podria interpretarse como un control de la asimitacion de nitrégeno
mediado por las proteinas del sistema de |a fosfotransferasa, que regula la asimilacion de carbono y
nitrdgeno en bacterias mediante la proteina denominada PIl, esta proteina estaria regulando la
expresion genética de la glutamina sintasa (GS), mediante la modulacién de la actividad
cinasaffosfatasa de la proteina conocida como NRIl o NTRB, que incidiria sobre la transcripcion del
gen ginA; adicionalmente, Pll regularia la actividad de GS mediante su interaccién con Jla
adeniitransferasa, responsable de la adenilacion de la GS, que conduciria a su inactivacién (Charbit,
1996). Obviamente, no se podria considerar que todas las especies contenidas en el lodo tuvieran
este sistema; sin embargo, si se considera que el grupo glucolitico comprende el 95% del lodo, cabe
ja posibilidad de que varios géneros o uno soélo de ellos, pero abundante, presente dicho sistema de
regulacién, ya que las bacterias anaerobias que fermentan la glucosa utilizan el sistema de la
fosfotransferasa para su transporte.
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Durante las pruebas intermitentes para estudiar el efecto del cosustrato (glucosa), se observo que la
decoloracion bistica del marino terasil fue realizada en presencia y ausencia de glucosa contenida en
el medio, esto indicé que para las concentraciones de colorante azo utilizadas, el lodo tiene suficiente
poder reductor para reducir hasta 160 mg/L de colorante, ya que los tratamientos sin glucosa con 100
y 200 mg/L del colorante obtuvieron porcentajes de decoloracién mayores al 80%; aunque no se
sabe cuanto colorante podria seguir decolorando el lodo sin tener una fuente de carbono facil de
asimilar como la glucosa, es decir, un eficiente donador de electrones para todo el consorcio
bacteriano, que genere poder reductor. En caso de que se agotara el poder reductor y la asimilacion
de glucosa aportara los equivalentes reductores, entonces podria pensarse en un fendémeno de
cometabolismo, donde la asimilacion de glucosa y generacion de poder reductor ocasionarian la
reduccién de! enlace azo, ya que el colorante actuaria como aceptor de electrones; posteriormente,
las aminas aromaticas generadas serian asimiladas al romperse el anillo aromatico por accién del
potencial enzimatico de los microorganismos contenidos en el lodo.

Por otra parte, se observé una disminucion de mas de 50% en el consumo de la glucosa en los
tratamientos intermitentes con 100 y 200 mg/L del colorante y, dado que las bacterias glucoliticas son
las principales responsables de dicho consumo, se interpreto este fenomeno como un efecto toxico
del colorante sobre dichas bacterias. Dicho efecto toxico repercutiria en los grupos bacterianos
dependientes del metabolismo glucolitico como las bacterias sulfatorreductoras, las cuales maostraron
un retraso en la produccion de acido sulfhidrico; aunque existe la posibilidad de que también estas
bacterias fuesen afectadas por el azocompuesto. Otro evento, que confirmé el efecto téxico del
colorante fue el descenso del pH detectado en el tratamiento con 200 mg/L, dicho descenso quizas
de debié a la acumulacién de acidos grasos volatiles (AGV), resultado de un efecto toxico sobre las
bacterias metanogénicas acetotréficas y sulfatorreductoras acetotréficas, principalmente; sin
embargo, la diferencia en el porcentaje de metano producido fue poco significativa en los
tratamientos con 50, 100 y 200 mg/L de colorante (32.78, 30 y 29.54%, respectivamente), por lo que
el efecto toxico del colorante quizas repercutid sobre |as bacterias sulfatorreductoras acetotréficas.

La prueba realizada para identificar una actividad azorreductora extracelular mostré la ausencia de
halos de decoloracion, es decir, no se identificd ninguna actividad. Aunque existe la posibilidad de
que no fuesen aisladas las especies responsables de la decoloracidn, también se puede argumentar
que la actividad es intracelular, lo que podria estar respaldado por el hecho de que a concentraciones
de 100 y 200 mg/L del colorante hubiera una alta decoloracion, ya que es mas probable que el
colorante sea introducido dentro de la célula donde seria reducido mediante el poder reductor
disponible, a una situacién contraria donde la célula tuviera que excretar las enzimas azorreductasas
con un alto gasto energético. Sin embargo, han sido reportados ambos casos; Scheline y col. (1970)
encontraron en extractos celulares de Streptococcus faecalis una actividad azorreductora, que fue
relacionada con una flavoproteina; por otra parte, Raffi y col. (1990) reportaron que Eubacterium spp.-
(2 especies), £. hadrum, Clostridium sp., C. clostridiiforme, C. paraputrificum, C. nexile, Butyrivibrio
sp. Yy Bacteroides sp. producian constitutivamente una enzima azorreductasa que era liberada al
ambiente extracelular; estudios posteriores revelarian que los géneros Clostridium y Eubacterium
producen constitutivamente una deshidrogenasa que puede reducir el enlace azo del colorante “azul
directo 15" y el grupo nitro de compuestos nitroaromaticos (Raffi y Cerniglia, 1993, 1995).
Considerando lo anterior, el alto porcentaje de bacterias fermentativas en el lodo y las observaciones
al microscopio electrénico realizadas por Fama (1998) a un lodo granular de la misma fuente, en
donde observé bacilos con espora terminal semejantes a Clostridium, se puede argumentar que la
reduccion del colorante azo “marino terasil” pudo realizarse intracelular y extracelularmente, siendo ef
grupo bacteriano glucolitico el posible productor de las azorreductasas.
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LCTAPiTULO 9. Conclusiones y recomendaciones

De acuerdo con los resultados expuestos y analizados en los capitulos 3 al 8 se concluye lo
siguiente.

1. El colorante azo marino terasil (20 mg/L), usado como unica fuente de nitrogeno, es biodegradable
por el lodo granular anaerobic en un reactor tipo EGSB sulfatorreductor alimentade con agua
residual sintética, que contenia una relacion DQO/SO,” = 10 y 926 mg de glucosa/L {930 mg
DQOg/L) como cosustrato. Se obtuvo en 28 dias un porcentaje de decoloracidn superior al 85% y
una remocién de la DQQg, representada por la glucosa, igual al 80%.

2. El sistema biologico es capaz de asimilar el grupo amino de las aminas aromaticas y mineralizar el
compuesto aromatico resultante, hasta metano y diéxido de carbono.

3. El hecho de que la aclimatacion en el reactor tipo EGSB provocara la disminucién de los SSV
indicd que el lodo fue perdiendo su estructura granular, lo cual podria tener efectos negativos en
sus relaciones sintréficas a largo plazo, por lo que las condiciones usadas durante la aclimatacion
no representan un modelo para un proceso sino que solo sirvieron para determinar la
biodegradabilidad del colorante azo “marino terasil”.

4, En relacion a la fuente donde se obtuvo el lodo granular anaerobio, en este trabajo se comprobé
que un lodo degradador de desechos del lavado de la cebada {celulosa y almidén) tiene el
potencial enzimatico para reducir el enlace azo del colorante.

5. Al ajustar las condiciones intermitentes sulfatorreductoras, a una concentracién de 50 mg/L de
marino terasil y 280 mg/L de cloruro de amonio, se obtuvo un porcentaje de decoloracion del 85%
y a la remocion de la DQO del 80%. Sin embargo, la biodegradacion de las aminas arométicas fue
incompleta, ya que se detectaron cantidades equivalentes al 50% de las aminas aromaticas
generadas durante la decoloracion, lo que podria indicar que una de las aminas aromaticas
separadas del compuesto no fue degradada o que el sistema sélo degrada alrededor de 20 mg/L
del colorante.

6. La decoloracion del marino terasil durante las pruebas intermitentes se realizé tanto en ausencia
como en presencia de glucosa, concluyéndose que el carbohidrato no participd directamente
sobre la decoloracion, aunque puede considerarse que podria estar actuando como un donador de
electrones para el sistema.

7. En condiciones intermitentes con presencia de glucosa el lodo granular anaerobio fue capaz de
tolerar hasta 200 mg/L del colorante con porcentajes de decoloracién superiores al 80%. Sin
embargo, se observo un efecto negativo sobre el consumo de glucosa, que fue interpretado como
un efecto téxico del azocompuesto sobre las bacterias glucoliticas.

8. Respecto de la elucidacion del grupo bacteriano involucrado responsable de la actividad

azorreductasa, se concluyd que las especies aisladas no presentaron ninguna actividad
azorreductora.
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9. El modelo experimental desarrollado y utilizado durante este trabajo de investigacién, se considera

10.

1.

apropiado para determinar la biodegradabilidad de colorantes azo en un periodo corto de tiempo
(seis meses), siempre y cuando el sistema biologico sea un lodo granular anaerobio sin importar
su procedencia, aunque se sugiere hacer un analisis sobre los posibles intermediarios gque se
generarian al degradar el colorante azo en estudio y los compuestos que estuviera degradando el
lodo que seria utilizado para las pruebas.

En futuras experiencias, seria apropiado realizar pruebas adicionales a las manejadas en este
trabajo como la identificacién de las especies bacterianas mediante la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa. '

La posibilidad de usar este lodo para un proceso industrial radica en el desarrollo de un proceso
anaerobio que mantenga la estructura granular del lodo y promueva el rompimiento del enlace
azo. Adicionalmente, seria necesario un proceso aerobio que asegure la biodegradacion de las
aminas aromaticas que no fuesen degradadas por el proceso anaerobio.
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ANEXOS

ANEXO 1. DISENOS EXPERIMENTALES

L.I. Disefo experimental del Capitulo 3

Estabilidad

Para conocer la estabilidad del colorante ante las condiciones de esterilizacion, temperatura,
agitacion, pH y medios de cultivo, que se presentarian en las pruebas intermitentes {*batch”), se
realizé para cada factor una prueba por triplicado en botellas serolégicas de 160 mL con 50 mL
de medio de cultivo y 50 mg/L de colorante marino terasil. Las condiciones especificas para cada
prueba se indican en la siguiente estrategia.

Estrategia

Estabilidad ante la esterilizacion

El colorante azo marine terasil fue inyectado al medio de cultivo para ser esterilizado bajo las
condiciones que serian empleadas en las pruebas intermitentes (20 min a una presién de 15
Ib/pulg® & 103 kPa).

Estabilidad ante la temperatura de incubacion (37°C) y de almacenaje (4°C)

Se comprobé la estabilidad del colorante ante la temperatura de incubacién, inyectando el
colorante en el medio de cultivo e incubando un grupo de botellas a 37°C y otro a una baja
temperatura (4°C).

Estabilidad ante la agitacién

Para esta prueba se inyecté el colorante en las botellas y se incubaron a 37°C con una
agitacidén de 200 rpm.

Estabilidad ante la acidez y |la alcalinidad

Esta prueba se realizd con una solucién, que contenia el colorante marino terasil y se le fue
agregando lentamente acido clorhidrico o hidréxido de sodio mientras se media el pH en un
potenciometro; para cada caso se realizaron 3 cuantificaciones de la decoloracion que hubo
por acidez o alcalinidad.

La variable de respuesta fue la decoloracion y la duracion de las pruebas fue de 30 dias o en
algunos casos sélo duraron minutos.
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LII. Disefio experimental del Capitulo 4
Adsorcion del colorante marino terasil por el lodo y efecto del agua residual sintética, ARS

Esta ampliamente establecido que los lodos granulares adsorben colorantes con diferentes
grados de adsorcion, por lo que se disefié un experimento para conocer el efecto del agua
residual sintética (ARS) para alimentar el reactor tipo EGSB sobre la decoloracion del marino
terasil, aplicando la técnica desarrollada por Hitz y colaboradores (1978), pero modificada tal
como se indica en la siguiente estrategia.

Estrategia

Para este experimento se uso la técnica desarrollada por Hitz y colaboradores, pero modificada
en cuanto a la agitacién, la cual fue de 100 rpm durante 30 minutos. El medio que se utilizé fue el
ARS con un pH final de 7.13, y el indéculo fue lodo granular anaerobio intacto y lodo granular
anaerobio sometido a esterilizacion por autoclave durante 20 min a una presién de 15 ibdpulg®
Los tratamientos fueron por triplicado y se definieron basandose en sus variables como se
presenta a continuacion.

Tratamientos
1) Colorante y ARS
2) Colorante, ARS y lodo intacto
3) Colorante, ARS y lodo esterilizado
La variable de respuesta fue la décoloracién y la prueba estadistica aplicada fue la t de “student”.

Aclimatacion del lodo en un reactor tipo EGSB

Debido a que los colorante azo son compuestos xenobidticos y téxicos para los
microorganismos, éstos deben ser aclimatados a la presencia de dichas sustancias, por io que
se decidié usar un reactor tipo EGSB para Ia aclimatacién del lodo granular anaerobio.

Estrategia

Para la aclimatacién se implementé un reactor EGSB con un volumen liquido de 2.2 L y fue
inoculado con 750 mL de lodo granular anaerobio (46.36 g de SSV/L) lavado y tamizado con una
malla de 0.4 mm. El reactor fue alimentado con un agua residual sintética (ARS) con el colorante
azo como Unica fuente de nitrégeno.

Las variables de respuesta fueron las producciones de metano y acido sulfhidrico, decoloracion,
consumo de glucosa, suifato residual y aminas aromaticas.

L.II1. Disefio experimental del Capitulo 5
Esta bien establecido que las aminas aromaticas pueden ser mineralizadas en condiciones

anaerobias, por lo que se realizard una prueba con el protacole establecido por Donfon y col.
(1996), para la mineralizacion de colorantes azo.
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Estrateqia

Las pruebas de biodegradabilidad en forma intermitente (‘batch”} se realizaron con lodo
aclimatado en el reactor tipo EGSB y las condiciones de cultivo fueron las siguientes:

* Micro-reactores intermitentes o botellas serolégicas (120 mL) con 70 mL de medio de
cultivo

Colorante azo (50 mg/L) _

Glucosa como cosustrato (926 mg/L), equivalente a 930 mg DQOg/L
Suifato de sodio (relacién DQO/SQ, = 10)

Amortiguador del sistema: Fosfato dibasico de potasio

Atmosfera anaerobia (N, : CO,)

Temperatura de 34°C+1

Las variables de respuesta fueron la produccion de aminas aromaticas, decoloracién, glucosa
residual, carbono organico total, pH, alcalinidad, DQO, absorbancia de! anillo aromatico y
producciones de acido sulfhidrico y metano. La duracién del experimento fue de 56 dias.

LIV. Disefio experimental del Capitulo 6

Para conocer el efecto de la glucosa como cosustrato se prepararon pruebas intermitentes en
botellas serolégicas con 50 mg/L de marino terasil en presencia y ausencia del cosustrato;
ademas, se adicionaron 2 tratamientos con 100 y 200 mg/L del azocompuesto, para observar la
tolerancia del lodo hacia el colorante. Los detalles de la estrategia se mencionan a continuacion.

Estrategia

Se realizaron pruebas de biodegradabilidad en forma intermitente ("batch”) con el lodo
aclimatado en el reactor tipo EGSB en condiciones sulfato-reductoras, utilizando glucosa como
cosustrato y el medio reportado por Donlon y col. (1996).

Las condiciones de cuitivo fueron las siguientes:

. Micro-reactores intermitentes o botellas seroldgicas (120 mL) con 70 mL de medio de
cultivo

Colorante azo (50 mg/L)

Glucosa como cosustrato (926 mg/L), equivalente a 930 mg DQOG/L
Sulfato de sodio (relacién DQO/SO, = 10)

Amortiguador del sistema: Fosfato dibasico de potasio

Atmoésfera anaerobia (N, : CO,)

Temperatura de 34°C+1

Cada tratamiento se define con base en sus variables, de la siguiente manera:

1) 50 mg/L del colorante con cosustrato y lodo esterilizado (control abiético)
2} 50 mg/L del colorante con cosustrato

3) 50 mg/L del colorante sin cosustrato

4) 100 mg/L del colorante con cosustrato

5) 200 mg/L del colorante con cosustrato
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LV,

Las variables de respuesta fueron la decoloracion, glucosa residual, produccion de sulfuro, pH y
la produccién de acido sulfhidrico y metano. La duraciéon del experimento fue de 28 dias.

Disefo experimental del Capitulo 7

La estrategia para averiguar, tanto la existencia de una enzima azoreductasa extracelular como
el grupo bacteriano que la secretaba, incluyé la separacion de los grupos bacterianos mediante
la técnica del nimero mas probable y resiembra en los mismos medios selectivos pero con la
adicion del colorante azo marino terasil, siendo la variable de respuesta la aparicién de halos de
decoloracion producidos por la actividad azoreductasa extracelular observada en algtn grupo
bacteriano. A continuacion se detalla esta estrategia.

Estrategia

Para conocer que grupo bacteriano es el responsable de la degradacién parcial o decoloracion
del azocompuesto marino terasil, se realizd el aislamiento de los grupos bacterianos
sulfatoreductor, metanogénico acetoclastico y fermentativo mediante la técnica del nimero mas
probable usando el lodo aclimatado a dicho colorante en el reactor EGSB y botellas serologicas
(120 mL) con 50 mL de medio de cultivo liquido. Después de observar el crecimiento bacteriano,
se resembraron los grupos aislados bajo las mismas condiciones, para finalmente inocularlos en
el medio selectivo respectivo solido, pero con el colorante azo marino terasil a una concentracion
de 70 mg/L. En los medios de cultivo para los grupos bacterianos fermentativo y sulfatoreductor
fue adicionado el inhibidor especifico de la metanogénesis 2-bromoetanosulfonato (BES) a una
concentracién de 50 mM.

Cada tratamiento se define en base a sus variables de la siguiente manera:

1) Medio de cultivo sin bacterias {control de estabilidad del colorante)
2) Medio de cultivo con bacterias fermentativas aisladas

3) Medio de cultivo con bacterias sulfatoreductoras aisladas

4) Medio de cultivo con bacterias metanogénicas aisladas

El agar se afnadid durante la reduccion de los medios de cultivo, las cajas se llenaran en
presencia de mecheros, antes de vaciar el medio en las cajas petri se afiadieron 6 mL de la
solucién stock de colorante azo, para obtener una concentracién final de 50 mg/L en el medio
solido. En todos los casos, las cajas fueron colocadas en una camara anaerobia portatil a la que
se le hizo un cambio de atmésferas durante 20 min con una mezcla de N,:CO, v/v y se incubd a
35+ °C. La variable de respuesta fue la presencia de halos que indicaran la decoloracién.

ANEXO II. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO E INOCULACION PARA LAS PRUEBAS

INTERMITENTES (“BATCH”)

I1.1. Preparacion de medios anaerobios

De manera general, las bacterias presentes en el lodo anaerobio requieren condiciones
altamente reductoras. Algunas bacterias anaerobias, como las metandgenas no pueden
desarroliarse en medios con potenciales de éxido-reduccion superiores a -0.33 V (Hungate,
1969), por lo que es dificil obtener las condiciones adecuadas de cultivo para estos
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microorganismos. Es necesario tener un indicador confiable que permita saber cuando un medio
ya esta reducido. La resarzurina ha mostrado ser muy eficiente, ya que permite detectar
potenciales de reduccidn por arriba —0.042 V (Hungate, 1969).

En primer lugar, debe evitarse la exposicion ante oxigeno durante la preparacion del medio y se
recomienda adicionar un agente reductor como paso final. Debido a que el aire es la fuente
principal de oxigeno, debe excluirse de los medios de cultivo. Esto se logra por desplazamiento
de la fase gaseosa con un gas libre de oxigeno (cambio de atmoésferas), como el dioxido de
carbono, hidrégeno, nitrégeno ¢ una mezcla de estos gases. Los cultivos no requieren de
incubadoras especiales y pueden manejarse al aire libre siempre y cuando los contenedores
(tubos de Hungate y botellas serolégicas) estén perfectamente cerrados (Hungate, 1969).

Procedimiento para reducir el medio de cultive

1) A 800 mL de agua destilada se le afadieron las sales, la glucosa, el sulfato de sodio, la
resarzurina y los elementos traza para un litro de medio de cultivo, se agité muy suavemente
la solucién con una barra magnética hasta disolver todos los compuestos y se aforo a un litro.
Después, el litro de medio de cultivo se repartié en 2 matraces Erlenmeyer de 1 L, marcando
con un plumén el nivel que indicaban los 500 mlL afiadidos a cada matraz.

2) A cada matraz con 500 mL de medio de cultivo, se le afadieron 200 mL de agua y una
manguera de latex con una punta de plastico (“tip" para pipetas), la cual estaba sujeta
mediante papel aluminio, que tapaba la boca del matraz y permitia el paso de la manguera
para que se conectara a un tanque de nitrogeno. Cada matraz con el dispositivo mencionado
se calenté en una parrilla eléctrica.

3) En el momento en que el medio de cultivo empezd a hervir se abrié lentamente la llave de
paso del tanque de nitrogeno hasta obtener una corriente de N, que produjera un burbujeo
gque no expulsara el medio fuera del matraz.

4) Cuando quedaban 50 ml del exceso de agua afiadido, es decir 550 mL del medio de cultivo
en cada matraz, se retiraron los matraces de las parrillas y se dejaron enfriar manteniendo la
corriente de N, con la punta de fa manguera sumergida aproximadamente 2 cm en el medio
de cultivo en todo momento del proceso. Al enfriarse los matraces, se les agregé la cisteina y
se taparon con un tap6n de hule seflado con parafiim para ser levado a la camara anaerobia y
repartir el medio en las botellas serolégicas o tubos de ensayo para la técnica del NMP.

5) En el caso de las botellas serologicas, éstas fueron llenadas con 70 mL de medio de cuitivo y
tapadas con tapones de goma dentro de la camara con atmésfera inerte. Las botellas fueron
sacadas de la cdmara y se les colocaron sellos de aluminio. Posteriormente se realizé el
cambio de atmoésferas durante 5 min con una mezcla de gases N, 95% - CO, 5%
(aproximadamente) para, finalmente, esterilizar las botellas por autoclave.

ILIL. Inoculacion del medio para las. pruebas intermitentes (“batch”)

Después de la esterilizacion, las botellas fueron inoculadas con 3.4 g de lodo granular anaerobio
aclimatado. La cantidad de in6culo se basd en el siguiente calculo:
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Se determinaron los SSV del lodo aclimatado, dando como resultado 37.52 g SSV/L, mientras
que 5 mL de lodo pesaron 4.55 g. Para determinar esto se midié en probeta un volumen de 5 mL
de lodo (se hizo por triplicado).

455g-— 5mL
x — 1000 mL = x=9093g

37.52 g SSV/L = 809.3 g de lodo/L
Dado que se requerian 2 g SSV/L para el inéculo:

29SSV — 1000 mL
X — 70mL = x=0.14g S5V

Entonces:

g de lodo — 37.52 g SSV
X — 0.14 g S5V = x = 3.4 g de lodo

Por lo tanto:

Se deben agregar 3.4 g de lodo por cada 70 mL de medio de cultivo. Esta cantidad corresponde
a2gSSVL.

La inoculacion se hizo en una balanza analitica rapidamente, ya que el medio empieza a
oxidarse. Para esto, se pone la botella abierta en ia balanza analitica y se tara, despues se
agrega la cantidad de lodo calculada, se pone de nuevo el tapon y el sello de aluminio y se
vuelve a hacer el cambio de atmosferas, bajando la presién en la botella mediante una manguera
de latex con punta de aguja conectada a la botella y el otro extremo sumergido en un recipiente
con agua, la aguja se retiré hasta que el burbujeo dentro del agua desaparecio.

Finalmente se inyectd el colorante azo marino terasil, con base en el siguiente calculo:
» Se requiere una concentracion de 50 mg/L en 70 mL de medio de cultivo.

* 3.5 mg de colorante puro (en polvo)/70 mL de medio = 0.05 mg/mL = 30 mg/L (66.5 mg
DQOg/L).

» Se pesaron 350 mg del colorante y se disolvieron en 100 miL de agua destilada para

- inyectar 1 mL de esta solucién concentrada en cada botella con 70 mL de MB para obtener

una concentracion de 50 mg/L de marino terasil, a los tratamientos de 100 mg/L se les
afiadieron 2 mL de la solucién concentrada del colorante.

» Las botellas fueron colocadas en una agitadora a 140 rpm dentro de un cuarto caliente a
33+2°C. '
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¢ De cada tratamiento se eligieron botellas sin inocular como controles iniciales y los
controles abidticos fueron inoculados con lodo esterilizado bajo las mismas condiciones
usadas para el medio de cultivo.

ANEXO III. SOLUCIONES Y SUSTRATOS PARA LA TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE,
NMP

En plantas de tratamiento anaerobias, los microorganismos se encuentran formando consorcios que
de manera conjunta degradan la materia organica hasta metano y diéxido de carbono principalmente,
y se produce acido sulfhidrico cuando hay sulfatos en el agua a tratar. En dichos consorcios se
distinguen seis grupos troficos: Bacterias glucoliticas, bacterias acetoclasticas, bacterias acetogenas
productoras obligadas de hidrogeno (OHPA, Obligated Hydrogen Producing Acetogen) bacterias
hidrogendfilas y bacterias sulfatorreductoras. La técnica del “Numero Mas Probable” tiene el objetivo
de estimar el niumero de bacterias de cada grupo bacteriano presente en un consorcio anaerobio. Las
soluciones y sustratos que se requieren para esta técnica se presentan a continuacion.

IIL.1. Soluciones
Las soluciones para los medios de cultivo anaerobios son preparadas en condiciones aerobias con el

minimo de agitacién requerida para ia disolucion de los compuestos y se conservan en refrigeracion
a 4°C.

e Solucidon mineral 1 (Balch vy col., 1879)

K,HPO, 6.0g

Disoiver completamente con agua destilada y aforar a 1000 mL.

+ Solucion mineral 2, con sulfatos {Balch v col., 1979)

KH,PO, 60g

(NH,),S0, 6.0 g (45.4 mM)
NaCl 120g

MgSO, 7H,0 2.6 g (10.55 mM)
CaCl,2H,0 016 ¢g

CaCl; (cuando no hay el anterior) 012g

Disclver todos los reactivos en agua destilada y aforar a 1000 mL.

¢ Solucidn mineral 2, con cloruros {Modificada de Balch v col., 1979)

KH,PO, 6.09
(NH,)CI 249
NaCl - 12.0 g
MgCl,-6H,0 21g
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CaCl,2H,0 0.16 g
CaCl, (cuando no hay el anterior). 012g¢g

Disolver todos los reactivos en agua destilada y aforar a 1000 mL.

Solucidn de vitaminas (Balch y col., 1879)

Biotina 2.0mg
Acido folico 2.0 mg
Piridoxina HCL 10.0 mg
Tiamina HCL 5.0 mg
Riboflavina 50mg
Acido nicotinico 5.0mg
D.L. pantotenato de calcio 5.0 mg
Vitamina 812, 1.0 mg
Acido p-aminobenzéico 5.0 mg
Acido lipoico 5.0 mg

Disolver en agua destilada, se recomienda disolver uno por uno completamente, la solucion
normalmente tiene un color amarillo muy tenue. Aforar a 1000 mL y cubrir el frasco con papel
aluminio.

Solucidn de oligoelementos (Balch y col., 1979)

Acido nitrilotriacético 159

Disolverlo en aproximadamente 900 mL de agua destilada y ajustar cuidadosamente el pH a 6.5
con KOH antes de agregar los siguientes reactivos:

MgSQ,-7H,0 30g
MnSO,-2H,0 05¢g
NaCl 109
FeSO, 7H,0 01g
CoS0O, 01g
CoCL, (cuando no hay el anterior) 01g
CaCly2H,0 0.1g
ZnS0O, 01g
CuS0O,-5H,0 0.01g
AIK(SO,), 0.01g
H:BO; 001g
Na,MoQ,-2H,0 . 001g

Disolver todos los reactivos, ajustar muy cuidadosamente el pH a 7 y aforar a 1000 mL con agua
destilada previamente neutralizada con KOH.
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HLII. Medio para los diferentes grupos bacterianos

a)

c)

Medio para bacterias sulfatorreductoras

Solucion mineral 1 100 mL
Solucién mineral 2 con sulfatos 100 mL
Resarzurina al 0.1% 1mL
Extracto de levadura 1g
FeSO, 05¢g
Solucién de acido 1actico neutralizado 8.5 mL
Cisteina 0.25¢
Agua destitada — cuanto baste para 1000 mL
Medio para bacterias glucoliticas o consumidoras de glucosa (fermentativas)
Solucién mineral 1 50 mL
Solucién mineral 2 con sulfatos 50 mL
Solucién de oligoelementos 10 mL
Solucién de vitaminas 10 mL
Resarzurina al 0.1% 1 mL
Extracto de levadura 1¢g
Peptona de caseina 19
Bicarbonato de sodio 3g
Solucién de FeSO, - 7 H,0 (2%) 1mL
Solucién de NiCi, (5 mg/100 mL) 10 mL
Cisteina 05¢g
Agua destilada ¢. b. p. 1000 mL

Medio para bacterias metanogénicas acetoclasticas

Es el mismo medio que se describid para las bacterias glucoliticas, sdlo que se adicionan 5
g/L de acetato de sodio antes de comenzar a reducir el medio de cultive.

II1.I11. Sustratos

Los sustratos para la técnica de! niumero mas probable también son preparados en condiciones
aerobias con el minimo de agitacién requerida para la disolucion de los compuestos y se
conservan en refrigeracion a 4°C.

Procedimiento para hacer las soluciones de sustratos

1.

Reducir un volumen adecuado de agua destilada, bajo corriente de nitrégeno en un matraz
Erlenmeyer tal como se hace para reducir un medio de cultivo, se necesitan 9 mL por cada
tubo de acido orgdnico y 10 mL para cada uno de glucosa. Ademas, se deben preparar los
tubos para sustratos con los siguientes reactivos, por cada tubo etiquetado adicionar:

Acido butirico..................... 1 mL + 1 lenteja de NaOH
Acido propidnico................ 1 mL + 1 lenteja de NaOH
Glucosa.......cooceveeeeeeeeeri, 2.5 g dextrosa anhidra
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8.

9.

Tapar los tubos con tapones horadados y septos de hule, insertar dos agujas en cada septo
para favorecer el cambio de atmdésferas en el interior de cada tubo.

Cotlocar los tubos en una gradilia y meterlos a la precamara anaeraobia.

El agua reducida, se enfria y se tapa la boca del matraz con un tapén de hule adecuado.
Meter el agua y un dosificador o pipeta serolégica y propipeta a la precamara anaerobia.
Hacer el cambio de atmésferas en la precamara anaerobia y meter el material a la camara
anaerobia.

Destapar los tubos de Hungate y adicionar 9 mL de agua destilada reducida a cada tubo de
acido propidnico y acido butirico y 10 mL a cada tubo de glucosa.

Tapar de nuevo los tubos con sus tapones y septos sin las agujas, sacarlos y esterilizar en
autoclave durante 20 minutos a 103 kPa (15 Ib/pulg?).

Mantener en refrigeracion, desecharlos cuando se enturbien.

Procedimiento para hacer la solucidon reductora

Esta solucion se utiliza para reducir el medio al momento de inocular y esta hecha de Na,S.

Sulfuro de sodio (Na,S)................. aprox. 2.5g/100 mL

Los pasos a seguir para hacer al solucion reductora son los siguientes:

1.

o wnN

o

© o~

Reducir un volumen adecuado de agua destilada, bajo corriente de nitrégenc en un matraz
Erlenmeyer de capacidad adecuada.

Por cada 100 mL de agua, adicionar 1 lenteja de NaOH.

Enfriar bajo corriente de nitrogeno.

Pesar 3 g de Na,S, lavarlos con agua destilada y pesar, debe estarentre 23y 2.5 g.

Disolver el Na,S en el agua reducida y fria, retirar la corriente de nitrogeno y tapar la boca del
matraz con un tapén de hule adecuado.

Meter a la camara anaerobia la solucion, repartir 10 mL en cada tubo, los tubos de Hungate
deben estar bien limpios y etiquetados, se recomienda lavarlos con un poco de acido
clorhidrico para asegurar su limpieza.

Sacar el material y esterilizar los tubos en autoclave durante 20 minutos a 15 Ib/pulg®.
Mantener en refrigeracion.

La solucién debe ser incolora, desechar cuando se enturbie o exista coloracion.
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