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Resumen

RESUMEN

Se estudié el proceso anaerobio/aerobio integrado con el fin de mineralizar compuestos téxicos
que son dificiles de tratar por procesos anaerobios o aerobios. Se observd. que los compuestos -
t6xicos fueron biotransformados en la fase anaerobia generando productos - secundarios
facilmente degradados aerdbicamente. Las secuencias de fases anaeroblas y aeroblas se-
obtuvieron usando reactores discontinuos secuenciados (SBR). : : “

El tratamiento de compuestos nitroaromaticos y un colorante azo se estudié usando un reactor
anaerobio/aerobio discontinuo secuencial. El estudio se dividié en cuatro etapas. En la primera
ctapa, se determinaron las caracteristicas fisicas del material de soporte del biofiltro, las pérdidas
abidticas debidas al p-nitrofenol (PNF), que fue el compuesto modelo para el estudio y la
factibilidad del tratamiento anaerobio/acrobio integrado en un reactor, realizando pruebas de
biodegradabilidad para evaluar de mancra sencilla y rapida el potencial de biotransformacién y
degradacion del PNF. En la segunda etapa, se realizé la evaluacién del proceso anaerobio/aerobio
en la mineralizacion del PNF utilizando un biofiltro piloto operado en SBR. En la tercera etapa se
trato un cfluente real de la industria quimico-farmacéutica en el sistema anaerobio/aerobio y
finalmente en la cuarta etapa se evalio el proceso en el tratamiento del colorante mono azo azul
disperso 79, en un reactor SBR con biomasa suspendida.

La mineralizacién del PNF se llevé a cabo en un biofiltro empacado con tezontle. El biofiltro
operd durante 596 dias. El proceso se realizé en dos fases: en la primera fase anaerobia el PNF
fue reducido a p-aminofenol (PAF) utilizando un co-sustrato como fuente de electrones y de
cnergia y en la segunda fase oxidativa el PAF fue mineralizado a CO,, H»0, y nitrégeno
inorganico en forma de N-NH,", N-NO2 y N-NO;". Los resultados mostraron que la remocidn
global del PNF fue de 98 %% y la biotransformacién de PNF a PAF fue de 85 %. En la fase
aerobia la remocién del PAF fue de 98 %. Los tiempos de reaccién fueron de 4 h de fase
anaerobia y 3.5 h de fase aecrobia. Se alcanzé la destoxificacion del efluente con reduccién de la
toxicidad de 14.3 unidades de toxicidad a niveles no detectados en el efluente.

Para el tratamiento del efluente de la industria farmacéutica, el biofiltro operé durante 150 dias y
la biomasa se fue aclimatando al agua residual industrial incrementando la carga orginicade 1 a
7.7 kg DQO/m*-d. La remocién global de DQO, fue de 95 %. En la fase anaerobia la remocién
de DQO, en promedio fue de 70 % y en la fase aerobia de 25 % para valores de DQO, hasta de
28 400 mg/L en el efluente, con un tiempo de retencién de 24 h (18 h de fase anaerobia y 6 h de
fase aerobia). Se realizaron pruebas de toxicidad para evaluar la reduccién de la toxicidad del
cfluente y se alcanzd la reduccion de 82 % de la toxicidad del efluente industrial.

Para el tratamiento de agua residual sintética conteniendo colorante azo azul disperso 79
(AD79), por un reactor discontinuo con biomasa suspendida, la remocién global fue de 92 %. En
la etapa anaerobia la biotransformacion a aminas aromaéticas fue de 65 %. La mineralizacién de
las aminas producidas por la ruptura del enlace azo fue de 96 %. Con relacién a la reduccién de la
toxicidad, el colorante AD79 es un compuesto no toxico, que da origen a aminas aromaéticas
toxicas (14 unidades de toxicidad). Después del tratamiento anaerobio/aerobio secuenciado, la
toxicidad fue eliminada a niveles no detectados en el efluente.
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Abstract

ABSTRACT

An anaerobic/aerobic integrated process was studied with' the -~ purpose of ‘mineralize toxic
compounds that are difficult to treat by the anaerobic or aerobic processes’ alone ‘It was observed -
that the toxic compounds were partially degraded by the anaerobic process’ generatmg more
easily aerobic bxodegradable by-products. The sequences of anaeroblc and aeroblc phases were
obtained by using sequencing batch reactors (SBR). o R b

The treatment of nitroaromatic compounds and azo-dye was studied using the anaerobic/aerobic
SBR. For this, the study was divided in four stages. On the first stage, the physical characteristics
of the packing material and the abiotic removal of the p-nitrophenol (PNP), used the model
compound were determined. In this stage presumptive biodegradability test, to evaluate the
biotransformation potential and degradation of PNP, were also conducted. The second stage was
conducted in order to evaluate the degradation of PNP in the anaerobic/aerobic reactor. A real
effluent from the industry of organic synthesis, containing a high COD concentration and o-
nitroaniline was treated in the third stage. Finally, in the fourth stage, the performance of the
process with suspended biomass was evaluated to biodegrade the azo-dye disperse blue azo 79.

The mineralization of the p-nitrophenol was carried out in a biofilter packed with puzolane. The
biofilter operated during 596 days. The process was carried out in two phases: in the first phase
anacrobic PNP was reduced to p-aminophenol (PAP) using a co-substrate as source of electrons
and of energy and in the second phase aecrobic PAP was mineralized to CO;, H20, and inorganic
nitrogen in form of N-NHs*, N-NO, and N-NOj". The results showed that the efficiency of global
removal of PNP was 98 % and the biotransformation efficiency to PAP it was of 85 %. In the
aerobic phase the removal efficiency of PAP was of 98 %. The reaction times were 4 h for the
anaerobic phase and 3.5 h of aerobic one. The detoxification of the effluent was achieved,
obtaining a toxicity reduction from 14.3 toxicity units to levels not detected in the effluent.

The biofilter was operated during 150 days to treat the effluent of a pharmaceutical industry. The
biomass was accllmated to the industrial wastewater increasing, stepwise, the organic load from
1 to 7.7 kg DQO/m>d. The global removal efficiencies, as COD, were of 95 %. For the
anaerobic phase the average removal efficiency was 70 % (as COD) and 25 % for the aerobic
phase. It was possible to treat efficiently initial effluent concentrations up to 24 800 mg COD/L
with 24 h of retention time (18 h of anaerobic phase and 6 h of aerobic phase). It was obtained 82
Y% of toxicity reduction in the effluent with the anaerobic/aerobic process.

A global removal efficiency of 92 % was obtained during the treatment of a synthetic wastewater
containing the azo-dye dispersed blue 79 (DB79), by the SBR with suspended biomass. In the
anaerobic stage the azo-dye was transformed to amines and the biotransformation efficiencies
were of 65 %. The amines were mineralized in the aerobic phase with 96 % of efficiency. It was
observed that the synthetic wastewater containing DB79 was not toxic, but the water generated
during the reduction step was toxic (14 toxicity units). However, after the aerobic stage, the
toxicity was diminished to levels not detected in the effluent.

iii
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© Introduccion

lNTRODUCC]éN"*—' I

El agua es un elemento: importante para la industria.-Se: utiliza: directamente en ‘el . proceso
productivo como solvente o mezcla, o de manera indirecta en los lavados y procesos de
enfriamiento. Sin embargo, el deterioro en la calidad del agua ha aumentado debido al alto
contenido de contaminantes producidos por el hombre a través del avance industrial.

En México, de acuerdo con cifras del Programa Hidraulico 1995-2000, la demanda de agua en la
industria es de 244 m*s y se descargan 65 m’/s como agua residual. En términos de carga
organica total, la industria genera 1.6 millones de toneladas anuales. El crecimiento explosivo de
la industria durante las ultimas décadas ha generado un aumento considerable de las aguas
residuales, su complejidad y variabilidad, sobresaliendo cl scctor econémico de la manufactura,
con un total de 265 346 industrias en todo el pais. Con relacién a las sustancias quimicas la
produccion para 1996 fue de 20 346 822 toneladas. Entre las industrias que mas contaminan el
agua, se encuentran 16 giros industriales, destacando la industria quimica y petroquimica (INE,
1999).

La industria quimica de sintesis orgdnica esta integrada por diversos sectores como son las
industrias de polimeros y resinas sintéticas, plaguicidas, pinturas y quimica farmacéutica. Las
descargas dc estas industrias  tienen como caracteristica una clevada carga orginica y
sobrctodo, la elevada toxicidad de muchos de los compuestos presentes teniendo un efecto
acumulativo, bioestatico o de inhibicidén sobre los sistcmas biolégicos de tratamiento. Por la
complejidad de cste tipo de aguas residuales, resulta dificil tratarlas por procesos convencionales
acrobios o anacrobios siendo necesario buscar métodos alternativos para su tratamiento o bien la
integracion de los existentes. Actualmente existe gran interés por remover compuestos quimicos
organicos toxicos del agua residual, debido a las condiciones de calidad del agua cada vez mas
estrictas para la disposicidn del agua tratada a cuerpos receptores y sistemas de alcantarillado,
para cumplir con la Legislacion vigente.

Tradicionalmente los sistemas de tratamiento bioldgico aerobio de agua residual fueron
cmpleados como sistemas costo-efectivo confiables para la remociéon de DBO. La digestién
anaerobia es considerada una tecnologia madura para el tratamiento de aguas residuales. Su éxito
estd relacionado con los bajos costos, comparado con los sistemas de tratamientos bioldgicos
acrobios o fisico-quimicos. Su desventaja es que raramente produce un efluente de calidad
suficiente para ser descargado directamente al medio ambiente, por lo que las aguas residuales
tratadas por via anacrobia requicren un postratamiento cl cual es generalmente bioldgico de tipo
acrobio (Macaric y Guiot, 1996).

Un método costo-cfectivo para el tratamiento de los efluentes de la industria de sintesis organica
es cl proceso discontinuo secuenciado anaerobio/acrobio integrado en un biofiltro SBB
(Sequencing Batch Biofilter, por sus siglas en inglés). La determinacidn de la aplicabilidad del
proceso y la posibilidad de adaptaciéon de los microcultivos a la composicion quimica de estas
aguas residuales con alta carga organica y compuestos tdxicos inhibitorios, contribuirda al
desarrollo de tecnologia de tratamiento apropiada y a la solucidon de la problematica para el
control de la contaminacion que cf sector quimico estd causando al medio ambiente.
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Introduccion

Problemitica de la industria quimica de sintesis organica en México

Las aguas residuales de los procesos: de. sintesis.organica .contienen alta carga organica..y
compuestos téxicos que presentan efectos de bxoacumulacxon causando efectos nocivos al medio
ambiente y a la salud humana.

Los tratamientos dc aguas residuales que actualmente se estan utilizando en México “parael
tratamiento de estos cfluentes no tienen la eficiencia necesaria para cumplir con la normatividad
vigente. Generalmente el tnico tratamiento que se les da en las instalaciones de la empresa es un
tratamiento primario. Con este proceso no se alcanza la calidad del agua requerida para descargar
a los cuerpos receplores; en muchas ocasiones estas descargas en los sistemas de drenajes
pueden provocar alteraciones en los procesos de las plantas de tratamiento municipales, debido a
la alta toxicidad atn presente.

En relacién con el tratamiento de las aguas residuales industriales en México la situacién es la
siguicnte (CNA, 1999):

De un gasto total de 22 021 L/s de aguas residuales provenientes de las plantas industriales en
el pais, principalmente del tipo de lodos activados y sistemas lagunares, se tienen 1367 plantas
de tratamiento de aguas residuales en operacién. Un resumen de los tratamientos de aguas
residuales que se da en las industrias es el siguiente:

Plantas Volumen (L/s)

Tratamiento primario: 534 .- 5597
Tratamiento secundario: ' 769 15270
Tratamiento terciario: 54 . 1133
Tratamiento no especifico: 22 21

El nivel de tratamiento mas utilizado en las plantas de aguas residuales industriales es el
secundario, con 769 plantas y un gasto de operacién de 15 270 L/s. En segundo nivel esta el
tratamiento primario con 534 plantas y un volumen de tratamiento industrial de 5 597 L/s y en
tercer nivel el tratamiento terciario con 54 plantas y un volumen de agua tratada de 1 132
L/s.

Del total de las plantas de tratamiento, 475 cumplen con las condiciones particulares de descarga
fijadas por la Comisién Nacional del Agua, tratando un gasto de 7 621 L/s; 892 plantas no
cumplen con las condiciones particulares de descargas con un gasto total de 14 666 L/s, lo que
significa que del total de plantas sélo el 35 % cumplen con las condiciones particulares de
descarga para descargar a cuerpos receptores o sistemas de drenaje (CNA, 1999). En total sélo se
cumple con un tratamiento efectivo para 7 621 L/s del total de aguas industriales.

Como puede observarse los tratamicntos que actualmente se estan utilizando para el
tratamiento de efluentes industriales, no ticnen la eficiencia necesaria para cumplir con la
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normatividad vigente, por lo que es necesaria la introduccién de nuevos sistemas de tratamiento o
bien la combinacion de los existentes para producir efluentes que cumplan con los
requerimientos de la Legislacién Mexicana dentro del desarrollo sustentable.

Con reclacidén a los compuestos xenobidticos téxicos que son dificiles de degradar
anaerébicamente, pueden ser facilmente biotransformados mediante reacciones de reduccién
(Field et «l.,1995). Los productos de la biotransformacién anacrdbica resisten la mineralizacién
anacrobia, pero son bucnos sustratos para la biodegradacién aerobia, por lo que en la
mineralizacidn total de muchos contaminantes téxicos, la mejor estrategia que deberia utilizarse
cs ¢l tratamiento anaerobio/acrobio secuenciado (Zitomer y Speece, 1993). El tratamiento
biologico combinado anacrobio/acrobio es en muchos casos la tnica forma de mineralizar
compuecstos toxicos que no pueden ser completamente degradados por un sélo proceso
convencional acrobio o anaerobio, pero quec pueden ser parcialmente transformadas aerdbica o
anaerdbicamente en productos biodegradables por el tratamiento opuesto.

En este trabajo se impiementd un proceso anacrobio/aerobio integrado en un solo biofiltro
operado en forma SBR, para el tratamiento de aguas residuales industriales con alta carga
orgdnica y compuestos xcnobidticos, que presentd ventajas respecto a los tratamientos
convencionales debido a que ¢l uso de un solo reactor integrado ofrecié la reduccién de espacio,
costos y ademas un intercambio permanente de metabolitos entre los microorganismos aerobios y
anaerobios, lo que favorecidé el establecimiento de cadenas tréficas.

El compuesto modelo que se eligié fue el p-nitrofenol (PNF), que es una estructura sencilla que
ha sido estudiada tanto en ambientes anaerobios como aerobios, conociéndose la
biotransformacién anaerobia a p-aminofenol (PAF); se alcanzd la mineralizacién del PAF en
una fase aerobia en secuencia a la reduccidn anaerobia, combinando los metabolismos de
ambos microorganismos. Una vez que se tuvo el control del proceso, sec evaludé éste en el
tratamicnto del colorante mono azo azul disperso 79 (AD79) y en el tratamiento de un efluente
industrial de la industria quimico-farmacéutica de sintesis organica.

En el 4rea ambiental el PNF cs un contaminante prioritario segiin la clasificacion de la U.S.
E.P.A.. ya que presenta actividad mutagénica y carcinogénica y es ampliamente utilizado como
materia prima o intermediario en la fabricacién de explosivos, productos farmacéuticos,
plaguicidas, pigmentos, colorantes, preservadores para madera y plasticos. En México no esta
considerado dentro de las sustancias tdxicas de atencion prioritaria, pero sc utiliza como
intermediario en la fabricacion de plaguicidas que si se encuentran en csie grupo (INE, 1997), de
aqui la importancia de su estudio ya que como se menciond antes, los tratamientos anaerobios
han logrado destoxificar cl PNF a PAF en sistemas anacrobios, pero no la mincralizacién total
del PAF, decl que sec ha logrado solo parcialmentc alrededor del 22 % (Donlon er al., 1997)
proponicndo una fasc acrobia posterior para lograr la completa biodegradacion del compuesto.

Por otra parte, ¢l colorante AD79 es uno de los colorantes azo que mas aplicacién tiene en la
industria textil (Weber y Adams, 1995). El AD79 por si mismo no es 10xico, pero en ambientes
reductivos producc aminas aromadticas que se ha comprobado son carcinogénicas a los
microorganismos y al hombre de aqui ¢l gran interés en realizar estudios para su degradacion.
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Introduccion

La aplicacién de los procesos de tratamiento secuenciales es importante debido a que las
condiciones de descarga de efluentes industriales son cada mas estrictas y los procesos
combinados son una alternativa viable para degradacion de compuestos organicos especificos,
incluyendo compuestos organicos volatiles que se liberan a la ‘atmésfera, fenoles policlorados,
nitrobencenos, nitrotoluenos, colorantes azo, bifenilos clorados y plaguicidas.

El conocimiento a cerca de -la exposicién de una poblacién bacterial - expuesto a secuencias
anaerobias/acrobias en un solo reactor  para el tratamiento ‘de compuestos t6xicos es escaso 'y se
deben desarrollar mas mveslngamones para ‘conocer. los beneficios  de los procesos en
ambientes secuenciales. T T S

En el capitulo 1 de la presente mvestlgacmn se presentan los antecedentes relacionados al
proceso anacrobio/aerobio integrado y el tipo de compuestos sobre los que es factible su
aplicacion. En el capitulo 2 se presentan los objetivos: y-la: hlpote51s de la investigacion. La
metodologia de los experimentos realizados se encuentra en el capitulo 3y - finalmente en el
capitulo 4 los resultados y las conclusiones obtenidas de la investigacién. En la seccién de anexos
se presentan los resultados analiticos y técnicas de analnsns asi ‘como una lista de las
publicaciones generadas de la investigacion.
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Capitulo 1

ANTECEDENTES

1.1. BIODEGRADACION ANAEROBIA/AEROBIA

Muchos compucstos xenobidticos que son refractarios bajo condiciones acrobias, pueden ser
transformados anaerdbicamente. Los productos transformados y/o parcialmente degradados
pueden ser completamente mineralizados por microorganismos acrobios (Beunink y Rehm, 1990;
Shen er al., 1995; Macarie y Guiot, 1996). Estos hechos sugieren que los tratamientos anaerobios
y acrobios son complementarios y que la mineralizacion total de compuestos xenobidticos puede
realizarsc a través de una seric de etapas reductivas y oxidativas por procesos secuenciales
anaerobios/acrobios, en los que la digestion anaerobia es un tratamiento primario para
suministrar parcial o completamente compuestos destoxificados para el pulimento aerobio
(Zitomer y Speece, 1993).

Los procesos de tratamiento bioldégico anaerobio y aecrobio convencionales pueden ser
combinados acoplando ambientes anaerobios/aerobios secuenciales en unidades separadas o
integrados cn un reactor, para remover compuestos quimicos organicos toxicos del agua residual
ya que en muchos casos es la unica forma de mineralizar estos compuestos, para dar
cumplimiento a la normatividad ambiental cada vez mds estricta tendiente a la reduccién de
toxicidad de los cfluentes.

En un sistema anaerobio/acrobio secuencial se utilizan dos reactores: e¢l primero bajo
condiciones anaecrobias y el segundo bajo condiciones aerobias por lo que las funciones de las
bacterias anacrobias y aerobias en las unidades separadas se complementan una y otra. Este tipo
de configuracion de reactores se ha utilizado principalmente en el caso la biodegradacién de
compuestos toxicos para reducir toxicidad y en la degradacidon de colorantes azo y compuestos
nitroaromaticos, sin embargo en varios casos no existen evidencias claras de la mineralizacion
de los compuestos reducidos.

En un sistema anacrobio/acrobio integrado, se utiliza solo un reactor en el que las condiciones
anacrobias y aerobias son creadas bajo periodos de no-aireacidén y de airecacidn en los que los
microorganismos cooperan benéficamente en una sola biopelicula favoreciendo la formacion de
micro ecosistemas con mecanismos que intcgran nichos oxicos y anaerobios creando sinergismo
entre los catabolismos de reduccién y de oxidacion (Zitomer y Shrout, 1998).

La coexistencia de microorganisimos anacrobios y aerobios en ambientes dxicos y anacrobios
indican la posibilidad de supervivencia de cstos en sistemas combinados (Gerritse y Gottschal,
1992 y 1993). Bajo condiciones limitadas de oxigeno, la respiracion acrobia de los
microorganismos puede mantenerse cvitando la completa inhibicién de los anaerobios. Aun en
los procesos aerobios, el consumo dec oxigeno por las baclerias acrobias de la periferia de una
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biopelicula inmovilizada, resulta formador de un gradiente de oxigeno (Beunink y Rehm, 1990),
dejando la capa interna de la biopelicula libre de oxigeno para prevenir su toxicidad. Las
bacterias facultativas sobre la periferia crean un gradiente eclevado de oxigeno en el lodo, que
ayuda a prevenir la toxicidad del oxigeno a las bacterias metandgenas sensitivas al oxigeno
localizadas en el centro del lodo (MacLeod et al., 1990). Las bacterias anaerobias estrictas en el
lodo granular tienen la habilidad de supervivencia cuando se exponen a condiciones limitadas de
oxigeno, siempre y cuando existan bacterias facultativas para su protecciéon (Kato et a/.,1993 b;
Gerritse er al., 1990; Field er al., 1995).

1.1.1. Biodegradacién anacrobia/aerobia integrada

Recientemente se ha comenzado a explorar la biodegradacion anaerobia /aerobia integrada en un
solo reactor con el fin de mincralizar completamente compuestos toxicos recalcitrantes, mediante
el co-metabolismo de las poblaciones bacterianas anaerobias, aerobias y facultativas en una
biopelicula manteniendo baja difusion y concentracion de oxigeno con el fin de crear
micronichos anaerobios y aerobios (Tan, 2001). También ha surgido un reciente interés en
sistemas de microorganismos co-inmovilizados ya sea en perlas o en reactores con biopelicula.
Estos sistemas son altamente cficientes para conducir dos o mdas bioprocesos comensalistas
consccutivos. Un proceso comensalista anaerobio/aerobio (o andxico) se puede acoplar de
manera eficiente debido al gradiente de oxigeno. La proximidad de las dos etapas acelera el
proceso completo siendo esta una ventaja que no se puede tener en la operacion de dos unidades
separadas. La co-inmovilizacion de microorganismos anaerobios, aerobios y facultativos provee
la completa transformacidn del sustrato y maximiza las velocidades de biotransformacién debido
al acortamicnto de las vias de difusién y a la rapida eliminacion de intermediarios toxicos
(Tartakovsky er al., 1998). En otro estudio realizado por Shen et al., (1995), demostraron que un
reactor acoplado anaerobio/aerobio puede ser exilosamente operado bajo condiciones limitadas
de oxigeno siendo un ecosistema ideal de ingenieria que integra nichos éxicos y anaerobios.

De acuerdo con estudios realizados por Tan er al, (1999 b), la integracion de condiciones
anacrobias y acrobias en un biorreactor tinico es una buena estrategia para la mineralizacién de
colorantes azo mediante una biopelicula expuesta a oxigeno, siempre y cuando esté presente un
co-sustrato, ya que estimula la respiraciéon de oxigeno; los autores estudiaron el efecto del
oxigeno sobre la reduccidn del colorante sulfonado azo naranja mordante 1, utilizando frascos
con lodo granular metanogénico, medio basal, etanol o acetato como co-sustrato y colorante,
incubandolos por 24 h a 30 °C cn condiciones anaerobias, después de este periodo eliminaron los
gases producidos y aplicaron oxigeno en el mismo volumen que se eliminé y reportaron la
importancia que tiene ¢l co-sustrato ya que es metabolizado aerdbicamente por las bacterias
anacrobias facultativas que efectiian el consumo del oxigeno presente, ademas de proveer los
cquivalentes reductores a los microorganismos anaerobios para la reduccidn del colorante azo.
Sin embargo en la presencia de oxigeno no lograron la degradacion de las aminas aromaticas
debido a la carencia de una poblacidn aerobia adecuada en el lodo granular.

En trabajos realizados por Haug et «l., (1991), mostraron la mineralizacién del colorante
sulfonado azo amarillo mordante 3 con un tratamiento anaerobio/aerobio, utilizando un cultivo
mixto aerobio adaptado a la degradacién del 4cido 6-aminonaftaleno-2-sulfénico como fuente de
carbono y energia. Para las transformaciones anacrobias el cultivo mixto fue incubado a 30 °C
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durante 3 dias en tubos Hungate, adicionando glucosa como co-sustrato y el colorante. Bajo
condiciones anaerobias el colorante fue reducido a las aminas 6-amino-2-naftalensulfonato y 5-
aminosalicilato. El mismo cultivo que llevd a cabo la reduccion fue transferido a matraces que
fueron agitados aer6bicamente, llevandose a cabo la mineralizacién de las aminas formadas bajo
condiciones aerobias presentindose la formacién de compuestos obscuros que indicaron que
parte del 5-aminosalicilato fue perdido por auto-oxidacién. Este colorante también fue estudiado
por Kudlich er al.,(1996), inmovilizando la bacteria Sphingomonas sp BNG en perlas de alginato
de calcio, efectuando la incubacion bajo condiciones aerobias con el colorante y concluyeron que
las células del centro anaerobio de las perlas de alginato redujeron el colorante amarillo mordante
3 a 6-amino-2-naftalensulfonato y que éste fue oxidado a S-aminosalicilato por las células que
fueron inmovilizadas en las zonas aerobias externas de las perlas de alginato, verificando los
gradientes de oxigeno con micro electrodos. Los autores sugieren que para el desarrollo
tecnolégico del proceso se debe buscar un material mas rigido para la inmovilizacién, combinado
con la habilidad de los microorganismos para permitir un gradiente de oxigeno.

Para alcanzar la degradacién de las aminas aromaticas algunos autores han enriquecido los lodos
granulares anaerobios con cepas degradadoras de aminas aromaticas, como Peres ef al., (1998),
quienes reportaron la mineralizacién del nitrobenceno en un reactor tinico con una poblacién
mezclada proveniente de un consorcio reductivo capaz de reducir el nitroaromaético a anilina y
una cepa de Comamonas acidovorans que le confirié al consorcio una nueva habilidad
metabdlica  para mineralizar la anilina. La reaccién co-metabdlica requirié de una mezcla de
glucosa y succinato de sodio como donador de equivalentes de reduccidén. La anilina fue
mineralizada a CO; en menos de dos dias. Por otra parte Tan et al., (1999 b) investigaron la
degradacion de los colorantes azo 4-fenilazofenol y amarillo mordante 1 bajo condiciones
integradas anacrobias/aerobias formando co-cultivos con lodo granular anaerobio y cultivos
cnriquecidos con bacterias degradadoras de aminas aromaticas utilizando frascos con lodo
granular mectanogénico y sedimentos aerobios adaptados a la degradacién de aminas aromaticas,
medio basal, ctanol como co-sustrato y colorante, incubandolos por 24 h a 30 °C en condiciones
anacrobias, después de este periodo eliminaron los gases producidos y aplicaron oxigeno en el
mismo volumen que se eliminé etanol como co-sustrato. Los resultados mostraron la formacion
de las aminas aromaticas 4-aminofenol y anilina de la reduccién del 4-fenilazofenol, acido 5-
aminosalicilico y acido sulfanilico de la reduccién del amarillo mordante 10, las cuales fueron
degradadas por bacterias facultativas aerobias presentes en el lodo granular anaerobio, excepto
p-aminofenol que presentd auto-oxidacion.

En los trabajos descritos antes sc sugiere el uso de lodo granular anaerobio como soporte de la
biopelicula ya que presenta alta tolerancia al oxigeno, pero también puede utilizarse otro material
de soportc por cjemplo tezontle y poblaciones bacterianas mixtas, por que con relacién a las
poblaciones mixtas se pueden establecer procesos co-metabdlicos que permiten la degradacion de
compuestos téxicos, en relacion al soporte, las poblaciones anaerobias se desarrollaran en la
parte interna del material y en las capas externas creceran las bacterias facultativas y aerobias.

Las condiciones anaerobias/acrobias en un reactor también pueden crearse a partir de periodos de
aireacion y no-aircacidén a una frecuencia determinada, éste esquema de operacion ha sido
aplicado c¢n el tratamiento de aguas residuales municipales (Gonzalez y Wilderer, 1991;
Fernandez-Polanco y Garcia, 1994) pero se han reportado pocas aplicaciones en ¢l tratamiento de
compucstos toxicos. Tai y Shieh (1999), rcportaron la biodegradaciéon de aminobenceno, que fue
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utilizado como fuente de carbono y nitrégeno en un reactor de lecho fluidizado con volumen de
1.0 L operado en forma discontinua de modo andxico/6xico por ciclos de aireacién y no-aireacidn
de 6 h cada uno a temperatura ambiente de 22 * 2'°C, sin recirculacién. El aminobenceno fue
removido con eficiencias mayores al 91 % y aproximadamente del 53-63 % de remocién de
nitrégeno total. El balance de nitrégeno en el reactor indicé que el N-NH; fue oxidado a N-NO;
mediante nitrificacidon y también fue utilizado como fuente de nitrégeno en la sintesis celular.

En trabajos realizados por Lourengo et al., (2000), estudiaron la remocion bioldgica del color de
un cfluente textil sintético conteniendo el colorante reactivo azo violeta remazol brillante SR
utilizando un reactor discontinuo de volumen de 1.0 L opecrado en SBR con ciclos de 24 h, con
fases de rcaccion no aireadas de 13 h y fases aireadas de 8 h, utilizando como inéculo lodos
activados. La temperatura de operaciéon fue de 22-27 °C. Los principales resultados que
obtuvieron fucron un 90 % de remocion de color debida a la conversion bioldgica del colorante a
aminas aromaéticas base benceno y naftaleno durante la fase anaerobia; también encontraron que
los iones nitrato influyeron en la decoloracion del sistema, disminuyendo la eficiencia de
remocion, sugiriendo que los nitratos pueden competir con el colorante por los equivalentes
reductores formados durante la fase de no-aireacién. Durante la fase aerobia no lograron la
mineralizacion de las aminas formadas debido a la ausencia de una poblacidn aerobia capaz de
metabolizar las aminas aromaticas, como también fue observado por Tan et al., (1999 a).

1.1.2. Co-cultivos anaerobios/aerobios

El tratamiento bioldgico secuenciado de cloroaromaticos, nitroarométicos y colorantes azo en
fases separadas anaerobias y aerobias sugieren que la biodegradacion de estos contaminantes
persistentes puede ser mejorada por las actividades combinadas de distintos consorcios
microbianos. El consorcio puede estar separado en diferentes reactores o en un solo reactor. Los
anacrobios estrictos pueden existir en micronichos anaerobios localizados dentro de biopeliculas
y granulos ya quec pueden tener habilidad para sobrevivir periddicamente expuestos al oxigeno.
Cada célula dc bacterias de crecimiento acrobio es capaz de cfectuar bioconversiones tipicamente
anacrobias bajo condiciones de limitacion de oxigeno, por lo que las capacidades
biodegradativas anaerobias y aerobias pueden ser utilizadas sincronizadamente en un solo
biorrcactor (Ficld ef al., 1995). Las bacterias acrobias crean ambientes anaerobios por el consumo
de oxigeno. El oxigeno tiene baja solubilidad y lenta difusibilidad cn agua. El tratamicnto
aerobio de agua residual es originado por la fuerza convectiva del transporie de oxigeno en el
mezclado. Aln cen sistemas bien aireados cuando hay una barrera para el mezclado (biopelicula),
cl oxigeno es limitante de la velocidad ya que hay resistencia a la transferencia de masa
convectiva (Cussler, 1992), por lo que el abastecimiento de oxigeno a los niveles profundos es
limitado a los lentos procesos de difusiéon (De Beer, 1993). Basados en estas observaciones, se
espera que los micronichos anacrobios se formen a los lados de las particulas matrices localizadas
cn macro ambientes acrobios. En los biorreactores aerobios con biomasa inmovilizada, la
limitacion de oxigeno es debida a la propia biopelicula donde las concentraciones de oxigeno
disminuiran hacia cl centro y la penetracion dependera de la difusién y consumo de oxigeno. La
difusion sera mas influenciada por la concentraciéon de oxigeno en la fase liquida y el espesor de
la biopelicula, mientras que el consumo de oxigeno cs influenciado por la presencia de sustratos
realmente metabolizables. Generalmente el gradiente de oxigeno disminuye de las capas éxicas
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externas a las capas andxicas en el centro (Peters et al.,, 1987). Cuando la concentracion - de
bacterias aclivas aerobias excede de 1 g/L de biomasa de fase inmovilizada, el oxigeno
raramente penctra mas de unos pocos cientos de um debido a su rapido consumo comparado con
su lenta difusién. En los sistemas con sustrato limitado, como suelos, la velocidad de consumo
de oxigeno es mas lenta y consecuentemente puede esperarse una mas profunda penetracién de
oxigeno. Los microperfiles de oxigeno de suelos indican una penetraciéon de 3 mm (Tiedje et al.,
1984). La existencia de micronichos anacrobios en ambientes aerobios es ilustrada por el
aislamiento dc anaerobios estrictos de lodos activados aerobios. La presencia de metanégenos en
lodos acrobios se demostré cuando Methanothrix soehngenni fue enriquecido a partir de
muestras de lodos (Huser et al., 1982); Methano bacterium, Methanococcus y Methano sarcina
sc observaron en lodos activados floculentos y lodos granulares anaerobios (Wu et al., 1987).
Los lodos activados frecuentemente son utilizados como inéculo para el arranque de reactores
anaerobios para los tratamientos de aguas residuales (Noyola y Moreno, 1994). El éxito puede ser
atribuido a la presencia de bacterias metanogénicas en el lodo aerobio.

1.1.3. Tolerancia de anaerobios estrictos al oxigeno

El oxigeno es considerado como un compuesto téxico para varios metandgenos que son
anaerobios cstrictos (Rolfe er al., 1978). El oxigeno es poderosamente reactivo debido a que
reduce especies como superdxidos y peréxidos de hidrogeno quc son espontaneamente
generados como radicales téxicos potenciales a todas las células vivientes (Spain, 1995). El
efecto téxico puede dafar el DNA cromosomal, como fue sugerido para Roseburia cecicola que
es un anacrobio estricto intolerante al oxigeno (Martin y Savage, 1988). Las bacterias anaerobias
obligadas. contrariamente a las bacterias aerobias y facultativas, pueden ser definidas como
aquellos microorganismos incapaces de sintetizar una cadena respiratoria con oxigeno como
aceptor terminal dec electrones y oxidar sustratos organicos a dioxido de carbono y agua, ademas
de que viven estrictamente sin oxigeno. Por otro lado puede esperarse que todas las anaerobias
estrictas toleren oxigeno a cierta concentracion si estan presentes en un cultivo mixto junto con
bacterias facultativas que consumen el oxigeno, formando micronichos protectores (Field et al.,
1995). Las bacterias aerobias y facultativas poseen mecanismos protectores apropiados contra
los radicales oxigeno. Las principales hipotesis para los mecanismos de proteccién son la
habilidad para producir dos enzimas, la superdéxido-dismutasa (SOD) y la catalasa. La SOD es
indispensahle para todos los aerobios, a pesar de la advertencia de que algunos aerobios carecen
de cllas. La carcencia total de SOD también ha sido sugerida como la razén para la intolerancia al
oxigeno entre anacrobios estrictamente obligados (Rolfe er al., 1978). Los anaerobios obligados
difieren cn su sensitividad al oxigeno variando desde aquellos con intolerancia estricta a otros
que posecen alguna tolerancia intrinseca.

Los cultivos mixtos naturales representan un consorcio complejo de microorganismos, donde el
consumo dc oxigeno en un reactor anaerobio puede ser probable que ocurra debido a la presencia
de bacterias facultativas en los lodos anaerobios. Cuando cl oxigeno fue adicionado a
quimiostatos (Gerritse et al., 1990; Shelton y Tiedje, 1984) o frascos (Kato et al., 1993 a)
conteniendo consorcios metanogénicos naturales, el consumo de oxigeno inicié inmediatamente.
La actividad especifica inicial consumiendo oxigeno de lodo granular anaerobio recuperado de
varios reactores UASB y alimentados con ctanol en rangos de 1 a 11 g de O; g'SSV d*, indicé
una amplia actividad de las bacterias facultativas en cultives mezclados de bacterias anaerobias.
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Dcbido a los problemas de la tolerancia intrinseca que habia sido reportada para algunos
anaerobios estrictos como los metandgenos, la creacion de ambientes anaerobios por bacterias
facultativas es probablemente el factor mas importante para la protecciéon de metanégenos en
lodos anacrobios contra la exposicion a oxigeno (Kato et al., 1993 b).

1.1.4. Actividad anacrobia de procesos aerobios

La actividad anaerobia no esta restringida a bacterias estrictamente anaerobias. Los procesos
aerobios son capaces de realizar reacciones tipicamente anaerobias en ambientes reducidos
gracias a las bacterias facultativas. Debido a que los microorganismos aerobios pueden crecer
mas rapido que los microorganismos anaerobios, utilizando bacterias aerobias podria facilitarse la
implantacién de un proceso mezclado anaerobio/aerobio. Muchas bacterias aerobias facultativas
son capaces de reducir sustituyentes aromaticos electro-aceptores cuando se incuban
anaeréobicamente como anaerobios (Field er al, 1995). En un estudio realizado por Liu et
al. ,(1984), los lodos activados incubados anaerdbicamente causaron la reduccién de 2,4-
dinitrotolueno a 2-nitroso-4-nitrotolueno, 4-nitroso-2-nitrotolueno, 2-amino-4-nitrotolueno y 4-
amino-2-nitrotoluecno cuando un donador de electrones adecuado fue adicionado. Igualmente, las
células de lodos activados decoloraron varios colorantes azo bajo condiciones anaerobias
(Wuhrmann et al., 1980). En sistemas de reactores secuenciados anaerobios/acrobios para la
biodegradacion de colorantes azo, la biomasa recuperada de la etapa de post-tratamiento acrobio
del amarillo mordante 3, fue reciclada a la etapa anaerobia donde los enlaces azo fueron abiertos
reductivamente (Glaesser et al., 1992). Estos estudios muestran que la reduccion de xenobidticos
con sustituyentes electro-aceptores no estd necesariamente restringida a consorcios anaerobios
maduros.

1.1.5. Coexistencia de anacrobios y aerobios

La coexistencia de anaerobios y aerobios en co-cultivos no sélo requiere que los anaerobios estén
protegidos de la toxicidad del oxigeno, sino también deben ser capaces de competir por el
sustrato para sobrevivir periodos grandes. Los aerobios facultativos heterétrofos que utilizan
oxigeno para la respiracién, pueden obtener grandes niveles de energia del sustrato y
consecuentemente sc espera que crezcan mas riapido que las bacterias anacrobias que compiten
por el mismo sustrato (Field er al., 1995). Los microorganismos anacrobios pueden ser
mantenidos en co-cultivos anacrobios/aerobios si el abastecimiento de sustrato en términos de
DBO es mas grande que la transferencia de oxigeno en la fase liquida. Como las bacterias
acrobias o facultativas consumen adecuadamente el abastecimiento limitado de oxigeno, la
concentracion resultante de oxigeno disuclto serd muy bajo. Estudios con co-cultivos
anacrobios/aerobios revelan que los metandgenos pueden ser mantenidos en condiciones
aircadas si cl abastecimiento de oxigeno no es excesivo (Gerritse et «l., 1990; Gerritse y
Gottschal, 1993). En biopeliculas complejas, los co-cultivos anaerobios/acrobios pueden
mantenerse en ambientes sin limite de oxigeno. Un lodo anaerobio granular tolerante al oxigeno
convirtiéo de 3 a 25 % de  etanol a metano en tres dias, mientras de 23 a 2 mg/L de oxigeno
disuclto prevalecieron en el medio. El metano fue producido en condiciones donde el
abastecimicnto de oxigeno excedid al sustrato DBO. Estos hallazgos solo pueden ser explicados
por la existencia de micronichos profundos microaerofilos o anaerobios a los lados de la
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biopelicula donde el contenido de oxigeno es tan bajo que la velocidad de respiracién aerobia es
limitada debido al bajo flujo de oxigeno. El etanol y los acidos grasos volatiles tenjian mads altas
solubilidades acuosas que el oxigeno, por lo que tuvieron mas alta difusién de transporte de masa
dentro de la biopelicula que el oxigeno. Por lo que estos sustratos penetraron potencialmente la
biopelicula mas que el oxigeno y estuvieron presentes en los micronichos anaerobios a
concentraciones adecuadas (Kato ef al., 1993 b).

La existencia de zonas anaerobias en biopeliculas aerobias fue inicialmente vista como una
limitante de la velocidad en las cinéticas promedio de bioconversiones aerobias. Sin embargo,
csta desventaja puede ser ahora usada para promover la biodegradaciéon completa de compuestos
aromdticos tipicamente recalcitrantes y xenobidticos caracterizados por suslituyentes
electroaceptores. Las zonas anaerobias que se desarrollan dentro de las biopeliculas pueden ser
usados como nichos de los microorganismos que despliegan actividad anaerobia hacia la
reduccidon de estos sustituyentes xenobidticos. Concomitantemente los microorganismos en las
zonas aerobias pueden ser usados para mineralizar los productos reducidos capaces de beneficiar
el tratamiento de secuencias anaerobias/aerobias en un reactor.

Las actividades metabdlicas anacrobias y aerobias son un prerrequisito para la completa
biodegradacion de contaminantes aromaticos xenobidticos que contienen sustituyentes
electroaceptores (Field er al.,1995). Mientras los contaminantes aromaticos con sustituyentes
cloro, nitro y azo son frecuentemente recalcitrantes o problematicos para el ataque oxigenolitico
por acrobios, estos sustituyentes son facilmente reducidos por microorganismos anaerobios y por
células en reposo de microorganismos aerobios incubados anaerobiamente. De hecho los
productos reducidos son aromaticos menos clorados o aminas aromaticas resistentes a la
degradaciéon anaerobia. Sin embargo son mincralizados por bacterias bajo condiciones acrobias.
La biotecnologia ambicntal debera intentar mejorar ambos ambientes anaerobios y aerobios para
promover la mineralizaciéon de estos contaminantes xenobiéticos. Los ambientes anaerobios y
aerobios pueden ser mejorados en reactores en secuencia. Sin embargo como los micronichos
anaerobios son facilmente establecidos en biopeliculas aerobias, lo mejor de ambos ambientes
puede ser obtenido en un solo biorreactor. La naturaleza recalcitrante de aromaticos polinitro y
policloro asi como colorantes azo puede ser sobrellevada por la utilizacién de co-cultivos
anaerobios/aerobios. (Field er al., 1995; Zitomer y Spcece, 1993).
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Compuestos nitroaromdaticos

1.2. COMPUESTOS NITROAROMATICOS

Los compuestos nitroaromaticos son liberados a la biosfera casi exclusivamente de fuentes
antropogénicas. En general son contaminantes resultado de numerosas aplicaciones industriales y
agricolas (Spain, 1995). Algunos compuestos son producidos por combustidon incompleta de
combustibles fésiles y otros son usados en la produccidén de compuestos quimicos, plasticos,
farmacéuticos, colorantes, plaguicidas y explosivos (Gorontzy et al.,1993). La mayoria de los
compuestos nitroaromaticos son altamente téxicos a los microorganismos y pueden desestabilizar
¢l proceso continuo de los sistemas dc tratamiento dec aguas residuales por inhibicién (Bruhn er
al., 1987), frecuentemente son resistentes a la  biodegradacion y tienden a acumularse en cl
medio ambiente (Field et «l., 1995; Spain, 1995). Los nitroaromaticos son considerados como
uno de los mas importantes mutanégenos y carcindgenos en el ambiente (Matsushita et al., 1986).
La reaccién mas comun del grupo nitro en sistemas bioldgicos es la reduccién. La secuencia de
reacciones involucradas en la reduccién del grupo nitro a aminas produce intermediarios
altamente reactivos del tipo de grupos nitroso e hidroxilamina, que son electrofilos que pueden
interactuar con biomoléculas para causar efectos tdxicos, carcinogénicos y mutagénicos. Los
compuestos nitroaromaticos como nitrofenoles, nitrobencenos, nitrotoluenos y nitrobenzoatos
son de considerable importancia en la industria quimica y petroquimica (Marvin - Sikema y de
Bont, 1994).

1.2.1. Toxicidad de compuestos nitroaromaiticos

Los compuestos nitroaromaticos son altamente téxicos al hombre y a los mamiferos, son
facilmente reducidos por enzimas a derivados nitroso e hidroxilaminas. Estos derivados permiten
la formacioén de metahemoglobina que es incapaz de ligarse al oxigeno o a nitrosaminas que son
carcindgenas. La mayoria de nitroaromadticos son altamente téxicos a las bacterias y pueden
inhibir el crecimiento microbiano. De hecho la toxicidad y la pobre biodegradabilidad de estos
compuestos, es el principal problema para la aplicacidon de procesos de tratamiento bioldgico al
agua residual que los conticne (Field er «l., 1995). La toxicidad de los compuestos
nitroaromaticos del tipo de nitrofenoles y sus metabolitos ha sido atribuida al hecho de que
actuan como agentes desacopladores en la fosforilacion oxidativa, esto es que se interrumpe la
fosforilacion oxidativa y ¢l hidrégeno eliminado en el ciclo de los acidos tricarboxilicos queda
sin utilizar encrgéticamente. Tan solo puede utilizarse el fosfato rico en cenergia formado en la
hidrélisis de la succinil-CoA. Por lo que, cuando hay desacoplamiento, la regulacion se pierde y
la velocidad de respiracion celular contintia incrementandose hasta que las reservas intracelulares
son agotadas (Okcy y Stensel, 1998).

Donlon er al, (1995), estudiaron la toxicidad de compuestos nitroaromaticos a la actividad
metanogénica acctoclastica utilizando acetato como co-sustrato, debido a que es un pobre
donador dec clectrones que modifica al minimo al compuesto, y demostraron que estos
compuestos fueron muy toéxicos a los metanogénos con valores ICsp de 0.014 2 0.12 mM . Las
aminas aromdticas fueron menos tdxicas con valores ICso de 3.2 y 67 mM. Los compuestos
nitroaromaticos fueron en promedio 500 veces mas t6xicos que su analogo aminado, indicando
que la reduccién que ocurre en ambientes anaerobios puede ser responsable de la disminucién de
la toxicidad a los metandgenos. También relacionaron su estructura con la toxicidad a las



Compuestos nitroaromdticos

bacterias metanogénicas acetoclasticas, la cual dependié de la apolaridad del compuesto (log P)
y concluycron que los fenoles nitrosustituidos tenian una toxicidad de mas de dos érdenes de
magnitud que los clorofenoles o alquilfenoles, mostrando que la reactividad quimica de los
nitroaromaticos es muy importante y demostraron la habilidad de los consorcios anaerobios
para remover y destoxificar los grupos nitro en aminoaromaticos y la posibilidad de utilizar el
tratamicnto anacrobio scguido de un post-tratamiento aerobio para completar la mineralizacién
del compuesto.

Razo-Flores er al., (1996), reportaron la biodegradabilidad de aromaéticos nitrosustituidos en
condiciones metanégenicas con lodo no aclimatado y con lodo aclimatado a 2-nitrofenol,
observandose la reduccion del periodo de degradacidn del 2-aminofenol de 110 a menos de 5
dias respectivamente. También senalaron la  mineralizacion parcial del 4-aminofenol y la
mincralizacién del 5-aminosalicilato y del 4-aminobenzoato bajo condiciones anaerobias.

1.2.2. Quimica del grupo aromatico nitro

El grupo nitro existe como un hibrido de resonancia debido a que los atomos de oxigeno son mas
electronegativos que el atomo de nitrégeno, la polarizacion del enlace nitrégeno-hidrogeno causa
que ¢l atomo de nitrégeno tenga una carga parcial positiva y sirva como electrofilo. Sin embargo,
la mayoria de las reacciones del grupo nitro en sistemas biolégicos son de reduccion, la cual
procede por mecanismos de uno o dos clectrones (figura 1.1). El Fe (II) y otros metales y
compucstos reductores de azufre pueden servir como reductores en la reduccidn no enzimitica de
compuestos nitroaromaticos. Los grupos nitro y amino son relativamente estables pero la
secuencia de reacciones involucradas en la reduccidén del grupo nitro a amino produce
intermediarios altamente reactivos como grupos nitrosos e hidroxilaminas (Spain, 1995).

El mecanismo de un electrén para la reduccién del grupo nitro produce un radical nitro anién, que
puede ser oxidado al compuesto no reducido por el oxigeno molecular con la produccién
concomitante de superdxido. Es debido a este ciclo, que se ha llamado a las enzimas que
catalizan la reduccion de un electréon del grupo nitro como “‘enzimas sensitivas al oxigeno”
(Bryant y De Luca, 1991). Estas reacciones son catalizadas por bacterias estrictamente anaerobias
como Clostridiium spp, bacterias facultativas como Escherichia coli y Enterobacter spp, asi como
por plantas y animalcs.

La reduccion del grupo nitro por la adicidn secuencial de pares de electrones es “insensitiva al
oxigeno™ debido a que no se producen radicales. Las nitrorreductasas de este tipo convierten
grupos nitro a hidroxilaminas o aminas por la adiciéon de pares de electrones donados por
reduccién de nucledtidos piridina. La via de reaccién incluye derivados nitrosos, pero son
dificiles de detectar debido a que son muy inestables y reactivos. La alta reactividad de los
intermediarios nitroso ¢ hidroxilamina son responsables de la toxicidad y carcinogenicidad
atribuida a los compuestos nitroaromaticos (Weisburger, 1978).

La facil reduccién del grupo nitro depende de 1a naturaleza de los otros sustituyentes del anillo y
de la potencial reduccién del ambiente. Los grupos electroaceptores activan la molécula para la
reduccion del grupo nitro, mientras que los grupos electrodonadores hacen al anillo mas
susceptible al ataque electrofilico. En el caso de los nitrotoluenos, la probabilidad de reduccidn se
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incrementa y la probabilidad de ataque electrofilico disminuye cuando el numero de grupos nitro
aumenta, por lo que la reduccién de un grupo nitro del trinitrotolueno (TNT) es muy rapida bajo
una variedad de condiciones, incluyendo aquellas donde prevalecen cultivos en crecimiento de
bacterias acrobias. En contraste, la reduccion de 2-amino-4,6-dinitrotolueno (ADNT) requiere de
bajos potenciales redox; la reduccion de 2,4-diamino-G-nitrotolueno (DANT) ‘requiere un
potencial redox abajo de -200 mV (Funk ef al., 1993), debido a que las propiedades
electrodonadoras de los grupos amino incrementan la deficiencia de electrones de la molécula.
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Flgura 1. 1 Reduccmn de rupos mtro por mecamsmos de -uno o dos electrones;
e : ‘ j'(Fuente: Spam 1995)

1.2.3. Degradacion mlcroblana de compuestos nltroaromatlcos = Fhibe A

La degradacién microbiana de compuestos mtroaromatlcos homocncllcos puede ocumr pon vias
metabdlicas aerobias y anacrobias bajo los siguientes mecanismos:

Reaccidn inicial de oxigenacién produciendo nitritos Tk e i
Reduccidn inicial produciendo aminas arométicas, que despues pueden ser, metabollzadas
Eliminacién reductiva completa del grupo nitro produciendo nitritos:
Reduccion parcial del grupo nitro a hidroxilamina, la que despues-de un rearreglo es
metabolizada : ,

Reduccién del nitroaromatico al aminoaromatico correspondlente

PN

w

Los mecanismos del 1 al 4 corresponden a la degradacién aerobia vias catecol y: protocatehuato
donde las bacterias utilizan el compuesto como fuente de carbono y energia y en algunos casos
como fuente de nitrégeno. El mecanismo 5 corresponde ala degradacién anaerobia de
nitroaromaticos ( Marvin-Sikkema y de Bont, 1994).
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1.2.3.1. Remocion oxigenolitica

La remociéon oxidativa del grupo nitro del nicleo aromatico produciendo nitritos se ha
demostrado en varias bacterias y en la degradacién de varios nitroarématicos (figura 1.2). Las
enzimas responsables de remover el grupo nitro como nitrito han sido aisladas y purificadas en
una cepa de Moraxella que degrada PNF por un ataque inicial oxigenasa que libera nitritos y
acumula hidroquinona, requiriendo dos moles de NADPH para oxidar cada mol de PNF, siendo
el mecanismo de reaccion una monohidroxilacién y la enzima una flavoproteina monooxigenasa
(Spain y Gibson, 1991). La hidroquinona producida sirve como sustrato para la reaccién de
rompimicnto del anillo catalizada por iones ferrosos dependientes de dioxigenasas; el producto es
oxidado a acido malcilacético que es reducido a B-cetoadipato, requiriendo cantidades cataliticas
de NAD". La cepa de Arthrobacter sp. degrada p-nitrofenol via 4-nitrocatecol, produciéndose
1,2,4-bencenotriol por reacciones iniciales y después es oxidado a acido maleilacético. La enzima
no ha sido estudiada (Spain, 1995). Bacterias como flavobacterium sp. convierten el nitrofenol a
nitrocatecol como paso inicial del ataque y algunas Pseudomonas y Nocardia transforman el
nitrobenceno a nitrocatecol. En algunos organismos convierten el nitroaromatico a nitrocatecol
catalizadas por enzimas codificadas por el plasmido TOL. En Nocardia sp ambas rutas estan
presentes, la predominancia de alguna depende de la presencia del plasmido TOL (Delgado et al.,
1992). La remocidén oxigenolitica también sc ha observado en nitroaromaticos con dos y tres

grupos nitros.

Moraxella
[o]F] H
02 Hz20
NADPIH NADP NO 2 NADPH NADP ©
NO : : oo e con
p-Nitrofenol ’ i N 'p-ncnzoguinqnnr“s ] ) : Hidroquinon;i
02
Arthrobacter
OoH
OH Q2
NO 2 - Scinialdehido
OH Hidroximuconico
NO 2 . .
4-Nitrocatecol 1,2.4-BBencenotriol

"NAD "I NADH SINADH . NAD

0 SRR . I
B-Cetoadipat : T Malcilacetato’

O i i e

Figura 1.2. Via dc degradacién oxidativa del p-hiirbvfcn(‘)l pbr Moraxella sp y
Arthrobacter sp. (Fuente: Spain, 1995)
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1.2.3.2'.:71)7cgradaci6n de nitroaromaticos poi' reacciones iniciales de reduccién

Varios microorganismos degradan nitroaromaticos por reduccion inicial del grupo nitro a una
amina por nitrorreductasas. La reduccidn procede via grupos nitroso e hidroxilamina. El producto
aminoaromatico es después degradado en la presencia de oxigeno por anilina oxigenasas a
amoniaco y catecol, el cual es después mineralizado por reacciones de rompimiento del anillo
(figura 1.3). Esta via involucra la degradacién de nitrobenzoatos, nitrotoluenos y nitrofenoles.
Algunas bacterias no son capaces de mineralizar nitroaromaticos completamente después de la
reduccidn del grupo nitro, pero usan el amoniaco liberado como fuente de nitrégeno (Boopathy et
al., 1993),

R R
NADPH NADPH

NADP

NADP . ,
NO HNOH

NO,

NADPH

NADP e T D
NHZ T OH

Figura 1.3. V1a de remocién del grupo mtro de mlroaromatlcos por reacciones mlclales de
reduccion. (Fuente Marvm Slkkema y de Bont, 1994)

1.2.3.3. Remocién reductiva completa del grupo nitro

Esta via de degradacién (figura 1.4) es caracterizada por la completa remocién reductiva del
grupo nitro como nitritos y la formacién de un complejo hidruro de Meisenheimer indicando que
la degradaciéon empieza con un ataque nucleofilico sobre el anillo aromatico (Lenke y

Knackmuss, 1992). '

1.2.3.4. Degradacion de nitroaromaticos via reduccién parcial y reacciones de
reemplazamiento

Una cuarta via degradacion de nitroaromaticos empieza con la reduccién del grupo nitro a
hidroxilamina, y conversion de ésta a aminofenol (figura 1.5). Esta reaccién equivale al arreglo
de Bamberger. La reaccidn es catalizada por nitrorreductasas que requieren NAD(P)H como
cofactor ya que estabiliza o activa la enzima. No se tienen evidencias claras del mecanismo. Se
sugicre que la reaccién procede via arilnitreno (Groenewegen et al., 1992). Nishino y Spain
(1993 b) aislaron Pseudomonas pseudoalcaligenes que desarrolla una conversion parecida. El
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organismo’ degrado mtrobenceno a hxdroxllammobenceno, pero no lo conv1 a catecol sino a
ammof’enol Esta reaccnon medlada por enZImas es seme_]ante al rearreglo qu1 nco d Bamberger
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Figura 1.4. Via metabollca propuesta para la remocxon reduqnva completa de un grupo mtro del

(a) R ,
NAD(P)H

NAD(P)

_NH,.

Figura 1.5. Via mectabdlica propuesta para la degradacion de nitroaromaticos por (a) reduccion a
hidroxilamina y (b) reacciones de reemplazamiento o rearreglos tipo Bamberger.
(Fuente: Zeyer y Kearney, 1984)
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1.2.3.5. Degradaciéon anaerobia de compuestos nitroaromaticos

Varios microorganismos son capaces de reducir el grupo nitro de nitroarométicos pero son
incapaces de mineralizarlo (Tabla 1.1). Las nitrorreductasas de estos microorganismos parecen
tener un amplio espectro de sustratos (Marvin-Sikkema y de Bont, 1994). Bajo condiciones
anacrobias las bacterias solo pueden transformar ¢l compuesto nitroaromatico a aminoaromatico,
pero no pucden utilizarlo como fuente de carbono y nitrégeno (Spain, 1995). La reduccién del
grupo nitro ha sido en la mayor parte de los casos una reaccion fortuita de varios sistemas
enzimaticos de 6xido-reduccién, en otros casos se piensa que el nitroaromatico acttia como
aceptor final de clectrones en sustitucion del oxigeno molecular. Entre los sistemas enzimaticos
que sc han estudiado se encuentran (Blasco y Castillo, 1993):

Cloroplastos iluminados con ascorbato-diclorofenol lindofenol como reductor

H; — hidrogenasa y ferredoxina de Clostridium pasterianum 'y Veillonella alcalenses
NAD(P)H nitrorreductasas de Nocardia sp y Bacteroides fragilis

Nitrorreductasas extracelulares de bacterias anaerobias en el tracto mtestmal
Enzima sulfito reductasa de algunas especies de Desulfovibrio

Ferredoxina reducida via no enzimética

Enzima responsable de la fotorreduccion en Rhiodobacter capsulatus

Nohhwh -

Las reacciones de compuestos nitroaromaticos en sistemas anaerobios casi exclusivamente
involucran la reduccién del grupo nitro como se observé en la figura 1.5. Los avances mas
interesantcs son los descubrimicentos de que los cultivos puros de especies de Desulfovibrio y
Clostridinm proveen una nueva linea de enzimas responsables y mecanismos de reduccién del
grupo nitro cn estos sistemas (Spain, 1995). Los compuestos nitro y azo aromaticos son altamente
clectrofilicos y son facilmente metabolizados bajo condiciones anacrobias producicndo aminas
aromaticas; sin embargo los consorcios anaerobios generalmente no degradan las aminas
aromaticas (Gorontzy et al., 1993; Brown y Laboureur, 1983; Tan, 2001), pero la mayoria de
éstas son biodegradadas bajo condiciones acrobias por ejemplo la anilina (Brown y Laboureur,
1983; Gheewala y Annachhatre, 1997; O’Neill et al.,2000 a), aminas aromaticas carboxiladas
(Russ er al., 1994; Stolz et «l., 1992), aminas aromaticas cloradas (Loidl er «l, 1990) y
benceidinas (Baird er al., 1977).

Se ha reportado también que las aminas aromaticas con sustituciones carboxilo, hidroxilo y
metoxilo son potencialimente mineralizadas en consorcios metanogénicos y bajo condiciones
sulfato reductoras (Kudlich er al., 1996 y 1999; Razo-Flores 1997; Tan et al., 1999 a). Sin
embargo en prucbas realizadas con 2 y 4-aminofenol, algunas veces son mineralizadas y otras son
dejadas sin metabolizar (Battersby y Wilson, 1989; O’Connor y Young, 1996).

Cuando la complejidad de la amina aumenta por la introduccion de grupos sulfonatos, halégenos
o fenilos con estructuras ramificadas, sc reduce notablemente la capacidad degradativa de los
microorganismos aerobios o anaerobios causando problemas de inhibicidon de los sistemas de
tratamicnto, originando compuestos con mayor toxicidad que los compuestos originales, por lo
que se requicren mas estudios acerca del destino y biotransformacién de las aminas aromaticas
(Field er al., 1995; Lourengo et al., 2000).
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Tabla 1.1. Microorganismos que reducen nitroaromaticos perélﬁ'é los mineralizan.
" (Fuente: Marvin-Sikkema y de Bont, 1994)

Microorganismo

Sustrato

Referencia

Bacteroides fragilis
Clostriditm clostridiiforme
Clostridium lepturn
Clostridium paraputrificiem
Clostridium pasteurianum

Clostridium perfingrens
Clostridium sp.

Clostridium sp. Cepa W1
Desulfovibrio desulfuricans
Desulfovibrio gigas
Desulfovibrio sp. Cepa AS
Desulfovibrio sp. Cepa B

Desulfovibrio sp. Cepa GB
Desulfococcus multivorans
Desulformaculum orientis
Desulformaculum sp. GROL
Enterobacier clocae
Escherichia coli

E.coli B-3468

E. coli B/r

Haloanaerobium praevalens DSM
2228

Methanobacterium formicicum
Methanobacterium
thermoatotrophicum
Methanoculleus oldenburgensis
Methanogenium rationis
Mheranosarcina barkeri
Methanosarcina frisia
Alethanosarcina sp. Cepa KS2002
Methanospirillum hungatei
Nocardia sp. Cepa V

Pseudomonas  acidovorans ATCC
15005
Pseudomonas
179323
Pscundomonas putida ATCC 23937
Pseudomonas sp. Cepa CBS3

acruginosa  ATCC

Pseudomonas sp. Cepa FR2
Rhodobacter capsulatus E1F1
Rhodotorula glutinis
Sporohalobacter marismoruti
ATCC 35420

Veillonellu alcalenscens

1-nitropireno

1-nitropireno, 1,3 y 1,6-dinitropireno
I-nitropireno, 1,3 y 1,6-dinitropireno
1-nitropireno, 1,3 y 1,6-dinitropireno

3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina,
TNT

1-nitropireno, 1,3 y 1,6-dinitropireno
1-nitropireno, 1,3 y 1,6-dinitropireno

3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
TNT, 2,4-DNF, 2,4-DNT, 2,6-DNT

3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
4-NF

4.-NF

3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
4-Cl1-2-NF

TNT, 4-NBA, nitrofurazona, nitrofurantoina,
dinitrotolueno

Me-4-NBA

Me-4-NBA

NB, 2-NF, 3-NF, 4-NF, nitroanijlina, 2,4-DNF,
2,4-dinitroanilina

3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
3-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina

-NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4.NBA, 4-nitroanilina
-NF, 4-NF, 2 4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
NF, 4-NF, 2,4-DNF, 4-NBA, 4-nitroanilina
4-DNB

-NBA, 3-CINB

3

3

3-
3-
3.
3.
1
4

4-NBA, 3-CINB

4-NBA, 3-CINB

2-, 3-,4-CINB, 2-NBA, 3-NBA, 4-NBA, 2-NF, 3-
NF, 4-NF, 1-C1-2,4-DNB, TNT

TNT

2,4-DNF, 2-NF, 3-NF, 4-NF

2,3-DNT, 2,4-DNT, 3,4-DNT, 2,5-DNT

2-NF, 3-NF, 4-NF, NB, nitroanilina, 2,4-DNF,
2,4-dinitroanilina

TNT

Kinouchi and Ohnishi, 1983.
Rafii et al., 1991,

Rafii et al.. 1991,

Rafii et al., 1991,

Gorontzy et al., 1993;
McCormick er al, 1970.

Rafii et al., 1991.

Rafii ez al., 1991.

Gorontzy et al., 1993,

Gorontzy et al., 1993.

Gorontzy et al., 1993.

Gorontzy et al., 1993,

Boopathy e al., 1993; Boopathy
and Kulpa, 1993,

Gorontzy et al., 1993,

Gorontzy et al., 1993.

Gorontzy et al., 1993,

Gorontzy et al., 1993.

Beunink and Rem, 1990.
McCormick er al., 1976; Petersen
et al, 1979; Thijssen and
Henderson 1973,

Kitamura ez al., 1983.

Kitamura et al., 1983

Oren et al.. 1991.

1993.
1993.

Gorontzy et al.,
Gorontzy et al.,

1993.
1993.

Gorontzy et al.,
Gorontzy et al.,
Gorontzy et al., 1993,
Gorontzy et al.. 1993,
Gorontzy et al., 1993.
Goronizy et al., 1993.
Villanueva, 1964.

Schackmann and Muller, 1991,

Schackmann and Muller, 1991.

Schackmann and Muller, 1991.
Schackmann and Muller, 1991,

McCormick er al., 1976.
Blasco and Castillio, 1992.
Kozuka eral., 1978.

Oren et al., 1991.

McCormick er al., 1976
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1.2.4. Biodegradacion de nitrofenoles

Los nitrofenoles estan entre los mas importantes y versatiles compuestos organicos industriales.
Son ampliamente utilizados como materia prima o intermediarios en la fabricacion de
explosivos, farmacéuticos, plaguicidas, pigmentos, colorantes, preservadores para madera y
plasticos. Los nitrofenoles pueden ser producidos inadvertidamente por la hidrolisis de varios
plaguicidas organofosforados, como paratién o bien por fotodegradacion de plaguicidas que
contienen nitrofenol. Son resultado de los procesos naturales en la biosfera y contaminantes
comunes en varios ecosistemas en paises desarrollados (Uberoi y Bhattacharya, 1997; Blasco y
Castillo, 1992).

Entre los nitrofenoles los 2-nitrofenol (2-NP), 4-nitrofenol (4-NP) y 2,4-dinitrofenol (2,4-NP) son
considerados como contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion al Ambiente de los
Estados Unidos (U.S. E.P.A.). La produccién anual de 4-NP es de 20 millones de kg. (U.S.
E.P.A., 1980). Estos compuestos tiencn un significativo riesgo a la salud y al ambiente, ya que
presentan actividad mutagénica o carcinogénica y pueden bioacumularse en la cadena
alimenticia, debido a que actiian como agentes desacoplantes en la fosforilacion oxidativa
(Donlon er al., 1996) esto es, permiten el transporte electrénico, pero impiden la fosforilacion del
ADP a ATP, por lo que se dice que desacoplan las reacciones que producen energia de las que la
conservan (Leninger, 1978). Las concentraciones que afectan el metabolismo celular son mas
bajas de 10 uM (Schwarzenbach er al., 1988). En la tabla 1.2 se presentan las principales
caracteristicas de cstos compuestos. La toxicidad de los nitrofenoles disminuye en el orden 2,4-
dinitrofenol >4-nitrofenol, >2 y 3-nitrofenol (Haghighi et al., 1995).

La biodegradabilidad y toxicidad de los nitrofenoles a sido reportada en trabajos previos
(Haghighi et al., 1995; Uberoi y Bhattacharya, 1997; O’Connor y Young, 1996), cn estos
estudios los procesos fueron altamente modificados por reduccion debido a la inapropiada
selecccion de sustratos. La mayoria de los autores usaron medio anaerobio conteniendo sulfuros,
agentes quimicos reductores, que transforman  compuestos nitroardmaticos, por lo que las
bacterias fueron expuestas solo momentaneamente al compuesto téxico. Boophaty (1994),
sugirio que las bacterias metanogénicas mejoraron la reduccién de compuestos nitroaromaticos
en condiciones anaerobias, siendo esta reduccién la primera etapa de degradaciéon de los
compuestos nitroaromaticos, siempre y cuando estuviera presente el donador y aceptor de
clectrones adecuado.

La toxicidad de estos compuestos a los microorganismos, junto con su naturaleza recalcitrante
(Ficld et al., 1995), cs problematica para la cfectividad del tratamiento biolégico. Estos
compucstos son reducidos por consorcios microbianos en condiciones anaecrobias a aminas
aromaticas pero gencralmente no son degradados, sino que es una reaccidén que disminuye la
toxicidad mediada por ciertas enzimas y/o cofactores; (Hallas y Alexander, 1983; Johnson y
Young, 1983; Boyd er al., 1983; O’Connor y Young, 1989 y 1996; Gorontzy ef al., 1993; Razo-
Flores et al., 1996; Donlon et al., 1995 y 1996); sin embargo, esta reduccién incrementa la
susceptibilidad de la molécula aromatica para la degradacion aerobia (Dickel et a/., 1993; Brown
y Laboureur 1983).
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Tab]al2Prmmpalescaraclerlstlcas de los nitrofenoles .

Caracteristica

.| 2<nitrofenol .-

4-nitrofenol =7

:=12,4-dinitrofenol

Foérmula empirica

Peso molecular (g/mol) '
Otros nombres = = e

Clasificacidon

Propiedades fisicas

Numeros de cédigo

Usos

Limite maximo
permitido:

a) Proteccidon de la vida
acuatica dc agua dulce

b) Proteccién de la vida
acudtica de agua salada

c) Proteccion de la salud

CeHsO3N. -
139.11

1) “1ohidroxi-2-smimes oo

- nitrobenceno
2) o-nitrofenol

‘1 3) 2-nitrofcnol- -

Sustancia peligrosa -
(EPA)

Sdlido cristalino de color
ligeramente amarillento,
funde a 44-45°C, Peso
especifico=1.657 (20°C).
punto de cbullicion
214°C. Solubilidad en
agua 2100 mg/L a 20 °C,
coeficiente de particion
log.octanol/agua=1.76

CAS 888-75-5

RTECS SM210000

UN 1663

Sintesis organica y en la

claboracién de
plaguicidas

230 pg/L
4 580 pg/L

70 pg/L

YT :

CeHsO3N -
139.11

1) 4-hidrqx1;-r' ey

" nitrobenceno

‘ 2) p-nitrofenol

3) 4-nitrofenol

Sustancia peligrosa
(EPA)

Desecho peligroso
(EPA)

Sdlido cristalino de color
amarillo palido, con
ligero olor aromatico -
dulce, punto de
ebullicion de 279°C,
punto de fusion=114.9
°C, solubilidad en agua
16000 mg/L. a 25 °C;
cocficiente de particion
log.octanol/agua= 1.91

CAS 100-02-7
RTECS SM2275000
UN 1663

Sintesis de materia
colorante y otros
intermediarios y
plaguicidas

230 pg/L
4580 pg/L

70 pg/L

! C(,I'{.‘OsNz

184.11

1) 1-hidroxi-2,4-
dinitrobenceno

2) DNP

3) Aldifen

4) 2,4-DNP

Sustancia peligrosa

(EPA)

Desecho peligroso

(EPA)

Existen 6 isomeros del

dinitrofenol, el mis

importante

industrialmente es el 2,4-

dinitrofenol. Es un

explosivo, sélido,

cristalino amarillo, funde

a 114-115°C, solubilidad

en aguaa 18 °C, 5600

mg/L, coeficiente de

particion

log.octanol/agua=1.53

CAS 51-28-5

RTECS SL 280000

UN 0076

UN 1599 (Solucion)

Obtencion de colorantes,

especialmente colores de

azufre, acido picrico,

acido picramico,

conservacion de

tablones, punto de

partida del revelador

fotografico amidol

230 pg/L

4850 pg/L

70 pg/L
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" Compuestos nitroaromdticos

Se ha observado que una etapa anaerobia biotransforma los nitrofenoles (reduccién del grupo
NO; ) a aminofenoles, sin embargo el consorcio anaerobio no siempre mineraliza el denvado
amino y la mineralizacién depende del tipo de in6culo usado.

En un estudio realizado por Razo-Flores (1997), cuando usé un lodo granular no aclimatado no
observd mineralizacidon del PAF; sin embargo la aclimatacién previa del lodo ‘a 2-nitrofenol,
mineralizé el PAF. Donlon et al., (1996), reportaron la mineralizacidn parcial (22 %) del PAFen
condiciones anacrobias, usando una mezcla de icidos grasos volatiles como co-sustrato.

Uberoy y Bhattacharya (1997), reportaron que los nitrofenoles fueron mas inhibitorios a la
utilizacion de acetato que a la utilizaciéon de propionato y que la alta concentraciéon de SSV
produjo efectos téxicos menos severos en los metandgenos. Varias evidencias indican que los
metandgenos acetocldsticos son mas sensilivos a los compuestos aromaticos téxicos que los
metandgenos hidrogenotréficos. En apariencia los metandgenos son mas sensibles a la presencia
de nitroaromaticos que las bacterias sulfatorreductoras (Gorontzy et al., 1993).

Roldan er al., (1998), estudiaron la bacteria fototropica Rhodobacter capsulatus para la
destoxificaciéon de PNF y demostraron que cl proceso es facilitado por la adiciéon de sustratos
adicionales como acectato, para incrementar la masa celular y de esta manera disminuye la
proporcién de p-nitrofenol/masa celular y la relativa toxicidad del p-nitrofenol. Recientemente se
ha investigado la influencia de una fuente alterna de compuesto téxico como el fenol sobre la
actividad degradativa de cepas puras como Nocardioides sp NSP41 en cultivos en suspension y
células inmovilizadas en alginato de calcio y reportaron mejor actividad éstas ultimas
considerando que es posible su uso en el tratamiento de efluentes industriales debido a la
simultanea degradacién de fenol y PNF (Cho er al., 2000).

Se han realizado varios estudios que demuestran la biodegradabilidad de nitrofenoles ya sea por
via acrobia o anacrobia. Estos compuestos son degradados por bacterias heterotroficas y
consorcios bacterianos, a través de vias metabdlicas que incluyen procesos oxidativos y
reductivos.

1.2.4.1. Via metabdlica oxidativa

Unas cuantas bacterias aerobias del género Pseudomonas han degradado nitrofenoles en cultivos
puros, (Spain er al., 1984; Zeyer y Kearncy, 1984; Zeyer et al., 1986; Bruhn et «l.,1987;
Heitkamp er «l.,1990; Nishino y Spain, 1993 a) en este proceso el grupo nitro es liberado como
nitrito y después cl anillo aromatico es oxidado. Esta via oxidativa (figura 1.2) es catalizada por
oxigenasas, caracterizadas cn las especies de Pseudomonas (Zeyer et al., 1986). Estas bacterias
usan las siguientes estrategias para la remocién o transformacién del grupo nitro:

a) Eliminacién del grupo nitro catalizada por monooxigenasas

b) Insercién dec dos grupos hidroxilos seguida de la eliminacion. del grupo nitro: como .
nitritos, catalizada por una dioxigenasa

¢) Reduccion parcial del grupo nitro a hidroxilamina, que es el sustrato para el rearreglo o
rcaccidn hidrolitica y eliminaciéon de amonio :
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'd) Reduccién parcxal “del anillo aromatlco para formar un” complejo Melsenhelmer y
subsecuente eliminacién del grupo nitro como mtnto o

1.2.4.2. Via metabélica reductiva

La destoxificacién microbiana de nitrofenoles por reduccién del grupo nitro al‘derivado amino
correspondiente en condiciones anaerobias, ha sido extensamente estudiada a nivel fisioldgico,
(McCormick et al., 1976; Hallas y Alexander, 1983; Johnson y Young, 1983; Boyd et al., 1983;
Blasco y Castillo, 1993; Boopathy, 1994; Donlon et al., 1995; O’Connor y Young, 1996; Razo-
Flores et al., 1996; Ubecroi y Battacharya, 1997; Schenzle, 1997; Kadiyala y Spain, 1998) pero
sélo unos cuantos estudios han caracterizado las enzimas involucradas (Blasco y Castillo, 1993;
Schenzle et al., 1997); las bacterias involucradas en su metabolismo son sulfato-reductoras,
reductoras de nitratos y metanogénicas. El mecanismo propuesto para la reduccién del PNF a

PAF es ¢l siguiente:

2eH 2

OH

Figura 1.6. Via metabdlica. reducllva para la bxotransfommc:on del p- mtrofenol
(Fueme Marvm—Slkkema de’ Bont 1994) :

Las bacterias anaerobias y aeroblas que se han »réi)qrfndq cdmb degradado‘ras de nitrofenoles
son mosiradas en las tablas 1.3 y'1 4 R R -
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" Tabla 1.3." Bacterias anaerobias degradadoras de nitrofenoles.” -

Bacterias.anaerobias .. :: = |-Compuesto reducido i Referencia.

‘et al., 1976..

Velllonella alkalescens B _-|2,3,'y 4-nitrofenol
) : Lo |2,4-dinitrofenol

: H(ildiizf({eﬁb’bl'zilri”pi"dé\'ialéii.i"ds"m; 2268 2 3y4- mtrofcnol
BT A ‘ S e 2,4- dmntrofeno]

R/torlébacter capsulatus S r2 3 y 4- mtrofenol
o S 2 4- dmltrofenol

Sporohalobacter nnirismort“uif il i 2 Y 3- mtrofenol

Methanococcus S 2, G- dlmtrofenol

Ralstonia eutropha JMP 134 Ti]3- mtrofenol

Tabla 1.4. Bacterias 5érdbias'Vt'leg:'t"adadqrasﬁde :nitrofehoalés.'f i

Bacterias aerobias Compuesto reducido |~ " Referencia:
Arthrobacter sp. 4-nitrofenol Spain et al., 1984; Jain et al., 1994.
Pseudomonas putida B2 2-nitrofenol Zeyer et al., 1986.

Flavobacterium sp 4-nitrofenol Wiggins el al., 1987.

Pseudomas sp N268 2,4-dinitrofenol Bruhn,1987.

Corvnebacterium sp 4-nitrofenol Zaidi et al., 1988 ) L

Pseudomonas putida 4-nitrofenol Spain et al., 1984; Zeyer and :Keamey,
1984. )

Janthinobacterium sp 2,4-dinitrofenol Hess et al., 1990.

Pseudomonas putida js449 4-nitrofenol Nishino and Spain, 1993 a.

Actinomium 2,4-dinitrofenol Hess et al., 1990

Moraxella sp 4-nitrofenol Spain and Gibson, 1991.

Bacillus sphoericus 4-nitrofenol Kadiyala and Spain, 1998.

1.2.5. Degradacion aerobia de aminas aromaticas

En los procesos aerobios las aminas aromaticas son biodegradadas al incorporarse el oxigeno
molecular al anillo aromatico por medio de enzimas mono o dioxigenasas antes del rompimiento
del anillo y después el oxigeno sirve como aceptor final de electrones (O’Neill e al., 2000 a). El
mecanismo que sigue la mineralizacion de las aminas es primero la hidroxilacién y luego la
desaminacién oxidativa o bien la desaminacién oxidativa cs la primera etapa metabdlica seguida
de una hidroxilacion posterior, debido a que ¢l grupo amino es el centro de reaccién primario de
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los derivados aminoaromaticos. El anillo aromatico es abierto solo’ despues de' que 'e]Agrupo )
amino ha sido eliminado y reemplazado con un grupo hidroxilo.

Muchas aminas aromaticas presentan acoplamiento oxidativo (polimerizacién) en ambientes
aerobios, lo que hace dificil su biodegradacién requiriendo tiempos largos para que la poblacién
bacteriana adquiera habilidad degradativa. Los grupos hidroxilo en posicion orto al grupo
amino en ¢l anillo aromatico favorece la auto-oxidacién de estos compuestos en presencia de
oxigeno (Field er al., 1995). Sin embargo los aminofenoles son considerados compuestos
recalmente biodecgradables a pesar del efecto negativo del grupo amino sobre la velocidad de
reaccion. Este efecto negativo no puede ser atribuido solo a los efectos electrénicos, sino también
a su complcjo metabolismo. Las velocidades de degradacion que presentan los aminofenoles en
cultivos aerobios mixtos son del orden de 10 — 20 mg/L-h (Pitter y Chudoba, 1990).

1.2.5.1. Auto-oxidaciéon de aminas aromaticas

Algunas aminas aromaticas como fenilendiaminas, aminofenoles, aminonaftol y éacido
o-amino-hidroxinaftalensulfonico tienden a auto-oxidarse bajo condiciones aerobias (Haller
1978; Kudlich et al., 1999). La auto-oxidacién implica un proceso en el cual el oxigeno reacciona
con los productos aromdticos via radicales libres, resultando la formacién de oligomeros y
polimeros coloreados (Tan, 2001). Los oligomeros inicialmente formados pueden tener efectos
toxicos y mutagénicos (Field er al., 1995). El proceso de auto-oxidacidn elimina las aminas
aromaticas y los compucstos producidos son mas recalcitrantes a la degradacién bioldgica. Para
prevenir este proceso los microorganismos aerobios y anacrobios integrados en una biopelicula
junto con un co-sustrato (Zitomer y Shrout, 1998) pucden crear las condiciones éptimas para
mantener bajas concentraciones y difusidon de oxigeno, por lo que pueden crearse micronichos
anacrobios y acrobios (Costerton et al., 1994), que pueden llevar acabo la reduccién de
nitroaromaticos y la oxidacidn de las aminas aromaticas formadas, siempre y cuando existan los
donadores y aceptores de electrones adecuados, evitando de esta forma el proceso de auto-
oxidacién de las aminas formadas (Field et al., 1995).



Colorantes azo

1.3. COLORANTES AZO
1.3.1. Colorantes en el ambiente

Los colorantes azo son compuestos quimicos xenobidticos caracterizados por la presencia del
croméforo azo (-N=N-), considerados el mas grande e importante grupo de colorantes organicos
debido principalmente a su sintesis relativamente sencilla, a su versatilidad estructural, su
habilidad para enlazarse a la mayoria de fibras sintéticas y naturales y a su potencial para cubrir
completamente el espectro visible (Meyer, 1981; Seshadri y Bishop, 1994; Lourengo et al.,
2000). De la produccién mundial anual de colorantes, estimada en 1 millén de toneladas en 1994,
mas del 50 % son colorantes azo, representando la clase mas grande y versitil que se usa
actualmente, de los cuales mas de 2 000 son usados en las industrias textil, de la picl, de
plisticos, del papel, de farmacéuticos, de cosméticos y alimentos (Stolz, 2001).

Los colorantes azo se dividen en monoazo, diazo y triazo dependiendo del niimero de enlaces azo
que tenga el compuesto. El grupo azo es sustituido con grupos benceno o naftaleno, los cuales
contienen diferentes sustituyentes como grupos cloro (Cl), metilo (CHj3), nitro (NO2), amino
(NH3), hidroxilo (OH), acido sulfénico (HSO;) y carboxilo (COOH). Por su aplicacién sc
clasifican en: anidnicos (acidos y basicos), directos, reactivos, dispersos y pigmentos (figura 1.7).
Dec csta clasificacidn, los colorantes dispersos han sido los mas usados desde principios de los
70’s, atribuyéndose su crecimiento al hecho de que son los tnicos colorantes que pueden
utilizarse para cl tefiido de fibras de poliéster, acetato, nylon y acrilico (Meyer, 1981; Cruz y
Buitrén, 2000). En la categoria de colorantes dispersos la clase monoazo ha sido la de mayor
crecimiento calculandose su uso en un 70 % del total de colorantes (Weber y Adams, 1995).

LLos colorantes generalmente se liberan al ambiente por medio de dispersiones o soluciones
verdaderas en cfluentes industriales, siendo las principales fuentes la industria textil y la industria
de manufactura de colorantes y pigmentos. Para cvaluar la contaminacién ambiental por
colorantes se deben considerar varios factores (Meyer, 1981), entre los que destacan:

Las cantidades descargadas
La toxicidad a los peces
La toxicidad a los microorganismos en la naturaleza y en las plantas de tratamiento ‘de
aguas residuales
e La acumulacién en la naturaleza y en la cadena alimenticia

ILa industria textil consume aproximadamente dos tercios de la produccidn total de colorantes,
que son usados para cl proceso de tefiido de textiles y se estima que la cantidad de colorante
perdido que no sec fija a las fibras, depende de la clase de colorante usado, variando del 2 %
cuando se usan colorantes basicos al 50 % cuando se usan colorantes reactivos (O’Neill e al.,
2000 a). Estas cantidades perdidas de colorante son descargados en las aguas residuales de los
sistemas de tratamiento o al ambiente en forma de dispersion o solucién verdadera en efluentes
industriales (Chudgar, 1985; Stolz, 2001).

El estado del arle para el tratamiento de aguas residuales conteniendo colorantes son técnicas
fisico-quimicas como adsorcidn, precipitacion, oxidacion quimica, fotodegradacion, filtracién por
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membrana, concentracién e incineracion, qué tienen serias ‘restricciones: como  meétodos
econdmicamente factibles para la decoloracion-de aguas residuales textiles, debido a elevados
costos, formacién de productos peligrosos o-altos requerimientos de energia, lo que ha' ‘generado
un creciente interés en el uso de sistemas biolégicos para el tratamiento de este tipo de aguas
residuales (Meyer 1981; Stolz, 2001). - :

[ TESIS CON
FALLA [ OQIGEN

: Colorante pigmento para varios susiratos

Figura 1.7. Clasificacién de cok‘léfz’mwles azo bor" su a"i)liﬂéaéiyo'n. (Fuénle: Meyer, 1981)
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1.3.2. Toxicidad de los colorantes azo

La toxicidad de colorantes azo empezé a ser investigada debido a su uso en alimentos. La
carcinogénicidad de derivados del aminobenceno llego a ser de interés primordial iniciando una
considerable actividad de investigacidon. En estudios realizados por la ADMI (American Dye
Manufacturers Institute) y la ETAD (Ecological and Toxicological Association of the Dyestuffs
Manufacturing Industry), revelaron que los colorantes y pigmentos no son considerados
compuestos quimicos peligrosos con excepcion de los colorantes de la bencidina y ciertos
colorantes catiénicos del tipo de trimetilmetano (Meyer, 1981).

La toxicidad a los microorganismos fuc cstudiada analizando sus efectos sobre digestores
anacrobios, lodos aireados y sobre la oxidacién de materia organica en una corriente (a baja
concentracién de microorganismos). Los efectos inhibitorios sobre la actividad y crecimiento de
microorganismos fue encontrada en particular, con altas concentraciones de colorante, con
algunas especies catidnicas (trifenilmetanos) atin a bajas concentraciones.

Otro aspccto importante es la acumulacion de colorantes y pigmentos y su destino final que no
esta muy bien definido. En trabajos realizados en la industria textil revelaron que el destino
depende de la estructura del colorante y de mecanismos de adsorcion no controlados (Meyer,
1981). Auln a muy bajas concentraciones, los colorantes azo solubles pueden causar problemas
de color en las descargas. Aunado a los efectos estéticos negativos cicrtos colorantes azo y sus
productos de transformacién han mostrado ser téxicos y en algunos casos estos compuestos son
carcindgenos y mutagénicos por lo que su emisidn debe cvitarse (Tan, 2001).

Los colorantes normalmente no son citotéxicos, mutagénicos o carcinégenos, pero las aminas
formadas durante la digestién anaerobia pueden tener estas caracteristicas (Harmer y Bishop,
1992).

En Alemania en 1996, se prohibieron 200 de 2000 colorantes azo que representaban un riesgo a
la salud, ya que producian aminas aromaticas téxicas que se ha comprobado son carcinogénicas
a humanos y animales. Las aminas aromaticas producidas fueron del tipo de la bencidina, 3,3~
dinitrobencidina, p-aminoazobenzol, o-tolidina, y diclorobencidina, que son producto de la
reduccidén anaerobia de colorantes (Wennemer, 1996).

1.3.3. Biodegradacion de colorantes azo

Los colorantes azo generalmente se consideran compuestos xenobidticos muy recalcitrantes a los
procesos biodegradativos. Sin embargo en los ultimos afios se ha demostrado que varios
microorganismos son capaces, bajo ciertas condiciones ambientales, de transformar colorantes
azo a productos no colorcados y en algunos casos mineralizarlos completamente (Stolz, 2001).
La degradacion de colorantes azo puede ocurrir en sistemas aerobios y anaerobios. En la
degradacidon microbial de colorantes azo, el proceso inicial es su decoloracién. El enlace azo
altamente electrofilico debe ser abierto para que la decoloracidn tome lugar (Rajaguru et al.,
2000) resultando la formacién de aminas aromaticas como productos finales, que después son
degradados por microorganismos aerobios (Kulla, 1981; Dickel et al., 1993).
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Bajo condiciones aerobias ni los lodos activados  (Shaul et al., 1991) ni los aislamientos
bacteriales aerobios fueron capaces de degradar colorantes azo (Wuhrmann er al., 1980). Se han
investigado vias degradativas para algunos colorantes modelo que han mostrado una real
mineralizacién a CO;. Se han descrito procesos reductivos para algunas bacterias acrobias que
pueden crecer con compuestos azo. Los microorganismos especificamente adaptados sintetizan
azorreductasas que reductivamente rompen el grupo azo en presencia de oxigeno molecular. La
reaccidn de reduccidén ¢s mas comun originando ¢l rompimiento del enlace azo en condiciones
anaerobias. Estas reacciones usualmente ocurren con actividades especificas bajas pero son
extremadamente inespecificas respecto a los organismos involucrados y a los colorantes azo
transformados. En estos procesos anaerobios inespecificos se involucran mediadores redox de
bajo peso molecular (por cjemplo flavinas y quinonas) que son enzimaticamente reducidas por las
células (o quimicamente reducidos por reductores cn el ambiente). Estos compuestos mediadores
reducen el enlacc azo mediante una reaccién puramente quimica. Las aminas que se forman en el
curso de estas reacciones pueden ser degradadas aerébicamente, por lo que se han realizado
varios procesos anaerobios/aerobios continuos a escala laboratorio para el tratamiento de aguas
residuales conteniendo colorantes azo (McMullan et al., 2001).

1.3.4. Vias de degradacion
1.3.4.1. Vias metabdlicas aerobias

Los colorantes azo son resistentes a la biodegradacién aerobia en plantas de tratamiento
convencionales (Pagga y Brown 1986; Shaul ef a/., 1991). La recalcitrancia de los colorantes azo
a los procesos bioldgicos degradativos originan una severa contaminacion de rios y agua
subterrianca en las 4dreas con alta concentracion de industrias de colorantes (Stolz, 2001).

La decoloracion y degradacidon bacterial de colorantes textiles ha sido manifestada por algunas
cepas particularmente del tipo de especies de Streptomyces y bacterias gram negativas como
Sphingomonas clilorophenolicus que producen peroxidasas (McMullan et al., 2001). La
oxidacion de colorantes azo por Streptomyces chromofuscus All involucra una peroxidasa
extracelular con cspecificidad limitada al sustrato que produce cantidades insignificantes de
"CO, a partir de un colorante azo de relevancia industrial marcado con '*C (Paszcynski et al.,
1992); la via de degradacién y decoloracidn fue propuesta por Goszczynski et al., (1994), donde
las peroxidasas convierlen ¢l colorante azo a un radical catiéon susceptible a un ataque
nucleofilico de agua o peréxido de hidrégeno. Lo que origina el rompimiento del enlace azo
simétrica y asimétricamente para producir intermediarios que subsecuentemente sufren varias
rcacciones redox antes de producir intermediarios mas estables (figura 1.8).

Con excepcion de los actinomicetes, el aislamiento de bacterias aerobias capaces de decolorar y
degradar colorantes principalmente del tipo de colorantes azo sulfonados es dificil. En trabajos
realizados por Zimmermann er al., (1984), con analogos carboxilados de compuestos azo
sulfonados quec fueron utilizados aerébicamente como fuente de carbono y energia por bacterias
pre-adaptadas. Las azorreductasas insensitivas al oxigeno, naranja 1 azorreductasa [NAD(P)H:
1-(4’-sulfofenilazo)-4-naftol oxidorreductasa] y naranja II azorreductasa [NAD(P)H:1-(4’-
sulfofenilazo)-2-naftol oxidorreductasa], fueron purificadas y caracterizadas de una cepa de
Pseudomonas K24.
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Figura 1.8. Via metabdlica propuesta para la degrédaéiéﬁ catalizada por peroxidasas de
colorantes sulfonados azo. (Fuente: Goszczynsky et al., 1994)

Estas enzimas han sido clasificadas como la misma enzima conocida como azobencenrreductasa
EC 1.6.6.7 (Zimmermann er al., 1984). La habilidad de bacterias para metabolizar otra clase de
colorante ha sido de interés pcro con poco éxito. Recientemente Sarnaik y Kanekar (1999)
describieron la mineralizacidn aerobia de los colorantes trimetilmetano y metilvioleta por una
cepa de Pseudomonas mendocina MCM B-402. El metil violeta fue usado como tnica fuente de
TF Qi NN
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carbono y energia. En estudios preliminares mostraron quc P. mendocina degradd el colorante via
metabolitos no identificados, a fenol via ac. B-cetoadipico.

La utilizacién de cultivos mixtos para la degradacién aerobia de colorantes azo (acidos y
basicos) ha sido reportada por varios autores (Jiang y Bishop 1994; Coughlin er al., 1997).
Quezada er al., (2000), estudiaron los colorantes Acido Rojo 151 y un efluente industrial
conteniendo una mezcla de colorantes Azul Bdsico 41, Rojo Béasico 46 y 16, y Amarillo Basico
28 y 19 en un biofiltro aerobio operado en SBR y demostraron que el uso de sistemas periédicos
es una buena alternativa para aclimatar microorganismos para tratar aguas residuales de origen
textil, alcanzando la mineralizacion del colorante aunque con bajas velocidades de degradacién.

1.3.4.2. Vias metabélicas anaerobias

Bajo condiciones anaerobias se han reportado varias bacterias que realmente decoloran colorantes
azo. La ctapa inicial de la degradacidon anacrobia dec colorantes azo se efectiia con el
rompimiento reductivo del enlace azo, lo que origina la decoloracién y la produccién de aminas
aromaticas incoloras potencialmente toxicas, mutagénicas y carcindgenas. La reduccion es
catalizada por enzimas citoplasmaticas solubles con baja especificidad de sustrato llamadas
azorreductasas. Las enzimas facilitan la transferencia de electrones via flavinas solubles al
colorante azo, que después es reducido. El papel de estas enzimas no es bien conocido
(McMullan ez al., 2001).

El rompimiento reductivo del enlace azo sigue la reaccion (Wuhrmann et al., 1980):
(Ri-N=N-R2)+4e+4H" —»  R;-NH; + R;-NH»

Donde Ry y R2 son grupos fenilo y naftol. Los productos de la degradacién pueden ser después
degradados bajo condiciones aerobias. En un estudio realizado por Meyer (1981), estudié 14
compuestos azo y mostré que el modelo mostrado en la figura 1.9 corresponde al rompimiento
reductivo del enlace azo, separando e identificando por cromatografia las aminas producidas del
rompimiento reductivo del enlace azo. El autor no observé la descomposicion posterior de las
aminas formadas bajo condiciones anaerobias, pero sugicre que para un tratamiento efectivo del
agua residual, el oxigeno puede ser introducido después de esta etapa en un proceso de dos
ctapas, ya quc los compuestos aromaticos pucden ser degradados bajo condiciones aerobias via
hidroxilacién y apertura del anillo.
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Figura 1.9. Sistema modelo para la degradacién anaerobia de colorantes azo.
) i (Fuente: Meyer, 1981)

La reduccién anaerobia de colorantes azo es relativamente facil de alcanzar pero su
mineralizacion es dificil. Donlon et a/., (1997), reportaron la mineralizacion parcial del colorante
azo Naranja Mordante 1 por lodo granular metanogénico en un reactor UASB continuo,
obteniendo la mineralizacién de sélo un compuesto producto del rompimiento del enlace azo, €l
acido 5—aminosalicilico, mientras el otro producto (1,4-fenilendiamina ) se acumulé en el reactor.

Con relacion a los microorganismos que son capaces de reducir compuestos azo bajo condiciones
anaerobias, se encuentran bacterias anacrobias del tipo de Bacteroides sp, Eubacterium sp y
Clostridium sp; bacterias anacrobias facultativas como Proteus vulgaris, Streptococcus fuecalis
y bacterias aerobias como Bacillus sp y Sphingomonas sp (Stolz, 2001).

La fisiologia de las posibles reacciones que resultan del rompimiento reductivo de compuestos
azo bajo condiciones anacrobias difiere significativamente de la presencia de oxigeno, debido a
que varios compuestos redox activos (por ejemplo flavinas reducidas o hidroquinonas)
reaccionan rapidamente con cl oxigeno o con los colorantes azo. Las reacciones espontaneas de
estos transportadores de electrones o compuestos mediadores con los colorantes azo permite
procesos de reduccidén muy inespecificos, que son gobernados principalmente por potenciales
redox de los mediadores redox y los compuestos azo. La habilidad de flavin reductasas para
actuar in vitro como azo reductasas fue demostrado por Russ et a/., (2000), en experimentos
usando una flavin-reductasa recombinante con diferentes antecedentes genéticos. Otros
compuestos mediadores redox como benzil violégeno o quinonas en compuestos estrictamente
anacrobios, incrementaron significativamente la  velocidad de reduccion de colorantes azo
(Brown, 1981). Los cxtractos de células mostraron generalmente mas altas velocidades para la
reduccion de colorantes azo que los cultivos de células en reposo (Wuhrmann ef al., 1980).

Un modelo diferente para la reduccidn inespecifica de colorantes azo por bacterias, no requiere ¢l

transporte de colorante azo o flavinas reducidas a través de la membrana celular como se sugirio
para Sphingomonas xenophaga BNG, donde la reduccién fue significativamente incrementada
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después de la adicion de diferentes quinonas como antraquinona-2-sulfonato o 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona, sciialando que en este sistema las quinonas actuaron como mediadores redox, las
cuales fueron enzimaticamente reducidas por las células de la bacteria y la hidroquinona formada
redujo cl colorante azo en el sobrenadante del cultivo en una reaccidon puramente quimica (figura
1.10).
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Figura 1.10. Mecanismo propuesto para la reduccién de cdldraméstazro depéndienle de
mediadores redox por la cepa BNG. (Fuente: Keck ef al.; 1997)

Bajo condiciones anaerobias muchas bacterias han mostrado reducir colorantes azo a la amina
correspondiente, la degradacién de estos intermediarios es realmente lograda bajo condiciones
aerobias, pero los productos de esta reduccidn son generalmente recalcitrantes bajo condiciones
anaerobias, por lo que los sistemas de tratamiento secuenciados anaerobios/aerobios para la
degradacidén total de colorantes azo parece ser una atractiva y ldégica seleccidn (Seshadri y
Bishop, 1994).

El papel de las azorreductasas bacteriales citoplasmaticas y extracelulares en la reduccién de
colorantes azo ha sido recientemente clasificada por Keck et al., (1997), Kudlich et al., (1997) y
Russ er al., (2000). Sus trabajos sc enfocaron sobre la bacteria gram-negativa Sphingomonas sp
BNG, la cual después de andlisis moleculares representa una nueva especie llamada
Sphingomonas xenophaga por su habilidad para degradar compuestos xenobidticos. Se ha
demostrado que existe un mecanismo extracelular de reduccién de colorante, en adicién a las
enzimas citoplasmaticas no especificas que funcionan como azorreductasas por transferencia de
clectrones via grupos flavin reducidos a la molécula de colorante, semejandose a una reaccion
puramente quimica. Keck er al., (1997), demostraron que cicrtos compuestos base quinona
generados durante el metabolismo de sustratos especificos actiian como mediadores liberando
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cquivalentes redox a las moléculas de colorantes azo desde la membrana celular (figura 1.10).
Para investigar si las enzimas citoplasmaticas juegan un papel en la decoloracién de colorantes
en vivo, una flavinrreductasa [NAD(P)H:flavin oxidorreductasa] fue clonada y sobreexpresada en
E. Coli y S. xenofuga (Russ et al., 2000) demostrando una clevada actividad azorreductasa; sin
embargo en estudios celulares estas cepas demostraron poca mejoria en su capacidad decolorante.
Estos hechos demuestran que la actividad azo reductasa previamente descrita en la literatura, no
tenia un significativo papel en la decoloracién en vivo. Finalmente Russ et al., (2000), también
probaron que las azorreductasas acrobias tiencn una elevada actividad flavinrreductasa.

1.3.5. Biodegradacion anacrobia/aerobia de colorantes azo

Los colorantes azo son compuestos organicos dificiles de biodegradar por su alta estabilidad a 1a
luz y al ataque microbiano, por lo que en la mayoria de los casos es necesario aplicar un proceso
acoplado anaerobio/aerobio para alcanzar su mineralizacién. Los tratamientos anaerobio/acrobio
en sccuencia en reactores separados se han utilizado en la biodegradacion de colorantes azo y en
las aguas residuales de la industria textil por varios investigadores (Brown y Hamburger, 1987;
Fitzgerald y Bishop, 1995; Zaoyan er al., 1992; Seshadri y Bishop, 1994; Kudlich et al., 1996;
Rajaguru er al., 2000; O’Neill et al.,, 2000 a y b; Cruz y Buitrén, 2000). La decoloracién
anaerobia es relativamente facil de lograr por microorganismos con enzimas no especificas. La
primera ctapa de la degradaciéon es un fisién reductiva del enlace azo. Bajo condiciones
anaerobias ninguna degradacién posterior fue observada (Zaoyan er al., 1992). Bajo condiciones
acrobias es bien sabido que los compuecstos aromaticos simples pueden ser degradados via
hidroxilacién y apertura del anillo por lo que es una ventaja que el colorante sea tratado bajo
condiciones anaerobias como primera etapa para la decoloracion del rompimiento reductivo del
enlace azo. La segunda ctapa debe ser hecha en condiciones aerobias para la posterior
descomposicion de las aminas aromaticas toxicas y carcindgenas. En la figura 1.11 se muestra un
sistema modclo para cl tratamiento anaerobio/aerobio de colorantes en aguas residuales. En la
etapa anaecrobia algunos complejos orginicos solubles e insolubles en el agua residual con
colorante pucden ser reducidos a compuestos organicos simples solubles. Los productos (inales
oxidados son primero dcidos grasos volatiles de cadena corta que son degradados en la siguiente
etapa aerobia. Otro factor importante para tratar agua residual colorante conteniendo materia
pobremente degradable es una baja carga de DQO y/o un largo tiempo de retencién de solidos
bioldgicos (Zaoyan er al., 1992),

Debido a que ciertas aminas aromaticas y aminoaromaticos sulfonados son degradados
aerobicamente, sec ha sugerido repetidamente la combinaciéon del rompimiento reductivo
anacrobio de los colorantes azo con el tratamiento aerobio para degradar las aminas formadas.
La factibilidad dec esta estrategia fue demostrada por Haug et al., (1991), para el colorante
sulfonado amarillo mordante 3.

Los tratamicentos anaerobios/aerobios pueden ser realizados de forma integrada o secuencial. Los
procesos integrados pueden combinar las ctapas anaerobias y aerobias en el mismo tanque de
rcaccién y los secuenciales en un sistema continuo en tanques separados. El tratamiento integrado
utiliza zonas anaerobias formadas dentro de cultivos basicamente aerobios como se ha observado
cn biopeliculas, lodo granular o biomasa inmovilizada en otras matrices (Field er al., 1995; Jiang
y Bishop, 1994; Zhang et al., 1995; Kudlich er al., 1996).
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Flgura 1.11. Slstema modelo para la degradacnon anaerobla/aerobla de colorantes mono azo.
: (Fuenle Zaoyan et al., . 1992)

En los sistemas de tratamiento secuenciales o integrados se requieren sustratos adicionales que
abastecen a las bacterias de una fuente de equivalentes de reduccién para el rompimiento del
enlace azo y como fuente de carbono y energia (Tan, 2001). Aunque ciertos colorantes azo
pueden ser mineralizados por tratamientos anaerobios/aerobios, también esta estrategia tiene
serios problemas, como el hecho de que varias aminas formadas durante la reduccion de los
colorantes azo, frecuentemente del tipo  o-aminohidroxinaftaleno, son inestables bajo
condiciones aerobias y sufren reacciones de auto-oxidacién (1.2.5.1). Kudlich et al., (1999),
realizaron un estudio acerca de cstas reacciones de auto-oxidacion indicando que el destino de
diferentes o-aminohidroxinaflalenos varia dependiendo del grado de sulfonacién de dimeros, de
derivados de acido cinamico desulfonado o iminas naftoquinonas formadas como principales
productos de reaccion, sugiriendo continuar con estos trabajos para analizar si la degradacion
biologica dc estos o-aminohidroxinafialenos puede competir con estas reacciones de auto-
oxidacién y si cstos productos son accesibles para la mineralizacidn biologica.

Durante los ultimos afios sc han propuesto diferentes disefios de reactores para obtener un
tratamiento anacrobio/acrobio efectivo de colorantes azo: un contactor rotatorio anaerobio y otro
acrobio (Zaoyan er al., 1992), un reactor anaerobio de lecho fluidizado y pelicula fija seguido por
un reactor acrobio de lodos activados y lecho suspendido (Fitzgerald y Bishop, 1995; Seshadri y
Bishop, 1994); una combinacion de reactores de tambor rotatorio (Harmer y Bishop, 1992); una
columna anaerobia de lecho fijo y flujo ascendente junto con un tanque aerobio agitado (O’ Neill
et al., 2000 a, b; Rajaguru et al., 2000); un biofiltro anaerobio seguido de otro biofiltro aerobio,
(Cruz y Buitrén, 2001). Es dificil comparar las eficiencias de estos sistemas de tratamiento
debido a que sc usaron diferentes condiciones y colorantes, la presencia de fuentes de carbono
adicionales y las dificultades en el andlisis de reacciones biolégicas o espontaneas de las aminas
formadas durante las reacciones anaerobias. En general se puede concluir que en los sistemas
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continuos anaerobios/aerobios alimentados con mezclas de sustratos con un alto contenido de
DQO y baja concentraciéon de colorante, se puede alcanzar una decoloraciéon completa del
colorante y una significativa remocién de DQO en la etapa anaerobia. En la siguiente etapa
aerobia, la DQO remanente de los sustratos secundarios puede ser mineralizada. Hay varios
ejemplos que demuestran la remocion de 70 a 95% de DQO en ¢l proceso anaerobio/aerobio: el
tratamiento del colorante Rojo Reactivo 141 (Procién Red H-E7B) en un efluente textil sintético
conteniendo almidén modificado (O’Neill er al., 2000 b); en el tratamiento a cscala laboratorio
de agua residual de una féabrica de colorantes (Zaoyan et al., 1992). Dcbido a que las
concentraciones de colorante fueron mucho mas bajas que los sustratos secundarios, el destino
de las aminas formadas (cspecialmente si son auto-oxidables) en el tratamiento acrobio no es
claro y se han publicado algunos resultados contradictorios, como en ¢l tratamiento del colorante
reactivo Violcta 5 realizado en un sistema de tres reactores de discos rotatorios donde no se
indica si se llevé a cabo la mineralizacion de las aminas en la ctapa aerobia (Harmer y Bishop,
1992). En contraste O’Neill er /., (2000 a) analizaron por medio de HPLC-UV, la remocién de
color, la remocién de DQO, mediciones de nitrégeno como nitrégeno organico total y los
compuestos nitrogenados formados en la etapa anaerobia del tratamiento del colorante Rojo
Reactivo 141; los autores determinaron que el colorante no se adsorbié a la biomasa sino que fue
degradado anaerdbicamente a aminas, que fueron removidas aerdbicamente por medio de un
tratamicnto de lodos activados, sugiriendo que en la fase aerobia hubo una disminucidén en la
concentracién de los metabolitos que contenian nitrégeno, dando lugar la mineralizacién del
nitrégeno organico. Comprobaron que los derivados aminoaromaticos se formaron durante el
tratamicnto anaerobio y que la degradacion de éstos sucedid en el tratamiento aerobio. Estos
alentadores resultados obtenidos en experimentos de laboratorio demostraron que la degradacién
anacrobia de colorantes azo origina productos que son significativamente mas disponibles para
un proceso aerobio posterior.

1.3.6. Colorante azo azul disperso 79

Entre la familia de colorantes dispersos es de particular interés el destino del colorante azul
disperso 79 (AD79) (figura 1.12), el cual es uno de los usados en mas grandes volimenes cn el
mercado. El rompimiento reductivo del enlace azo del AD79 resulta en la formacién de 2-bromo-
4,6-dinitroanilina (BDNA), que se ha mostrado que es tdxica y mutagénica, y el N,N-
disustituido 1.4-diaminobenceno. Weber y Adams (1995), estudiaron la reduccién quimica y
anodxica en sedimentos del colorante AD79 y la BDNA, comprobando la reduccién del AD79
trunsformandose a BDNA y determinando las vias de reaccidén para la reduccién quimica y
mediada por sedimentos (anéxica), las que resultaron similares indicando lo que puede suceder
en sistemas ambientales.
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Figura 1.12. Estructura del colorante azo azul disperso 79.
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1.3.6.1:~Via de reaccion reductiva’del colorante azo AD79

El mecanismo de reaccion inicia con el rompimiento reductivo del enlace azo del colorante
AD79, resultando la formacién de BDNA y N,N-disustituido 1,4-diaminobenceno (figura 1.13).
Después sucede la facil reduccién del grupo 2-nitro de la BDNA para dar 1,2-diaminobenceno,
que es lentamente reducido a triaminobenceno. El N,N-disustituido 1,4-diaminobenceno sufre
una reaccion de ciclizacion a través de un ataque nucleofilico del grupo amino sin sustituir sobre
el grupo amida adyacente para dar cl bencimidazol. La cinética de reaccién es bifasica, una
pérdida inicial rapida del colorante es seguida por una mucha mas lenta velocidad de reaccion de
transformacion (Weber y Adams, 1995). Los resultados del estudio realizado por los autores
sugieren que los colorantes dispersos como el AD79, experimentan una ripida transformacién
reductiva en sedimentos anéxicos liberando aminas aromaéticas en el agua que los contiene.
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Figura'1.13. Via reductiva del colorante azo azul disperso 79 (AD79)
(Fuente: Weber y Adams, 1995) :
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14. EL USO DEL PROCESO SBR PARA LA ELIMINACION DE
COMPUESTOS XENOBIOTICOS

Los procesos discontinuos secuenciales o SBR (Sequencing Batch Reactor, por sus siglas en
inglés) son una alternativa innovadora para la ecliminacion de xenobidticos a altas
concentraciones (Buitron y Ortiz, 1997), para tratar efluentes inhibitorios muy variables.y
compuestos especificos presentes en efluentes industriales (Asher et al., 1992; Irvine et al.; 1997,
Ketchum, 1997).

La clave para la realizacion del proceso es la operacién periddica que permite regular el sustrato
y los gradientes de oxigeno sobre los microorganismos para soportar las variaciones del
efluente y su composicidén (Woolard, 1997). Como resultado, un reactor SBR puede mantener
un cultivo eficiente dentro del reactor (Irvine y Ketchum, 1989). El tiempo de operacién facilita
alternar los ciclos de operacién en respuesta a las variaciones de descargas que ocurren cuando
las industrias cambian sus procesos de produccion. Este nivel de control del proceso no es facil
dc alcanzar en los sistemas de flujo continuo.

El concepto de operacion periddica ha sido recientemente extendido a sistemas con biopelicula
(Wilderer, 1995), ya que mejora la actividad del reactor aumentando la cantidad de biomasa
(Buitrén y Ortiz, 1997). La biopelicula del reactor discontinuo secuencial (SBBR), es el término
genérico usado para describir reactores de pelicula fija que operan en modo de llenado y vaciado.
En los SBBR empacados se utilizan estructuras sdélidas (arcillas, empaques de plastico, piedra
volcanica ctc.), para soportar el crecimiento en la biopelicula (Kaballo, 1995).

Un ciclo tipico del proceso SBR se divide en cinco fases: llenado, reaccién, decantacién, vaciado
y un periodo de tiempo muerto. El control dcl sistema se puede llevar a cabo a través de captores
de nivel, de temporizadores o de medios computarizados. La purga del lodo generado se lleva a
cabo al final de la fase reaccion o de la decantacién (Buitrén y Ortiz, 1997).

LLa operacién periddica del reactor origina una distribucidén uniforme de la biomasa a través del
reactor (Woolard, 1997). Kaballo er al., (1995), rcalizaron la comparacién de un reactor
empacado opcrado en continuo y periddicamente para tratar pentaclorofenol y o-cresol. Los
microorganismos sc distribuyeron mejor en el reactor operado periédicamente y como resultado
soportd mayores cargas de contaminante (incrementindose 4.5 veces la concentraciéon del
influente) que en cl proceso en continuo. El tiempo de llenado fue un parametro importante para
lograr una distribucién uniforme de la biomasa en ¢l rcactor. El anilisis de datos sugirié que la
operacion periddica expuso a los microorganismos de la biopelicula a variaciones en la
concentracién de sustrato durante cada ciclo del reactor, alcanzando velocidades de crecimiento
maiximas que mejoraron cl potencial de reaccidn y sistemas estables y fuertes convenientes para
cl tratamiento de efluentes residuales muy variables.

El reactor SBR ha demostrado ser un medio eficiente en costo-efectivo y energia para remover
compucstos orgdnicos toxicos encontrados en descargas industriales; es conveniente para la
scleccion y enriquecimicento de las poblaciones microbianas deseadas debido a la facilidad con
quc sc puede arrancar una estrategia de arranque y operacién y las presiones selectivas que
pucden implementarse (Irvinc y Ketchum, 1989). La conveniencia de su operacién deriva del
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ticmpo de duracién del proceso: - Especificamente;. cada “tanque en el sxstem' S Rise ‘llena
durante un periodo de tiempo distinto. Durante el penodo de llenado la- selecmon de gamsmos
pucde controlarse por manipulacién de la :velocidad espec:fca de crecimiento” de ‘los
microorganismos en cse momento y la regulacién de la presién de oxigeno en el reactor, por
cjemplo de condiciones anacrobias a acrobias (Asher et al., 1992), después de que ‘el tanque se ha
llenado, el tratamiento continua con la operacién SBR como un reactor por lotes. Durante el
periodo de reaccién, las presiones selectivas son aplicadas controlando’ el tiempo - que los
organismos se mantienen en condiciones de ayuno. Después del tratamiento, el eﬂuente tratado es
drenado del reactor durante un periodo adicional de descarga.

El sistema SBR presenta las siguientes ventajas con respecto a los procesos contmuos (Irvine y
Ketchum, 1989; Asher ef al., 1992):

Establecimiento de un consorcio de microorganismos estable y con altos rendimientos

Flexibilidad en su operacién: en estos procesos la degradacion de los compuestds sc.realiza

en funcién del tiempo. En caso de haber un choque de concentracién, debido al aporte de un

compuesto téxico, se puede prolongar la duracién del tratamiento

3. Se disminuyen los costos de inversién, debido a que el mismo tanque snrve de reactor y de
sedimentador

4. Se mejora la decantacién de la biomasa debido a la operacién ciclica del reactor

o —

1.4.1. Desarrollo de los reactores SBR en México

El uso de los reactores SBR para el tratamiento de aguas residuales en México, inicid
aproximadamente en 1993. La tecnologia de reactores discontinuos secuenciales ha sido utilizada
en plantas de tratamiento de aguas de origen municipal (doméstica y de servicios) e industrial.
En el pais se tienen instalados alrededor de 73 reactores, de los cuales 61 son usados para
tratamiento de aguas residuales municipales, 47 para las aguas residuales de servicios y 14 para
aguas residuales domésticas, tratando un flujo aproximado de 160 L/s del total de aguas
residuales municipales generadas en México, que de acuerdo a la Comisidon Nacional del Agua
(1999) es de 196 m*/s de los que sélo son tratados 47 m’/s (Monroy et al., 2000). Por otra parte,
los reactores SBR que tratan agua residual industrial son 12 y tratan un f{lujo de 80 L/s
aproximadamente del total de agua residual industrial tratada en el pais que es de 22 m?s. El
volumen total de agua residual que tratan los reactores SBR instalados en México es de 240 L/s.

Los reactores operan con eficiencias de remocion de DQO o DBO de 90 a 95 % y efectian de 1
a 12 ciclos/d con duracidn de 2 a 24 h/d. El 12 % de los reactores en uso reciben un pre-
tratamicnto y el 26 % un post-tratamiento que por lo regular es de desinfeccién con cloro, que en
algunos casos es acompaiiado por filtracién con carbdn activado. El agua tratada se utiliza para

ricgo en jardines en un 96 %, para su reuso en el proceso cn un 3 % y el 1 % es descargado al
drenaje municipal.

Los estados en que se encuentran localizadas 1as plantas de tratamiento que utilizan reactores
SBR se muestran en la tabla 1.5.
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Tabla 1.5. Localizacién de plantas de tratamiento de aguas résiduales con reactores SBR

- SBR."

Tlpo de ‘agua residual

“Estado - - i :
R  Instalados i o ratada
L e Conin 2o s i e mumcipal -] industrial
: Nuevo Leon : i 29 2
13 9 4
s 3 2
4 4 -
3 3 -
3 3 -
: 2 2 -
Tamaullpas o 4 3
Aguascallentes 2 - 2
Jahsco 1 - 1
' Guerrero 1 1 -
Tla\cala 1 1 -
Puebla 1 1 -
: Queretaro - 1 : 1 -
) Baja Cahfomla Sur 1 1 -
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Capitulo 2

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1.

Objetivo General

Investigar a nivel piloto de laboratorio la blodegradacxon de compuestos mtroaromatlcos y un
colorante azo por medio de un biofiltro dxscommuo"ameroblo/aeroblo ~

2.2,

0b_|et| 0s especlf'cos
Delemnnar las * condiciones optlmas para’ la acllmatacxon ‘de mxcroorgamsmos al
p- mtrofenol y a-los cambios de ambiente anaeroblo/aeroblo mantemendo efcxenclas de
remocidén fijas con tiempos de reaccién variables

Estimar la maxima carga de contaminante tratada en el biofiltro y el tiempo de retencién
hidraulico o6ptimo, experimentando la biodegradacidn de” p-nitrofenol- a diferentes
concentraciones y tiempos de reaccidn en las fases anaerobias y aerobias

Investigar la influencia de diferentes tipos de co-sustrato sobre la velocidad de reduccion
en la fase anaerobia, a través de la biotransformacién de p-nitrofenol a p-aminofenol en el
biofiltro

Determinar la cinética de reaccién. en’ la’ eliminacion ‘del: p-nitrofenol "y la
biotransformaciéon a p-aminofenol en la. fase-anaerobia 'y la mineralizacién del p-

aminofenol en la fase aerobia del proceso

Investigar el comportamxemo del proceso anaerobio/aerobio tratando un eﬂuenle eal de
la industria quimico-farmaceéutica en un biofiltro operado en dlscontmuo S :

Investigar el comportamiento del proceso anacrobio/acrobio tratandol Sun eﬂuente
sintético del colorante azo azul disperso 79 cn un reactor operado en dlscommuo

Evaluar la toxicidad del influente y efluente en cada fase del proceso medlante el metodo
de Microtox :

39



Objetivos ¢ hipotesis

2.3. Hipotesis

La biodegradacion de compueslos nitroaromaticos y colorantes:azo puede ser. llevada a cabo en
un solo biofiltro dlscontmuo anaeroblo/aeroblo, en la fase anaerobia se lleva acabo la reduccion
de los compuestos ‘nitro "o~ 'azo ‘aromaéticos formando’ los” derivados ammoaromahcos
corrcspondlentes Y- en la. fase aerobla cstos compuestos son mmeralxzados : -
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Capitulo 3

METODOLOGIA

El presente trabajo fue desarrollado en los laboratorios de la Coordinacién de Bioprocesos
Ambientales, del Instituto de Ingenieria de la U.N.A.M. En la primera parte se determinaron las
caracteristicas fisicas del material de soporte, las pérdidas abidticas debidas a la naturaleza del
PNF y la posibilidad del tratamiento anaerobio/acrobio integrado en un reactor, mediante
pruebas dc biodegradabilidad para evaluar de manera sencilla y rapida el potencial de
biotransformacién y degradacion de los contaminantes del agua residual sintética en estudio. En
la scgunda parte se realizd el arranque y operacion del biofiltro operado en SBR, para la
cvaluacion del proceso integrado anaerobio/aerobio para la mineralizacion del PNF. En la tercera
parte se aplicé el sistema a un cfluente real de la industria quimico-farmacéutica y en la cuarta
parte en el tratamiento del colorante azo azul disperso 79. En la figura 3.1 se muestra el diagrama
de las ectapas de experimentacion del estudio.

3.1. Caracterizacién del material de soporte y pérdidas abiéticas

Como la principal caracteristica que se busca en los materiales de soporte es la facilidad para
una rapida colonizacién por las bacterias, al tezontle se le determinaron las siguientes
caracteristicas: granulometria, peso especxfco porosidad del reactor empacado y de las piedras,
densidad de area superficial.

Las pérdidas abidticas debidas a la naturaleza del PNF que se determinaron fueron: la
volatilidad, la sorcién en el reactor, en el empaque y en las membranas de nitrato de celulosa. Las
técnicas dec analisis para la caracterizacidon-del tezontle y pérdidas abidticas, se encuentran
detalladas en el anexo 2.

También sc determind si la composicion del medio mineral favorecid ]a descomposxcxon abidtica.
dcl PNF. El medio acuoso mineral que se utilizd tanto-en la etapa‘anaerobia como_aerobia fue el
rccomendado por AFNOR, 1984, Las sales fueron grado reactlvo o Q P (qulmxcamente puro).
l.a composicién del medio se muestra en la tabla 3.1.

3.1.1. Prucbasde biodegradabilidad anaerobia/aerobia del PNF en matraces

Estas prucbas tuvieron como objetivo determinar el mejor indculo para el reactor piloto cn su
arranque, a partir de lodos activados de forma individual o bien una mezcla de lodos de la planta
de tratamicnto de aguas residuales industriales ECCACIV, localizada en Jiutepec, Morelos y de
la planta de tratamiento de aguas residuales municipales Cerro de la Estrella, localizada en
México, D.F.
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Biofiltro SBB anaerobio/aerobio
para ¢l tratamiento de un efluente

1.

NN

industrial
Caracterizacion del efluente
industrial
Arranque y aclimatacion
Operacion

*Tasas de degradacion
«Carga organica
«Cinética de reaccion

Reduccion y oxidacion de la
o-nitroanilina
Evaluacién de la toxicidad

‘2. Operacién con
o acion i dot i concentraciones bajas, pérdidas abiou
k,;':lt;]':lllzll‘lldLl n fisica de n‘lcdias y a“ﬂs de PNF ¢rdidas abidticas
1. Tamaino de 1. Volatilidad en ¢l
piedra *Tasas de degradacidn reactor
2. Peso -Carga organica < 2. Sorciénenel
especifico tezontle
3. Porosidad L, 3. Sorciénen los
4. Densidad de 3. Evaluacién de co-sustratos filtros
area 4, Clasificacién de la 4. Influencia de!
superficial poblacién anaerobia medio mincral
(NMP)
5. Caracterizacion de la
biomasa por el perfil de
dcidos grasos Prucbas de
6. Cinéticas de reaccion biodegradabilidad
7. Evaluacion de la toxicidad * Seleccion de co-
sustrato
\ 4 v A 4

1.
2

Reactor SBR anaerobio/acrobio para
la degradacion del colorante AD79

Arranque y aclimatacion
Operacion

«Tasas de degradacion
«Carga orginica

Cinética de reaccion
Evaluacion de la toxicidad

Figura 3.1. Diagrama de flujo del estudio de la biodegradacion de compuestos
nitroaromaticos y un colorante azo por medio de un biofiltro discontinuo

anaerobio/aerobio
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Tabla 3.1, Composicién del medio mineral dentro del reactor, pH 7.2 unidades

~Compuesto == 2l L

KoHPO, e
Naz HPO.2H:0 s

|Meso0.. 7“20
[CaCli2H:0
, FeCI3~6H20"
H3BO;
~|Mns0..1,0
|zns04.7H;0
k(NH4)6kMVO7Oz4 »
EDTA

Se manejaron S reactores con la-siguiente composicion:

R-1: Mezcla 70/30 de lodos activados de la planta - Cerro de la Estrella y de la
planta ECCACIV, rcspectlvamente

R-2: Mezcla 50/50 de los lodos mgwxonados ‘ante's.v
R-3: Lodos activados de la'vplantavC_en'o dela Esrtrelrlra‘.
R-4: Lodos activados de la 'planth ECCACI‘\’/.‘: »
R-5: Control abidtico. k

El volumen dc los reactores fue de 350 mL de medio mineral nutriente, PNF 10 mg/L y se
agregd la cantidad de biomasa necesaria como SSV para una concentracién de 2 500 mg/L en
rcactor. A todos los matraces se adiciond solucién de acetato de sodio de 50 mg/L como co-
sustrato como fuente de carbono y de electrones para complementar las reacciones de reduccion
en la fase anacrobia. Los matraces se colocaron en una parrilla agitadora, la primera fase de
rcaccién fue la anaerobia, la segunda fue la aerobia. Se tomé una muestra cuando desaparecio cl
color amarillo caracteristico del PNF y se determind la concentracion de aminas totales, PNF y
pH durante 5 ciclos. Sc determind que indculo presentd una mejor reduccion del PNF, que fuc
medida como la eficiencia de remocion del PNF y la biotransformacion del PNF a PAF que fue
medida como la cficiencia de biotransformacién con base en la produccion de PAF durante la
fase de reaccion anacrobia. Enscguida se inicid la fase de aireacion para determinar la remocion
TR oy
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aerobia de PAF, cuantificada c’omb"'la‘e'ﬁ'ci'éﬁéia"’dé‘"rﬁiiiefali':zaciéﬁ de PAF formado. Las
mediciones se hicieron por espectroscopla a 400 nm para el PNF ya 440 nm para el PAF
(método del p- d:meulammobenzaldheldo) : : . : ‘

- 3.2. ,Mé,to,qo,s, de analisis 7
3.2.1. Métodos APHA

Son los métodos recomendados por Standard Methods For Examination of ‘Water and
Wastewater (1992), para la medicién de pH, potencial redox, alcalinidad total como CaCO;,
DQO, nitrégenos como nitrégeno total, nitrégeno organico, nitrégeno : amomacal ‘nitratos,
nitritos, oxigeno disuelto, color (Esc.Pt-Co), SSV, SV y SST. En la tabla 3 2 se: enhstan los
paramectros, método y equipo usado en las determinaciones.

Tabla 3.2. Métodos de analisis APHA (1992) durante la operacién del bioﬁlltro SBB.'

‘Pardmetro-. Método de anilisis Equipo

p-nitrofenol Do minie - | Espectrofotométrico UV Beckman, serie 600

ke o o : (A=400 nm)
Espectrofotometrlco UV Beckman, serie 600
p- dmeulammobenzaldheldo (A=440 nm)

p-aminofenol :

Potencial de ovudo reducc:on (O R P} Potenciométrico Potenciémetro Orién modelo 707,

pH. . il BN U T S T . clectrodos de pH y potencial redox
O\lg,cno dxsueho e : : Electrodo | Oximetro YSI modelo 53B

Oximetro YSI modelo 5300
(Biological Oxigen Monitor)

Temperatura Termémetro Termdémetro de bulbo
Sélidos suspendidos volatiles (SSV) Gravimétrico Estufa
Sélidos suspendidos totales (SST) ) o o "
Solidos volatiles (SV) R ) "
Carbono orginico total disuclto (COTy) Combustién por.infrarrojo Analizador de COT
! K o . Shimadzu modelo TOC-5050
Nitrdgeno orgdnico (N-org) Espectrofotométrico Espectrofotémetro
Nitrégeno amoniacal (N -NH') g : B HACH, DR 2000
Nitrégeno de nitritos (N-NO7;) SR M g ‘ "
Nitrégeno de nitratos (N-NO',) : : - "
Sulfuros (S7) R "
Color (Esc. Pt-Co) e "
Fenoles " "
PDemanda quimica de oxigeno (DQO) " "
Alcalinidad total como CaCO; Titulométrico Burelta, Potencidmetro Orién modelo
(potenciométrico) 707
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3.2.2. Técnicas especificas -~~~

Se utilizaron técnianiespcciﬁcas pard la determinacién de PAF, colorante’ AD79, prucbas de
sorcién del PNF y AD79 y pruebas de respirometria.

3.2.210 Detbrmin'ilCiéh del PAF

El PAF fue analizado colorimétricamente por la reaccion con p-dimetilaminobenzaldehido (Oren
et al., 1991). Se tomaron 0.2 mL de muestra previamente filtrada, se agregaron 0.8 mL de agua
destilada, 0.05 mL de HCI 1M, 3 mL de ctanol, 0.5 mL de p-dimetilaminobenzaldehido al 5 %
en etanol y 0.5 mL de acido citrico al 15.7 % en NaOH al 6 %. Después de 10 minutos - se
agregaron 2.5 mL de agua destilada y la absorbancia se midié a 440 nm. Se corrié un blanco
reactivo con cada seric de muestras y se realizé una curva de calibracién.

3.2.2.2. Determinacion del colorante AD79

El colorante AD79 fue determinado colorimétricamente en agua a 546 nm y en etanol a 566 nm
(Weber y Adams, 1995). Se tomaron 5 mL de muestra, se mezclaron en un vortex por.-1 minuto,
se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 20 minutos. Después se hizo la separacién de la’ fase
liquida y a la fase sélida se agregaron 5 mi de etanol, se mezclaron en vortex por 1 minuto y
después se centrifugo igual que antes. Se hizo la determinacién de colorante en ambas fases,
acuosa y orginica a 546 nm y 566 nm respectivamente. Previamente se hicieron las curvas de
calibracién del colorante en agua y etanol. Por cada seric de muestras se hizo un blanco reactivo
para climinar interferencias. : .

3.2.2.3. Determinacion de la sotéiéij dél:AD79 .

Se determiné la sorcién del colorante AD79 en el tezontle como se indica en el anexo 2.

3.2.2.4. Pruecbas de respirometria de la biomasa suspendida y fija en el biofiltro

Sc tomaron muestras de tezontle del nivel superior y medio del biofiltro. Con una solucion de
K>;HPO, (65.2 mg/L), Na;HPO,4.2H,0 (100.2 mg/L), KH;PO4 (25.5 mg/L) y NH4Cl (7.5 mg/L) se
desprendid la biomasa del tezontle por raspado, conserviandose en esta soluciéon la biomasa fijay
la biomasa suspendida. Se determiné la respiracion endogena de ambas biomasas midiendo el
consumo de oxigeno de las poblaciones bacterianas, utilizando acetato de sodio como sustrato
facilmente degradable. Las mucstras sc colocaron en un reactor herméticamente cerrado con 25
mL del sustrato y 5 mL de la biomasa previamente suspendida en la solucion descrita antes,
evitando la introduccién de burbujas de aire, colocando un agitador magnético para mantener el
sistema cn agitacion. El consumo de oxigeno se midid utilizando un medidor de oxigeno disuelto
YS1 5300 Biological Oxygen Monitor registrando las mediciones del oxigeno disuelto en el
liquido. Despucs se determind la respiracion de la biomasa con una solucién de 25 mg/L de PAF
como sustrato, cn las mismas condiciones que la respiracion enddgena. La respiracion de las
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poblaciones bacterianas se obtuvo de la pendiente de las mediciones efectuadas y el resultado
final seexpreso restando el valor de la respiracién enddgena al valor de la respiracidn del PAF,

3.2.3. Técnicas especiales

Las ‘técnicas especiales que se utilizaron fueron: HPLC (Cromatografia de liquidos’de "alto
rendimiento), CG (cromatografia de gases), grupos bacterianos en el biofiltro por la técnica del
perfil de acidos grasos, grupos fisioldgicos en la poblacidn bacteriana anaerobia - mediante la
Técnica del NMP (Numero mas probable), pruecba de auto-oxidacion del PAF y - toxicidad del
influente y efluente por ¢l método de Microtox. A continuacion se describen brevemente estas
técnicas analiticas.

3.2.3.1. Cromatografia de liquidos de alto rendimento

Los analisis por cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) fueron realizados en un
cromatdgrafo de liquidos Hewlett Packard Serie 1100, equipado con un detector con arreglo de
diodos UV-VIS, una columna de fase inversa C-18 Spherisorb ODS2 con diametro de particula
de 5 um. La integracion de los cromatdgramas fue hecha usando el software Chem Station A.06.
(Software HP, 1998). Los solventes y el agua utilizada fueron grado HPLC en todas las
determinaciones. Se tomaron muestras de 10 mL del recactor en tubos de rosca conteniendo 60
mg/L de dcido ascérbico, que es un agente reductor suave que actiia como protector del grupo
amino (NH2), ya que al contacto de éste con ¢l oxigeno rapidamente sufre de auto-oxidacidén
(Harris, 1991); enseguida se filtraron las muestras en membranas de nitrato de celulosa de 2.5 cm
de diametro y diametro de paso de 0.45 pm, se conservaron en refrigeraciéon hasta su analisis. Los
compuestos analizados y su método de andlisis se describen a continuacion.

W

.2.3.1.1. Determinacion del PNF y PAF

Las condiciones de operacién fueron las que se muestran en la tabla 3.3. La fase eluyente fue una
mezcla isocratica de metanol, agua y buffer de fosfatos en relacion 60:38:2. La preparacién del
buffer de fosfatos a pH 7 fue una mezcla de KH;PO, (0.39 g/L) y Na,HPOs (1.43 g/L) mas 30
pL/L de trietilamina, con el fin de eliminar el coleo de los picos del PAF durante la separacidn,
ya que reacciona con el silanol residual de la fase cstacionaria de la columna, por lo que al
agregar un agente bloqueador, ¢ste ocupa los sitios del silanol residual, para que los picos del
PAF tengan una mejor resolucion y evitar el efccto de coleo (Software HP, 1998). Las curvas de
calibracién del método se hicieron con estandares grado HPLC de PNF y PAF preparados en la
misma forma que las muestras.
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V'I‘Vai)]a 3.3. Condiciones de operacién pz;ra ladetermmacnonde PNFy PAF -

Parimetro

p-nitrofenol

bR s p-aminofenol o

Longitud de onda (nm)
Fase eluyente

Flujo (mL/min)
Temperatura (°C)

Volumen de inyeccion, (L)

Tiempo de retencion, (min)

by Ancho de | 2 referencia |- Ancho Anchode’| A referencia | Ancho
banda cde ] “banda: .| de

7 banda | T banda
400 30 500 S 30 ; 290 20

Metanol: agua: buffer ETRn
Relacién: 60:38:2" .7 7«
S s
40
20

a2

©100

Melaﬁbl: agua: buffer
Relacién: 60:38:2
. S
a0
20
3.0

3.2.3.1.2. Determinacién del AD79 y de la BDNA
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Las condiciones de operaciéon fueron las que se muestran en la tabla 3.4. La fase eluyente fue una

mezcla

isocratica de acetonitrilo, agua y buffer de fosfatos pH 7 en relacién 60:39:1. La

preparacion del buffer de fosfatos a pH 7 fue una mezcla de KH>PO, (0.39 g/L) y NayHPO4
(1.43 g/L). Las curvas de calibracién del método se hicieron con colorante AD79 purificado
(Clarion) y estandar de BDNA (Aldrich) preparados en la misma forma que las muestras.

Tabla 3.4. Condiciones de operacién para la determinacion de AD79 y BDNA.

Parametro Colorante azo AD79 BDNA
(2-bromo-4,6-dinitroanilina)

A Anchode | 2 referencia | Ancho A Ancho de | A referencia | Ancho

banda de banda de
banda banda

Longitud de onda (nm) 285 20 400 50 344 20 450 50
Acetonitrilo (A): agua: buffer fosfatos | Acetonitrilo (A): agua: buffer fosfatos

Fase eluyente pH 7 (B) pH 7 (B)

Gradiente

Flujo, (mL/min)
Temperatura (°C)
Volumen de inyeccion, (uL)

Tiempo de retencidn, (min)

Relacion: 60:39:1

A/B (60/40) en 10 minutos a
A/B (99/1)

1
40 ‘
30
7.2

Relacién: 60:39:1
A/B (60/40) en 10 minutos a
A/B (99/1)

1
40
30
3.4
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3.2.3.1.3. Determinaciéon de la o-nftrbéllilina

La fase eluyente fue una mezcla isocratica de metanol: agua 'y buffer de fosfatos pH 7 en
relacién 60:39:1. La preparacion del buffer de fosfatos'a pH:7 fue'tina mezcla de KH,PO, (0.39
g/L) y Na,HPO, (1.43 g/L). Las curvas de calibracién:del método’se hicieron con estandar de
ONA (Aldrich) preparados en la misma forma que las muestras. Las cond1c1ones de operacion
fueron las que se muestran en la tabla 3.5. ‘

Tabla 3.5. Condiciones de operacién'ﬁ;ira

Par‘:’mle,tro - o-nitroanilina (ONA)".
, ; -| /A | Ancho de banda'| A referencia | < Ancho de banda
Longltud de onda (nm) coc 409730 560 7100

" Metanol: agua: buffer
Relacién: 60:39:1

Flujo (mL/mm) e e : 0.6

Fase eluyente

Tcmperatura (°C) ‘ 40
Volumen de myeccmn : 30
(NL) .

Tlempo de retencion (min) ) 6.1

3.2.3.2. Cromatografia de gases

Se utilizé un cromatégrafo de gascs Fisher Gas Partitioner modelo 1200, con detector. de
conductividad térmica con doble columna: una Poropak Q y la otra malla molecular 5A,
acopladas en serie. El gas acarreador fue helio (He). Las condiciones de operacion se describen
cn la tabla 3.6. Los gases que se determinaron en todas las fases del trabajo fueron metano (CHa)
y diéxido de carbono (COs3) durante la etapa anaerobia del proceso en el tratamiento del PNF
AD79 y del efluente industrial.

Tabla 3.6. Condiciones de operacién del cromatdgrafo de gases Fishéi‘ Gas P:aft.itioﬁerleOQ;.

. sz

Parametro ../ ool Condicién

Temperatura del inyector +:120-130°C:

Temperatura de la columna

Corriente del puente v

Atenuador
Flujo del gas acarreador (He) 25 mL/min
Volumen de muestra a inyectar 0.5 mL
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3.2.3.3. Caracterizacion de la biomasa mcdmnte la tecmm del perf'l de acndos grasos o

La caracterizacién de la biomasa del biofiltro se llevé a cabo medlantela-tecmca del perﬁl de
acidos grasos dc la parcd celular (Rodriguez- Arteaga 2000). El andlisis de acidos grasos es usado
para indicar la presencia y abundancia relativa de microorganismos de un ambiente dado (Parkes-
y Calder, 1985).

Los acidos grasos se analizaron en forma de derivados metilados en un cromatégrafo VARIAN
STAR 3600 CXGC, equipado con una columna capilar de silice fundida DB-1, de 30 m de
longitud, 0.32 mm de diametro y 1um de grosor, con detector de ionizacién de flama. Las
condiciones de opcracidén se muestran cn la tabla 3.7.

La identificacidn de los acidos grasos se realizdé mediante comparacidn con un estandar comercial
para identificacion de bacterias (Supelco/Sigma Aldrich Co. USA) conteniendo una mezcla de
ésteres metilicos de acidos bacteriales. La calibracion del método se hizo con poblaciones tipicas
de bactecrias aerobias, anaerobias y facultativas. Se realizé un analisis estadistico mediante el
programa Statgraphics 5.0 (1991), para la interpretacion del perfil de los dcidos grasos.

3.2.3.3.1. Preparacion de muestras

Se tomaron muestras de la biopelicula adherida al tezontle en los niveles superior, medio ¢
inferior dcl biofiltro a 15, 30 y 45 cm respectivamente. Las piedras fueron partidas por la mitad y
mediante raspado con una espatula sc obtuvieron muestras de la parte interna y externa de las
piedras de cada nivel. Las muestras se colectaron en tubos de vidrio y se llevaron al proceso de
extraccion de los dcidos grasos totales mediante saponificacion de una mezcla metanol/benceno
8:2 v/v con KOH al 5 % por 16 h. Después se llevé a cabo la extraccion de los lipidos con éter
etilico y finalmente la esterificacidn de los acidos con diazometano, para proceder a la inyeccién
al cromatografo (Rodriguez-Arteaga, 2000).

Tabla 3.7. Condiciones de operacidn del cromatografo de gases VARIAN STAR 3600 CXGC

Parametro Condicién
Temperatura inicial de la columna 150°C
Temperatura maxima de la columna 250°C
Temperatura del inyector : 260°C
Temperatura del detector : i 280°C
o Imclo a 150°C, después de 4 minutos
Gradientc de temperatura : - incrementos de 4°C/min hasta 250 °C
oo oo| o Yen estatemperatura 15 minutos
Volumen de inyeccidon S . 3uL
Gas acarreador R e Nitrégeno
Flujo del gas acarreador 1 mL/min

TESIS CNAN
FALLA __ L umuhN
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3.2.3.4. Clasificacién por grupos fisiolégfcos dela poblacién'izi'nEi'e”ralrfrpi;;erlilgrel:”b:i(’;fi'i't;i'b”

Se realizé la identificacién de grupos de las bacterias anaerobias  del -biofiltro. La técnica
empleada fue la de tubos de fermentacién del NMP (Numero mas probable). La dilucién fue
hecha por la técnica de Hungate en el orden de 0a 10, El medio de cultivo que se utilizé fue el
medio general de Balch (Moreno, 1994). Los tipos de bacterias que se identificaron fueron:
fermentativas (F), sulfatorreductoras (S), hidrogenofilicas (H), acetoclasticas (A), productoras
obligadas de hidrégeno de propionato (Op), productoras obligadas de hidrégeno de butirato (Og).
El procedimiento detallado se encuentra en el anexo 2.

3.2.3.4.1. Preparacion de muestras

Sc tomaron muestras como se mdxco en el apartado 3.2.3.3.1. hasta el paso prevno a la
saponificacién. Las muestras se’'mezclaron y.se procedlo ala preparamon de las diluciones y asu
moculacxon R

3.2.3.5. Prueba de auto-oxidacion del PAF

Esta prueba se llevd a cabo con el fin de evaluar el fendmeno de auto-oxidacién del PAF al
contacto con el oxigeno del aire, ya que en otros trabajos (Boots, 1995; Tan et a/., 1999 a; Razo-
Flores, 1997) se ha reportado la formacion de compuestos coloridos obscuros que absorben a
diferentes longitudes de onda.

La prueba se realizé en matraces Erlenmeyer y solucion de PAF de 50 mg/L, el volumen de
trabajo fue de 200 mL. Se hicieron dos pruebas abiéticas, una con acido ascorbico para verificar
el efecto del grupo bloqueador y una sin acido ascérbico para evaluar los efectos de la auto-
oxidacién; también se hizo una prueba bidtica con biomasa del biofiltro. Las muestras se airearon
durante 3 h y se analizaron cada 30 minutos por cromatografia HPLC (Hewlett Packard Serie
1100) y por medicién de absorbancia en el espectrofotémetro UV BECKMAN Serie 600.

Los productos de la auto-oxidacidn se analizaron por cromatografia de placa fina para verificar
que fueran diferentes a los productos originales, en este caso PNF y PAF. El sistema eluyente fue
dclorometano:metanol:acetona en relacion 90:10:0.05 y como revelador sulfato de cerio en dcido
sulfiirico y dragendorf.

3.2.3.6. Prueba de toxicidad por Microtox

En cada fase de experimentacién (tratamiento del PNF, AD79 y del efluente industrial) se
determind la toxicidad del influente, el efluente al final de la fase anaerobia y cfluente al final de
la fase acrobia del reactor mediante el método de Photobacterium phosphoreum (NMX-AA-112-
1995-SCFI) (Microtox). La prueba consistié en poner en contacto a los microorganismos de
prueba (bacterias Photobacterium phosphoreum, que emiten luz como parte de su metabolismo)
con la muestra a analizar en diferentes concentraciones.
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El grado de toxicidad de la muestra se obtuvo a través del :valor de la concentracién efectiva que
reduce la luz en un 50 % de los organismos-de prueba (ECsp), que se obtiene de la ecuacidn 3.1.

100
EC,,

ur = 3.1)

La respuesta que se obtiene es que a mayor toxicidad de la muestra, la luz emitida por las
bacterias disminuye, la proporcidon de esta disminucion permite clasificar la muestra analizada
en unidades dc toxicidad (UT), desde ligeramente téxica hasta altamente téxica. Con esta prucba
s¢ detecta la presencia de sustancias toxicas presentes en las muestras simples o mezclas
complejas que afectan el metabolismo de la poblacion bacteriana.

El equipo que sc utilizd fue un Microtox Serie 5000922, marca Microbics. La muestra se colocd
en tubos de vidrio a la dilucidén conveniente, sc agregé 1 mL dec solucién reconstituyente a las
bacterias liofilizadas y solucion salina para estabilizar. Se dejaron reaccionar durante 5 minutos y
se hicieron las lecturas correspondientes.

3.3. Biofiltro SBB anaerobio/aerobio para la degradacién del p-nitrofenol

3.3.1. Sistema experimental

El sistema consistié de un reactor de acrilico con doble pared y tapa desmontable con un volumen
total de 9 L y un volumen util de 5.8 L (figura 3.2), con las siguientes caracteristicas: reactor
cilindrico de acrilico de 14 c¢cm de didmetro interno y 60 c¢cm de altura; soporte de acrilico
perforado en la basc con perforaciones de 0.5 cm de diametro, separados cada 0.5 cm. El soporte
se apoyo sobre 5 cuiias de 8 cm de altura, 4 en las paredes del reactor a 90 ° y otra en el centro
del reactor; linca de alimentacidn de aire de ¥4 pulgada de diametro intermo, el flujo de aireacidn
sc controlé mediante un rotametro; las lineas de alimentacion, recirculacion y descarga fueron de
Y2 pulgada de diametro interno.

El reactor sc empaco con tezontle (piedra volcanica) de 2.0 cm de diametro en promedio, el
lecho de soporte fue de 40 cm. En la tapa del reactor se hicieron S orificios de ¥4 pulgada dc
diametro para colocar los clectrodos y mangueras de carga, recirculacion y descarga del sistema.

Sc instalaron medidores de oxigeno, pH y de potencial redox conectados al reactor. Se
concctaron tres bombas peristalticas (Master Flex, Cole — Parmer) de velocidad variable y una
vélvula solenoide a un reloj programable con 4 canales de entrada (Timer Chrontrol), con el fin
de controlar la carga, recirculacidn, aireacion y descarga de forma automatica. La temperatura fue
controlada a 27 °C + 1 mediante un sistema calentador-recirculador de flujo (Poly Science Model
210) que reciclaba el agua a través de la doble pared del reactor.
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Figura 3.2. Biofiltro discontinuo secuenciado (SBB) anaerobio/aerobio utilizado para la
degradacién del PNF.

3.3.2. Iméculo

El in6culo que se utilizé6 fue una mezcla de lodos activados provenientes de la planta de
tratamiento de aguas residuales municipales Cerro de la Estrella localizada en el D.F. y de la

planta de tratamiento de aguas residuales industriales ECCACIV localizada en Jiutepec,
Morelos, en relacién 70/30 respectivamente.

3.3.2.1.Caracterizacion de lodos activados

Para la caracterizacion de los lodos activados que se emplearon como inSculo se determinaron los

siguientes parametros: Sdlidos suspendidos totales, sélidos suspendidos volitiles, indice
volumétrico de lodos (APHA, 1992).

3.3.3. Agua residual sintética

El agua residual sintética se prepar6 con medio mineral de acuerdo con la formulacién mostrada
en la tabla 3.1, adicionada de PNF, compuesto téxico usado como modelo, en concentracion de

25 mg/L y acetato de sodio como co-sustrato en relaciéon molar 1:4 (PNF:Ac.Na) en el arranque
del reactor. ’
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3.3.4. Arranquey oprei":icri;’)rnrdél biofiltro .
Para el arranque se realizaron las siguientes actividades:

1. Una vez instalado el reactor se verificé que no existieran fugas.

2. Se empacd con tezontle de tamaiio uniforme de aproximadamente 2.0 cm de diametro,
colocando una capa de tezontle y llenando el reactor lentamente con agua residual smletlca e
indculo, para lograr el llenado uniforme del empaque capa a capa.

3. Se cerrd la tapa herméticamente; se verificaron los medidores instalados y las lineas de

recirculacion. Se efectué el cambio de atmodsfera con nitréogeno, ya que inicid la operacidn en

condiciones anaerobias.

4. Se dejd que la biomasa se adaptara al agua residual sintética, el tiempo necesario para ellmmar

cl 80 % de la concentracidn inicial de PNF transformandose a PAF en condiciones anaeroblas y

después se inicid la fase de aireacién hasta la mineralizacion total del PAF.

El biofiltro operé en modo discontinuo secuencial (SBB) a temperatura controlada de 27 °C + 1,
con velocidad de recirculacion de 80 a 100 mL/min. Es importante seitalar que en un sistema
operado en SBR la concentracion inicial de sustrato (S;) es la concentracion que se tiene en el
tanque de alimentacion y la concentracién de sustrato en el reactor (So) es la que corresponde a la
concentracion inicial (§;) por el volumen de intercambio del sistema, que corresponde al volumen
alimentado/volumen total.

En cada ciclo de operacion se utilizé la estrategia de eficiencias fijas que consistié en permitir la
aclimatacion de la biomasa al toxico y a los cambios de ambientes anaerobios/aerobios, el tiempo
necesario para alcanzar eficiencias de remocion de PNF y PAF al 80 % en las etapas anaerobia y
acrobia respectivamente, debido a que la aclimatacién de la poblacion bacteriana a los ambientes
anaerobios y aerobios induce la selecciéon de bacterias facultativas que pucden desarrollar sus
actividades metabdlicas en presencia o ausencia de oxigeno. En la etapa acrobia la concentracion
de oxigeno disuelto fue mantenida arriba de 2 mg/L. Las estrategias de arranque y operacion se
muestran cn la tabla 3.8,

Una vez aclimatada la biomasa al PNF se procedié a operar el biofiltro incrementando la
concentracion de PNF cn el influente cada vez que el sistema se estabilizaba y se obtenian al
menos 5 ciclos de opcracidon con eficiencias de remocidn constante, mejorandose el TRH al
menor tiempo posible. Las concentraciones de PNF que se estudiaron fueron bajas de 25 a 61
mg/L, intermedias de 70 a 90 mg/L y altas de 100 a 300 myg/L, eligié¢ndose estas concentraciones
en funcion de trabajos realizados cn estudios previos en reactores anaerobios (Johnson y Young,
1983; Boyd et al., 1983; O’Connor y Young, 1989 y 1996; Gorontzy ef al., 1993; Razo-Flores et
al., 1996). En cada cambio dc concentracidn la biomasa sc adaptd a los cambios de ambientes
anacrobios/acrobios lo que fue indicado por los valores de potencial redox en cada fase de
rcaccion: cn la fase anacrobia como minimo de —250 mV para asegurar condiciones reductoras de
anacrobiosis y en la fase aerobia valores positivos que indicaron condiciones aerobias. Se
realizaron cinéticas de degradaciéon del PNF y PAF, COTy y balances de nitrégeno en cada
cambio de condicién de operacion, cuando el biofiltro alcanzaba condiciones estables. Es
importante sefialar que después de controlar el sistema en las concentraciones de 25 a 50 mg
PNF/L, sc realizaron cxperimentos con diferentes co-sustratos para mejorar la velocidad de
reduccion del PNF y determinar cual seria el mas adecuado para usarse en la operacion con
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concentraciones intermedias y altas para mejorar la reacmon y oblener mayor blotransformacmn
de PNF a PAF y mejor remocién de PAF : L

Tabla 3.8. Eslrategns de arranque y operacmn en el bloﬁltro SBB anaeroblo/aeroblo

Parimetro Estrategia de klrrallquc~,,7;,j :vEs‘tlia't'eié 1 de operacién )
Tiempo de llenado, min. 19 ht '
Tiempo de reaccién B ST Anacrobio: 168 - 30 o "f‘An};x;:roblo:BG -8
(anacrobio/acrobio), h. S Acrobio: 24 - 10 .+ -Acrobio: 12-3.5 -
Tiempo de sedimentacién, min.’ :  - 8 o s e PERE ‘
Tiempo de descarga, min. . 3 o : 5
Flujo de aireacién, L/min. 1.90 ‘ 5.7 »
Valumen de intercambio, %, 85 - 88
Temperatura, °C. 27 %1 27x1

Una vez determinado cl co-sustrato que se utilizé en la siguiente fase de operaciéon con
concentraciones intermedias y altas, los resultados se presentaron consecutivamente a los
resultados del arranque y aclimatacién. Los parametros de control determinados y la frecuencia
de analisis se indican en la tabla 3.9,

Tabla 3.9. Parametros de control y frecuencia de analisis en la operacién del biofiltro.

Parimetro P R Frecuencia

p-nitrofenol votieor wlis )i Diariamente, inicio y final de fases anacrobia y aerobia ..
p-aminofenol ‘
Potencial redox (O.R.P),pH y temperatura
Oxigeno disuelto

Temperatura

Carbono organico total disuelto (COTy) Cada 2 semanas, inicio y final de fascs anaecrobia y acrobia
Nitrégeno orgéanico (N-org)
Nitrogeno amoniacal (N -NH",); .
Nitrogeno de nitritos (N-NO",); : "
Nitrogeno de nitratos (N-NO7,); . "

Fenoles "

Sulfuros (87) . ) [ETET : e
Color (Esc. Pt-Co) . Diariamente, inicio y ﬁnal_dé fases anacrobia y acrobia
Alcalinidad total como CaCO, . o Scmanalmcn;c. inicio y final de fnscs énaérob_ia y aerobia - .
SV en el soporte : s Mensualmente o

SSV en el efluente ‘ Cada 2 semanas. al final de la fase aerobxa

l’AL :
4.0 MM\V] 54
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3.3.5. Evaluacion de co-sustratos para optimizar la velocidad de reduccién del
p-nitrofenol

Se utilizéd el mismo biofiltro que se encontraba aclimatado a la degradacion del PNF y a los
cambios de ambientes anaerobios/aerobios que se mostré en la figura 3.1. La estrategia de
operacion del biofiltro fue la de eficiencias fijas, dando al sistema el tiempo necesario para
alcanzar eficiencias de remocién del PNF de 80 % y la maxima recuperaciéon como PAF debido
a la reduccidén del grupo NO,, para enseguida iniciar la fase de aireacion del reactor hasta la
mineralizacion de 90 % del PAF formado.

El inicio de la cvaluacion de co-sustratos fue un experimento control sin co-sustrato para
dcterminar la velocidad de reduccion bioldgica con sustrato enddgeno; después sc siguicron
cvaluando los otros co-sustratos cambiando de uno a otro cada vez que se cstabilizaba cl rcactor y
sc obtenia la velocidad de reduccion mediante cinéticas de reaccidon tanto de la fase anacrobia
como de la acrobia. En esta parte de la investigacion se considerd como la velocidad de reduccion
(V,) la tasa de degradacion volumétrica del PNF; como la velocidad de formacién del PAF (Vy),
la tasa de produccion de PAF y como la velocidad de mineralizacion del PAF (V.,), la tasa de
degradacion volumétrica del PAF. El criterio que se utilizd para evaluar la velocidad de
reduccidén fue elegir el co-sustrato que presentd el menor tiempo de remocién del grupo nitro
(transformado a grupo amino) y la mas alta produccion de PAF.

La actividad reductora de la biomasa del biofiltro y el cfecto de los donadores de electrones en
la velocidad de biotransformacién del PNF, sc¢ determinaron por la adiciéon 1:6 molar de los co-
sustratos a evaluar (excepto con cl agua residual que sc utilizé una relacién 1:5 con base en la
DQO del agua residual), nutrientes y PNF en concentracién de 50 mg/L + 3 en todos los
experimentos para la cvaluacidn de co-sustratos. Los compuestos que se evaluaron como co-
sustratos fucron los siguientes: dcido acético, acido propidnico, agua residual municipal y una
mezcla de dcido acético-dcido propiénico 1:1. La adicién 1:6 molar fue debida, a que de acuerdo
a la estequiometria de la reaccion de reduccion del PNF a PAF, se requieren 6 clectrones y
utilizando como patrén el dcido propiodnico para determinar la cantidad de co-sustrato requerida
en cada condicion de experimentacién, cada mol de acido propidnico origina 3 moles de Ha
disponibles para la reduccion, sicndo este el compuesto (entre los seleccionados para realizar las
prucbas), ¢l que aportd mas clectrones. Desde ¢l arranque del reactor se establecid utilizar un
cxceso de co-sustrato  en relacion 1:4 PNF:co-sustrato, pero como en los ciclos de arranque se
tuvo una biotransformuacion del 60 %, sc decidid aumentar la relacién molar a 1:6 PNF: co-
sustrato para obtener una mayor producciéon de PAF.

3.3.6. Desempeiio del biofiltro anacrobio/aerobio a concentraciones intermedias y altas
de p-nitrofenol

Después de seleccionar el co-sustrato que presentd mejor velocidad de reduccién del PNF, éste se
uso para la cvaluacion del rcactor a concentraciones arriba de 50 mg/L del compuesto y se
determiné la maxima carga organica quc puede soportar este tipo de biofiltro en cada fase de
reaccion. La biomasa se adaptd a cada concentracidn de operacidn desde 60 hasta 300 mg/L con
incrementos de 10 mg/L hasta la concentracion de 100 mg/L y después incrementos de 25 y 50
mg/L dependiendo de la respuesta del biofiltro. En cada cambio de concentracién sc aseguro que
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prevalecieran condiciones reductoras y oxidativas en el biofiltro indicado por los valores de
potencial redox: en la fase anaerobia como minimo de —250 mV y en la fase aerobia valores
positivos desde +5 a +40 mV. Se realizaron monitoreos de gases y control de la alcalinidad del
sistema para evitar cualquier problema ocasionado por acidez del biofiltro que pudiera provocar
inhibicién de la actividad del biofiltro. Las cinéticas de degradaciéon del PNF y PAF, COTy y
balance de nitrégeno se efectuaron en cada cambio de condicidn de operacidn, cuando el biofiltro
alcanzaba condiciones estables. Los parametros de control determinados y la frecuencia de
analisis se indicaron en la tabla 3.9.

3.3.7. Evaluacion de Ia toxicidad

Se realizaron analisis de toxicidad por el método de Microtox al inicio de ciclo, y al {inal de las
fases anaerobia y aerobia para evaluar la reduccién de toxicidad del efluente.

3.4. Bioﬁltro SBB anaecrobio/aerobio para ecl tratamicnto de un efluente
industrial

3.4.1. Sistema experimental

Se utilizé un reactor piloto de acrilico con capacidad de 10 L y volumen util de 6 L. Las
caracteristicas de! reactor son las mismas quc las descritas en el numeral 3.3. El reactor fue
empacado con tezontle como soporte. El sistema utilizé 3 bombas peristalticas (Master Flex,
Cole-Parmer) para la alimentacion, recirculacién y descarga del biofiltro, que fueron controladas
a través de un reloj programable (Timer Chrontrol) al que también se conecté una vélvula
solenoide para el control de la aireacion. En la fase aerobia el aire fue difundido desde el fondo
del reactor permitiendo el paso de las burbujas de aire a través del tezontle. La temperatura fue
controlada a 28 °C = 1 con un calentador recirculador de flujo (Poly Science Model 210). El
biofiltro operd como un biofiltro discontinuo secuenciado SBB (por sus siglas en inglés), con un
volumen de intercambio del 88 al 14 %. El sistema experimental se muestra en la fotografia
3.1.

3.4.2. Inéculo
El reactor se inoculé con lodos activados provenientes del tanque de aireacion de una planta de
tratamiento de aguas residuales municipales, localizada en el Cerro de la Estrella, México, D.F.

lLos lodos activados fueron caracterizados en los parametros de sélidos suspendidos totales,
solidos suspendidos volatiles e indice volumétrico de lodos (APHA,1992).

3.4.3. Agua residual
Se selecciond un efluente-real de una industria quimico-farmacéutica’ localizada en Jiutepec,

Morelos. El efluente fue caracterizado previamente, la biomasa se aclimaté a este efluente y se
determiné la carga maxima que podia tratar el biofiltro.
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Fotografia 3.1. Biofiltro discontinuo secucnciado (SBB) anaerobio/acrobio utilizado para el
tratamiento de un efluente de la industria quimico-farmacéutica.

El cfluente dc la industria quimico-farmacéutica contenia compuestos nitroaromaticos que
presentan el problema de ser toxicos e inhibitorios a los procesos de lodos activados,
especificamente la o-nitroanilina y otros compuestos aromaticos que daban al agua una alta
concentracion de DQO, que vario desde 28 400 a 72 200 mg/L. La alimentacién se realizé con
agua residual adicionada de nutrientes (tabla 3.1) y acido propiénico como co-sustrato en
relacion 1:1 con base en la DQO durante los primeros ciclos de operacién y después cuando la
biomasa se aclimatd, la concentracién del co-sustrato se disminuyd hasta eliminarlo de la
alimentacion.

3.4.4. Estrategia de arranque y operacion

La estrategia que se siguid para el arranque del biofiltro fue la de eficiencias fijas, permitiendo
que la biomasa degradara el 80 % la DQO alimentada y la reduccidn de la o-nitroanilina ‘a
otros metabolitos se siguié por cromatografia de liquidos, para enseguida realizar el cambio de
condiciones aireando el reactor el tiempo suficiente para lograr la remocidén de la DQO .al
minimo valor y tratar de optimizar los tiempos de reaccién de las fases anaerobia y aerobia. Se
realizaron mediciones de potencial redox para verificar que prevalecieran condiciones anaerobias
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y aerobias en cada fase de reaccién del reactor. En la tabla 3.10 se muestran las condlcmnes de
operacion que se usaron en el arranque y operacién del reactor. g

Tabla 3.10. Estrategia de arranque y operacién en el SBB anaeroblo/aeroblo en el
tratamiento del efluente industrial.

Parametro Valor
Tiempo de llenado, min. 25
Tiempo de reaccion, h. Anaerobio: 8 - 36
Acrobio: 3.5-12
Tiempo de descarga, min. , 5
Flujo de aireacion, L/min. 5.70
Volumen de intercambio, %. 88 - 14
Tempceratura, °C. 28 %1

Cuando la biomasa sc aclimatd a la degradacién del efluente industrial y a los cambios de
ambiente anaerobio/acrobio, se¢ continué con la operacion dcl biofiltro aumentando la
concentracion de la DQO, del influente al doble de la concentracién de operacidon y el aporte del
co-sustrato sc fue disminuyendo de 50 al 30 %, hasta la eliminacidn total en la alimentacion del
biofiltro. El criterio que se utilizd para cada cambio de concentracion fue cuando la degradacion
global de la DQO, fucra como minimo cl 85 %. Cuando el biofiltro se estabilizd en la condicion
de operacion en estudio, se tratd de optimizar el TRH al valor minimo posible realizando
cinéticas de degradacion  dc las reacciones de reduccion y oxidacion del sistema. Se tuvo
atencion especial a los valores de potencial redox en cada fase de rcaccidon para ascgurar
condicioncs reductoras minimas de —-250 mV en la reduccion y valores de potencial redox de +10
a4+ 60 mV cn la fase oxidativa. Se llevd un control de la evolucion de la biomasa en ¢l soporte
del biofiltro realizando mediciones de solidos volatiles mensualmente. Los parametros de
control y frecuencia de analisis sc muestran cn la tabla 3.11.

Tabla 3.11. Parametros de control en el tratamiento del efluente industrial

Parametro Frecuencia de andlisis
DQO total Inicio y final de fases anacrobia y aerobia
o-nitroanilina "
Potencial redox "
phl "
Color (Esc. Pt-Co) "
Temperatura "
Gases (mcetano y CO,) Semanalmente, inicio y final de fases anaerobia y acrobia
Nitrogeno orginico (N-org) "
Nitrogeno amoniacal (N —NH™) . "
Nitrdgeno de nitritos (N-NO75) "
Nitrogeno de nitratos (N-NO75) "
Sulfuros (87) "
SV en el soporte Mensualmente
Alcalinidad Total como CaCQO; Inicio y final de fases anaerobia y aerobia
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3.4.5. Evaluacién de la toxicidad

Se realizarqrj analisis'de toxicidad por el método de Microtox al inicio de ciclo, y al final de las
fases anacrobia y aerobia para evaluar la reduccién de toxicidad del efluente.

3.5. Degradacién del colorante azo azul disperso 79 en ambientes
anaerobios/aerobios integrados en un reactor

3.5.1. Pruebas de biodegradabilidad

Se realizaron pruebas de biodegrabilidad del colorante AD79 en matraces empacados con
tezontle con el fin de seleccionar un co-sustrato que actuara adecuadamente como fuente de
clectrones y de carbono, para alcanzar la maxima biotransformacién del colorante al derivado
amino en condiciones anaerobias; una vez terminada la reduccidn, comenzé la fase oxidativa
para la mineralizacién de las aminas producidas. Los experimentos que se realizaron son los
siguientes:

Sc prepararon 6 matraces Erlenmeyer de 500 mL conteniendo el co-sustrato en relacion molar
1:5, medio mincral y colorante AD79 de acuerdo a la tabla 3.12 y se colocaron cn una parrilla
agitadora a 100 r.p.m. manteniendo temperatura controlada a 35 °C £ 1. Cada 24 h se tomd una
muestra para cvaluar el proceso. La prueba se realizd bajo 2 condiciones: en la primera cada co-
sustrato se probd de forma individual y en la segunda se hicieron mezclas, ya que la primera no
aporto suficiente informacion para la selecciéon del co-sustrato.

Tabla 3.12. Condiciones de operacién para las pruebas de seleccién de co-sustrato

Matraz Co-sustrato . Co-sustrato | Medio Colorante
(condicién 1) (condici6n 2) mineral AD79
1 Abidtico (Biomasa esterilizada) | Abidtico (Biomasa esterilizada) 400 mL: 10 mg/L
2 Glucosa Glucosa / ac.acético 400 mL 10 mg/L
3 Ac. Propiénico Ac. Propiénico/ ac. Acético 400 mL 10 mg/L
4 Ac. Acético Glucosa / propiénico 400 mL 10 mg/L
5 Agua residual municipal (DQO:150 mg/L) Sin co-sustrato 400 mL 10 mg/L
6 Abidtico (sin biomasa, s6lo piedras) Abidtico (sin biomasa, solo piedras) 400 mL 10 mg/L

3.5.1.2, Iné6culo y medio mineral

Se utilizé una mezcla de dos indculos: biomasa de las piedras de un reactor anaerobio que trato el
colorante AD79 y lodos activados de'la planta de tratamiento de aguas residuales municipales
Cerro de la Estrella localizada en México, D.F. Se determinaron SV de las piedras y SSV de los
lodos activados. Se utilizé el medio mineral presentado en la tabla en 3.1.
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3.5.2. Déterm‘ina'ciéh-kde 1a sorcién del cOI'orant;felrir el tezontle ¢ influencia del medio
mineral - : S : '

Las técnicas analiticas para la determinacién de la sorcién del colorante en el tezontle y la
influencia del medio mineral en la sorcion del colorante se encuentran en el anexo 2.

Biodegradacion del colorante azul disperso 79 en un reactor SBR anaerobio/aerobio
con biomasa suspendida

3.5.3.

3.5.3.1. Sistema experimental

Se utilizé un reactor piloto de acrilico con capacidad de 9 L y volumen ttil de 7 L. Se instalaron
electrodos de oxigeno, pH y del potencial redox conectados al rcactor. El control del reactor fue
a través de un reloj programable (Timer Chrontrol) al que se conectaron 3 bombas peristalticas
(Master Flex, Cole-Parmer) para control de recirculacion, carga, descarga y una valvula solenoide
para el contro!l de la aireacion. En la fase aerobia el aire fue difundido desde el fondo del reactora
través de un difusor poroso. El reactor fue provisto de un sistema de calentamiento con
recirculacidon (Poly Science Model 210) para mantener la temperatura del reactor en un intervalo
de 25 a 28 °C y un sistema de agitacién intermitente a 180 r.p.m. con el fin de favorecer la
transferencia de masa en el recactor. El reactor operé como un reactor discontinuo secuenciado
SBR (por sus siglas en inglés), con volumen de intercambio del 75 %. El sistema experimental

se muestra en la fotografia 3.2.

TESIS CON
FALLA D CRIGEN

Fotografia 3.2. SBR anaerobio/aerobio secuenciado con biomasa suspendida
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3.5.3.2. Inoéculo

El reactor se inoculé- con =lodos- activados provenientes: de la:planta:de: tratamiento-de aguas
residuales municipales Cerro’de la ‘Estrella localizadaeri” México,  D.F. Los’ ‘lodos activados
fueron caracterizados en -los parametros. de solidos suspendldos 1otales sohdos suspendldos
volatiles e indice volumclnco de lodos. (APHA 1992)

3.5.3.3. Agua residuatl sintética

El agua residual sintética consistio de AD79 en concentracion de sustrato inicial (S;) de 14
mg/L, un co-sustrato (acido propiodnico, en relaciéon 1 mol AD79:50 moles dcido propidnico) y
una mezcla de nutrientes y oligoelementos necesarios para el crecimiento de los microorganismos
de acuerdo a la tabla 3.1.

El colorante fue usado como se comercializa en el mercado, como un polvo sélido que contiene
50 % de colorante y 50% de agente dispersante. El colorante se agregdé de forma hidrolizada
debido a su baja solubilidad en agua. La hidrdlisis se realizé mediante disolucion del colorante en
agua a un pH de 10 con agitacién y calentamiento a 70 °C por 20 minutos.

3.5.3.4. Arranque y operacion del reactor

La estrategia que se utilizé para el arranque del reactor fue la estrategia de eficiencias fijas en la
cual la biomasa se aclimata al toxico el tiempo necesario para alcanzar una eficiencia
previamente establecida en las etapas anacrobia y aerobia (Melgoza, et al., 2000). En el caso del
colorante AD79 el criterio para determinar el término de la etapa anaerobia fue la remocion del
colorante al 60 % y la formacion dec aminas en la mayor cantidad posible y en el caso de la etapa
acrobia, la minecralizacion dec las aminas totales como minimo al 80 %. El reactor operd en
discontinuo con ciclos de reaccion variables hasta alcanzar la aclimatacién de la biomasa a los
cambios de ambientes anaerobios/aerobios y a la degradacion del colorante. Se llevé un control
estricto de la adsorcion del colorante en la biomasa para asegurar que la degradacion se debiera
tinicamentc a los microorganismos, realizando extracciones del colorante con metanol en la
biomasa, también se tuvo especial atencién en la disolucidn del colorante. La estrategia de
arranque y operacion se muestra en la tabla 3.13,

Tabla 3.13. Estrategia de arranque y operacién en el reactor SBR anaerobio/aerobio

Parametro

Tiempo de llenado, min.
Tiempo de reaccion, d.
Tiempo de descarga, min.
Flujo de aireacion, L/min.
Volumen de intercambio, %.

Temperatura, °C.

fh. K

FA j-’-LJ <)

1Y Ar
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Una vez que la biomasa sc aclimaté a la reduccidon del colorante y a la mineralizacion de las
aminas aromaticas formadas, se continud con la operacion del reactor tratando de optimizar el
TRH en cada fase de reaccién con la mas alta eficiencia de remocidn global del colorante. Las
concentraciones de colorante fueron aumentindose cada vez que se obtenian eficiencias de
remocidn constantes durante 3 ciclos consecutivos. Se realizaron andlisis de toxicidad por el
método de Microtox al inicio de ciclo, y al final de las fases anaerobia y aerobia para evaluar la
reduccion de toxicidad del efluente. Los parametros de control del proceso y la frecuencia de
andlisis se muestran en la tabla 3.14,

Tabla 3.14. Parametros de control en el tratamiento del colorante AD79

Parametro Frecuencia de andlisis
Colorante AD79 Inicio y final de fases anaerobia y aerobia
Aminas totales, BDNA
Potencial redox
pH
Color (Esc. Pt-Co)
Temperatura

Gases (metano y CO,) Semana]mente, inicio y final de fases anaerobia y
T : aerobla -

Nitrogeno organico (N-org) -
Nitrégeno amoniacal (N —NH+4)
Nitrégeno de nitritos (N-NO7)
Nitrégeno de nitratos (N-NO )

Sulfuros (87)

DQomml ',' .o

SSV en el licor mezclado Semana]mente al ﬁnal de la fase aerobla
cfluente . :
Alcalinidad Tot'll como CaCO; Inicio y final de fases aﬁaerobia y aerobia. -

3.6. Calculos de"las v:iriables del proceso

Para el cilculo de las tasas de degradacion y carga orgdnica aplicada y ehmmada “en todos los
experimentos reahzados en esta investigacion se utilizaron las 51gu1entes ecuacnones

3.6.1. Tasas especlf‘c'l y volumétrica de degradaciéon

La tasa especifica de degradamon que evalta la actividad de la biomasa para consumir el sustrato
se calculé mediante la ecuacién 3.2.
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Syr —S - o
g, = inf ef I/““ ( 32)
: X )V

La tasa volumétrica se calculd por medio de la ecuacion 3.3. Este paramelro indica la
eliminacion del sustrato.en el FACLOT, - e w0 s e i s s .

Sur — S, 4
q. =( inf of J_,/“_“ (3.3)

Donde:

_qx : Tasa especifica de degradacion, mg/g SSV-h
qv  : Tasa volumétrica de degradacidon, mg/L-h

Sinr: Concentracién de sustrato en el influente, mg/L
Ser ¢ Concentracion de sustrato en el efluente, mg/LL
X : Biomasa, g/l. de SSV

Ta : Tiempo de degradacion, h

Vim: Volumen de intercambio, L

V : Volumen de operacién del reactor, L

3.6.2. Eficiencia de degradacién

La eficiencia de degradacién se determing ' a partir- de la- ecuacion 3.4:

Sue =S,
E= (——’ A ] 100
infl

S,
(3.4)
Donde:
E : Eficiencia de degradacion, %
Sinr:  Concentracion de sustrato en el influente, mg/L
Ser ¢ Concentracidon de sustrato en el efluente, mg/L

3.6.3. Carga organica 'lplicad'l y eliminhdﬁ

En los sistemas de tratamiento de aguas residuales, la carga orgamca se define como la cantldad
de materia organica oxidable por metro ctibico de alimentacién y tiempo de ciclo:’ En ¢l caso del
PNF y del colorante AD79 se calculd tedricamente a partir de la estequiometria de la reaccion,
incluyendo el aporte del co-sustrato utilizado en la reaccidn.

63



Las carga orgénica aplicada y la climinada se calcularon con las ecuaciones 3.5 y 3.6.

: S
B - inf © int
sG]

B,.=B_.E

ve va

. Donde:

Bvwa: Carga organica aplicada, kg DQO/m?>-d
By, : Carga organica eliminada, kg DQO/m3-d

Sinr:  Concentracidon de sustrato en el influente, mg/L
E : Eficiencia de degradacion

f : Factor de conversién a kg DQO/m?-d

Ta : Tiempo de degradacién, d

Vin:  Volumen de intercambio, L

V :  Volumen de operacion del reactor, L

Metodologia

- 3.5)

(3.6)
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracteristicas fisicas del material de soporte

Los resultados completos de la caracterizacion del medio soporte se encuentran en el anexo 3.1.
En este trabajo se utilizd tezontle (puzolana, piedra volcanica) como material de soporte ya que
se ha reportado su cficacia en el tratamicnto de compuestos toxicos (Buitrén y Ortiz, 1997,
Buitron y Flores, 1997). Se realizé la caracterizacion fisica del tezontle y  presentd
caracteristicas adecuadas con relacidn al area superficial, porosidad, bajo costo, disponibilidad en
el mercado y pequefia diferencia en peso especifico, aunque presentd granulometria no uniforme.
Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Caracteristicas del tezontle

Caracteristica Resultado
Granulometria 2-2.5cm
Peso especifico ; ' 2.52 kg/L
Porosidad del reactor empacado - © . L 80.4 %
Porosidad de las piedrﬁs B ERN e I 78.5 %
Densidad de édrea superﬁcial' R 494 m¥m’

4.2, Pérdidas abiodticas del PNF

Los resultados completos de las pérdidas abidticas del PNF se encuentran en el anexo 3.2. Se
determinaron las pérdidas abidticas del PNF debidas a efectos de volatilizacién en el reactor sin
empacar y empacado, sorcién en el reactor, en el empaque del biofiltro y en las membranas de
nitrocelulosa empleadas para la filtracién de muestras y a las posibles reacciones quimicas del
medio nutriente con el compucsto. Los resultados mostraron que no se observaron pérdidas
abioticas debidas a volatilidad y sorcion del PNF en el sistema, por lo que la remocién del PNF
fuc atribuida solo a la biodegradacion.

4.2.1. Pruebas de biodegradabilidad anaerobia/aerobia del PNF en matraces

Los resultados de la prueba de biodegradabilidad mostraron que de los indculos estudiados, el
mejor fue la mezcla 70/30 de lodos de la planta de aguas residuales municipales Cerro de la
Estrella y de la planta de aguas residuales industriales ECCACIV ya que presenté mejor
biotransformacion del PNF a PAF en la fase de reduccion y posteriormente en la fase de
oxidacion la mineralizacion del PAF. El potencial redox se mantuvo entre -280 mV y +50 mV
durante las fases de reduccidn y oxidacidén respectivamente, prevaleciendo condiciones
anaerobias y aerobias en el reactor.
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4.3. Biofiltro SBB anaerobio/aerobio para la degradacion del p-nitrofenol
4.3.1. Arranquey aclimatacién del biofiltro

En los procesos de biodegradacién de compuestos téxicos la estrategia de arranque del sistema es
un factor muy importante, ya que de ésta dependera el nivel de induccién de los microorganismos
al toxico (Buitrén y Ortiz, 1997). El arranque del biofiltro se efectud con los parametros de

operaciéon mostrados en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Parametros de operacién en el arranque del biofiltro SBB anaerobio/aerobio.

Parimetro . Resultado
Peso del empaque de tezontle S R Lo 3.8kg
Volumen total del reactor o , : 90L
Volumen util del reactor : . 5.8 L
Volumen de lodos de la planta de ECCACIV - ' 0.611L
(SSV=11 141 mg/L) ' B L
Volumen de la planta del Cerro de la Estrella ; 22L
(SSV=6 770 mg/L) e
Volumen de medio nutriente mineral : 30L
Volumen de intercambio ) 85-88%
Concentracion de acetato de sodio como co-sustrato . N 70 mg/L*
Concentracién de la solucién de PNF en el reactor ~ : 25 mg/L -
Concentracién de biomasa en el reactor - Ao 4000mg
Flujo de aireacién ' k | 1.9 L/min
Velocidad de recirculacién S Sl 12 L/h :
Temperatura dentro del reactor . . . 27°CHE 1 )

En experimentos preliminares Chew (2001), evalud la estrategia de arranque por tiempos fijos de
reaccion independientemente de las eficiencias alcanzadas. En esta estrategia se mantuvieron
tiempos de reaccion fijos en las fases anaerobia y aerobia de 4 h y 2 h respectivamente, tratando
de que la adaptacidén de la biomasa se realizara en el menor tiempo posible, pero bajo estas
condiciones, no sc logré la ctapa reductiva anaerobia en el reactor sino que el sistema oper6 en
condiciones andxicas/aerobias, debido que no se dio el tiempo necesario para la adaptacién de la
biomasa a las condiciones anaerobias. Aunque se encontraron valores de 0 mg/L de oxigeno
disuelto, no significé que existieran condiciones reductoras en el sistema ya que otras especies
como NO7; aportaron oxigeno. Esta estrategia de arranque no fue la adecuada ya que no se
favorecieron las condiciones que permitieran el desarrollo de los microorganismos anaerobios
responsables de la etapa reductiva para la produccién de aminas. En la presente investigacion, la
estrategia de operaciéon que se siguid fue la de eficiencias fijas, en la que se fijé como minimo
una remocion del PNF de 80 % en la fase anaerobia para iniciar la fase oxidativa mediante la
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aireacién del biofiltro hasta alcanzar un 90 % de remocién del PAF formado.- Contrario a la
cstrategia de tiempos fijos, la biomasa se aclimaté a las condiciones anaerobias esperando el
tiempo necesario para su adaptacion, lograndose condiciones reductoras con valores de potencial
redox de —-250 a -380 mV. Una vez que las bacterias se aclimataron, fueron capaces de
biotransformar en un 60 % el PNF al derivado amino PAF. Esta estrategia de arraque resulté
mejor para favorecer la seleccidn de bacterias facultativas que generaran la produccién de PAF
en la etapa anaerobia y su mineralizacion en la acrobia. e

Con ¢l fin de inducir la seleccion de la biomasa para una mas rapida adaptacion se utilizé una
concentracién de PNF para el arranque del biofiltro de 25 mg/L, 2.9 veces mas que la
concentracion de inhibicién metanogénica ICso (8.5 mg/L) reportada por Donlon et al., (1995).
Como se partié de un lodo inéculo no adaptado al PNF el sistema pasé por un periodo de
aclimatacidn, incluyendo una fasc de seleccidn microbiana, utilizando acetato de sodio como
sustrato primario para proveer electrones para la reduccidén del compuesto, carbono y energia
para ¢l crecimiento y mantenimiento, incrementando el tamafio y masa de la poblacién
bacteriana. El PNF actué como sustrato secundario dando lugar al proceso de co-metabolismo,
esto es, la transformacion de un sustrato de no crecimiento en la presencia obligada de un
sustrato de crecimiento. Este metabolismo es llamado utilizacion de sustrato secundario
(Bouwer, 1989). Durante la aclimatacion de la biomasa a los cambios de ambientes anaerobios y
acrobios sec logré inducir principalmente la seleccion de bacterias facultativas, género que puede
desarrollar  funciones metabdlicas en ausencia o presencia de oxigeno, seguida de bacterias
aerobias y anaerobias como se evidencio en el andlisis de grupos fisioldgicos en base al perfil de
dcidos grasos cuyos resultados se describen mas adelante en el numeral 4.3.9. Los resultados de
la adaptacién de los microorganismos al PNF y a los ambientes anaerobios y aerobios, se
mucestran en la figura 4.1, observandose la disminucién del tiempo de reaccion a medida que se
alcanzaba la aclimatacion.

Tiempo, h
-~
w
1

50 1 | e oo

2] WFALE;&“& LE'Q ‘»L‘.'xi‘siEi‘J

Ciclos

Figura 4.1. Evolucién de los tiempos de reaccién en el arranque del biofiltro SBB
- anaerobio/aerobio. (e) Fase anaerobia, (o) Fase aerobia.

En la figura 4.2 se muestifziﬁA las eficiencias de remocién para el arranque del biofiltro durante 29
ciclos (84 dias de operacion).’ Cuando la biomasa se aclimaté a la concentracién de 25 mg/L
(ciclo 6), los tiempos de fase anaerobia fueron reducidos y las eficiencias de biotransformacién a
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PAF se incrementaron. La concentracion de PNF se incrementé de 25 a 35 mg/L después de 6
ciclos de operacién estables. La remocién del PNF fue de 90 a 98 %. En el ciclo 10 el tiempo de
recaccion de fase anaerobia se redujo, lo que ocasiond una disminucion en la biotransformacion a
PAF, debido a un aumento de PNF ocasionado por la reduccién del tiempo de retencidn
hidraulica (TRH), siendo necesario incrementar la duracién de la fase anaerobia a 72 h (ciclo 12)
con el fin de obtener mayor cantidad de PAF. En el ciclo 24 (dia 75), el tiempo de ciclo se redujo
a 40 h (30 h anaerobio y 10 h de aerobio) alcanzandose la estabilizacién del biofiltro. Después de
este ciclo la concentracién fue incrementada a 58 - 62 mg/L de PNF y la duracién del ciclo fue
reducida a 30 h (24 h anaerobio y 6 h de aerobio).
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Figura 4.2. Remocion y biotransformacién del PNF .y PvAF;Aemr'\‘ el drranque del biofiltro SBB
anaerobio/aerobio. (O0) Concentracién de PNF en el reactor; (@)% Degrzidacic’m acrobia de PAF;
(m) % Biotransformacidén de PNF a PAF; (o) %~Rémoci6n global de PNF.

Se observé un incremento progresivo de la biotransformacion de PNF a PAF, alcanzandose un
maximo de 60 %. Durante la fase aerobia el PAF producido por biotransformacion del PNF fue
degradado eficientemente por la biomasa desde los primeros ciclos, obteniéndose una remocién
de 100 %. Las reacciones de oxidacién que se efectuaron fueron eficientes para oxidar el grupo
amino de la molécula hasta nitratos y para degradar el carbono organico a CO; y agua. La fase
acrobia fue reducida gradualmente de 24 a 10 h sin tener variaciones importantes en la remocion
del PAF. Es claro que la reduccién del PNF a PAF en la fase anacrobia es la etapa limitante para
la mineralizacion de PNF, debido al efecto destoxificante a PAF, lo que origina la disponibilidad
de esta molécula a ser degradada por via aerobia.

En la fase anaerobia la composicidén del biogas s6lo mostrd la presencia de CO,, indicando que
las recacciones bioquimicas que ocurrieron en el biofiltro fueron de hidroélisis y de fermentacion.

El potencial redox fue de -380 mV en la etapa de reduccién anaerobia y de +71.4 mV en la etapa
de oxidacidén. El pH del reactor fue de 7.13 a 7.38 unidades en la fase anaerobia y de 7.53 a' 8.40
en la fasec aerobia. En los periodos aerobios el oxigeno fue mantenido en concentraciones de 5.23
y 6.43 mg/L y la temperatura se mantuvo en condiciones mesofilicas de 27 °C & 1. :
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4.3.2. Anilisis espectral

Para asegurar la biotransformacién del PNF a PAF, se realizaron andlisis espectrales UV-VIS
durante los ciclos operacionales, comparandose los espectros de los compuestos iniciales y
finales de las fases de reaccién anaerobia y aerobia con los espectros de los compuestos
originales grado estindar HPLC. Estos compuestos mostraron bandas caracteristicas a 400 nm
para ¢l PNF y a 300 nm para ¢l PAF a pH 7. En la figura 4.3 se muestran los cspectros de los
estandares de PNF y PAF y en la figura 4.4 los espectros UV-VIS de un ciclo de operacién
completo, en el que el influente presentd una absorbancia maxima a 400 nm correspondiente al
PNF, después de iniciada la reaccién se observé la aparicion de un compuesto a 300 nm que
correspondio al PAF, producto de biotransformacion del PNF durante la fase anaerobia. Al final
del ciclo en la ctapa aerobia, el cfluente no presentd ninguno de los picos caracteristicos de los
compuestos aromaticos iniciales o de la biotransformacién, lo que indicé que la biodegradacion
del téxico se llevo a cabo en las respectivas ctapas anaerobia y acrobia.
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Figura 4.3. Espectros UV-VIS de estandares de PNF y PAF.
(—) Estandar de PNF A= 400 nm; (---) Estandar de PAF A= 300 nm
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Figura 4.4. Analisis espectral del ciclo de operacién 28 en el que se muestra el PNF y su

producto de biotransformacion PAF y la mineralizacién de éste. (.. _ ..) Influente, inicio de fase
anaerobia; (—) Biotransformacion, final de fase anaerobia; (---) Efluente, final de fase aerobia.
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'4.3.3. Perfiles de potencial redox

Los perfiles tipicos de las mediciones del potencial de oxido-reduccién durante los ciclos
experimentales se muestran en la figura 4.5. En la fase sin aireacién se puede observar que
hubo una reduccién de +16 a —-380 mV-que indicé que en el reactor prevalecieron las
condiciones reductoras de anaerobiosis. Por otra parte, en la fase de aireacién, se observé un
aumento de — 380 a +70 mV alcanzandose condiciones aerobias en el biofiltro. Los perfiles'de
O.R.P. sugieren que la biomasa estaba aclimatada a los ambientes anaerobio y aerobio necesarios
para la mineralizacion del PNF. Durante el experimento la concentracién de oxigeno disuelto
fue de 0 mg/L en la fase anaerobiay de 5 a 6 mg/L en la fase aerobia.
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Figura 4.5, Perfil de mediciones del potencial de oxido-reduccién en los ciclos de arranque del -
biofiltro. (o) Ciclo 8; (O) Ciclo 27; (A) Ciclo 29

4.3.4. Operacioén del biofiltro

La evolucién de las concentraciones de PNF y PAF en el efluente y en el influente después del
periodo de aclimatacién se muestra en la figura 4.6. El biofiltro funciond durante 108 dias (ciclos
76-182) con concentracion de 0.39 — 0.44 mM. La remocién de PNF fue de 99 %, con formacion
de PAF dec 84 %. La remocién de PAF fue de 100%. En el ciclo 56 (dia 156) un mal
funcionamiento en el termostato del calentador del reactor, ocasioné un incremento en la
temperatura de 27 a 52 °C, durante 72 h. Este problema generé una desestabilizacion en el
desempeiio del reactor, por lo que fue necesario re-inocular nuevamente con lodos activados
frescos de la planta de tratamiento de aguas municipales Cerro de la estrella. Después de la re-
inoculaciéon en el dia de operacion 182 se recuperé la actividad del biofiltro, la
biotransformacién a PAF fue de 84 £ 2 %, la mineralizacion del PAF en la fase aerobia dc 98 %
y la remocién del PNF fue cercana a 100 %. Es importante sefialar que las concentraciones de
PNF en el efluente fueron de menos de 1 mg/L, indicando una buena adaptacién de la biomasa
para la degradacion del PNF y PAF en la concentracién estudiada. La evolucién de las eficiencias
de remocioén y de biotransformacion se muestran en la figura 4.7.

70



Resultados y discusion

0.6
=
E 05
= pa
P
£ 03]
£
g o2
g
2 o
o 4
70 101 120 151 176 201 226

Dias de operacion

Figura 4.6. Evolucién de las concentraciones de PNF y PAF en el influente y efluente del
biofiltro: (5) PNF, alimentacién; (o) PNF efluente; (A) PAF producido al final de la fase
anaerobia; (—) PAF efluente (Fase aerobia).

% Remocion de PNF, PAF y
biotransformacién

76 101 126 151 176 201 226
Dias de operacion

Figura 4.7. Remocnon y. blotransfomlamon del PNF en el SBB: (o) Blotransformacmn de PNF a
PAF (fase anaerobxa) ‘(=) Remocién global del PNF (fase anaerobia + fase acrobla), '
(+) Remocién de PAF (fase aerobia).

Como resultado de la aclimatacion de la poblacidn bacteriana al PNF y al PAF, el tiempo de
degradacién fue reducido gradualmente de 7 dias a 11.5 h (8 h fase anaerobia y 3.5 h de fase
acrobia) en 69 ciclos, 169 dias de operacidn. Las tasas volumétricas y especificas de degradacién
en la fase anacrobia mostraron la misma tendencia incrementiandose de 0.29 a 9 mg/L-h (figura
4.8 a), y de 0.21 a 11 mg/g-SSV-d respectivamente, a medida que se reducia el tiempo de
reaccion. mostrando la adaptacidn de la biomasa a la reduccion de PNF. En la fase aerobia la tasa
volumétrica fue de 0.26 a 12.5 mg/L-h (figura 4.8 b) y la tasa especifica aumenté de 0.33 a 16
mg/g SSV-d indicando una buena adaptacién de la biomasa facultativa aerobia a la degradacién
de PAF.

TESE "W
PALLA Dif uriGEN| 7"




Resultados y discusion

10 180
8 a) Fase anaerobia 1160 =
« - -+ 140 £
2=z 120 g
g S G- -100 8
s & . - 80 3
2 & - 60 g
= 2. - 40 &
----- - 20
0 - - ‘ - . . 4 - 0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Dias de operacion
14 30
erobia
12 - ) asea obi 1 as =
- =
gz 10 20 8
% o g
£3 15 2
2E 6. 3
- [=]
& & 10 - &
25 4 g
2 N T tmameno-cc0000—— — em-6-0-6-6-08 -5 =
0 : - - - - - - : . [¢]
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Dias de operacién

Figura 4.8. Evolucidn de la tasa volumétrica de degradacion y del tiempo de reaccidn
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En el dia de operaciéon 156 se observé una disminucién de la degradacion debido a la
desestabilizacion del biofiltro como se menciond antes, recuperandose la actividad en el dia 182.

A partir del dia de operacion 160 (ciclo 60) se elimind el tiempo de sedimentacién en la estrategia
de operacién, realizando la descarga del reactor inmediatamente después del final de la fase
acrobia, con el fin de evitar la acumulacion de la biopelicula desprendida (biomasa muerta),
cvitandose la colmatacién del biofiltro y eliminando la necesidad de efectuar retrolavados; es
importante mencionar que a lo largo de la operacidn del reactor, no fue necesario efectuar ningiin
retrolavado del filtro, siendo esta una ventaja importante con respecto a los filtros aerobios que
generalmente requieren de retrolavado.

La remocion de color durante la fase anaerobia fue en promedio de 530 a 90 unidades para una

remocién de 83 %. Durante la fase aerobia fue de 90 a 15 unidades con remociéon de 83 %. La
remocion global del color en el sistema fue de 97 % (de 530 a 15 unidades de color Pt-Co).
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Durante la fase anaerobia, el pH del influente se mantuvo entre 6.7 y 7.9 unidadés y el potencial "
redox entre 7 y 57 mV, mientras que al final de la fase entre 7.6 y 8.9 unidades'y —387 mV
respectivamente. Los valores del efluente del biofiltro, al final de la fase aerobia, fueron ‘pH
entre 7.93 y 8.95 unidades y potencial redox de +0.8 a +65.1 mV. El oxigeno disuelto en'la fase
aerobia fue en promedio fue de 4 a 6 mg/L.

Después del dia de operacidon 222 la eficiencia de biotransformacion empezd a disminuir.y en la
fase de reduccion no se alcanzaban valores de O.R.P. a menos de —200 mV, lo que indicé que no
se tenian condiciones reductoras al 100 %, probablemente debido a falta de protones, por ello se
decidid utilizar otras fuentes de protones que mejoraran la fase reductiva y por consecuenma la-
velocidad de reduccién y la biotransformacién del PNF durante la fase anaerobia.

4.3.5. Evaluacion de co-sustratos para mejorar la velocidad de reduccion del PNF

El objectivo de esta parte de la investigacién, fue estudiar si la naturaleza del co-sustrato
estimulaba la velocidad de reducciéon del PNF a PAF, mejorando la biotransformacion, ya que en
la primera etapa de la experimentacién se utilizé acetato de sodio como co-sustrato

A partir del dia de operacidon 245 se inicié la etapa de evaluacidon de co-sustratos, con una
duracion de 120 ciclos (70 dias de operacidn). Los resultados de esta etapa de experimentacion
aportaron informacién para la continuidad de la operacion del biofiltro. Los resultados de la
evaluacidén de co-sustratos inician en el ciclo 1, (dia de operacién 1) en cada co-sustrato
estudiado. Al finalizar esta etapa, continué la operacidn con las concentraciones intermedias de
PNF, a partir del dia 246 (ciclo 104).

En gencral se realizaron 30 ciclos de operacion con cada co-sustrato con tiempos de reaccion de
8 h de fase anaerobia y 3.5 h de fase aerobia. EI criterio que se utilizd para evaluar la velocidad
de reduccién fue elegir el co-sustralo que presentara el menor tiempo de remocion del grupo
nitro (transformado a grupo amino) y la mas alta produccién de PAF, interpretada esta como la
velocidad de formacion de PAF. Se realizé un experimento control sin co-sustrato en el biofiltro
para determinar la velocidad de reduccion bioldgica con sustrato endogeno, pero se¢ encontrd que
sin la adicién de acetato como co-sustrato no se efectuaba la biotransformacion, lo que indicé que
cl acctato fue usado como fuente de energia y/o donador de electrones para la biotransformacion
anaerobia del PNF, pero que deberia mejorarse para obtener mejor rendimiento de PAF y para
optimizar la velocidad de reduccidn del sistema.

4.3.5.1. Acido acético

En este experimento la alimentacién fue acidificada a pH 6- 6.5 ya que el pH del efluente de
cada ciclo fue de 8.6-8.8 por lo que con el efluente residual en el biofiltro se efectué una
dilucion de aproximadamente el 30 % * 2 suficiente para neutralizar la alimentacion a 7.0-7.2
unidades, con una alcalinidad de 250-300 mg CaCO;/L  suficiente para amortiguar la
acumulacion de acidos grasos que pudiera inhibir el consorcio bacteriano en sus poblaciones
anaerobia, aerobia y facultativas.
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La biotransformacién promedio fue de 62.9 % durante 30 ciclos de operacion con tiempos de =~
reaccidén de 7.5 h de fase anaerobia y 4 h de fase aerobia. En la figura 4.9 se presenta la cinética
de reaccion durante el ciclo 19, observandose una velocidad de reduccién (V,) de PNF .de 0.04
mM/L-h, velocidad de formaciéon (Vy) del PNF a PAF de 0.03 mM/L-h y una velocidad de
mineralizacion (Vi ) de 0.06 mM/L-h. Los potenciales redox estuvieron entre + 2.1 y + 63 mV
en la fase aerobiay —219a — 322 mV en la fase anaerobia.
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Figura 4.9, Cinética de ”re'duccic'm del PNF y formacion .y remocidén del PAF con éc. acético
“como co-sustrato en el ciclo 19. (») PNF; (m) PAF

4.3.5.2. Agua residual municipal

Se utilizé agua residual municipal en relacién 1:5 con base en la DQO que presentd. La DQO del
agua residual municipal fue de 330 mg/L; como el PNF aportéd 1.32 g DQO/g PNF, se
requirieron 50 mg/L de PNF para una relacién 1:5 con base en la DQO del agua residual (50 mg
PNF = 66 mg O./L: 330 mg O; agua residual/L) como co-sustrato obteniéndose una muy baja
recuperacion de PAF (15.2 %), después de 30 ciclos de operacién. En general las remociénes
anacrobia y global del PNF fueron bajas del 57 % y 60 % respectivamente, no asi la remocién del
PAF formado, que fue removido en un 97.9 %. Esto nos indicd que la materia organica del agua
residual aportd carbono y no funcioné adecuadamente como donador de electrones ya que no
aportd los equivalentes de H™ necesarios para la reduccidén completa del PNF. La velocidad de
reduccidén (V,) del PNF fue de 0.02 mM PNF/L-h, la velocidad de formacidon de (Vy) PAF fue de
0.01 PAF/L-h y la velocidad de mineralizacién (V) de 0.02 mM PAF/L-h. Los tiempos de
reaccion fueron de 7.5 h de fase anacrobia y 4 h de fase aerobia.
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4.3.5.3. Mezcla de 4cido acético/acido propiénico (1:1)

En los experimentos con este co-sustrato, en la fase anaerobia se obtuvo reducciéon del PNF de
100 %, medido por HPLC y analisis espectrales de UV, donde se confirmé la desaparicion del
PNF, la velocidad de reduccién (V;) fue de 0.05 mM/L-h. La formacién del PAF fue de 75.8 %
en base al rendimiento molar, con una velocidad de formacién (Vy) de 0.04 mM/L-h. El pH sc
mantuvo en ¢l intervalo de 6.9 y 7.2 unidades, con potencial redox en promedio de +39 mV en el
influente. En la fase aerobia la velocidad de mineralizacién (V) de aminas fue de 0.08 mM/L-
h. El pH se mantuvo entre 7.2 y 7.9 unidades con potencial redox en el influente =272 mV y en
el efluente de + 25 mV. La remocién del PAF fue de 100 %. En la figura 4.11 sc muestra la
cinética un ciclo tipico del desempeiio del biofiltro en la evaluacién de co-sustratos.

0.4
0.35
0.3 -
~ 0.25--
0.2 -
0.15 -
0.1 -
0.05 -

Fase anaerobia™ Fase aerobia

V,=00SmM/L-h

Ve =0.08 mM/ L-h

PNF y PAF, mM

45
Tiempo, h

Figura 4.11. Cmetlca de reducc1on del PNFy formacién y remocion del PAF con mezcla de
» ac;do§ como,co -sustrato durante el ciclo 13. (¢) PNF; (w) PAF
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4.3.5.4. Acido propiénico

En los experimentos con este co-sustrato, en la fase anaerobia se obtuvo una reduccién del PNF
de 100 % medido por HPLC y andlisis espectrales de UV, donde se confirmé la desaparicién del
PNF, con velocidad de reduccién (V) de 0.07mM/L-h. La formacién del PAF fue a una
velocidad (Vy) de 0.06 mM/L-h con un rendimiento de biotransformacién a PAF de 82 % en
base al rendimiento molar. En la fase anaerobia, el pH se mantuvo en el intervalo de 6.9 y 7.3
unidades, con valores de potencial redox en promedio de +70 mV en el influente y —300 mV en
cl efluente. En la fase aerobia la velocidad de mineralizaciéon (V) del PAF fue de 0.10 mM/L-h.
El pH se mantuvo entre 7.3 y 7.8 unidades, y el potencial redox en el influente -324 mV yenel
efluente de +15 mV. La remocidn del PAF fue de 100 %. En la figura 4.12 se muestra la cinética
de un ciclo representativo del desempeiio del biofiltro en la evaluacién del co-sustrato.
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Figura 4.12. Cinética de reduccién del PNF y formacion y remocion del PAF utilizando acido
propidénico como co-sustrato durante el ciclo 13. (*) PNF; (m) PAF

4.3.5.5. Evaluacion de la velocidad de reduccion

Los resultados mostraron que la velocidad de reduccién del grupo nitro y el porcentaje de
recuperacion del PAF mejoré con la adicién de co-sustratos. Los experimentos indicaron que la
adicién de compuestos que proveen inter-especies de hidrégeno, mejoran la produccién de
metabolitos de reduccidén y permiten una mas ripida conversién del compuesto nitroaromatico.
La disponibilidad de los hidrégenos derivados de la degradacién del co-sustrato, mejoraron la
velocidad de reduccién del PNF permitiendo la conversion del PNF a PAF en un menor TRH.
Estos resultados estan de acuerdo a estudios previos que investigaron la funcién de varios
donadores de electrones sobre la reduccién de aromaticos clorados, aldehidos aromaticos y
nitrofenoles por consorcios anaerobios en los que reportaron una mejor velocidad de reduccién
al adicionar co-sustratos (Gibson y Sewell,1992; Todini y Pol, 1992).

Donlon et al., (1996) realizaron pruebas para determinar el efecto de diferentes co-sustratos en la
velocidad de reduccidn de nitrofenoles y reportaron una velocidad especifica de reducciéon ~ de
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10.5 mg/g SSV-d para el acetato y de 26.0 mg/g SSV-d = para ‘una mezcla de acidos
acético/propidnico/butirico utilizando reactores UASB y lodo granular metanogemco

En este trabajo, se determinaron velocidades especxﬁcas de reduccion de 13.7 y 16.3 mg/g VSS d
para la mezcla de acidos acetlco/propxomco y propidnico respectivamente. La velocidad de
reduccién utilizando el 4c. propidnico como co-sustrato fue de 9.7 mg/L-h y para: largjlezcla de

dc.acético/ac. propidnico de 7.6 mg/L-h, siendo mejor la del propidnico ya que redu_|o el uempo
de reaccion en una hora. En la tabla 4.3 se muestran los resultados obtenidos.

El uso del co-sustrato mejord la biotransformacién del PNF a PAF aumentando la velocidad de
reduccién, lo que permitié la reduccién de los tiempos de reaccién. El-efecto de diferentes
donadores de electrones sobre la velocidad de reduccién afectd la transformacién-del PNF. La
sccuencia en el aumento de la velocidad de reduccién fue la SIgulente ac. proplomco > mezcla
de acidos > ac. acético > agua residual municipal.

Tabla 4.3. Velocidades de reduccién del PNF y formakcvio'nb‘_'dé‘PAF
en la evaluacion de co-sustratos. (Valores promediqque“lvo _'xnediciones)

Co-sustrato Velocidad Velocidad |-
reduccion formacioén-
PNF PAF
(mg/L-h) (mg/L-h)
Ac. acético 6.7 4.9
Agua residual municipal 3.9 0.6
Ac. acético/propidnico 7.6 4.2
Ac. propiénico 9.7 ~7.6.5"

del PAF y velocidad especifica de mmerahzacmn del PA'F‘(medldas como las tasas especuﬁcas y
volumétricas de degradamon) para los dos mejores co-sustratos probados en’ la‘ tabla® 44 se.

Co-sustrato f PNFrf : PAF;
lax qx
: ) (mglg ssv-d). (mg/g ssv-d)
Ac. propiénico S1630 0 1O
“Mezcla de 137 700
Acético/propidnico
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4.3.5.6. Balance de hidrégeno
Los resultados experimentales mostraron que el PNF fue biotransformado a - PAF. Como sustrato
primario o sustrato de crecimiento, el propionato es primero convertido a acetato e hidrégeno por
bacterias acidogénicas (ec. 4.1). El hidrégeno actia como un donador de electrones para la
biotransformacién reductiva del PNF (ec. 4.2). Una fraccnon de la concentracxon de hidrégeno y
acetato junto con CO; son convertidos_ por.. baclerias .formadoras de propionato, para formar
proplonato y volver a originar acetato ‘¢ hidrégeno (Cheng et al.; 1997) (ec. 4.3). Las pr1nc1pales
reacciones involucradas en el cometabohsmo del PNF con proplonato como sustrato primario son
las siguientes: :

CH;3CH,COO™ + 3H20 ——> CH;COO’ + HCO; +oH* +3Hy @:1)
CeHsNO; +3Hz - ,—> C6H50NH2 + 2H0 ’ (4.2)
3 Hz » CHyCOO + HCOy + H' —P  CH;CH:COO™ + 3 H;O (4.3)

La biotransformacion de PNF dependid de la disponibilidad de hidrégenos en el sistema ya que el
hidrégeno actué como el donador de electrones para la biotransformacidn reductiva. La velocidad
de biotransformacién del PNF fue mas alta con la adicion de acido propidnico como co-sustrato
que con la adicién de acido acético o agua residual municipal, debido a que hubo mas hidrogenos
disponibles para la reduccion, siendo la principal diferencia la produccién de hidrdgeno, que tiene
una funcién muy importante en la transformacion reductiva de PNF a PAF, como también fue
observado por Cheng et al., (1998). Este comportamiento fue corroborado por los valores de
potencial redox que se presentaron en el biosistema que fueron del orden de -250 a -380 mV.
Los hidrégenos son transferidos a las moléculas de NAD (dinucledtido de nicotinamida adenina)
mediante la reaccién (4.4) que se lleva a cabo a un potencial redox de —-320 mV, siendo en este
orden los potenciales redox que prevalecieron en ¢l sistema durante la fase reductiva.

NAD" +H" +2¢ ——p NADH +H" (4.4)

En trabajos realizados por Cord-Ruwisch er al., (1988), estudiaron el efecto de diferentes
aceptorcs dec electrones en la degradacién anaerobia de sustrato y demostraron que la
concentracién de hidrégeno es predominantemente dependiente del potencial redox del aceptor
terminal de electrones. Estequiométricamente se requieren 3 moles de hidrégeno para que un mol
de PNF sea transformado a PAF, segtin la reaccion (4.2):

Ce¢HsNO; —_— CesHsONH:

Un mol de dc. propionico origina 3 moles de H> requiriéndose: . un.mol de éc. propiénico  por
cada mol de PNF para la reduccion a PAF teéricamente.  En los experimentos realizados se
observo que deberia utilizarse un exceso de co-sustrato ya que una parte fue utilizada por la
biomasa para los requerimientos de crecimiento y energia de las bacterias, por lo que desde el
disefio del experimento se estimd una concentracién 1: 4 molar, PNF:co-sustrato pero como en
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los ciclos de arranque se obtuvo una blolransformacmn del 60 % se ‘aumentd la concentracién de
co-sustrato a 1:6 molar con lo que se logro un aumento enla blotransformacxon hasta el intervalo
de 80 a 85 %. R = : . i .

4.3.6. Operacion del biofiltro con concentraciones intermedias y altas

Una vez que se determind el co-sustrato que aporté la mayor cantidad de equivalentes reductores,
se utilizé el sistema para evaluar las concentraciones de PNF superiores a 70 mg/L. El biofiltro
se operéd  en concentraciones intermedias (S,) de 70, 80 y 90 mg/L y altas de 100, 125, 175, 225
y 300 mg/L de PNF durante los dias 246 — 526 (ciclos 104 — 262), con el fin de determinar la
maxima carga de PNF que pudiera soportar este tipo de reactor ya que tiene la caracteristica de
tener un cultivo facultativo anaerobio y aerobio en un 80 %, ademas de bacterias anaerobias y
aerobias en un 20 % aproximadamente.

A partir del dia de operacién 246 (ciclo 104) se utilizé como co-sustrato d4c. propidnico en
relacién molar 1:6 PNF: ac. propidnico. La alimentacién se ajusté a pH 7 + 0.2 unidades y la
alcalinidad se mantuvo entre 300 y 700 mg CaCOj/L. Se fijé como criterio para asegurar
condiciones reductoras que el potencial redox estuviera a —250 mV durante la fase anacrobia y
en la fase aerobia que el potencial aumentara hasta valores positivos. Las mediciones de las
concentraciones de PNF y PAF se realizaron por HPLC y se hicieron analisis espectrales por
espectroscopia UV - VIS del influente y efluente en cada fase de reaccidon. Los tiempos de
retencidn hidriaulica se redujeron en lo posible y el cambio a la siguiente concentracion sc hizo
después de que los valores de la remocidén PNF fueron minimo de 80 % y para ¢l PAF de 90 %.
La cvolucidén de las concentraciones de PNF y PAF en ¢l influente y efluente se muecstra en la
figura 4.13,
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Figura 4.13. Evolucidn de las concentraciones intermedias y altas de PNF . ({J) PNF, influente;
(A) PAF, producido en la fase anaerobia; (+) PAF, efluente fase aerobia; (~) PNF, efluente.

Cuando el bfoﬁltro operd con concentraciones intermedias de PNF de 70 a 90 mg/L (dias de
operacion 246-357, ciclos 104-160) la remocién de PNF para la concentracién de 70 mg/L fue de
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98 % en promedio y la biotransformacion de 89 %, mejorando considerablemente en un 21 %
con respecto a las eficiencias que tenia el sistema antes del cambio de co-sustrato, En los cambios
de concentraciones a 80 mg/L y 90 mg/L de PNF, al inicio la biotransformacién disminuyé de 95
a 80-85 % siendo necesario aumentar el tiempo de fasec anacrobia de 4 a 8 h para que la biomasa
se adaptara a esta concentracion. Una vez que la biomasa se adapté a estas concentraciones, la
remocion de PNF en la fase anacrobia fue de 98 % y la biotransformacioén fue de 90 a 95 %. En
las tres concentraciones la mineralizacién del PAF fue de 99 % (figura 4.14)

£ 105
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3 W 7
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246 266 286 306 326 346 366

Dias de operacion

Figura 4.14. Biotransformacién de PNF y remocién de PNF y PAF en las concentraciones
intermedias. (o) Biotransformacion de PNF a PAF; (—) Remocién global de PNF;
(+) Remocion de PAF.

En los dias de operacion del 268 al 295, se redujo el tiempo de reaccion de fase anaerobia de 8 a
4 h debido a que la biomasa estaba bien aclimatada, lo que originé un aumento de la tasa de
degradacion de 9.7 a 21.8 mg/g SSV-d, al doble del valor con el que venia operando el biofiltro.
Después se incrementé la concentracion de PNF a 80 mg/L y requirié de un tiempo de reaccion
anaerobia de 8 h, por lo que la tasa de degradacién especifica disminuyd a 15.1 mg/g SSV-d
como se observa en la figura 4.15 a.

En Ia fase aerobia las tasas de degradacion especifica se mantuvieron entre 17.y 21 mg/g SSV-d y
las tasas volumétricas de 14 a 17 mg/L-h como se observa en la figura 4,15 b. Las tasas de
degradacion volumétrica fueron ligeramente mas bajas que 1as tasas espemﬁcas tanto en la fase
anaerobia como en la aerobia. SR

En los dias de operacion 358-509 (c1clos 161- 244) el bloﬁltro fimmono con concemraclones
altas de 100 a 225 myL (0.72a1.6 mM) ‘ - L

80



Resultados y discusion

4 30
£ 25 p a) Fase anacrobia
b} 25
g
T - 20
&
z . 158 TRIE =4 1 ¢
=g d <
g
2
13 H
14
2 0
&
= 246 271 290 32 340 37
Dias de operacion
24
b) Fase acrobia

(g yqy

Tasas especificas y voluméticas,

271 296 a 340 371

Dias de operacion

Figura 4.15. Evolucién de las tasas de degradacion durante la ctapa de congcntur'ratcioncs
intermedias de PNF. a) Fasc anaerobia. b) Fasc acrobia (e) Tasa especifica de degradacion,
g« (mg/g SSV-d); (0) Tasa volumétrica de degradacion, ¢ (mg/L-h).

En la concentracidon de 100 mg/L, al inicio el biofiltro operd con tiempo de reaccién de fase
anacrobia dc 4h pero del dia 387 al 423 se requirieron mayores tiempos dc fase anacrobia
y acrobia de 7 y 4.5 h respectivamente, para que la biomasa se adaptara a esta
concentracion ya que en el efluente después de la fase acrobia quedaba un residual de PAF
de 6.6 mg/L en promedio, con coloracién violeta caracteristica de la polimerizacién del
PAF, indicando que en la fase aerobia no se estaba degradando el PAF en su
totalidad, sugiriendo que el tiempo de reacciéon acrobio no era ¢l adecuado para la
degradacién de la concentracion de PAF biotransformado, por lo que se aumentd la fase
acrobia favoreciendo la remocion de PAF. Una vez controlado este problema, a partir del
dia 426 el tiempo de reaccién se redujo a 7.5 h (4h de fase anaerobia y 3.5 de fase acrobia),
la remocion de PNF en la fase anaerobia fue de 100 % y la biotransformacion a PAF fue de
82 %; la eliminacidn del PAF en la fase acrobia fue de 97.9 % (figura 4.106).

En la fase anaerobia las tasas especifica y volumétrica maximas de degradacién fucron de
43.6 mg/g SSV-d (figura 4.17 a) y de 29.6 mg/L-h respectivamente. En la fasc acrobia las
tasus especifica y volumétrica maximas de degradaciéon fucron de 36.1 mg/g SSV-d (figura
4.17 b) y dc 24.5 mg/L-h respectivamente. La carga volumétrica que tratd el reactor fue de

400 mg/L-d.
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Figura 4.16. Remocién y biotransformacion de PNF en la etapa de concentraciones altas.
(+)Remocién global de PNF; (o) Biotransformacién de PNF a PAF; (—)Remocién de PAF
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Figura 4.17. Evolucion de la tasa cspecifica de degradacion (qx) y del tiempo de reaccidon durante
la ctapa de concentraciones altas de PNF, a) Fasc anacrobia b) Fasc acrobia
(®) Tasa especifica de degradacion, qyx; (o) Tiempo de reaccion.
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Para la concentracién de 125 mg/L (dias de opcracion 462-493, ciclos 197-228), la remocién dc
PNF fuc de 98.7 % y la biotransformacion de 85.5 %; la remocion del PAF formado fuc dec 98.8
% (figura 4.16). En esta concentracion ¢l biofiltro .sc cncontraba bien aclimatado a
concentraciones altas, ¢l TRH fue de 7.5 h alcanzando velocidades de reduccién de 45.1 my/L-h
y tasas especificas de degradacidon de 48.5 mg/g SSV-d (figura 4.17 a) para cargas volumétricas
de PNF de 647 mg/L-d. En la fase aerobia, la tasa volumétrica maxima de mineralizacion fue
30.6 mg/L-h y la tasa especifica maxima fue de 45.1 mg/g SSV-d (figura 4.17 b). La carga
volumétrica de PAF que soporté el biofiltro fue de 602 mg/L-d. La remocién global de color fue
de 95 %. En esta concentracién no se observd coloracién en el efluente que indicara
polimerizacidn del PAF, ni concentraciones residuales del compuesto.

En la concentracion de 175 mg/L (dias de operacion 494-503, ciclos 229-238), la remocidén de
PNF fuc de 100 % con TRH de 4h en la fase anaerobia y biotransformaciéon de 81 %. La
remocion del PAF fue de 84.2 % pero se observé que la fase acrobia no estaba degradando bien,
dcbido a que se tuvicron concentraciones residuales de 10 % PAF en el efluente y coloracion
violeta caracteristico de la oxidacidon del PAF al estar en contacto con aire, ademas de que hubo
precipitacion de compuestos color café rojizo, caracteristicos de compuestos humicos, que son
polimeros de gran peso molecular formados a partir de la oxidacién del PAF no degradado por la
poblacion acrobia. Lo anterior se corroboré con prucbas abidticas del PAF y espectros UV- VIS
donde se observo la aparicion de picos a 500-520 nm. ElI TRH para la fase aerobia se aumento
de 3 a 7.5 h con el fin de favorecer a las bacterias acrobias. La carga volumétrica de PNF
aumentd de 602 a | 055 mg/L-d y las tasas dec degradacion disminuyeron, con respecto a la
concentracion anterior. Las maximas tasas volumétrica y especifica de reduccion del PNF fucron
dc 24.0 myg/L-h y 37.0 mg/g SSV-d respectivamente. Las maximas tasas volumétrica y especilica
dc mincralizaciéon del PAF fueron de 21.1 mg/L-h y 31.4 mg/g SSV-d para una carga orginica dec
PAF de 342 mg/L.-d.

E! funcionamiento del biofiltro continud con la concentraciéon de 225 mg/L de PNF (dias de
operacion 504-509, ciclos 239-244); la remocién de PNF fue de 98.4 %, la produccién de PAF
fue de 85.8 % pero la remocidn fue sélo de 3.7 %. Se intentd recuperar la actividad de la biomasa
facultativa aerobia con periodos de aireaciéon de 11.5 h y agregando nutrientes al inicio de la fase
de aircacién. Se intentd operar el biofiltro con la concentracién de 300 mg/L de PNF; en la fase
anaerobia se alcanzé la reduccién del PNF en un 98 % con biotransformacion a PAF del 86 %
pero nuevamente en la fase aerobia se presentd inactividad de la biomasa facultativa aerobia, por
lo que se llegd a la conclusiéon de que las bacterias aerobias se habian inhibido por efecto de la
alta concentracién del PAF por lo que ocurrié la auto-oxidacién de las aminas al no haber
suficiente poblacion aerobia para su degradacién.

Se procedi6 a realizar pruebas de respirometria para verificar la actividad de la biomasa aerobia.
Las pruebas realizadas indicaron que la actividad de la biomasa habia sido inhibida, por lo que se
procedio a enriquecer el biofiltro con lodos activados de la planta de tratamiento municipal Cerro
de la estrella y nutrientes al inicio de la fasc aerobia para fortalecer la poblacidn acrobia.

Para verificar la capacidad de recuperacion del biofiltro ante condiciones de operacién extremas
como cs cl caso de la inhibicion dc la poblacion acrobia, ¢l reaclor sc¢ re-inoculd con lodos
activados municipales y volvié a operar con concentracion de sustrato de 60 mg/L de PNF y dc.
propidnico 1:6 molar como co-sustrato (dias de operacién 510-519, ciclos 245-254), dcjundo
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periodos de aireacion de 12 h y sin aire de 4 h durante 5 dias, y se observo una rapida
recuperacion de la actividad de la biomasa en la fase de aireacidn con eficiencias de remocidn de
PNF y PAF de 100 % respectivamente y biotransformacioén del 82 % con tiempos de reaccién de
7.5 h (4 h de fase anacrobia y 3.5 h de fase acrobia) como sc obscrva cn la figura 4.16. En la
fase anacrobia las tasas de degradaciéon volumétrica y especifica fueron de 17.6 mg/L-h y 32.0
my/g SSV-d y en la fase acrobia de 10 mg/L-h y 18.4 mg/g SSV-d respectivamente, iniciandose
la recuperacion de la actividad de la poblacidon facultativa aerobia.

Después se aumentd drasticamente la concentracion de PNF a 125 mg/L (dias de operacién 520-
526, ciclos 255-264). Las remociones de PNF y PAF fueron de 100 % respectivamente y la
eficiencia de biotransformacién de 72 % con tiempos de reaccién de 8 h de fase anaerobiay 3.5 h
de fase acrobia) como se observa en la figura 4.16. En la fase anaerobia las tasas de degradacién
volumétrica y especifica fueron de 18.4 mg/L-h y 33.0 mg/g SSV-d y en la fase acrobia de 22.8
mg/L-h y41.5 mg/g SSV-d respectivamente, observandose la recuperacion de la actividad de la
poblacidn lacultativa acrobia adaptandose rapidamente al cambio de concentracion.

El desempeiio del biofiltro fue bueno, pues las remociones que se venian dando antes de la
inhibicion de la poblacién aerobia se recuperaron, incluso con la concentracién de 125 mg/L
aunque con un tiempo de retencién de 12 h, mayor que el que se tenia antes de la inhibicidon que
fue de 7.5 h. En la concentracién de 175 mg/L nuevamente se presenté el mismo
comportamiento inhibitorio del PAF sobre la poblacidn aerobia, por lo que se realizé una prueba
aerobia para verificar el comportamiento del PAF sobre una poblacién puramente aerobia. Los
resultados de esta prueba se cncuentran en el anexo 3.

Con relacién al color, cn la fase acrobia del dia de operacion 494 al 509 se present6 pérdida de
actividad de la biomasa para la mineralizacidn del PAF, presentandose acumulacién de productos
de polimerizacién del PAF. Después el biofiltro se re-inoculé con lodos activados y se recuperd
la actividad de la poblacion aerobia. En la figura 4.18 a y b se observa que los valores promedio
de color (esc. Pt-Co), fueron de 556 unidades al inicio de ciclo y de 82 unidades al final de la fase
anaerobia para una remocién de 85 % y en la fase aerobia los valores fueron de 82 a 6 unidades
para una remocién de 93 %. La remocidn global de color fue de 97 % .

El pH durante la etapa de operaciéon de concentraciones intermedias y altas se mantuvo con
valores de 7.2y 7.92 unidades al inicio y fin de la fase anaerobia con valores de potencial redox
de =5 a -390 mV. En la fase aerobia el pH fue de 7.92 a 8.5 unidades con valores de potencial
redox de + 5 a+ 56 mV. El oxigeno disuelto en promedio fue de 4.2 a 5.6 mg/L.
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Figura 4.18. Comportamicnto del color durante la ctapa de concentraciones intermedias y altas
de PNF. a) Fase anacrobia, b) Fasc acrobia
(A) % de remocion de color; (o) Color en el influente; (1) Color en el elluente.

4.3.6.1. Pruebas en cromatografia de placa fina

Para verificar la produccién de otros compuestos diferentes al PNF y al PAF se realizaron analisis
de cromatografia de placa usando un sistema diclorometano/metanol /acetona 90:10: 0.05 vy
como reveladores sulfato cérico y Dragendorf. Los valores de Ry fueron: PNF, 0.28; PAF, 0.0;
precipitado 0.37. Los resultados mostraron que los compuestos del precipitado color violeta
fucron diferentes al PNF y PAF, con una polaridad menor que el PAF pero mayor que ¢l PNF y
s¢ desdoblaron en 3 productos diferentes a los originales.

Polaridad : PAF > Muestras coloreadas > PNF

Por otra parte los compuestos precipitados color café rojizo presentaron un mayor grado de
polimerizacion aumentando la intensidad del color, ¢l peso molecular, e! contenido de carbono y
disminuyendo el grado de solubilidad, como lo sciiala Stevenson (1982), quicn indico que las
sustancias htimicas estan formadas por acidos fulvicos (solubles en agua a cualquicr pH), acidos
hamicos (solubles en valores de pH bisico, insolubles en pH acido), compuestos hiimicos
(insolubles en cualquier valor de pH), dependiendo del grado dec polimerizacion es cl tipo de
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ﬁ"lCClOﬂ humlca Los acndos humlcos son macromoleculas aromaucas complqas contemcndo
grupos OH fendlicos libres y enlazados, estructuras quinonas, nltrogcno Yy oxigeno como pucntcs
y grupos COOH colocados-¢en los anillos aromaiticos.

Lus mucstras unuli'/zidus no presentaron solubilidad cn solventes polares como la acclona, agua,
clc.,...sélo en.solventes no polares como. metanol, . en ¢l momento dec {a clusion  no cluycron,
pcrmdnecncndo en la linea base como es caracicristico en los compuestos humicos, por lo que se
sugiere que la formacién de compuestos coloreados producto de la oxidacién del PAF son
compuestos huimicos, diferentes al PNF y PAF.

4.3.6.2. Pruebas de respirometria de la biomasa suspendida y fija en el tezontle

Con el fin de evaluar las condiciones en las que se encontraba la biomasa después de que el
biofiltro operd con altas concentraciones de PAF acumuladas durante la fase aerobia, se tomaron
muestras de tezontle del nivel superior y medio del biofiltro con solucién de medio mineral, sc
desprendié la biomasa del tezontle y se conservaron en la misma solucién por separado. Se
determind la respiracién enddégena de la biomasa y después la respiracidon de la biomasa con una
solucién de 25 mg/L de PAF como sustrato, utilizando ¢l medidor de oxigeno disuelto YSI 5300
Biological Oxygen Monitor. Los resultados para la tasa de consumo de oxigeno (TCO) fueron
2.5y 2.4 mg Oax/h para la biomasa suspendida y para la biomasa adherida, respectivamente.

Estos resultados mostraron que cfectivamente ¢l PAF c¢s un sustrato  dificil de degradar por la
poblacion acrobia decl biofiltro ya que inhibe la actividad dec la biomasa. Los valores
determinados indicaron que la actividad de la biomasa acrobia disminuyd ¢cn promedio de 5.8 a
2.4 mg Oz /h antes y despucés de aplicar altas concentraciones de PAF (175 myg/L).

4.3.7. Cuantificacion de la biomasa

Durante la operacién del biofiltro se realizé la determinacién de la cantidad de biopelicula en el
soporte, se realizaron analisis para estimar la cantidad de biomasa como sélidos volatiles
adheridos al tezontle. Los resultados mostraron que la biomasa como g SV/kg piedra se mantuvo
constante sugiriendo un equilibrio entre la generacién de nuevas células y la eliminacién de
células por desprendimiento de la biopelicula, pero al hacer el calculo como g/L de biomasa en el
reactor fue disminuyendo un 30 % del primer al Gltimo muestreo; es importante sefialar que
después de ecste muestreo se re-inoculd el biofiltro ya que se habia inhibido la actividad de la
biomasa. Se tomaron muestras de 3 niveles del biofiltro: 60 cm (inferior), 40 cm (medio) y 20
cm (superior), determinindose mayor cantidad de biomasa en la parte superior y menor cantidad
en la parte inferior. La cantidad de biomasa dentro del biofiltro no fue uniforme, pero el tipo de
bacterias si lo fue como se determiné mediante el perfil de icidos grasos celulares. Los resultados
promedio estuvicron dentro de los valores tipicos para reactores anaerobios, sin embargo sc
observé disminucion de la biomasa sobre todo en la parte supcerior del biofiltro (tabla 4.5).
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V'I:ablra' 45BlomasacomoSV én el;soxr)orte del biofiltro

Nivel del biofiltro |- “# o/ w0% waz 2o ~Biomasa (g SV /kg piedra)
(245 dias de bpéracién) (428 dias de operacién) | (509 dias de operacidn)
Inferior (60 cm) A T 7.6 ' 75 .
Medio (40 cm) : 1294 25.6 21.3
Superior (20cm) 49.7 .. . - 41.9 . 31.9
Promedio - 289 - 25.0 ' 202
(g/L ) en el reactor 18.8 16.3 13.2

Los sistemas anaerobios se caracterizan por tener un bajo rendimiento de crecimiento
indicando que sélo una pequeiia porcién de producto organico es sintetizado a nuevas
células. En trabajos realizados por Cho et al., (2000), durante la degradacién de PNF por
Nocardioides sp NSP41 determinaron un bajo rendimiento de biomasa Yypne=0.28 g g"
debido a la toxicidad del PNF. Por otra parte Bakke et al., (1984) trabajaron con
Pseudomonas aeruginosa en una biopelicula con una produccién celular Y ,sde 0.30 g g'.
En este trabajo el rendimiento celular Y , fue de 0.27 mgmg'l encontrandose el valor en el
mismo orden que los reportados por los otros autores.

En la fotografia 4.1 se muestra el tipo de poblacién que se encontrd presente en el biofiltro,
donde se aprecia la presencia de protozoarios que contribuyen a la remocién de materia
organica consumiendo bacterias libres que no contribuyen a la biopelicula y si pueden
contribuir al deterioro del cfluente final en términos de SST, por lo que la accién de los
protozoarios sobre estas bacterias mejora la calidad del efluente final (Von Sperling, 1996).

S APT

TRSIS now
FALLA Di JHIGEN

Fotografia 4.1. Biomasa en el biofiltro SBB anaerobio/aerobio.
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La cvoluciéon de los SSV en el efluente durante la operacién del biofiltro se mantuvo constante
con valores cntre 5 y 9 mg/L como se observa en la figura 4.19 mostrando la estabilidad de la
biopelicula formada sobre el soporte. A partir del dia de operacidén 494 los SSV empeczaron a
aumentar debido a que cn la fase aerobia se presentaron problemas con la mineralizacién del
PAF como ya se ha descrito antes. Cuando el biofiltro recuperd la actlvxdad en la fase acrobia, los
SSV en el efluente empezaron a estabilizarse nuevamente.
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Figura 4.19. Evolucion de los SSV en el efluente durante la operacién del biofiltro SBB.

del.biofiltro SBB

4.3.8. Clasificaciéon por grupos fisnologlcos dela poblaclon nn'lerobi
anacrobio/aer oblo : :

Se llevé a cabo la cuantlﬁcamon de la bxomasa naerabi a traves 'del‘recuento de distintos
grupos tréficos. La determinacién se realizé en dos muestras’ de] empaque del biofiltro, la primera
a los 245 dias de operacion y la segunda a los 412 dias'de operacwn ‘,Los resultados se muestran
en la tabla 4.6. S

Tabla 4.6. Resultados de la cuantificacién de ',baétexjias anaerobias por grupos tréficos
del biofiltro SBB anaerobio/aerobio

Grupo de bacterias S : Resultado
i NMP de bacterias/g SV
Muestra 245 dias de | Muestra 412 dias de

operacion operacion
Fermentativas (F) b 242x 10" 3.66x 10"
Sulfato-reductoras (S) 69 204 104 712
Hidrogenofilicas () estrictamente relacionadas de HOPS - 6.9x107 69x107
(consumidoras de propionato y butirato) L - . . L
Acctoclasticas (A) No detectadas - . | No detectadas
Productoras obligadas de hidrdgeno de propionato (Oy) 69 204 104712
Productoras obligadas de hidrégeno de butirato (Oy) 69 204 104712
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El namero total de bacterias no metanogénicas en el biofiltro estuvo en el orden de 10"
bacterias/g SV en las dos muestras, de igual forma en ambas muestras el orden de bacterias/g SV
en cada grupo tréfico, se encontraron en el mismo orden de magnitud.

La poblacion anaerobia del biofiltro estuvo formada por bacterias fermentativas, que
transforman por hidrélisis los polimeros en mondémeros y éstos en acetato, hidrégeno, COa,
acidos organicos de cadena corta, aminoacidos y otros productos, siendo esta la primera fase del
proceso anaerobio. La hidrélisis, llevada a cabo por la accidn de exoenzimas excretadas por
bacterias fermentativas hidroliticas, siendo esta etapa generalmente lenta. Como los acidos
grasos volatiles son el principal producto de los organismos fermentativos, estas bacterias
usualmente son llamadas bacterias acidogénicas fermentativas, que consisten de bacterias
anaerobias facultativas y estrictas por ejemplo del tipo de Clostridium spp, Bacteroides,
Desulfovibrio spp, y Escheriquia coli ( Metcalf y Eddy, 1991).

Las bacterias acetogénicas productoras de hidrégeno son las responsables de la oxidacion de los
productos gencrados en la fase acidogénica convirtiéndolos en acetato, hidrégeno y CO,. Estas
bacterias forman parte de un grupo metabdlico intermediario que producen sustratos para las
bacterias metanogénicas (Chernicharo, 1997). En un trabajo realizado por Gorontzy et «l., (1993),
los metanogénos fueron mas sensibles a la presencia de nitroaromdticos que las bacterias sulfo-
reductoras y Clostridium, debido probablemente a la destruccidén de la doble funcidon de las
membranas celulares de la mayoria de los metanogénos como un acarreador fisiolégico y como
esqueleto de la célula. En las bacterias sulfato-reductoras y Clostridium el efecto destructor de los
nitroaromaticos fue prevenido por la presencia de murexida contenida en la pared celular y a la
diferentec composicién de la pared celular. En contraste con los metandgenos, Clostridium spp y
las bacterias sulfato-reductoras redujeron los sustituyentes nitro sin lisis celular.

Los resultados mostrados se complementan con la clasificacién de la poblacién bacteriana
rcalizada por medio de la técnica del perfil de dcidos grasos fosfolipidicos, donde el tipo de
dcidos grasos determinados para las bacterias anaerobias, corresponde al tipo de bacterias
referidas antes.
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4.3.9. Caracterizacién de la biomasa del biofiltro mediante la técnica del ‘perfil de acidos
grasos celulares

La caracterizacion de la biomasa del biofiltro se realizé mediante la técnica del perfil de acidos
grasos celulares (AGC) después de 245 dias de operacion. Rodriguez-Arteaga (2000), desarrollé
el método del analisis de los derivados metilados de los extractos de AGC por cromatografia de
gases para asociar los dcidos grasos celulares como biomarcadores de comunidades bacterianas
anaerobias, aerobias y facultativas, estudiando la distribucidén espacial de la comunidad
bacteriana presente en reactores SBR empacados con tezontle, bajo condiciones alternadas
anaerobias y aerobias, para el tratamiento del PNF y del 2,4-dinitrofenol. El autor reporté AGC
como biomarcadores de las comunidades bacterianas presentes en los reactores, seiialando que
los AGC saturados C12:0, C13:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, C18:0 A C19:0 son propios de
comunidades anaerobias; los AGC C12:0, C14:0, C16:0, Cl6: 19 C18:1%:is, para comunidades
anacrobias facultativas Gram negativas; los AGC C2-OH10:0, C2-OH12:0, C3-OH12:0, C3-
OH14:0, C18:1%trans, C17:0., C17:0.., para comunidades aerobias Gram negativas; los AGC
C i-15:0, C a-15:0, C i-14:0, C i-16:0, C i-17:0, C i-18:0, para comunidades acrobias Gram
positivas.

Los resultados para el biofiltro que traté PNF indicaron que no se determinaron diferencias entre
las comunidades de la biopelicula encontradas en los niveles superior, medio e inferior. En los
tres niveles, tanto en su parte externa como en la interna, se encontraron los mismos écidos
grasos, siendo homogénea la distribucion espacial de la biomasa a lo largo del biofiltro.

La composicion de la comunidad sobre el soporte no fue homogénea, la parte interna presentd
acidos grasos caracteristicos de una comunidad bacteriana anaerobia y en la parte externa
comunidades mixtas de tipo facultativo y aerobias. En la tabla 4.7 se muestran los resultados
del analisis del perfil de é4cidos grasos fosfolipidicos para las comunidades bacterianas del
biofiltro.

En la parte interna del soporte, se determiné solo la presencia de dcidos grasos saturados del tipo
12:0, 14:0, 16:0, 17:0 y 18:0, que son comunes y abundantes en comunidades anaerobias, lo que
indicé que la parte interna del soporte fue colonizada por comunidades bacterianas anaerobias.

El icido graso 3-OH12:0, se encontré solo en la parte externa del soporte, siendo caracteristico en
bacterias gram negativas como Pseudomonas 'y en . Enterobacteriaceae. Los acidos grasos
ramificados, i-15:0, a-15:0, i-16:0 se han reportado como predommantes en sedimentos de tipo
aerobio y en bacterias gram negativas y positivas; el acndo i- 16 0 se presenta también:en las
vibrionaceas. : o

De los acidos grasos insaturados obtenidos, €l 16:17 se ha encontrado que es muy abundante en
Enterobacteriaceae 'y en algunas bacterias aerobias; el ‘acido 18:1% 01s se ha- -reportado : como
asociado a sedimentos de tipo facultativo y aerobio y el amdo 18: 1 trans, -.se* ha encontrado
asociado a ambientes acrobios caracterizados por estar en estres como en ]a mamc10n porlo que
sc ha considerado como un indicador de estrés. ‘ .
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Después del analisis de los acidos grasos fosfolipidicos, se determind la presencia de distintas
comunidades bacterianas a diferente profundidad del reactor: en el nivel superior en la parte
externa del soporte predominaron los AGC ramificados caracteristicos de comunidades aerobias
Gram positivas. En los niveles medio e inferior de la parte externa del tezontle predominaron los
AGC insaturados caracteristicos de las comunidades anaerobias facultativas gram negativas como
las Enterobacteriaceae. En parte la interna del tezontle en lo
predominaron los AGC saturados que caracterizan a comunidades anaerobias del género
Clostriditm, Desulfovibrio y Desulfobacter.

s tres niveles del biofiltro,

Tabla 4.7. Distribucion de los acidos grasos celulares en el
biofiltro SBB anaecrobio/aerobio

Comunidad
bacteriana

NIVEL DEL BIOFILTRO

Superior

Medio

Externo | Interno | Externo | Interno | Ex

Auferior:
terno | Interno |

Anaerobia
Facultativa
Aerobia

*
*
L 4

(#) Presencia del ;t,i‘po'f'ig chrrrlviyxyinidéd :H}a'ct_’_er

a e

nelb oﬁltro :

TESTS OV
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7 4:3.1‘0-,,:‘)&&“5‘6“-&‘3 los resultados
4.3.10.1'. Evaluacion del biofiltro SBB anaerobio/aerobio

El biofiltro - funcioné durante 596 dias, 526 dias correspondientes al estudio del proceso
anaerobio/aerobio para la degradacién del PNF y 70 dias para la evaluacién de co-sustratos.

Durante la fase anacrobia el biofiltro funcioné con valores de potencial redox entre -280 y -420
mV. La produccién del biogés fue escasa de aproximadamente 5 mL/h y la composicién sélo
mostré la presencia de CO> en porcentajes de 65 %. Estos resultados estdn de acuerdo con los
trabajos de Battersby y Wilson (1989), Johnson y Young (1983), y Boyd et al., (1983), quienes
reportaron inhibicidén de la produccidén de metano en pruebas de biodegradabilidad anaerobia. La
reduccién del PNF a PAF en la fase anaerobia es la etapa limitante para la mineralizacidén de
PNF ya que se efectiia una destoxificacion a PAF y dispone al compuesto para ser susceptible de
ser oxidado en la fase acrobia.

El biofiltro se comportd como un reactor acidogénico, por lo que las reacciones bioquimicas que
ocurricron fueron de hidrdlisis, acidogénesis y acetogénesis. También se determinaron sulfuros
(S7) en concentraciones de 0.02 a 0.56 mg/L en el efluente, sugiriendo la presencia de bacterias
sulfato-reductoras lo que confirmé los resultados encontrados en la identificacion de grupos
tréficos (4.3.8) donde el crecimiento de bacterias acctoclasticas fue nulo y sc determiné la
presencia de bacterias fermentativas y sulfato-reductoras.

La alcalinidad total en general se mantuvo en el intervalo de concentracién de 300 a 600
mg CaCOi/L, que fue suficiente capacidad amortiguadora para neutralizar la produccion de
acidos grasos volatiles durante el proceso, previniendo su acumulacién, para evitar la
acidificacion del biofiltro que pudiera ser causa de inhibicién. Los sistemas anacrobios son mds
eficientes cuando operan en ausencia de inhibicién y en el acaso de acumulacién por acidos
grasos es un indicador comin de estrés en el sistema, ya que no se realiza la conversion a acetato
¢ hidrégeno efectuada por organismos que crecen cuando el hidrégeno es usado por
hidrogenotréfos en el proceso llamado transferencia inter especies de hidrégeno (Pohland, 1992).

El biofiltro en general no presentd acumulacién de acidos grasos, sélo en el inicio de las pruebas
con acido propiénico como co-sustrato, donde se observé disminucion de pH del ciclo 161 al
164, por acumulacién de acidos grasos medidos como 4cido acético de aproximadamente 320
mg/L con un descenso de pH a 5.0 = 0.4 unidades, disminuyendo ligeramente la eficiencia de
biotransformaciéon a PAF e inactivandose la poblacion aerobia en la fase de oxidacién. Se
recuperd la actividad del reactor en el ciclo 166 dando periodos de aireacién de 8 a2 12 h y
adicionando alcalinidad de 600 mg CaCOs;/L en la fase anaerobia ademdis de solucién de
vitaminas a la alimentacién y al inicio de la aireacién; los tiempos de reaccién aumentaron a
24h durante 3 ciclos y la poblacion aerobia nuevamente empezd a degradar el PAF generado en
la fase reductiva .

El pH se mantuvo en promedio en 7.38 unidades al inicio y 7.97 al final de la fase anaerobia, que
son intervalos adecuados para sistemas anaerobios, particularmente las bacterias acidogénicas son
bastante activas tanto en valores de pH 4cido o basico con un intervalo éptimo entre 6 y 8
unidades (Chernicharo, 1997). El sistema se mantuvo en una adecuada relacién de pH-
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alcalinidad-acidos grasos-y ' eésta relacién:fue el - factor mas importante en la estabilidad del
proceso. La alcalinidad del influente 'y la‘alcalinidad gencrada en ¢l proceso fueron suficientes
para mantener niveles de operacién’segurospara cvitar inhibicién por cstos factores.

4.3.10.2. Balance de Ia reacciéon de reduccion. .

En el curso del proceso de reduccién, la biomasa utilizé nitrégeno del PNF para sus
requerimientos de crecimiento y energiaenun 12— 15 % y un 85 % fue biotransformado a PAF
con base en el rendimiento estequiométrico. Las reacciones que se llevaron a cabo se muestran en
la figura 4.20.

NH:2
B —
~ OH
p-nitrofenol p-aminofenol
(12 -15 % nucvas células) - : (85 %)
Fa . ‘ NO3 ; Oz
Desaminacion DcSlﬁtriﬁcacic’n
(15°20%) ' ' .
: ' - COz2, N-NHa, N2
+ NHa4 -

OH
Figura 4.20. Reacciones efectuadas durante la reduccién del PNF.

Se llevé a cabo un proceso de desnitrificacidn en las primeras dos horas de la reaccion. En este
periodo el reactor se mantuvo en condiciones andxicas con concentraciones de oxigeno disuelto
de 0.1 a 1 mg/L y NO7; residuales que quedaban en cl reactor del ciclo precedente, hasta alcanzar
las condiciones de anaerobiosis con potencial redox de —250 mV, que por lo general ocurrio
después de las dos primeras horas de reaccién originando produccién de N-NH;". La
desnitrificacion produjo alcalinidad e incremento del pH dentro del reactor. El promedio de
generacion de alcalinidad fue del doble de la alcalinidad inicial. La elevacidn de la alcalinidad se
atribuyé a la conversion de CO; en HCOj; con incremento de pH en el rcactor, dadas por la
conversion de N-NO73 a Na () como también fue reportado por Karim y Gupta (2001). En esta
ctapa las bacterias anacrobias adquicren energia para cl crecimiento y requicren de una fucnte dc
carbono para la sintesis cclular que en este proceso esta dada por el ion carboxilato (COQO),
producido durante las reacciones bioquimicas del propionato que genera H; y COO™ (Mectcall' y
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Eddy, 1991). También se efectia una reaccion de-desaminacién (Sawyer et al., 1994), de
aproximadamente 15-20 % después de iniciada la fasc ‘anacrobia cuando sc ha formado la mayor
produccién de PAF, gencrandose un incremento-en la concentracion de nitrégeno amoniacal de
aproximadamentc 15 al 20 % y una clevacion det pH-de 7 a 7.9 £ 0.2 unidades y la produccion
de fenoles en concentraciones de 0.1 a 0.8 mg/L en promedio.

El reactor trabajé con eficiencias de remocion del PNF influente de 98 % mediante la reduccién
a PAF. La reduccién también causé la destoxificacion del influente a PAF en todas las
concentraciones de operacion del biofiltro, debido a que la toxicidad del PAF es 500 veces menos
que la del PNF (Donlon ef al., 1995), La biotransformacion del PNF a PAF fue muy cercana a la
estequiometria con aproximadamente 85 % de recuperacion, lo cual fue confirmado por anélisis
de HPLC.

Durante la fase aerobia el PAF fue biodegradado eficientemente por la biomasa desde los
primeros ciclos de operacion. Las reacciones de oxidacidon que se efectuaron fueron eficientes
para oxidar el grupo amino de la molécula hasta nitratos y eliminar el carbono organico a CO; y
agua, La fase aerobia fue reducida gradualmente de 24 a 4 h en 101 dias de operacién, a lo largo
de la operacidén del biofiltro, obteniéndose una remociéon de 95 a 100 %, excepto cuando se
perdié la actividad de la biomasa acrobia por la acumulaciéon de PAF, cuando sc manejaron
concentraciones superiores a 100 mg/L.

4.3.10.3. Tasas de degradacion

En la figura 4.21 ay b sec muestra la evolucion de las tasas especificas de degradacion cn [uncion
de la concentracién de PNF y PAF, observando un aumento cn la tasa de degradacién a medida
que aumentaba la concentracion, indicando una bucna adaptacién de la biomasa a las
concentraciones de estudio. En la fase anaerobia la maxima carga volumétrica que soportd el
biofiltro fue de 647 mg PNF/L-d con una tasa volumétrica de degradacién de 45.1 mg PNF/L-h.
La maxima carga de formacién de PAF fue de 602 mg PAF/L-d con una tasa volumétrica de
biotransformaciéon de 25.5 mg PAF/L-h.

En la fase aerobia la tasa maxima de mineralizaciéon de PAF fue 30.6 mg PAF/L-h, para una
carga de 602 mg PAF/L-d con un TRH de 3.5 h. Las tasas volumétricas también fueron
aumentando a medida que se incrementaba la concentracién.

En la fase anaerobia la maxima velocidad de degradacién especifica para el PNF fue de 1.4 mg
PNF/g-h y la maxima velocidad de biotransformacién especifica para el PAF fue de 1.1 mg
PAF/g-h. En trabajos realizados por Uberoi y Bhattacharya (1997), y Gorontzy er al., (1993),
reportaron velocidades de degradacion especifica de 0.33 mg PNF/g-h y 0.016 mg PNF/g-h
respectivamente en sistemas anaerobios, observandose que la velocidad de degradacién en el
biofiltro SBB anacrobio/aerobio c¢s mas alta. Respecto a la fase aerobia, la maxima velocidad de
degradacion especifica de PAF fue de 1.5 mg PAF/g-h. En sistemas acrobios Pitter y Chudoba
(1990), reportaron velocidades de remocion expresadas como DQO para ¢l PAF de 24 myg
DQO/L-h y para ¢l PNF de 32 mg DQO/L-h, micntras quc ¢n cste trabajo las velocidades de
remocion obtenidas como DQO fueron en la fase anacrobia 35.4 mg DQO/L-h y cn la fusc
acrobia 61.9 mg DQO/L-h. Como pucde observarse los resultados cn el proceso
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anacrobio/acrobio discontinuo son similares para la remocién de PNF cn sistemas acrobios pero
ticne ventajas debido a que las aguas residuales industriales generalmente conticnen g,randcs
cantidades de maleria organica y el proceso anacrobio/acrobio pucde soportar hasta 4.8 kg/m-d
de remocion prmcxpalmeme durante la fase anaerobia, mientras que los sistemas acrobios
soportan cargas de | kg/m3-d.
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Figura 4.21. Tasas especificas de degradacién en funcién‘de’ las concentracmnes ‘de PNF y PAF
a) PNF; b)PAF

Las aplicaciones del tratamiento anaerobio/aerobio principalmente para la degradacién de
compuestos toxicos son escasas. Macarie y Guiot (1996), reportaron el tratamiento de una carga
volumétrica de 137 mg PCF/L-d en la degradacmn de pentaclorofenol O'Neill et al., (2000 b),
reportaron la remocion de una carga orgéanica de 3.34 kg DQO m’-d en la degradacion de
colorantes azo con un tratamiento anaerobio/acrobio.

4.3.10.4. Carga orginica

Con relacion a la carga orgamca aplicada al biofiltro como DQO, la méaxima carga organica
aplicada fuc de 2.6 kg DQO/m*-d para un TRH de 4 h, este valor se encuentra dentro de los
datos tipicos de desempeiio de los procesos anaerobios de lecho fijo para cl tratamicnto de aguas
residuales industriales, que van de 0.96 a 4.80 kg DQO/m>-d; los valores tipicos de remocion de
DQO cn procesos anaerobios de lecho fijo van de 75 a 85 % (Mectcall y Eddy, 1991). En la figura
4.22 se muestra la evolucién de las cargas orgéanicas indicando que las eficiencias de eliminacion
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de PNF como DQO fueron de 95 a 100 % su;_.,mendo un buen desempcno de] bloﬁltro para la
remocion dc carga orgamca. o

N
N oW

kg DQO/m’-d
i

B,,, Carga organica eliminada,

0 . . . . ——
0 0.5 1 1.5 2 25 3

B ., Carga organica aphcada, kg DQO/m -d

Figura 4.22. Carga organica aplicada y eliminada como 'DQO ‘en el biofiltro

4.3.10.5. Destino del PNF

En la fasc reductliva sc observé la biotransformacion de PNF a PAF, csta reduccion representa
un mecanismo de destoxificacion anacrobia del PNF (Battersby y Wilson, 1989) sin produccion
de metano, como previamente fuc reportado por O'Connor y Young (1996), contrariamente u
otlros autores que reportaron inhibicidn y después recuperacion de la produccién del metano cn
sistemas anaerobios (Uberoi y Bhattacharya, 1997). La inhibicién puede ser explicada debido a
que los compuestos nitroaromaticos desacoplan la actividad de la cadena de transporte de
electrones inhibiendo la sintesis de ATP, seguida por la lisis celular. Reportes previos sugieren
que ¢l PNF es algunas veces mineralizado (O'Connor y Young, 1996) y otras veces es dejado sin
metabolizar (Battersby y Wilson, 1989). En este experimento el PNF no mostré ninguna
transformacion bajo condiciones abidticas; el PAF fue metabolizado bajo condiciones anaerobias
en un 15 %. La mineralizacion de PAF requiere de condiciones aerobias, debido a que es
catalizado por oxigenasas, cnzimas que requieren oxigeno molecular. Las aminas aromaéticas
pueden ser mineralizadas por enzimas no-especificas a través de hidroxilacién y rompimiento del
anillo aromatico (Peres er al., 1998). La conversion bioldgica de aminas involucra primero, la
remocion de nitrégeno por bacterias heterotréficas liberando nitrégeno amoniacal (N-NH, ™)
como producto final. Las aminas aromaticas con uno o mas grupos hidroxilo tienden a oxidarse
en presencia de oxigeno, los productos formados son los oligomeros y polimeros de sustancias
hamicas que no son muy susceptibles de biodegradar. Tan et al.,, (1999 b), llevaron a cabo
experimentos para la degradacion acrobia del PAF e indicaron que el mecanismo de degradacién
fue principalmente debido a oxidacién. En este trabajo las poblaciones acrobias y facultativas
cmpezaron a degradar PAF con liberacion de  nitrégeno amoniacal (N-NH,") con un aumento
del pH de 7.8 a 8.2 unidades, seguido de la  conversion de amoniaco a nitrégeno wmoniacal,
nitritos y nitratos, consumiendo oxigeno disuclto. Se levaron a cabo prucbas abiodticas del
cfluente anacrobio y se observo la ripida oxidacion de PAF con formacion de polimeros de
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sustancias humicas, lo que fue confirmado por cromatografia de capa fija. En el efluente
anacrobio tratado acrobiamente no se observo oxidacion. Esto muestra que la  nitrificacion sc
llevé a cabo cfectivamente en la fasc acrobia. La mincralizacion de PAF fuc confirmada por
HPLC junto con el balance de nitrégeno (Tabla 4.8. ). Puede obscrvarse la oxidacion de N-PAF a
N-NO:" y N-NOj; y disminucién de COTy. En la figura 4.23 se muestra la remocioén de COTy.
El C total corresponde al C del co-sustrato (CH3COO") (68 %) mas el carbono aromatico del
PNF (32 %). Durante la fase anaerobia la remocién de carbono aromatico fue de 18 % y 82 % en
la fasc acrobia debido al rompimiento del anillo del PNF. La diferencia de 15 % entre el
nitrégeno total al inicio y al final del ciclo se atribuye al nitrégeno utilizado por la biomasa para
la sintesis de constituyentes celulares (Hobson y Wheatley, 1993).

Tabla.4.8. Balance de nitrégeno durante la biodegradacién anaerobla/aerobla del PNF
(Resultados promedio de 20 medlmones) ) : :

Tipo de nitrégeno Inicio de fase anacrobia | Fin de fase anaerob
o (mg/L) (mg/L):
P N-PNF.-f v ] 6.24 £0.10 e S0
UNPAF 0 52120.52 0
N-NH' 2.3840.74 2,02 20,15 0,51 £0.08
‘N-NO> 0 S o - 435£1.01
N-NO'; 0 oo " 2.48£0.27
Nitrégeno total como N ©8.62 . Sy 7.34

. Fase aerobia: -

% Carbono organico total disuelto

Tempo,h

Figura 4.23. Remocion de COT, durante el proceso anaerobio/acrobio para la degradacion de
PNF. (I'l) C total = Aromitico + Co-sustrato; (0) C de compuestos aromaticos
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Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que los valores de cargas organicas
volumétricas de PNF tratadas en ¢l biofiltro SBB anaerobio/acrobio se encuentran cn el intervalo
de cficiencia que otros tipos de reactores totalmente anacrobios. Razo-Flores et «l,(1997),
reportaron que en un reactor UASB anacrobio trataron cargas volumétricas altas de 790 mg/L-d
de PNF con remocién dec 94 %, con una tasa especifica de reduccion de 26 mg/g SSV-d y cl
22 % de remocion del PAF formado, comparandolo con cl estudio hecho por Haghighi er al.,
(1995), en un digestor anaerobio tratando cargas volumétricas de PNF de 0.36 mg/L-d con
remocion de 82 %. En este estudio las cargas volumétricas tratadas por el biofiltro en ambas
etapas fueron de 647 mg PNF/L-d y de 614 mg PAF/L-d con una tasa especifica de reduccién
promedio de 38.6 mg/g SSV-d y una tasa especifica de mineralizacién promedio de PAF de 36.7
mg/g SSV-d.

En las tablas 4.9 y 4.10 se resume una comparacion de las tasas de remocién y carga organica
volumétrica obtenidas en este trabajo, con otros procesos de tratamiento bioldgico. Es importante
sefalar la ventaja que tiene el proceso anaerobio/aerobio sobre los procesos anaerobios
comparados, ya que se mineraliza completamente el PNF, no solo se destoxifica. Con relacién a
los procesos aerobios tiene la ventaja de tratar mayores cargas de materia organica como ya se
menciond antes.

Tabla 4.9. ‘Tasas de degradacion y cargas organicas volumétricas de PNF tratadas
cn diferentes reactores :

Tipo de reactor, {7 Tasa Carga organica '} Eficiencia d(. . Referencia
S specifica de volumétrica - |- runucwl e

‘reducciéon | tratada (mg/L-d) [ PNF
| mgig SSV-d o e ()

Razo-Flores

UASB oo 26 790 o040 £ .
- Comensnt e e s (1997)
Digestor aerobio -- s 036 [ B2 -7 | Haghighi er
(esc-lab) : i e B ! L i e al., (1995)
Reactor de lecho - , 900 - - : '90 ; C Lo | Tseng y Lin,
fluidizado | : . . (1994) .-
Biofiltro SBB 38.6 647 98 | '~ 98 - |Este estudio
anaerobio/aerobio R i : : S Sl

* Ciclos 197-228. dias de operacion 462-493

\
f‘-s..

% my 5? W
i 14

98
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Tipo de sistema ™

TTasa de degradacion

; cspecﬂ‘c.l de PNF

(mg/g SSsV -ll)

Tasa de degradacion
volumétrica de PNF
como DQO (mg/L-h)

‘Tasa de degradacion

volumétrica de PAF ;|

como DQO (mg/L-h)

‘Referencin '

Anaerobio

Anaerobio -
Anaerobio
Acrobio

Anacrobio/aerobio

0.33-

0.016

1.4

354

;o Uberoi y
Bhattncharya (1997)

"-Gorontzy (1993)
Karim y Gupta (2001)

Pitter y Chudoba
(1990)

Este estudio

Dec manera global se tuvieron 13 periodos de oper
los valores ‘promedios por’ arametro en cada condicién de

4.11 y 4.12, donde
operacion.

Tabla 4.1 ‘1 ‘.

se presentan

: Resumen dc opcracxon del bloﬁltro SB

Dias de opel ‘IUO ‘Remocion de. l'urm.luon (ll..
) (d) S PNR PAR
(%) (),
775 9 53
Arranque ’
176-155 “99 84
156-182 - Desestabilizacién del biofiltro R
183-245 61 & 93 68 70 -
246-295 72 98 89 99
206-332 80 99 96 99"
333.357 90 98 90 100
358-461 100 100 87 98
462-493 125 99 86 99
494503 175 100 81 84
504-509 225 98 86 4
510-519 60 100 82 100
520-526 125 100 72 100
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Tablé 74.12. Resumende cﬂ>perraci767rr1wdel i)iorfr';]tro SBB anaerobio/acrobio (vz{lores brrbhlre'diio') o

Dias de Ciclos Tiempo de' [- Carga orginien qx qv ESLI T SO oCH KR | | SLP
operacion o reaceion - 7 Aplicada Fase Fiase [ Fase 70 Fase:
() SN (kgDQO/MY-d)* | anacrobia | anacrobia |- acrobiati| Cacrobia
(an/ae) < [ E (mg ssv-h) | (mg/l-h) |- Gmygssv-y | (nig/tsh)
1-75 eev 224 -+ f 2= Variable - =0 b 1.2- il Qi) e 310 e | 2 Lo
Arranque Arrangque R e e e
76-155 25-55 10/4 0.5 4.7 4.67 1.9
156-182 56-82 ) Desestabilizacion del biofiltro G e
183-245 83-103 8/4 0.4 9.7 6.5 63|
246-294 104-125 413.5 - 0.6 21.8 156 SRS
295-332 126-146 8/4 0.7 15.1 11,6 14.8
333-357 147-160 8/4 0.7 17.0 133 77168
358-461 161-196 4/3.5 1.0 34.0 22.1 12,4
462-493 197-228 4/3.5 S 0386 203 15.0
494-503 229-238 8/3.5 220 34 o 17.4
504-509 239-244 12/11.5 - 2,6 ©31.9 0.4
510-519 245-254 4/3.5. : 32.1 6.1
520-526 255-264 8/4. 11.9

* Co-sustrato + PNF Valores promedib

4.3.10.6. Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reacciéon que sc lleva a cabo para la mineralizacién del PNF cs ¢l que sc
muestra en la figura 4.24. El proceso global consta de una reaccién de reduccién y de una
reaccion de oxidacion. El mecanismo de reduccidn procede via dos electrones, requiriéndose en
total de 6 electrones. El grupo nitro es reducido primero a grupos hidroxilamino mediante
nitrorreductasas, los que después mediante adicién de pares de electrones son convertidos en
grupos amino.

En la reaccién de oxidacion, el grupo amino primero es hidroxilado por enzimas oxidasas,
liberando el nitrégeno como nitrégeno amoniacal. Enseguida ocurre el rompimiento del anillo
aromdtico. El nitrégeno amoniacal continua oxidandose a N-NOz; y N-NOj™ . Los compuestos
derivados del rompimiento del anillo aromatico se mineralizan a CO, y H,O.
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1] [¢l}] I 1
2em™ Co2em™
e s e i e e OM e ..
o s
Fase reductiva ‘
Fase

oxidativa

CO:z  + NHa4+ NOs + NOz2 + H20

Figura 4.24. Mccanismo de reaccidn para la mincralizacion de PNF Fasc reductiva reduccién a
PAF; fasc oxidativa mincralizacidén del PAF a nitrégeno inorganico, CO; y H,O.
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4.3.10.7. Cinética de degradacion

Sc utilizaron los modelos de orden cero, de primer.orden y el modelo de inhibicién de Haldanc
para determinar el orden de reaccién y la constante de la velocidad  de eliminacion qmax del PNF.
En este estudio se utilizd la siguiente nomenclatura: q,, constante de velocidad de reduccién del
PNF; qr, constante de velocidad de formacidon “del PAF; q. constante de velocidad de
mineralizacién del PAF. Los datos experimentales se obtuvieron cuando el biofiltro se estabilizé
en cada fase de operacién y el sistema se encontraba bien aclimatado a la degradacion del PNF y
del PAF por lo que no se presentd inhibicién del proceso. La determinacién de las constantes de
velocidad se realizaron en el ciclo 102, considerado representativo del proceso, correspondiente
al dia de operacion 240.

Para aplicar el modelo de orden cero se graficaron los datos experimentales de S vs t y para el
modelo de primer orden los datos de Ln S vst. Los resultados que se ajustaron mejor a una
linea recta son los que determinaron el orden de reaccién. La pendiente de cada reaccidn fue
igual a: la velocidad de reduccidén del PNF (qr, pnE), la velocidad de formacién del PAF (qr, par) y
la velocidad de mineralizacion del PAF (qm, rar). En las figuras 4.25 a la 4.28 se muestran los
resultados obtenidos de los modelos aplicados para determinar el tipo de reacciones efectuadas en
cada ciclo del proceso anaerobio/aerobio.

a) Cinética de reduccion del PNFF

70
60 9 e, pne = 14.45 mp/l-h
50 r=0.9921
40 -
30 -
20 -
10 - ’
0 —e L
0 1 w2 3 4 5
;- =~ Tiempo, h .-
'b) Cinética de mincralizacion del PAF -
[ U Gm par = 20.40 myg/L-h
g 4 S r=0.9997
E 30 - T
iy
g0
“ o
0
o

:’0,5 15 {' 'f‘,:: l~5:@ 2? unas
: S ’_I'icmpé.h S T T

Figura 4.25. Cinéticas de reaccién c‘::hé"cl'é"iélofl"()‘2';.(al;z'xif’déjéfigfaciéh'é{lO), utilizando cl modclo
de orden cero. a) Cinética de reduccién del PNF; b) Cinética de -mineralizacién del PAF
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Los resultados mostraron que las cinéticas de reduccion del PNF y del mineralizacion de PAF se
ajustaron al modelo de orden cero, indicando que la velocidad de reaccién fue independiente de
la concentracién del sustrato. Las velocidades de reduccion del PNF y de mincralizacion del PAF
fueron de 14.45 y 20.40 mg/L-h respectivamente, indicando una mas rapida climinacién del PAF
en la fase aerobia del proceso.

Con relacién al modelo de primer orden, los datos experimentales no se ajustaron a este modelo,
como se puedc observar en las siguientes figuras:

a) Cinética de reduccion del PNF

. 5
4.5 q, = 0.6098 h”'
.4 -
£ . r=0.9786
- 3. A
(7]
= 2;
1.5 1 -
14
0.5 -
‘0 - - — .
S0 I Pt N 4. 00s
e ~ Tiempo’
s . b) Cinética de mineralizacion del
4 D g 20
3. Lr=le019
2 Sl
Iv,
3 1

Tiempo, h

Figura 4.26. Cinéticas de reaccién en el ciclo 102 (dia de operacién 240),’ utilizando el modelo
de primer orden. a) Cinética de reduccién del PNF; b) Cinética de mineralizacién del PAF

Con relacién a la formacion de PAF, la reaccion no se ajusto a los modelos de orden cero (figura
4.27 a) y de primer orden (figura 4.27 b), por lo que los datos se ajustaron al modelo de las
reacciones de saturacién o modelo de Monod, que tienen una forma hiperbélica en la que la tasa
de formacién o de eliminacidn tienden a un valor de saturacién y representa la transicidn entre
una reaccién de orden cero y una reaccidon de primer orden cuya ecuacién esta dada por:

=49 an ——.S“_ 4.5)

Ks+S
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donde:

q = Velocidad especifica de remocién de sustrato, m&,/L-h

gmax = Velocidad especifica maxima de remocion de suslralo ‘mg/L-h
S = Concentracién de sustrato, mg/L .

Ks = Constante de saturacion, mg/L

a) Modelo de,drden' ;ﬁero'

S (PAF), mg/L

q¢=8.06 mg/L.
“ir =0.9460

Figura 4.27. Cinéticas de la formac1on del PAF ‘en e] cnclo 102 (d1a de operacnon 240).
a) Utilizando el modelo de orden cero; b).Utilizando el modelo de pnmer 01den

La lmearlzacmn de la ec. 4.5 se hlZO medlante la graﬁca de Lmeweaver—Burk (Segel 1975)

A i (4.6)
9 DS Dax
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, s_s.
El calculo de q se reallzo en cada tlempo de reaccnon, con la ecuacion . q = 2. Los valores

de q se muestran:en:la tabla 4 13 y la grafica de lmeanzacnon de Lmeweaver-Burk se muestra en
la figura 4.28." R s

0.1
0.08 -
0.06 "
0.04
0024

1/, 0.082 Voo
: r=0.9976
K5/Q o =0.2198 T

Iiq

—T T T Y T T

0.1 0.15°. 0.2 0.25- 0.3%-0:35%"

0.05 104505+ -

s -

Figura 4.28. Lin‘e:ri‘zéygzllfc“'):n del modelo de Monod pof:¢i'rﬁjéf§4dé"g"rziﬁc "‘7‘dé’ﬁLiﬁévk}éas)‘er;Bur‘k.

Los resultados mostraron que la ‘max’ fue’de 12 19 mg/L-h y la Ks de2, 68 mg/L mdlcando que el
sistema presentd baja afmdad por el sustrato : i :

Los resultados globales mdlcaron que las cmetlcas de reduccxon del PNF y de mmerallzaclon del
PAF fueron de orden cero. La: velomdad de formacién del PAF fue una reaccion de tipo Monod.
El resumen de resultados se muestra en la tabla 4.14,
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FAM ,ex Dh \JL\l\JEN

105



Resultados y discusion

Tabla 4.14 Velocidades de reaccion en el biofiltro SBBvan/aerdbio)/derbbio

Tipo de

TESIS GOV et
FALL[" D OHI([EN Reduccién del |- -

PNF

Formacién del
PAF
Mineralizacién
de PAF

NA: No aplica

Los resultados experimentales no se ajustaron al modelo de Haldane debido a que la biomasa se
encontraba bien adaptada a la degradacién del PNF, no presentiandose inhibicién en el biofiltro en
las concentraciones utilizadas en el estudio de las cinéticas de reaccién.

4.3.10.8. Evaluacioén de la toxicidad en el biofiltro SBB anaerobio/aerobio

Con el fin de evaluar la toxicidad del efluente del biofiltro SBB anaerobio/aerobio: en el

tratamiento de PNF, se utilizd el sistema Microtox para analizar muestras del influente, final.de la
fase anaerobia y efluente (final de fase aerobia) y en caso de presentarse toxicidad détermmar' la"
eficacia del tratamiento para la reduccién de la toxicidad en cada fase de operac1én Las muestras

se tomaron en los ultimos dias de operacidn del biofiltro, en el dia 519. : :

Los resultados de la tabla 4.15 mostraron que el influente, con una concentracié

PNF mostré una toxicidad de 14.30 unidades de toxicidad (UT, ECsg); durante fas anaerobla
el PNF sc biotransformé a 30.2 mg/L de PAF con una toxicidad de 9.91 unidades de toxicidad;
en la fase aerobia el PAF se mineralizé a 100 % y la toxicidad disminuyd  -a 'niveles no
detectados para la bacteria Photobacterium phosphoreum.

Como se observa, el tratamiento del PNF en el biofiltro tuvo una remocién del PNF de 100 % y
una remocién del PAF de 100%, con una reduccién de toxicidad de 14.30 UT consideradas
altamente toxicas de acuerdo a la clasificacién basada en unidades de toxicidad (tabla 4.16), a
niveles no detectados de toxicidad, lo que demuestra la eficiencia del biofiltro, no sélo para
remover el PNF sino también para reducir y en este estudio eliminar la toxicidad del efluente. El
PAF presentd un grado de toxicidad considerado como altamente téxico de 9.91 unidades con
una remocion de toxicidad de 30.7 % respecto a la toxicidad del PNF, en la fase aerobia, se
alcanzd la mineralizacion del PAF y la eliminacién de la toxicidad del efluente, con lo que se
establecen condiciones ambientales favorables para la proteccion de la salud humana y la vida
acuatica del impacto causado por la liberacion de contaminantes en aguas superficiales.
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Resultados y discusion

"*| Concentracion”

~ Unidades de

‘Muestra’ . iades ¢ Concentracion del
o - i | v efeetivay CEsg™ | toxicidad, (UT) compuesto contaminante
CInfluente | 0 699 11430 0 PNF, 50 mg/L
Final fase anaerobia | -~ 10.08 . | .. PAF, 30.2 mg/L

Efluente (final'de fase '

aerobia) -

No detectada

 No detectada

No detectado

Tabla 4.16." Clasificaciéon dye toxicidad basada en unidades de toxicidad.
(Fuente: Norma Oficial Mexicana NMX-AA-112-1995-SCFIL.)

~ Toxicidad (UT) Clasificacion
- >4 Altamente téxico
2-4 . Toxico
1;33 —1.99 Moderadamente téxico
<1.33 Ligeramente toxico
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4.3.11. Conclusiones parciales

De acuerdo ala blblxograf'a consu]tada esta es la pnmera vez que se lleva a cabo la reduccnon de
PNF a PAF seguida de la mineralizacién de éste en un tiempo de retencwn corto de 8 h'en un
..reactor.tnico.

Se llevd a cabo la mineralizacién de PNF en un biofiltro SBB anaerobio/aerobio alternando fases
reductivas y oxidativas. En la fase reductiva se alcanzé la biotransformacién del PNF a PAF y
después en la fase aerobia se logré la mineralizacion del PAF a CO3, H;0 y nitrégeno inorganico.

La estrategia de operacion fue uno de los factores mds importantes a tomar en cuenta para el
arranque del biofiltro, siendo la estrategia de eficiencias fijas con tiempos de reaccion variables,
un buen procedimiento para la aclimataciéon de la biomasa a los cambios de ambientes
anacrobios/aerobios. :

En el biofiltro se favorecié la seleccién de bacterias facultauvas n:un - 70 % Y en menor
proporcién las bacterias anaerobias y aerobias. Las bacterlass ferme tatx s son las que
principalmente realizaron la reduccién del PNF a PAF. - .

de PNF (0.8 mg/l) fueron oxidadas en la fase aerobla

El 4cido propidnico fue el sustrato primario que aporto mas equnva]entes reducto ra mejorar
la velocidad de reduccién y ademads actué como una adecuada fuente de. ‘carbono: y exiergxa para
cubrir los requerimientos de crecimiento de la biomasa:'La maxima velomdad de
de 9.7 mg/L-h, disminuyendo la fase de reaccién anaerobla de8a 5 h

El biofiltro SBB fue eficiente para tratar cargas- volumetrlcas de 642 mg/L—d de: PNF en la Vfase?
anaerobia y de 602 mg/L-d de PAF en la fase aerobla La concentracnén de,1455mg/L" de PAF fue‘
inhibitoria para el biofiltro. :

La remocion de color global fue de 95 a 97 % Larremocwn de mtrogeno orgamco a nltrogeno
inorganico mediante nitrificacién en la fase aerobia y desnitrificaciénen la fase anaerobia fue de
85 %.
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La remocién de carbono se llevo a cabo prmcnpalmeme en la fase aerobla contnbuyendo en un
82 % vy la fase anaerobia sélo en un 18 %, . ‘ 5 .

Las cinéticas de reaccion fueron de orden cero para la reduccxon .del: PNF ,y para cla
mincralizacion del PAF, con una qumax de 14, 45 Y. 20. 40 mg/L-h, respectlvamente ‘Con'relacidén a
la cinética para la formacién del PAF, fue una ‘reaccién: de tipo:Monod con una’ qemax de 12. 19

mg/L-h y Ks de 2.68 mg/L. ;

La distribuciéon de la biomasaa lo largo del biofiltro fue 1omogenea €
empaque se determinaron bacterias anaeroblas
principalmente y bacterias aerobias y anaeroblas en mcnor proporcioén

la pax’ce mtema del
ias: I 'cultatlvas

En la poblacion anaerobia el grupo trofico que - predommo fueel de'las bactenas fermentatwas
scguidas por las hidrogenofilicas y despues en 1gua1 magmtud las sult‘atorreductoras 'y
productoras obligadas de hidrégeno. S I

En ¢l biofiltro se efectud una real destoxificacidn del efluente con una reduccxon de toxncldad de
14.3 UT (unidades de toxicidad) en el influente: de la fase anaerobia a 9.91 UT al ['nal de la fase
anacrobia y finalmente durante la fase aerobia no se detectd toxicidad en el eﬂueme :
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4.4. Biofiltro SBB anaerobio/aerobio para el tratamiento de un efluente
industrial de 1a industria quimico-farmacéutica

La industria quimico-farmacéutica de sintesis organica es un scctor industrial que prescnta la
problematica de generar aguas residuales de composicion variable y alta carga organica, debido a
que en general, emplea gran variedad de materias primas para la fabricaciéon de productos quc
generan sustancias téxicas presentes en las descargas de aguas residuales obtenidas de los
procesos, que ocasionan que debido a la calidad que presentan, requieran cada vez de un mayor
acondicionamiento para ser reutilizada. Estas aguas residuales contienen un gran nimero y
variedad de sustancias organicas complejas, muchas de las cuales tienen propiedades tdxicas y
pueden causar cfectos adversos para el hombre y el ambiente en situaciones de exposicidon no
controladas, por lo que son dificiles de tratar ya que contienen sustancias que no pueden ser
degradadas por los microorganismos en sistemas convencionales de lodos activados (Kabdagh et
al., 1999). Esta industria ha tenido un gran desarrollo y actualmente la mayoria de medicamentos
sc fabrican a partir de sintesis quimica utilizando como materia prima y como solventes de
reaccién y purificacién, compuestos clasificados como prioritarios de acuerdo a la Agencia de
Proteccién al Ambiente de los Estados Unidos (U.S. E.P.A.). Entre los principales compuestos
toxicos que aparecen en las descargas se encuentran los solventes que se utilizan en todos los
procesos de produccion, colorantes y una gran variedad de compuestos organicos que se usan
como ingredientes activos en la fabricacién de medicamentos. Los efluentes de las operaciones
de sintesis organica son complejos para tratarse, debido a que en el proceso se efectiian varios
tipos dc operaciones y recacciones quimicas (Gulmez e al., 1998).

En ecste estudio sc realizo la aplicacion del proceso anacrobio/acrobio integrado en un biofiltro
discontinuo sccuencial (SBB, por sus siglas cn inglés), para cl tratamicnto de un efluente
industrial de la industria quimico-farmacéutica que en su composicién presentd compuestos
nitroaromaticos del tipo de o-nitroanilina (ONA), compuesto que fue susceptible de ser
transformado cn la etapa reductiva al derivado diamino y después en condiciones oxidativas sc
logré la mineralizacidon del compuesto. El control de la eficiencia del tratamiento se efectud por
medio de la DQO, y el seguimiento de la o-nitroanilina y sus productos de biotransformacion fue
efectuado por HPLC. También se efectuaron andlisis de toxicidad para la evaluacién del proceso
en la reduccion de toxicidad ya que el efluente industrial presentd caracteristicas de ser muy
toxico.

4.4.1. Agua residual industrial

El agua residual procedio de una industria farmacéutica de sintesis organica, cuya actividad
principal es la produccién de antihelminticos. La planta industrial estd ubicada en la Ciudad
Industrial del Valle de Cuernavaca (CIVAC) en Jiutepec, Morelos. Se selecciond este tipo de
agua residual ya que presenta caracteristicas de tener un alto contenido de materia organica dificil
de degradar y compuestos toéxicos, incluyendo compuestos nitroaromaticos del tipo de la o-
nitroanilina, que con un proceso convencional anaerobio o aerobio dificilmente se alcanzari la
degradacion total de los contaminantes presentes, por lo que integrando ambos proccsos en un
solo biofiltro sc puede llegar a una mayor destoxificacién del cfluente, debido al intercambio
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permanente de metabolitos que da a la biomasa caracteristicas especiales para la degradacién de
compucstos toxicos.

En la planta industrial, las aguas residuales del proceso son controladas en 2 cisternas de
ncutralizacién con capacidad de 50 mil litros cada una, donde sc reciben los cfluentes generados
de los diferentes productos que se elaboran.en la planta. El pH de las aguas residualces sc ajusta
entre 6 y 10 unidades, siendo éste el tnico tratamiento antes de ser descargadas al colector
principal de CIVAC que las conduce hasta la planta de tratamiento ECCACIV (Empresa para el
control de la contaminacién del agua de CIVAC), donde son tratadas las aguas residuales de la
zona industrial.

4.4.1.1. Caracterizacion del efluente industrial

La caracterizacién del agua residual se realizé en dos muestras simples de los muestreos
realizados en abril y agosto del 2001. Los parametros fisico-quimicos y de metales determinados
se presentan en la tabla 4.17. La variabilidad de las aguas residuales de un muestreo a otro es
muy alta, debido a los distintos procesos de fabricacion y las reacciones que se efectilan en cada
proceso como ¢s caracteristico de las aguas residuales de la industria quimico-farmacéutica.

Tabla 4.17. Caracterizacion del agua residual indusirial

Parametro 1°" lote (abril 01) 2* lote (agosto 01)
(mg/L) (mg/L)
DQO ouu 72 200 28 400
DQO e 43 500 22 000
% N-NH,' 605 280
=5 N-organico 485 131
"_(:i’ '53 N-NO;y 1.8 0.6.
% ) N-NO; 20 i 28
— Fenoles No detectado -10.7
% oo ZSV 200 570
= ST 430 - .. 650
= pH 85 45
l-&! Color (Esc. Pt-Co) 1400 1940
P { o-nitroanilina 125 105
L e Pb <0.05 *
-Cd <0.05 *
Ni 0.1 *
Mn 0.9 *
Fe <0.05 *
Cr < 0.05 *
Cu <0.05 *
Zn 0.1 *
Mg . L .4.94 *
Ca 2737 *
Na k13305 *
Al < 0,05 *
As < 0.05 *
Se < 0.05 *
Hg < 0.05 *

(*) No analizado

112



Resultados y discusion

4.4.2. Arranquey aclimatacion del biofiltro

El arranque del biofiltro se efectué con los parametros.de opcracmn mostmdos cn.la tabla 4.18.
La concentracion inicial en el influente (S;) fuc dec 446 + 44 mg DQOJL consxdcmndo un
volumen de intercambio de 88 %. La concentracién inicial en cl biofiltro: (Si) fuc de 393 x 39
mg/L DQO, utilizando agua residual en una dilucién de 1:250, con_ el ﬁn de.ir acllmatando poco
a poco a la biomasa a las caracteristicas téxicas del efluente.y de esta fom)a evitar una elevada
carga organica que pudiera inhibir el sistema. .

Tabla 4.18. Parametros de operacién en el arranqué del SBB
para el tratamiento de un efluente industrial :*

Parametro Valor
Peso del empaque de tezontle . 4.0 kg
Volumen total del reactor empacado 7.0 L
Volumen util del reactor 49 L
Volumen de lodos activados 3.73L
SSV de lodos activados (Cerro de la Estrella) 4 185 mg/L
DQO del co-sustrato (dc. propidnico) 0.5 mL/L 256 mg/L
Concentracion de DQOy cn reactor 400 mg/L
Volumen de intercambio 88 %
Velocidad de recirculacion 12 L/h
Flujo de aireacién 5.7 L/min
Temperatura dentro del reactor 27-30°C

En la figura 4.29 se observa la evolucidon de las remociones de DQO, durante el periodo de
aclimatacién de la biomasa. Al inicio la remocion anaerobia de DQO, fue de 27 %, pero después
dec 20 ciclos se alcanzé una remocion de 85 %. En la fase aerobia se logré una remocién de 70 a
90 % de la concentracién de DQO, residual de la fase anaerobia. Una vez que se establecié un
consorcio anacrobio y facultativo, la remocidn en la fase anacrobia fue dec 80 % y cn la fasc
acrobia solo de 10 % contribuyendo esta fase como pulimento del efluente. La concentracion de
DQO, se aumentd al doble a 800 mg/L (dilucidn 1:145), manteniéndose la remocidn global en un
92.7 %. Paralelamente sc efectué la determinacién de la o-nitroanilina como compuesto de
scguimiento y la formacién de metabolitos secundarios durante la fase anaerobia y la
mineralizacién de éstos durante la fase acrobia. El biofiltro se aclimaté al agua residual después
de 43 dias (58 ciclos).

Con rclaciéon al pH, durante cl inicio de la fase anacrobia tuvo un valor promedio de 7.28
unidades, al final de la fasc anacrobia ¢l valor promedio fuc de 7.68 unidades y al final de la fasc
acrobia de 8.35 unidades. La alcalinidad promedio fuc de 450 myg CaCOi/L y (ue suficicnte
para amortiguar los cambios de pH debidos a la generacion de dcido grasos;yolétiles: -
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Flgura 4.29. Evolucién de la remocién de DQOt en la achmataclon del bloﬁltro SBB
(A) Remocxon en la fase anaerobia (m) Remocxon en la fase aerobxa

4 4.3. Opcraclon delASBB anaeroblo/aeroblo

El bloﬁltro operd: durante 114 dias (157 ciclos) despues de'la acllmatacxon La evo]ucnon de las
concentramones de DQO, tratadas después de las fases anaerobia y aerobia se muestra en la
figura 4. 30 :
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Figura 4.30. Desempeiio del SBB en el tratamiento del efluente industrial.
() DQO,, influente (fase anaerobia); (o) DQO,, efluente al final de la fase anaerobia;
(a) DQO,, efluente al final de la fase aerobia.

En la'tabla’ 4 19 se presenta un resumen de la operacién del biofiltro observandose 7 perlodos de
operacxon en base a la concentracién de DQOt que se tratd en el bxoﬁltro
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Tabla 4.19. Resumen de operacion.. del SBB anaeroblo/aeroblo O

en el tratamiento de un efluente mdustrml S

Dias © Ciclos Tiempo 's, {emouon “Remocion
de : de u(-:nlc)*tlt‘m ; g I ; "gl(‘)ba'l_
O[V)Zérﬁcri(')llw e ﬂlmu‘nbiu/ DQO( i 1( il B (" 0):&_" Y
) ‘eroblo | ma/y | (mg/L) | ke RQOM-d | 2o
1'-43 ¢ 8/4 | 446 393 S 0.87
arranque ;| - 8/4 .| 816 | 718 1.6
44 -69 | 591 8/4 1897 | 1670 4
70-81 ‘| 111-130)| “s8/4 4284 | 3770 7.7
82-90 | 131137 | " 12/4 3139 | 2763 45
91-133.|138-179 18/6 3912 | 3443
134 —149°| 180 -195 18/6 4737 | 4169 5 3B
150 -157 | 196-200| 24/12 |*28350| 4536 3 67 81

(1) S; = Concentracidn inicial en el influente

(2) S, = Concentracidn inicial en ¢l biofiltro (considerando el volumen de intercambio)

(3) % Remocion en la etapa anaerobia = (S,-S,,)/S, = Concentracién de DQO después de la etapa nnacrobm :
(4) % Remociodn en la etapa aerobia = (S,,-S,.)/S,, = Concentracién de DQO después de la etapa acrobm

(5) % Remociodn global = (8,-S,.)/S.

(6) Para este periodo el volumen de intercambio disminuyd de 88 a 16 %

El primer periodo corresponde a la aclimatacion del biofiltro. De los dias de operacion 44-69, la
concentracién aumentd a 2 000 mgDQOYL con una dilucién del agua residual 1:58,
manteniéndose la remocion global en 94 % con una DQO, en el efluente de 60 mg/L La carga
orgdnica que tratd el biofiltro durante este periodo de operacién fue de 4 kg DQO/m’-d.

Para el tercer periodo de operacién a partir del dia 70 (ciclo 111), la concentracién de DQO; fue
aumentada a 4 000 mg/L (dilucidn de 1:29), pero con este incremento el sistema no respondié
con las eficiencias que estaba operando ya que disminuyé en ambas fases anaerobia y aerobia a
51 y 54 % respectivamente y la DQO, en el efluente fue de 861 + 155 mg/L. Este
comportamiento del biofiltro fue debido a que se aplicé una carga organica de 8 kg DQO/m3-d
que resulto ser muy elevada debido a las caracteristicas toxicas del agua residual, que ejercié un
cfecto de inhibicidn por sustrato, a pesar de que la biomasa ya estaba aclimatada, esto sugirié
que el incremento de concentraciéon de 2 000 mg DQO/L fue tan elevado que hizo que la
biomasa perdiera actividad. Fue necesario re-aclimatar el biofiltro aumentando el tiempo de
rcaccion de fasc anaerobia de 8 a 12 h, manteniendo la fase aerobia en 4 h y disminuyendo la
carga de DQO; en 1 000 mg/L, para que la biomasa se adaptara a esta concentracién. Después
dec 9 dias, la biomasa se adaptd a la concentracién de 3 000 mg/L y las remociones se
incrementaron a 59 % en la fase anaerobia y 76 % en la fase aerobia y la remocioén global de
DQO, fue dc 89 %. La concentracion en el efluente fue de 180 + 27 mg DQO//L, por lo que sc
decidié aumentar la concentracién del influente en 1 000 mg DQOY/L.
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A partir del dia de operacién 91 (ciclo 138), la concentracion de DQO, aumentd a 4 000 mg/L
(dilucién del agua residual 1:5) y el tiempo de reaccion a 24 h (18 h anacrobio/6 h acrobio) con cl
fin de mantencr las eficiencias dc dcbmdacién Las remociones mejoraron considerablemente a
71 % cn ambas fases para una remocion global de 92 %, la DQO, dcl cfluente final fuc de 66
my/L. cn promedio; la carga organica aplicada fue de 5 kg DQO/m?*-d. En ¢l ciclo 169 (dia de
operacién 123) se elimind el co-sustrato de la alimentacién y la biomasa Gnicamente utilizé cl
agua residual como fuente de carbono y energia.

En el dia de operacién 134 (ciclo 180) se realizé un cambio en la composicion del influente
debido un nuevo lote de agua residual (2° lote en la tabla 4.17), lo que ocasiond una pérdida de
actividad en la biomasa en ambas fases de reaccién con disminucién de la remocién de DQO; a
38 %, por lo que la biomasa debid de re-aclimatarse por una semana a las caracteristicas del agua
residual, mientras esto sucedié hubo acumulaciéon de metabolitos secundarios en el reactor y fue
necesario bio-regenerar el biofiltro mediante alimentacion de medio mineral y co-sustrato por 24
h tras las que el biofiltro recuperd la actividad, obteniéndose mas de 70 % de remocién de
materia organica.

A partir del ciclo 196 (dia 151) se empezaron a manejar voliumenes de intercambio de 88 a 16 %
con el {in de aplicar el agua residual sin dilucién. Las concentraciones de DQO, (S;) en el tanque
de alimentacién fueron de 28 350 mg/L y dentro del reactor (S,) de 4 536 mg/L. El biofiltro tuvo
una muy bucna respucsta a los volimenes de intercambio, obteniéndose una remocion global de
81 %. La fasc anacrobia fuc la que presentd un mayor impacto, ya que las remociones fueron de
42 % cn lugar de 69 % que sc tenia cn  la condicidén precedente, excepto del dia 134 al 149
cuando ocurrid la aclimatacion. En la fase acrobia fuc donde ocurrié la mayor remocion de
materia organica, en promedio de 67 % para una remocion global dec 81 %, ligeramente menor
que las remociones globales en la condicion precedente que fucron de 88.5 %. En la figura 4.31
se observa la evolucidn de las eficiencias de remocién de DQO, durante la operacidn del biofiltro.

Las condiciones que prevalecieron en el biofiltro durante la fase de reduccion fueron anaerobias,
con potenciales redox de -250 a -396 mV, lo que indicé que en el biofiltro prevalecieron
condiciones anaerobias para efectuar la reduccion de los compuestos presentes en el agua
residual, como la o-nitroanilina que fue el compuesto de seguimiento en el proceso
anaecrobio/aerobio. Al inicio de la fase anaerobia se identificé la o-nitroanilina por HPLC a una
longitud de onda de 409 nm y un tiempo de retencidn de 5.2 minutos; al final de la fase anaerobia
sc identificaron varios picos desplazados a diferentes tiempos de retencidn lo que sugiere que la
o-nitroanilina fue biotransformada a la o-fenilendiamina también llamada o-diaminobenceno.

En la fase aerobia los potenciales redox fueron +20 a +60 mV, con valores de oxigeno disuelto
de 4.2 a 5.5 mg/L.

El pH del influente fue en promedio de 7.02 unidades y después de la fase anaerobia de 7.64; en
el eﬂuente despues de la fase aerobia el pH fue de 8. 65 unldades.
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Figura 4.31. Eficiencias de remocién de DQO, en la degradacion del efluente industrial.
(A) Remocién fase anaerobia;: (<) Remocién fase aerobia; (o) Remocidn global.

Durante el tratamiento anaeroblo/aeroblo ‘se observd una remocioén de color de 70 % (figura
4.32). La remocioén fue mas’ lmportante a medida que se incrementaba la concentracién,
obteniéndose un maximo de 70 % cuando la concentracidn inicial fue en promedio de 4000 mg
DQO/L. Bajo esta condncnon el agua tratada presentd 105 £ 16 unidades de color en la escala
Pt-Co.

% Remocion de color
{Esc.Pt-Co)
N
(=]

0 ‘ — S .
0 500 loo‘o 1500 2000 -2500 3000 3500 4000 4500
S : DQOt (S.). myl_

Figura 4.32. Remomon del color en el tratamxento del efluente industrial.
(*)S;, Concentra 1on de DQOt en el reactor

En la fase aerobia se efectud la remocidn de la DQQ, residual de la fase anaerobia, asi como la
degradacion de la diaminobenceno a nitrégeno inorgéanico, CO; y agua, lo que se comprobo por
HPLC y balances de nitrégeno durante - 10 ciclos completos de operacién. Los picos observados
por HPLC durante la fase anaerobia, fueron climinados al final de la fase acrobia, indicando quc
sc cfectud la remocion de los compuestos reducidos durante la fasc anacrobia.
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4.4.4. Discusién de los resultados
4.4.4.1. Evaluacion del SBB anaerobio/acrobio en el tratamiento del efluente industrial

El biofiltro operé durante 157 dias comportindose como un reactor metanogénico en la fase
anaerobia con produccién de biogas formado por metano principalmente en un 70 - 80 %,
generado como consccuencia de la degradacion de la materia organica presente en el agua
residual. La produccion de biogéas fue de 140 mL/h en promedio. No se presentd inhibicion de
bacterias metanogénicas. También se determind la presencia de sulfuros en concentracion de 0.17
mg/L en promedio, debido a la reduccidn de sulfatos por bacterias sulfato reductoras

La alcalinidad se mantuvo entre 450 y 780 mg CaCOs/L, que fue suficiente para neutralizar la
produccién de 4acidos grasos y amortiguar los cambios de pH que pudieran:acidificar el
biofiltro. o ' '

En términos generales, la degradacion de la DQO; se llevé a cabo en un 70 % en la etapa
anaerobia y en un 20 % en la etapa aerobia. Durante el tratamiento anaerobio/acrobio se efectud
la reduccion de la o-nitroanilina a o-fenilendiamina y posteriormente la mineralizacion de ésta,
lo que fue comprobado por cromatografia de liquidos (HPLC). En la fase acrobia el biofiltro
operd de manera eficiente cuando la concentraciéon de DQO, en el inicio de la fase acrobia fuc
menor de 1 200 mg/i, cuando la concentracién fue arriba de este valor la poblacion acrobia se
inhibié parcialmente, siendo necesario aumentar ¢l tiempo de reaccién de 3 a 6 h y adicionar un
co-sustrato facilmente degradable como cl ctanol, para estimular ¢l crecimicento de la biomasa y
degradar la materia organica presente como DQO,.

Se realizé6 un balance de nitrégeno como nitrégeno organico, N-NH,", N-NO; y N-NOj
resultando que el 33 % de nitrégeno inicial fue removido, efectuandose la nitrificacion y
desnitrificacion en las fases aerobia y anaerobia respectivamente.

4.4.4.2. Tasas de degradacion

Se realizaron las cinéticas de consumo de sdé'trato'para'determmar' las tasas- especificas 'y
volumeétricas de degradacién ~en cada' fase de reaccién, los resultados se resumen -en la tabla
4.20.

En términos generales en las concentraciones de 400 a 2 000 mg DQOY/L las tasas de
degradacién volumétrica y especifica fueron mayores en la fase anaerobia, incrementindose a
medida que aumentaba la concentracién. Los valores de la tasa especifica de degradacién para la
fase anacrobia fueron de 97.9 a 422.1 mg/g SSV-d y en la fase aerobia de 17.1 a 266.8 mg/y
SSV-d, lo que muestra la buena adaptacién de la biomasa a la degradacién de la materia organica
del agua residual farmacéutica en ambas fases de reaccidn, siendo mas activa la biomasa durante
la fase anaerobia, efectuandose una mayor remociéon de DQO,. El TRH fue de 12 h (8 fasc
anacrobia/4 h fasc aerobia).
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En la concentracion de 4 000 mg DQOY/L, las tasas volumétricas y especificas de degradacion en
la fasc anacrobia disminuyeron de 162 a 152 mg/L-h y de 422 a 396 mg/g SSV-d
respectivamente, debido a un aumento en el TRH de 8 a 18 h, ocasionado por un incremento de
2000 mg DQOYL. En la figura 4.33 sc observa la cinética de remocidn de materia organica para
csta concentracion.

5000
Fasc anacrobia Fase acrobia
4000 ¢
= qv = 152.6 mg/L-h
@ 3000 - = .
2 qx= 396.4 mg/g SSV-d av=119.1 mg/L-h
S 2000 - | ax= 309.3mg/g SSV-a
o
o
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0 ; : T r r : - r . 4
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo, h

Figura 4.33. Cinética de degradacién del agua residual industrial como DQO,
en el ciclo 146, dia de operacién 85.

En la concentracion de 5 000 mg DQOJ/L sc alcanzaron tasas dc degradacion especifica
maximas de 510.6 y 347.5 mg/g SSV-d en las fases anaerobia y aerobia respeclivamente,
recuperandosc la actividad de la biomasa después de un incremento de 2 000 mg DQOVL que no
fue adecuado para la actividad degradativa del biofiltro, por lo que para este tipo de agua residual

farmacéutica se recomiendan incrementos de 1000 mg DQO/L. La evolucién de la tasa de
degradacion especifica se muestra en la figura 4.34.
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Figura 4.34. Tasa de degradacién especifica qx (mg DQO/g SSV-d)
cn ¢l SBB anaerobio/acrob
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En la labla 4, 70 se muestra un. resumen de las tasas de degradaCIon : obtcmdas durante

operacion del SBB anaeroblo/acroblo enel lralamlcnto dcl eﬂuentc mdusmal

Tabla 4.20. Tasas de degradacion en el tratamiento del e‘ﬂue,mié i"rld'us{'ri'al_. i

Concentracion dc

DQO, (mg/})

¢ degradacién,
“mglg SSV-d

asa especifica -

‘Tasa .volumétrica:
‘de degradaciény’

mg/L-h B

.- Tasa especifica’s
dc degr: ld'lu
mg/g SSV d

Resultados y discusion

_{ (Fase anacrobia) | ~ (Fase aerobia)

400 97.9 6.6

800 192.2 108
2000 422.1 1027 -
4000 3064 | 1190

5106 | 1338

5000

4.4.4.3. Carga organica

Las cargas orginicas dp]iCdddS y removidas por cl biofiltro sc muecstran en . la figura 4.35
obscrvindosc que las maximas cargas lcmovulas asociadas a las altas remociones de DQO, dc. 95
a 97 %, variaron de 4.6 a 5.7 kg DQO/m?-d, indicando que para obtener resultados satisfactorios
deben evitarse cargas organicas mayores a 6 kg DQO/m*-d ya que disminuye la remocién de
materia organica.

Las cargas organicas aplicada y removidas en el SBB anaerobio/aerobio fueron muy buenas y
estan de acuerdo con trabajos reportados por otros autores, con relacién a otros tipos de reactores
que tratan aguas residuales de la industria de sintesis quimica. Sachs er «/., (1978), trabajaron
con un filtro anaerobio con capacidad de 18.7 L para tratar un efluente de sintesis quimica con
concentracion de DQO de 2 000 mg/L y una carga organica de 0.56 kg DQO/m®-d reportando
remociones de DQO de 70 - 80 %; Jennet y Dennis (1975), reportaron que un biofiltro
anacrobio tratando agua residual de la industria farmacéutica traté una carga de 0.2 a 3.5 kg
DQO/m*-d, con cficiencias de remocién de DQO de 94 — 98 %; Hamdy et al., (1992), estudiaron
un {iltro anaerobio de volumen de 10 L para tratar agua residual de la industria farmacéutica con
carga organica de 0.53 a 1.49 de kg DQO/m>-d alcanzando remocién de DQO de 82 - 88 %.

En trabajos recalizados con este tipo de agua residual industrial, Diaz-Valdez (1996), utilizé un
rcactor biologico rotatorio reportando una baja remocion de DQO del 10 al 20 % y un alto grado
de inhibicion del sistema causado por el alto porcentaje de materia organica no biodegradable (35
%) que conllcnc cl agua residual. La maxima carga orgianica que soportd el biodisco fuc de 0.19
kg DQO/d-m*. También esta agua residual industrial fuc estudiada por Cruz-Adamc (1998) cn
un sistema de Iodos activados alcanzando cficiencias de remocién de DQO de 82 % con TRH dc¢
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un dia para una concentracmn mlclal maxxma de 1 2”0 mg DQO/L y una carga organlca de 1.2
kg DQO/m’-d.

En esta mvestlgamon el bxoﬁltro traté cargas organicas de 0.66 — 7.7 kg DQO/m -d con
eficiencias de remocién de DQO de 86 al:97 %, con'la ventaja de tratar cargas organicas mas
elevadas y de integrar en un solo tanque un tratamiento aerobio como pullmento del efluente
anaerobio que en la mayoria de los casos no elimina los compuestos presentes, sino que sélo los
transforma en metabolitos aun mas "téxicos “que’ los iniciales, por lo que el proceso
anacrobio/aerobio es una alternativa para disminuir la toxicidad de los efluentes industriales.
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Fxgura 4, 35 Carga organica aplicada y eliminada en el SBB anaerobxo/aerobxo

4.4.5. Reduccion y oxidacién de la o-nitroanilina

Con relacion a la degradacidn de la o-nitroanilina, las reacciones que se llevaron a cabo en cada
fase del proceso se muestran en la figura 4.36. En la fase reductiva se realizé la reduccién del
grupo nitro. En la fase oxidativa se llevd a cabo la oxidacidon del compuesto biotransformado, la
o-fenilendiamina, liberando nitrégeno amoniacal, nitritos, nitratos y mediante la accion de las
enzimas oxidazas se efectuo la apertura del anillo aromatico con oxidacién de la materia
carbondcea hasta CO; y H,O.

Se tratd de identificar la ONA mediante andalisis UV-VIS en el influente del SBB pero debido a la
complejidad del agua residual industrial no fue posible, ya que no se pudieron separar los picos
que presentaban absorcidn en la regiéon de compuestos aromaticos, por lo que posteriormente se
identificé este compuesto en las muestras del influente del agua residual industrial por HPLC, a
un tiempo de retencién de 5.2 minutos a una longitud de onda de 409 nm. Fue importante
demostrar que los metabolitos de la fase de reduccién, incluyendo la o-nitroanilina, fueron
degradados en la fase aerobia, sin embargo esta deteccién y mdas aln la cuantificacién de
metabolitos fue muy compleja, por lo que se usé un método basado en HPLC complementado
con las mediciones de nitrégeno organico total propuesto por O’Neill et al., (2000 a) para
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demostrar la formacién de compuestos reducidos 'y ‘su degradacién en: la fase aerobia del
proceso.

O, : -
—— = N-NHa + N-NO2 "+ N-NOz

- COz2" + H20
o-Nitroanilina o-’Fem;kléﬁdiramina
Figura 4.36. Reacciones de reduccién y oxidacidn de la o-nitroanilina en el SBB
Debido a la complejidad del agua residual industrial tratada, los analisis por HPLC se enfocaron
hacia la identificacidn de o-nitroanilina en el efluente industrial, determinando primero la

longitud de onda a la que absorbia la ONA a partir de un estandar grado HPLC, cuyo espectro se
muestra en la figura 4.37. La longitud de onda determinada fue de 409 nm.

Absorbancia, unidades

200" o0 500 - LhsiE 7007

Longuud de onda, nm

Figura 4.37. Espectro Uv- VIS de la o-mtroamlma, grado HPLC en solucxon acuosaapH 7.

Los cromatégramas HPLC-UV se muestran en las figuras 4.38 (a, b, ¢). En la figura (a) el
influente del SBB presenta compuestos que absorben entre 2 y 5.5 minutos. El Gnico compuesto
identificado fue el correspondiente a la o-nitroanilina con concentracién de 6.08 mg/L a un
tiempo de 5.2 minutos. En la figura (b) se muestra que la o-nitroanilina se transformoé a otro
metabolito formado en la fase anaerobia ya que el area de los compuestos entre 3 y 3.5 minutos
aumentd, confirmandose la formacion de metabolitos aromadticos adicionales y ademdis se
desplazo a menores tiempos de retencion, lo que significé que los metabolitos formados durante
la fase anaerobia fueron mas polares que los compuestos iniciales. El producto de
biotransformacidén de la o-nitroanilina fue la o-fenilendiamina. En la figura (c) se muestra que los
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metabolitos de biotransformacién fueron degradados aerdbicamente a compuestos menos
aromaticos pero mas polares por que el area disminuyd y fue desviada hacia tiempos de
retencién menores. Debido a que el agua residual industrial estuvo formada por varios
compuestos ademas de la ONA, la degradaciéon aerobia pudo originar la formacién de
compuestos oxidados mas polares del tipo de aldehidos, acidos carboxilicos y cetonas de cadena
abierta por lo que disminuyd la aromaticidad de los compuestos mostrados en el cromatégrama
(c), lo que se confirmd por la disminucién de la DQO, del efluente desde 4 000 mg/L al inicio
del tratamiento, 1305 mg/L después de la fase anaerobia y 343 mg/L. después de la fase aerobia.

DAD! B, Sig=409, 30 Ref= 560,100

mAU - (a)
12 ‘
10 £
8 g
6 =
4 .8
: AU
0 ] 4 5 6 7 min
mAU DADI B, Sig=409, 30 Ref= 560,100 L)
12 - !
10 3
84
61
41
24
0 STy et ot ——r—————
0 ) ) 4 s 6 7 min
mAU DADI B, Sig=409, 30 Ref= 560, 100 . K s '
12 - : (c)
10 3
8z
6}
4
2
0 = - 7 3
0 1 2 3 4 5 6 7 min

Figura 4.38. Cromatogramas HPLC UV VIS del cxclo de operacxon 158 del SBB
anaerobio/aerobio. (a) Influente al SBB; b) Eﬂuente de la fase anaerobia;

(c) Eﬂuente fase aerobia.:
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La degradacién de compuestos que contenian nitrégeno orgéanico fue confirmada por disminucion
de nitrégeno organico y la disminucién de DQO; lo que indicé que también se efectud
disminucién de materia carbonicea al final de la fase aerobia. El balance de nitrégeno se muestra
en la tabla 4.21 donde se observa la eliminacién de nitrégeno total en un 33 %. La diferencia
entre el nitrégeno total del influente y efluente es atribuida al consumo de la biomasa facultativa
aerobia principalmente para sus_requerimientos de crecimiento. Es importante sefialar que
dtuanlc la fase anaerobia se efectud un proceso de desnitrificacién originando un aumento de N-
NH"; y aumento del pH en el efluente y en la fase aerobia sucedié un proceso de nitrificacion del
efluente.

Tabla 4.21. 'Balanc';'ei dye'riitrégeno durante el ciclo 80 en la opei'acién
del SBB ‘ana:er_o‘bio/raerobio (Resultados promedio de 10 mediciones)

Tipo de nitré /| Inicio | Fin de fase anaerobia | Fin de fase aerobia
S | (mg/L) (mg/L) (mg/L)
N-orgénico; 1132.2 18.1 8.6
N-NH", 16.2 24.7 17.2
N-NO7 0.009 0.005 0.005
N-NO7; 8.2 9.2 12.3
N-total 56.609 52.105 38.005.

4.4.6. Evaluacién de la toxicidad del efluente mdustrlal

La evaluacidn de la toxicidad es un parametro 1mportante en el momtoreo de la. calldad del agua,
ya que provee una respuesta completa de los organismos de prueba a ]os COmpuestos presentes en
el agua residual, a través de pruebas de toxicidad aguda y cro ' proteccwn de. los
organismos acuaticos. -

En la Legislacion Ambiental Mexicana vigente para las deséargaé de 'ag‘uas residuales de acuerdo
a las Normas Oficiales Mexicanas NOM-001 ECOL-1996 y NOM-002 ECOL-1997, hasta el
momento la prueba de toxicidad aguda no es parte de los parametros de monitoreo.

Las pruebas realizadas fueron de toxicidad aguda con la bacteria luminiscente Photobacterium
phosphoreum, a través del sistema Microtox con el fin de evaluar la toxicidad del efluente del
SBB anaerobio/aecrobio. Las muestras se tomaron en los ultimos dias de operacion del biofiltro,
en el ciclo 200; los resultados mostrados en la tabla 4.22 indicaron que el influente con una
concentracion de 2 200 mg/L de DQO, mostrd una toxicidad de 12.13 unidades de toxicidad (UT,
ECso0), durante la fase anaerobia la DQO,; disminuyd a 800 mg/L, pero la toxicidad del agua
residual aumentd a 46.08 UT debido a los productos de biotransformacion de los compuestos
presentes en el agua residual. En la fase aerobia los compuestos biotransformados fueron
mineralizados y hubo una disminucién de DQO, hasta 210 mg/L y una disminucién de toxicidad
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a 8.39 UT, lo que demuestra la eficiencia del biofiltro no sdlo para remover la DQO, sino
también para reducir la toxicidad del efluente en un 81.8 %. A pesar de la considerable
reduccion de toxicidad, el efluente aun mostré caracteristicas de toxicidad no adecuadas para la
vida acudtica, sin embargo es importante sefialar lo dificil que resulta disminuir en un orden de
magnitud los niveles de toxicidad de los efluentes industriales, ya que contienen compuestos
sumamente tdxicos, como se reporté en un estudio de toxicidad de efluentes mediante la
determinacién de la toxicidad aguda realizado en el Rio Paraiba Do Sul, Brasil (CEPIS, 1988);
los efluentes que presentaron una toxicidad mas elevada fueron los de las industrias quimicas
Resende, Dupont y Quimisa con valores de 312.5, 357 y 909 unidades de toxicidad ECso
respectivamente. Estas industrias a pesar de tener tratamientos quimicos secundarios instalados
presentaron una muy pobre reduccidn de la toxicidad de sus cfluentes, lo quec demuestra lo dificil
que resulta disminuir la toxicidad de un efluente industrial con tratamientos quimicos. En esta
investigacion se muestra la ventaja de tratar efluentes industriales mediante (ratamientos
bioldgicos combinados ofreciendo la ventaja de no sélo degradar la materia organica, sino
también de reducir la toxicidad de los efluentes industriales ya que es deseable que el tratamiento
de aguas residuales deba incluir la remocidén de compuestos organicos téxicos de los efluentes
residuales, sobre todo de los industriales y evitar la propagacién de la contaminacién al ambiente
o el transporte costoso de estas sustancias a los rellenos sanitarios o a los confinamientos.

Tabla 4.22. Remocidn de la toxicidad aguda en el SBB anaerobio/aerobio

Muestra Concentracion Unidades de Concentracién DQOt
cfectiva CEso toxicidad, (UT) (mg/L)
Influente 8.24 12.13 2202
Final fase anaerobia 2.17 46.08 800
Efluente (final de fase 11.92 8.39 210
aerobia) . .
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4.4.7. Conclusnones parcmles .

En el biofiltro SBB combmando ambxentes anaeroblos y: aeroblos ‘se’ remowo materia orgamca y
toxicidad de un agua re31dua1 farmaceutlca contemendo compuestos nltroarométlcos

Las et'cnencxas de remocién 'lobal de: DQO, fueron de: 92! 97 P para valores de DQO; de 4 000 7

20.3 %.

Se logré tratar eﬁc1entemente el agua resxdual farmaceutlca altamente concentrada (28 350
mg DQO/L) sin dilucidn, <15 sr s . 8 S

El biofiltro requirié de co-sustrato- hasta la concentracién - de 1.300 mg/L, hasta el dia de
operacién 122, después fue capaz.de operar sin co-sustrato utilizando la materia organica del
agua residual como fuente de carbono y energla Las diluciones del:agua residual al inicio fueron
de 1:250 y al final del periodo de operacién el agua residual fue: utlhzada directamente sin
dilucion, lo sugiere la buena aclimatacién de la biomasa al agua resndual

La fase anaerobia llegd hasta la fase de metanogenes1s en la degradacmn de materia orgamca
facilmente biodegradable (65 %). : ‘

24 hcon eﬁcxencnas de remocidn global de DQO;: de 97 %or.
Los incrementos de concentracién de agua ‘residual preferentemente deben ser “de:1 OOO
mg DQO(/L para evitar sobrecargas de sustrato que puedan causar mhlblcmn de la blomasa

La remocién de color y nitrégeno fueron del 80 y 33 % respectivamente.

La toxicidad del efluente se incrementd después de la fase anaerobia de 12°a 46 unidades de
toxicidad indicando que los metabolitos de biotransformacién fueron mas téxicos:” que’.los
compuestos de origen, pero después de la fase aerobia se alcanzé una significativa reduccidn de
toxicidad de 82 %, esto es de 46 a 8 unidades de toxicidad. La fase aerobla contribuyé a la
principal destoxificacion del agua residual.

El tratamiento del efluente industrial por el proceso anaerobio/aerobio en un biofiltro ofrece una

real destoxificaciéon del agua residual ya que la fase aerobia funciona como un tratamiento de
pulimento del efluente de la fase anaerobia.
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4.5. Degradaciéon del colorante azul disperso 79 en un reactor SBR en
ambientes anaerobios/acrobios

En la primera fase del estudio se rcalizaron pruebas de biodegradabilidad del AD79 con biomasa
fija para la seleccidn del co-sustrato que aportara mas protones para la reduccion del colorante,
los resultados se encuentran en el anexo 3. El compuesto que se selecciond para ser usado como
co-sustrato para el arranque del biofiltro fue el acido propidnico, ya que presentd caracteristicas
de ser una adecuada fuente de protones y de carbono para alcanzar una reduccion del colorante
de 80 % aunado a una buena recuperacion de aminas aromaticas de 80 % durante la fase de
reaccidén anaerobia. Sin embargo, debido a que se presentaron dificultades para controlar la
sorcidon del AD79 en el empaque, se procedié a utilizar un sistema con biomasa suspendida
logrando controlar la sorcién del colorante en la biomasa.

4.5.1. Arranquey aclimatacién del reactor

El arranque del reactor se realizé con los pardmetros operacionales mostrados en la tabla 4.23,
bajo la estrategia de eficiencias fijas. La aclimatacion del reactor se inicid con ciclos de reaccién
largos, permitiendo que la biomasa se adaptara a la reduccién del colorante AD79 durante la fase
de reaccidon anaerobia, teniendo cuidado especial en las mediciones de potencial redox para
asegurar que en el reactor prevalecieran condiciones anaerobias para efectuar la reduccién del
AD79, originando la formacidn de metabolitos secundarios que indicaron que la
biotransformacion a aminas aromaticas se habia efectuado.

Tabla 4.23. Parametros operacionales del reactor SBR anaerobio/aerobio

Parametro : B :Valor
Volumen total del reactor ; o 9.0 L
Volumen util SRR T Y P 70L
Volumen de lodos de la planta - A T 25L
Cerro de la Estrella (SSV =3 100 mg/L) _ ‘
Volumen de medio mineral k . » 2.5 L
Volumen de intercambio ' 75 %
Concentracion de acido propidnico 0.14 mg/L
Concentracion de colorante en reactor 25 mg/L
Concentracién de biomasa en reactor 1100 mg/L
Flujo de aireacion 18.9 L/min
Velocidad de agitacion ' i 180 r.p.m.
Temperatura 25-28 "C
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Cuando el colorante se decoloré minimo en un 60 %, se inicié la.fase aerobia ' para efectuar la
oxidacion de las aminas aromaticas formadas y alcanzar una.rémocién arriba de 80 % y también
lograr la mayor remocién global del colorante, ya que-en la fase’ aerobla contmuo l'\ rcduccnon
del colorante residual de la fase anaerobia. T :

Los primeros 7 ciclos de operacién fueron de 11 a 4 dias, con fases de ‘reaccién anaerobxa de9a
3 dias y fases de reaccién aerobia de 48 a 20 h. La alimentacién de: AD entro del reactor se
controlé6 a 40 + 5 mg/L hidrolizando el colorante, ya ‘que en:los’ pnmeros 6" ciclos la
concentracion de AD79 fue variable de 25 a 57 mg/L. debido.a que se sedxmentaba en el tanque
de alimentacién. La aclimatacién del reactor se alcanzé en el. ciclo .10 después de 45 dias de
operacion, cuando la remocién global de AD79 se estabilizé.enun.72-%. La biomasa en el
reactor fue de 1 400 mg/L en promedio. La solubilidad del colorante . su” acumulacton en el
tanque de alimentacién se controlaron satisfactoriamente. E : :

Durante la fase anaerobia no se detecté metano en el biogas, sélo’ presencia de CO,.
biotransformacion del colorante a aminas aromaticas en la- fas ‘reductlva fue de 60 % en
promedio, pero la recuperacxon de aminas fue del orden de 25;%. Durante la fase aerobia la
mineralizaciéon de aminas fue de 90 %. Con relacién al potenmal redox, en  la fase anaerobia el
valor fue ~321 mV y en la fase aerobia de +23.3 mV.

4.5.2, Analisis espectral

Sc realizaron anilisis espectrales UV-VIS del colorante azo AD79 y de la amina BDNA (2-
bromo-4,6-dinitroanilina), esta Gltima a partir de un estandar grado HPLC y se compararon con
los espectros UV-VIS del influente y efluente del reactor para verificar que se llevé a cabo la
biotransformacién del AD79 a las aminas aromadticas BDNA (2-bromo-4,6-dinitroanilina) y
NNDB (1,4 diaminobenceno NN-disustituido). En la figura 4.39 se muestran los espectros de los
compuestos observandose bandas caracteristicas a 600 nm y a 344 nm que corresponden al
AD79 y ala BDNA respectivamente.

En la figura 4.40 se presenta el espectro de absorcién del colorante AD79 en fase orgdanica
durante la operacién del reactor en el ciclo 13, donde se aprecian las maximas longitudes de onda
de los compuestos presentes en el influente y efluente asi como los productos de
biotransformacion, que corresponden a los compuestos originales que se mostraron en la figura
4.39,
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anura 4.39. Espectros UV VIS de los estandares de la 2-br-4, 6- dmxlro amlma (BDNA)
y el co]orante mono azo azul disperso 79 (AD79).% = ) -
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Figura 4.40. Espectro UV- VIS del influente 'y eﬂuente del reactor SBR anaerobio/aerobio durante
el ciclo 13. (. -.) Influente; (- ) Efluente; (---) Productos de biotransformacién

Con relacion a la amina NNDB, en los cromatégramas HPLC-UV se determiné a una longitud de
onda de 285 nm a tiempo de retencién de 2.1 minutos, un pico cuya identidad se determiné en
basc a analisis I.R. que indicaron la presencia de los grupos funcionales éster, amino aromatico,
metoxi aromatico y amido caracteristicos de la amina NNDB. En esta misma longitud de onda se
determinaron la amina BDNA a un tiempo de retencién de 3.2 minutos y finalmente el colorante
se determindé a 5.1 minutos. Es importante sciialar la desaparicién de los picos de cstos
compuestos al final de la fase acrobia, confirmando la minecralizacién del colorante AD79. Los
cromatogramas se muestran en la figura 4.41.
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4.5.3. Operacién del reactor SBR anaerobiq/agfrpbri»o

El reactor SBR anaerobio/aerobio operd durante 65 dias (21 ciclos), después de la aclimatacidn.
En la figura 4.42 se muestra la evolucion de la biomasa en el reactor, que se mantuvo entre 1 180
y 3 300 mg SSV/L. Después de 65 dias de operacién (ciclo 20), la biomasa facultativa aerobia
presenté pérdida de actividad hacia la degradacién debido a inhibicién por acumulacién de
colorante residual y de metabolitos de biotransformacion de la fase anaerobia. El reactor se
alimenté con agua corriente, nutrientes y etanol como co-sustrato con el fin de aportar una fuente
de carbono ficilmente degradable que permitiera el crecimiento de la biomasa y de esta forma
cfectuar la degradacidn de los compuestos acumulados en el reactor.
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Cuando la biomasa alcanzé el valor de 3 300 mg/L. de SSV se fijé un tiempo de retencion celular
(TRC) de 30 dias y la biomasa se mantuvo a 3 000 mg/L de SSV. Este valor-del ticmpo dc
retencion celular esta de acuerdo con los trabajos realizados por Lourengo er. al:; (2000), quicncs.
estudiaron la decoloracién del colorante azo reactivo remazol violeta brillante 5 en un reactor
SBR con fases anaerobias/aerobias secuenciadas y determinaron que el TRC fue un parimetro
operacional muy importante para la decoloracidn del colorante, suglrxendo que el TRC no debe

scr menor de 10 dias.
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Figura 4.42. Evolucion.de la biomasa en el reactor SBR anacrobio/acrobio

En la figura 4.43 sc observa la cvolucion de las concentraciones del colorante AD79 en cl
influente del reactor, al inicio de la fase anaerobia y en el efluente al final de la [asc aerobia. La
operacion del reactor fue en dos etapas: en la primera de los dias 44 al 70 (ciclos 10-19), sc
utilizé como co-sustrato acido propidnico y en la segunda de los dias 73 al 110 (ciclos 20-32) el
co-sustrato fue el etanol.

AD79,uM

1 10 19 28 37 46 55 64 73 82 91 100 109
Dias de operucion

Figura 4.43. Evolucién de las concentraciones de AD79 cn cl reactor SBR anacrobio/acrobio.
() Inicio de ciclo; (o) Final de fase anaerobia; (4) Fin de ciclo
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En la primera etapa las concentraciones fueron de 25 a 50 mg AD79/L con eficiencias de
remocién global de 72 a 86 % (figura 4.44), con una tasa maxima de remocién de colorante dc
8.83 mg AD79/g SSV-d. La biotransformacién del colorante a aminas aromiticas fuc dc 61 % y
la mincralizacion de aminas totales promedio fue de 96 % con una tasa maxima de remocion de
2.13 mg aminas/g SSV-h. El TRH de los ciclos fue de 72 h, 48 h de fase anaerobia y 24 h de fasc
aerobia.

En la segunda etapa de operaciéon se utilizé como co-sustrato etanol (16.33 mg/L) y las
concentraciones tratadas de colorante fueron de 30 a 100 mg/L. La biotransformacion del
colorante en la fase reductiva fue en promedio de 60 % con un valor maximo de 95 % y con una
tasa de degradacién de 9.5 mg AD79/g SSV-d. La mineralizacién de aminas fue de 95 %, con
una tasa maxima de 0.22 mg aminas totales/L-h. La remocidén global del colorante fue de 72 a 95
%. El TRH fue como en la primera etapa de operacién.

120 110

=

2100 - }90 g
2 -70 3
£ 60 £
8 -s0 &
£ w £
g &
é 20 - 30 &

0 . . : : . . : : . . . . 10
1 10 19 28 37 46 55 64 73 82 91 100 109 118

Dias dc operacion

Figura 4.44, Remocion del AD79 con relacion a su concentracion inicial en el reactor SBR.
anaerobio/aerobio. (0) % de remocion de AD79; (o) Concentracion de AD79

El pH del reactor durante las 2 etapas de operacién se mantuvo entre 6.0 y 7.4 unidades en la
fase anacrobia y entre 8 y 9 unidades en la fase acrobia. Los valores de alcalinidad total
estuvieron entre 200 y 500 mg CaCO3/L siendo suficiente para amortiguar los cambios de pH
durante la produccién de dcidos grasos en la etapa de acidogénesis del reactor para la
biotransformacién del colorante.

Los valores promedio del potencial de oxido-reducciéon fueron de +77 y —350 mV al inicio y al
final de la fase anaerobia, indicando que en el reactor prevalecieron condiciones anaerobias para
cfectuar la biotransformacion del colorante a aminas aromaticas mediante reacciones de
reduccién. Cuando el reactor se empezd a airear los valores de potencial redox cambiaron
ripidamente desde —350 a +30 mV al final de la fase aerobia, indicando que en esta fase de
operacion prevalecieron condiciones oxidativas. En la fase aerobia el valor promedio del oxigeno
disuclto fue de 4.8 a 5.6 mg/L.
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4.5.4. Discusion de ios resultados
4.5.4.1. Evaluacion del reactor SBR anacrobio/aerobio en la degradacion del AD79

El reactor SBR operé satisfactoriamente para la mineralizacién del colorante AD79. En la fase
anaerobia los valores del potencial de oxido-reducciéon estuvieron entre -350 y -405 mV, que
de acuerdo a trabajos realizados por Krull et /., (1998), los valores de O.R.P. de -350 mV y mas
bajos son una condicidén Optima para la biodecoloracion de colorantes azo, por lo que en el
reactor SBR se cstablecieron condiciones anaerobias adecuadas para efectuar la reduccion del
AD79 y por consiguiente su decoloracion. Sin embargo se observd una escasa produccidén de
biogas cuyo componente principal fue CO; y no se detecld la presencia de metano, indicando
que solo se llevé a cabo la biotransformacion reductiva del colorante . El rompimiento del
enlace azo se realizéd mediante cometabolismo, donde las bacterias utilizaron el co-sustrato, acido
propidnico o etanol, como fuente de carbono y energia. El reactor se comportd como un reactor
acidogénico, efectuandose reacciones de hidrdlisis, acidogénesis y acetogénesis. Estos resultados
estan de acuerdo con los trabajos realizados por Cruz y Buitréon (2000), quienes estudiaron la
degradacion anacrobia del AD79 en un biofiltro operado en SBR utilizando glucosa o acetato de
sodio como co-sustrato, observando sé6lo la biotransformacién del colorante a las aminas
aromaticas BDNA, la cual fue identificada y la NNDB de la que sdlo identificaron los grupos
funcionales de la estructura mediante analisis de I.R.

La rccuperacion de las aminas aromaticas formadas como metabolitos del rompimicnto del
enlace azo no fue estequiométrica. Los mectabolitos producidos de la reduccidn del AD79 son las
aminas BDNA y la NNDB. Sc recuperd un 22 % de la amina BDNA determinada por HPLC; ésta
amina cs cl producto de biotransformuacion de mas preocupacion debido a sus caracteristicas
toxicas y no fue posible cuantificar la amina NNDB, unicamente se identificaron los grupos
funcionales de la estructura por analisis IR como fue descrito en el numeral 4.5.2.

Estos resultados estian de acuerdo con los obtenidos por Weber y Adams (1995), en trabajos
rcalizados sobre la reduccién quimica y andxica del AD79 en sedimentos, reportando que en
sedimentos no se efectio la reduccidn sin fuentes de carbono adicionales y que en los
experimentos donde detectaron BDNA, la recuperacién fue muy baja del orden de 7 % y debido a
la rapida reduccién del AD79 fue muy dificil detectar los otros metabolitos de biotransformacién
originados por la reducciéon de la BDNA: 1,2-diamincbenceno, triaminobenceno y el
bencimidazol, producto de la reaccién de ciclizacién de la NNDB.

Por otra parte, durante la fase aerobia no se presentaron problemas para la mineralizacion de las
aminas formadas lo que sugiere que en el reactor habia una poblacién de bacterias facullativas
acrobias capaces de mineralizar las aminas aromdticas como se puede observar en la figura 4.41
presentada previamente, donde se muestran los cromatdégramas del ciclo de operacién 13 y se
observa al final del ciclo la desaparicion de las aminas.

Es interesante schalar que en la fase aerobia continué la decoloracién del colorante, a pesar de
que sc ha considerado que la remocidén de colorantes por via aerobia no cs factible (Shaul er
al 19915 Haug er al., 1991), pero debido a las caracteristicas del proceso anacrobio/acrobio que
induce la formaciéon de bacterias facultativas, cn la parte interna dc los fléculos sc formaron
micronichos anacrobios que continuaban realizando la reduccién del colorante cn la fasc
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acrobia, mientras fueron protegidos por bacterias facultativas localizadas en la periferia del
floculo, que consumieron el oxigeno del medio, obteniéndose de esta forma una mayor remocién
global decl colorante. La = remocién  global del AD79. fue de 92 % y la eficiencia dc-
biotransformacién en fase anacrobia fue de 65 %. La reccuperacion de aminas como BDNA fuc
de 22 %. : ) ‘

4.5.4.2. Tasas de degradacién y carga organica-

En la figura 4.45 se observa la tasa de degradacion especifica del AD79 en funcién de la
concentracion inicial, a medida que la concentracién de colorante fue incrementidndose, también
lo hizo la tasa de degradacién. A partir de la concentracién de 45 mg/L de AD79, la tasa de
degradacién especifica fue constante con un valor de 11.5 mg AD79/g SSV-d, indicando que en
este intervalo de concentraciéon no se presentd inhibicién. La maxima tasa de degradacidn
especifica que presentd el reactor fue de 15 mg AD79/g SSV-d.
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Figura 4.45. Tasa especifica de degradacién del AD79 en fun‘cic'm! de la concentracién irﬁcial.

La maxima tasa de decoloracién (reduccion) en el reactor fue de 17 mg AD79/L-d para la
concentracién de 75 mg AD79/L, encontrandose en el mismo orden de magnitud de los valores
determinados por Cruz y Buitrén (2000), para el colorante AD79 tratado en un biofiltro
anacrobio a una concentracion inicial de 114 mg/L de colorante y utilizando como co-sustrato
glucosa, quienes determinaron una maxima velocidad de decoloraciéon de 33 mg AD79/L-d. Por
otra parte, Rajaguru et a/., (2000), determinaron similares velocidades de eliminacién para
colorantes azo sulfonados, pero es importante sefialar que las caracteristicas de baja solubilidad y
complejidad de sustituyentes en el colorante azo AD79, originan menores velocidades de
degradacion que los colorantes sulfonados haciendo mas dificil su biotransformacién. Las
vclocidades de decoloraciéon determinadas por los autores fueron de 61 mg/L-d para el colorante
naranja dcido 10 a concentracién inicial de 100 mg/L y de 51 mg/L-d para cl colorante negro
amido 10B, para una concentracién inicial de 110 mg/L.
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La degradacion de aminas durante la fase acrobia se muestra en la figura 4.46. La maxima tasa
cspecifica de degradacion de aminas en funcion de la concentracién inicial fue de 2.13 mg
aminas/g SSV-d. La mineralizaciéon  fue de 96 %.
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Figura 4.46. Tasa especifica de degradacién de aminas en funcién de'la concentracidn inicial.

Con rclacion a la.carga oré,anxcw apllcadd como DQO, la remocnon fue en pxomedlo de 86 %. En .
la F;:,ma 4.47 sc observa que:la remocién de DQO se mdntuvo en valorcs dc 80y 97 %. La
maxima carga org,amca que tralo cl reaclor fucde 16.5 mg DQO/g SSV- d.
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Figura 4.47. Carga orgénica aplicada y eliminada en el reactor SBR anaerobio/aerobio
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4;5.4.3. Cirniéticrar de &egradacién

l.a tasa de reduccion del AD79 en la lasc anacrobia fue de 16.8 mg/L-d y en_la fasc.acrobia dc
17.52 myg/L.-d con TRH de 48 y 24 h respectivamente. Con relacion a la tasa de formaciéon y de
mineralizacidén de la BDNA los valores fueron de 2.64 y 5.28 mg/L-d respectivamente, como
puede observarse en la figura 4.48. La formacién de la BDNA es un proceso lento, corroborando
los reportes de Weber y Adams (1995), quienes reportaron una reaccién bifasica en la
degradacién del AD79 con una fase rapida de eliminaciéon de colorante y una fase lenta de
biotransformacién, con una constante de velocidad de reduccién q,de 2.6 X 10 min™,

En este trabajo, la cinética de reaccion fue de primer orden y presenté una rapida pérdida inicial
de colorante en las primeras horas seguida por una lenta velocidad de transformacién. La
velocidad de reduccion fue obtenida de la pendiente que resulto al graficar los datos de In S vs
tiempo. El valor determinado para la g, fue de 5 X 10 min”', aproximadamente 2 veces mayor
que la determinada por Weber y Adams.
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< . ¥
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Figura 4.48. Cinéticas de reducc1on del colorante AD79 y formacién y mineralizacién de BDNA.
Perfil redox en el reactor SBR ‘anaerobio/aerobio durante el ciclo de operacion 29,
(m) AD79; () BDNA, (&) Potcnclal de 6xido-reduccidn.

5.4.4. Destino del colorante AD79

Para la reduccion del colorante azo AD79, Weber y Adams (1995), propusieron la via
mectabdlica reductiva en la que el colorante AD79 fue reducido mediante el rompimiento del
enlace azo, dando lugar a la formaciéon de BDNA (2-bromo-4,6-dinitroanilina) y NNDB (1,4-
diaminobenceno, NN-disustituido). Inmediatamente el grupo 2-nitro de la BDNA fue reducido
originando el 1,2-diaminobenceno que continué reduciéndose lentamente a triaminobenceno. El
NNDB di6é lugar al bencimidazol ocurriendo una reaccion de ciclizacién a través del ataque
nucleofilico del grupo amino no sustituido al grupo amido adyacente.

Durante Ia fase acrobia ocurrc la degradacién de aminas mediante cnzimas oxigenasas no
cspecificas a través de hidroxilacién y rompimiento del anillo aromatico. La conversién de
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aminas involucra primero la remocién de nitrégeno liberando nitrégeno amoniacal (N-NH4')
como producto final, seguido de la oxidacién dc éste a nitritos y nitratos. La mineralizacion dc
aminas fuc confirmada por HPLC junto con un balance nitrégeno que sc muestra en la tabla 4.24
donde se obscrva una remocién de nitrégeno total de 44 %, efectuandose una nitrificacién y
desnitrificacién en las fases aerobia y anaerobia respectivamente. El mecanismo de reaccién se
muestra en la figura 4.49, en donde se observa la reduccién del azul disperso 79 produciendo
aminas aromaticas seglin el modelo propuesto por Weber y Adams, (1995) y la oxidacidn de las
aminas aromaticas en la fase acrobia del proceso de acucrdo a la propuesta de la presente
investigacion,

Tabla.4.24. Balance de nitrégeno durante la biodegradacion anaerobia/aerobia
del colorante AD79 durante el ciclo 29 (Resultados promedio de 10 mediciones)

Tipo de nitrégeno | - Inicio de fase anaerobia | Fin de fase anaerobia | Fin de fase aerobia
S st (e e s (gl s s s e (gl L) (mg/L)
N-AD79 = [ 00000 e 3,95 0.81
N-BDNA .| 2 0.00 o 6.97 0.00
N-NH" oo | 0 580 0.00 2.20
N-NO; : ' 0.08 : 0.06 0.04
N-NO'; 5.00 : 4.00 9.50
N = total - 20.88 - 14,98 11.74

Una caracteristica importante en la fase acrobia del proceso anaerobio/aerobio es la auto-
oxidacion de aminas cuando no existe una adecuada poblacién facultativa aerobia para la
degradacidon de aminas. En estudios realizados por Tan et al., (1998) y Lourengo et al.,, (2000)
reportaron problemas para la mineralizacién de aminas bajo condiciones aerobias con los
productos de la reduccidn de los colorantes azo naranja mordante y colorante azo violeta brillante
remazol SR respectivamente, debido a la ausencia de una poblacién adecuada de bacterias
facultativas aerobias capaces de metabolizar aminas aromaticas.

En este cstudio se logrd una buena aclimatacidén de bacterias facultativas aerobias que fueron
capaces de mineralizar las aminas aromaticas a CO,, agua y nitrégeno inorganico, confirmandose
por HPLC y analisis de nitrégeno.
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4.5.5. Analisis de toxicidad

Sc¢ realizaron pruebas de toxicidad aguda con la bacteria luminiscente Photobacterium
phosphoreum, a través del sistema Microtox con el fin de evaluar la toxicidad del efluente dcl
reactor anaerobio/acrobio. Las muestras se tomaron en los tltimos dias de operacién del reactor,
cn cl ciclo 29. Los resultados se muestran en la tabla 4.25. El influente con una concentracién de
74.5 mg/L dc colorante, no mostré toxicidad bajo las condiciones del método de analisis, pero
durante la fasc anaerobia la toxicidad del agua residual fue de 14.4 UT, que de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NMX-AA-112-1995-SCFl es considerada como altamente tdxica,
debido a los productos de biotransformacion del colorante AD79, las aminas BDNA'y NNDB
que son sumamente toxicas. En la fase aerobia los compuestos biotransformados fueron
mineralizados y hubo una eliminacién de la toxicidad, lo que demostrd la eficiencia del reactor
SBR anacrobio/aerobio para eliminar la toxicidad del efluente, con lo que se establecen
condiciones ambientales favorables para la proteccion de la salud humana y la vida acuatica, del
impacto causado por la liberacién de contaminantes en aguas superficiales.

Tabla 4.25. Remocidn de la toxicidad aguda en el reactor SBR anaerobio/aerobio.

Muestra Concentracién Unidades de toxicidad |- -AD79 BDNA
-efectiva T : : (mg/L) - | (mg/L)
CEso R IEO T B [ S e
Influente - = |’ No detectada " 'No'detectada -« |~
Final fase anaerobia . | - - 6.99 S R ‘14&40 L
Efluente (final de fase - No detectada - ":No detéctada_, ‘ L
aerobia) : S TR DI U RENERLNE F S S S ) B
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4.5.6. Conclusiones pareciales ™~ 7o e e S

El reactor SBR anaeroblo/aerobno fue un-sistema apropxado parala blodegradacmn de colorantes
azo en aguas residuales, debido a que: puede 'ser mampulado para’ proveer. una fase ‘anaerobia,
donde los colorantes azo se reducen a las ammas aromatxcas correspondle tes, y.una’ fase aerobla
dondc las aminas son mmerahzadas S :

mg/g SSV-d
organica que se aplicé al reactor fue de 16.5 mg DQO/g SSV—

La cxnetlca de reaccidn para la reduccién del AD79 fue de prlme orante fue
de 5 X107 min’. e

El colorante AD79 es un compuesto no tdxico, que da origen a ‘aminas aromaticas téxicas (14
unidades de toxicidad). Sin embargo después del tratamiento anaerobio/aerobio.secuenciado, la
toxicidad fue eliminada a niveles no detectados en el efluente, 1o que demostro la eficiencia del
proceso anaerobio/aerobio para eliminar la toxicidad del agua re51dual
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CONCLUSIONES GENERALES

En relacidn con los objetivos planteados al inicio de la investigacién, fue factible implementar a

nivel

piloto de laboratorio un biofiltro discontinuo anaerobio/aerobio para biodegradar

_‘compuestos nitroaromaticos y un colorante azo. La hipétesis de trabajo fue comprobada, el
reactor operado en discontinuo fue un sistema apropiado para la biodegradacion del PNF, del
colorante AD79 y del efluente industrial, debido a que fue manipulado para proveer una fase
anaerobia, donde los compuestos fueron reducidos a las aminas aromaticas correspondientes, y
una fase acrobia donde las aminas fueron mineralizadas. Las principales conclusiones generales
a las que se llegd son las siguientes:

1.

5]

La estrategia de operacién utilizada en el reactor discontinuo fue muy eficiente para
manipular la poblacién bacteriana e inducir la seleccién de bacterias capaces de adaptarse
a los cambios de ambiente del sistema. En este caso fue indispensable permitir la
aclimatacién de los microorganismos el tiempo necesario para alcanzar remociones de
80 % tanto en la fase reductiva como en la oxidativa.

El reactor sc comportd como un reactor acidogénico en la fase de reduccidn,
efectuandose sélo la biotransformaciéon de los compuestos tratados a metabolitos
susceptibles de ser degradados en la fase aerobia. El p-nitrofenol fue biotransformado a p-
aminofenol, la o-nitroanilina a o-fenilendiamina y el -azul dlsperso 79 a 2-br-4,6-
dinitroanilina y a 1,4-diaminobenceno N,N-disustituido.

Para incrementar la velocidad de reducciéon del PNF -y del AD79 duranle la fase
anaerobia el reactor requirié de 4cido propidnico como. co- ustrato para el aporte de
protones y fuente de energia. En el caso del efluente industrial;” éste contenia materia
orgéanica que sirvié de co-sustrato. i

Las eficiencias de remocidn respecto a la eliminacion del téxico, fueron de 98 % para el
PNF y 92 % para el AD79. Para el efluente industrial, con base en la remocién de DQO,
fueron de 95 %. En este Gltimo caso se logrdé degradar una concentracién de influente de
28 g DQOYL, en un tiempo de retencién de 24 h (18 h de fase anaerobia y 6 h de fase
aerobia). En promedio en la fase anaerobia se removié 78.5 % de la materia organica y en
la fase aerobia el 20.3 %.

Se lograron degradar concentraciones de hasta 225 mg PNF/L en la fase anaerobia en un
tiempo de reaccién de 4 h. En la fase aerobia se lograron degradar concentraciones de
PAF hasta de 120 mg/L en un tiempo de reaccién de 3.5 h. La concentraciéon de 145 mg/L
de PAF fue inhibitoria para el biofiltro.

En el caso del colorante se trataron concentraciones de 100 mg AD79/L en un tiempo de
reaccion de 48 h para la fase anaerobia y 24 h para la fase aerobia. En la etapa anaerobia
las eficiencias de biotransformacién fueron de 65 %. La mineralizacién de las aminas
producidas por la ruptura del enlace azo fue de 96 %.
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5. Lastasas de degradacion ‘especifica del PNF en’ el biofiltro anaerobjo/aerobio’ fueron'de
1.5 a 4 veces mas altas que lo reportado en la literatura. = El biofiltro SBB"fue eficiente
para tratar cargas volumétricas de 642 mg/L-d de PNF en la fase anaero ia:y.de: 602
mg/L-d de PAF en la fase aerobia.

En el SBB para tratar cl efluente industrial las maximas cargas removndas asocladas av
altas eficiencias de remocion fueron de 4 a 6 kg DQO/m>-d. La carga: optlma arque -
trabajé el SBB fue de 4.5 kg DQO/m?>-d con un TRH de 24 h . S

Las maximas tasas de degradacién especificas del AD79 y de la BDNA':leeron de 15y
2.13 mg/g SSV-d respectivamente. La remocidén global de DQO fue de 86 %y la maxima
carga organica que se aplicé al reactor fue de 16.5 mg DQO/g SSV-d.

6. Se obtuvo una operacidn estable del sistema debido a que el uso de un soporte para los
microorganismos permitié el desarrollo de una comunidad microbiana con alta actividad.
En el sistema SBR se obtuvieron bajas tasa de generacién de biomasa. En ¢l caso de la
degradacidn del PNF, no fue necesario retrolavar el biofiltro después de 596 dias. Para el
caso del efluente industrial, mas cargado en materia organica, requirié retrolavado solo
después de 3 meses de operacidn.

7. El proceso anaerobio/aerobio fue muy eficiente para eliminar la toxicidad del PNF y
AD79 de 10 y 14 unidades de toxicidad respectivamente, a niveles no detectados en el
efluente; en el caso del efluente industrial la toxicidad fue reducida de 46 a 8 unidades
de toxicidad, efectuandose la reduccién de la toxicidad principalmente durante la etapa
aerobia.

8. El proceso discontinuo anaerobio/aerobio en un reactor presenta amplias ventajas con
respecto a los sistemas acoplados, entre las que destacan el ahorro de espacio por el uso
de un solo tanque, asi como menores problemas de inhibiciéon debido a que la biomasa se
encuentra en contacto permanente con los metabolitos producidos.
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Anexo 1

ANEXO 1.1. Resultados analiticos de la operacion del biofiltro SBB anacrobio/acrobio en Ia dcgradaci(in del PNF

Fase anaerobia

Fase acrobia

Cicloy  Dias T‘::P" "‘::W PNF | PNF | PAF | PAF pll .pll ORP [ORP| Color | Color pH pH |ORP|ORP} Color | Color | SSV

de | ion | esceionPT1 Efl FormadolENuentd Inicial { Final (InicialFinall Inicial { Final | Inicial | Final |inicio|fina¥ Iniciat |* Final |ENuent

operacid - b nr:hlo my/L | mg/l | mg/l. | mg/l. {UnidadeUnidadeq mV | mV |UnidadegUnidadeslnidadesUnidadeq mV | mV [Unidadeslnidaded mg/L.

| 7 108 | 24 | 2553 ] 200 | 432 0 738 752 | 69 [-340) - - 152 7.58 |-340] 12 - -
2 8 9 9% | 2653 | 206 | 432 0 720 748 30 {-352 - 748 752 f-352]10 - - -
3 M 1 24 (2703 ) 25 | 609 | 032 ] 713 752 | 39 [-360 1.52 756 {-360| 15 - - -
4 19 48 | 24 | 2545 | 162 | 629 0 131 750 | 45 1-380] - - 156 | 7.58 |-380] 15 - - -
5 2 24 | 24 | 2747 1 175 | 698 0 725 760 | 40 [-365 - 7.60 7.68 {-365] 12 - - -
6 25 24 0241217 ] 173 | 652 0 1.22 758 | 49 1-360 158 770 (-360] 14 . - .
7 28 24 1 24 12555 ] 1.65 | 657 0 132 752 | 35 [302f - - 152 775 |-302] 16 - - -
8 33 24 | 24 [3326 ] 193 | 1273 0 128 156 | 40 |-324] - - 756 [ 770 |-324] 20 - - -
9 36 24 | 24 | 3953 | 236 | 689 0 736 | 758 | 39 [-356] - 7.58 | 7.59 |-356) 25 - - -
10 39 30 116 | 3778 ) 162 ) 578 ] 138 | 157 | 33 [322) - 157 765 |-322}21 - - -
1 42 30 16 | 43.24 0 2175 0 7.60 7.49 36 )-348 - - 149 752 |-348( 15 - - -
12 46 72 1 24 | 4609 | 024 | 2532 [ 061 73 753 | 48 [-345) - - 153 768 |-345] 14 - -
i3 49 48 | 24 | 5422 0 2115 | 02 1.24 7.60 | 50 [-380 - 760 | 762 |-380{ 12 - -
14 52 68 8 | 5169 0 21.56 0 726 | 768 | 32 (395 - - 7.68 773 |-395] 10 . - -
15 54 40 8 | 5805 0 2947 | 043 | 762 801 | 26 [-358] - - 801 812 [-358] 13 . - -
16 56 30 8 | 5129 0 29.29 0 7.58 8.1 28 |-310f - - 8.1 824 |-310] 10 . - B
17 60 90 7|51 0 30.1 0 117 758 | 32 |-350 - 7.58 817 |[-350] 18 . . .
18 62 51 15 | 594 0 36 | 038 | 704 751 | 34 [340f - - 151 824 |-310| 20 - - ;
19 66 72| 22| 5828 0 30.79 0 746 | 826 | 29 }-330| 389 256 8206 8.58 ]-336} 28 | 2560 42 -
20 69 65 5 | 5514 0 3006 | 0.1 1.62 749 | 29 [-307] 395 264 749 797 |-307{10] 264 40 -
21 n 45 4 | 5849 0 3728 | 084 | 739 | 7.29 | 20 |305{ 382 21 1.29 796 {30524 212 40 -
22 72 36 4 56.84 0 3687 | 0.15 74 733 29 [-309] 309 225 733 793 [-309] 12 225 42 :
23 I 36 4 (5577 0 35.92 0 749 768 (25 (-329] 35 237 768 857 (-329112( 237 38 -
p2) 75 30 | 10 | 5481 0 3023 0 7.53 776 1 20 [-305] 321 229 776 | 824 |-305(10) 229 38 7
25 9 30 |10 |57 0 30.87 0 152 756 | 29 {-339] 329 200 1.56 843 1-339]1 10 206 30 -
26 81 30 10 | 55.77 0 30.89 0 15 7.62 25 [-328] 384 256 7.62 823 [-328]121 | 250 36 -
27 83 30 110|557 0 345 0 7.52 770 | 29 |-307] 401 270 176 S.18 |-307}181 270 38 -
28 86 30 |10 ] 5072 0 316 0 753 765 | 20 {305] 423 105 1.65 816 [305]12( 105 3] -
29 87 28 10 | 3846 0 35.68 0 1.55 7.68 29 {309 375 200 7.68 817 [-309] 141 200 42 -
30 88 28 | 10 | 5840 0 36.45 0 7.09 1.6 25 |-328] 380 215 7.6 8160 |-328[14] 25 28
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Fasc anacrobia

Fase acrobia

[Ciclo| Dias | Tiempo Tiempo| PNF | PNF | PAF | PAF pH pH  |ORP[ORP| Color | Color pH pil |ORP[ORP| Color | Color | SSV
dl‘“ ,,,f:ié,, m‘::ié"' {1 Efl Formado{ENuentd Inicial | Final lniciallFina Inicial | Final | Inicial | Final {inicio{final Inicial | Final [Efiuent
peracion e i ur:blo mg/l. | mg/L | mgl | mg/l. [UnidadesUnidaded mV | mV [Unidadestinidade§UnidadesUnidaded mV | mV [UnidadeqUnidad mg/L.

3L 9 | 24 | 6 L6266 6oo | 3598 | 056 | 729 | 76 | 30 |266| 395 | 223 | 76 | 839 |266|29] 23 | 36 | s

32 92 24 6 62.13 | 2.64 | 3501 0.62 752 7.0! 25 [-264f 387 241 1.6] 841 [-264]201 241 27

3 94 214 [ 59.0 043 1 3489 0 112 838 36 |-259| 385 131 8.38 878 |[-259] 29 131 19

3y o9 [ 24 6| o0 | 28 [ 3695 | o | 702 | 805 [ 34 |-278) 412 | 168 | 805 | 838 [-278| 25| 1e8 | 16

35 28 24 6 60.1 291 39.25 0 721 8.08 42 |-280( 406 156 8.08 841 [-280] 20 156 26

6| 99 |24 | o] 596 | 05 3959 o | 742 | 846 |48 |269] 395 | 35 | 840 | 872 [-209]|28f 35 | 12

37 101 18 4 60.16 | 1004 { 321 029 7.65 776 49 |-276| 416 53 1.76 834 [-276] 24 53 14

3| 104 | 98 | 4 5952 | 96 | 350 {022 | 742 | 787 |51 |28 43 | 36 | 787 | 831 28|20 36 | 16 | 6

3 106 | 18 | 4 | 5903 ] 703 | 3295 | 017 | 745 | 764 | 45 [-299] 386 | 48 | 764 | so0s [-209|28| a8 | 207 |

401 10 | 18 [ 4 ]olea| 36 | 37| o | 775 | 78 |40 |29 415 | 82 | 786 | s |-92|26| 82 | 3 ‘

41 112 18 4 5906 | 221 382 0 789 7.93 35 |-286{ 383 73 7.93 8.16 [-286] 6 3 46 .

a2 n4 | 18 | 4 fe023 132 392 0 | 7238 | 79 |26 |28 3 | 7 | 79 | si9 {2els| w | 3w |

43 N6 | 18 | 4 [5997 023 4045 0 | 769 | 781 | 28 [208) 306 | 70 | 28 | 82 [a2sg|w0| w0 | 32 [ 8

44 120 18 4 59.59 | 063 | 41.67 0 7.86 196 32 }-302) 401 9 7196 8.2t -302) 12 79 32

aspo120 )18 | 4 Joerrs|ose | 423 | o | 790 [ 799 |34 |317| as | 82 | 799 | 824 |7]6| &2 | 30

4 123 | 18 | 4 | 6023 043 | 421 | o | 795 | 796 | 18 |325| 484 | 86 | 796 | 824 |325] 8| 86 | 28

47| 125 | 18 | a4 | 5996|032 ] 423 | o | 739 | 81 | 52306 544 | so | s1 | 833 |306| 8] 80 | 2

48| 1290 | 16 | 4 | 6232 (129 | 3947 | 0 | 787 | 805 | 50 |-204] 593 | 89 | 805 | 847 |-294] 9] 8 | 28 | 6

49| 135 | 16 | 4 |o156 | oss | 304 | o | 762 | 831 |48 |302] 526 | 83 | 83 | 851 |302] 6| 8 | f

s0| 138 | 16 | 4 | 6055 | 066 | 421 | o [ 754 | 847 | a7 |285] 519 | 83 | 847 | 852 |-285{ 9| & | 320

st 141 | 12 ] 4 | 5854 { 075 | 4389 | 009 | 775 | 814 |44 [289] 576 | | 814 | 825 |98 | M | 25 ‘

20 144 | 12 | 4 | 5968 | 089 | 4169 | 0 | 780 | 81 {40 298| ss9 [ 75 | 81 | 823 [298| 8] 15 | 27 | 6

s3] 147 | 12 | 4 [e02s | o6l [ 4136 0 | 78 | 816 |28 |304] 53 | 76 | 816 | 823 [3eafu| 7 |27 | i

54 151 10 4 61.04 | 059 413 0.03 153 8.01 26 |-310] 550 68 8.01 832 [-310] 10 68 ‘1 31

ss|o1ss [ 10 | 4 [o1s9 (076 {4708 o | 746 [ 701 | 32 {305{ 523 | st | o1 | 15 |3os{w] s |3

so| 156 | 10 ] 4 |6195[2015] 136 | 372 | 795 | 796 | 35 [-306| 383 | 73 | 796 | 824 |306[10] 7 |! 30

st 11 [ 10 | 4 |erzs | son | a2 | 3s8 ) 739 [ 81 |3t 302 30 | 7| s f s |3e2|9f mo[l2mo |

s8] 158 | 10 | 4 o203 | 30 [ 1835 | 425 | 787 | 05 | 35 [-302| 396 | 70 | 805 | 833 |302{8 | 7w [l

597 159 | 10 | 4 | 621 {2853 ) 1831 [ 498 | 762 | 831 | 30 {208) a00 | 79 [ 831 | 847 (298] 6] 79| 28 |76

601 160 [ 10 | 4 | 6327|2681 | 1569 [ 564 | 7275 | 847 [ 31 f207] ase | 82 | 847 | 851 j-297] 5| &2 | 3 '

6 le0 | 10 | 4 | 6289 | 2496 | 1022 [ 902 | 78t | 82 | 28 |289) 484 | 8 | 82 | 852 |-289| 7| 8 [:30

62| 162 | 10 | 4 [ 6191 | 2869 | 1589 1165 782 | 815 | 24 |-208] a0 | 82 | 815 [ 843 [-2081 7] 82 | 35
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Fase anacrobia

Fase aerobia

[Cicls  Dias | Tiempo [Tiempo| PNF | PNF | PAF | PAF pH PH |ORP|ORP| Color | Color | pH pH  [ORPIORP Color | Color | SSV
di‘_. rt:‘::ién. d°;,l' fl EN FormadoEfluente lr!itizl l‘?n:l Inicia Fina{ Inicial | Final | Inicial | Final [inicioifinal| Inicial | Final |Eflvent
s < . | man. | gt | . et | e sdedde) an | st .
h b

63 163 [ 10 [ 4 | o43 |2406] 026 | 76

64| 164 | 10 [ 4 | 6356|2268 1186 | 44

65| tes | 10 | 4 | 6177|2248 ta67 | 23

66| te6 | 10 | 4 | o200 |2267] 1396 | 398

67| 167 | 10 | 3 [e202|2264] 1202 63

68 168 | 10 | 4 [6059|2421{ 899 | 537

69f 169 | 8 | 356123 [2e01] 763 | 326 ;

0| 170 | 8 |35 (618 |2502] 23 | 134 ; .

n{ o | 8 |35 |62 | 206 | 239 | 234 S Ll

| 7 | 8 35|69 |2007] 220 | 198 FALLA DE OPERACION - ij

nl m 8 |35 ] 628 f2021| 107 | 11 . R -

| am | 8 |35 |68 |27 ] 285 | 256 : S

75| 115 | 8 | 35| e3s [2358| 30 [ 298

6| 176 | 8 l3s|ess{zo6] 35 | 2m

7| m 8 |35 |esy|2s| 354 | 252

8| 178 [ 8 | 356200 2239] 365 | 34

79| 179 | 8 |35 |66 |24 337 | 298

80| 180 | 8 |35 |e186 [2285) 736 | 7

81| 181 8 | 35| 608 [257 692 | 675

821] 182 8 | 35|62 1292 597 | 59 :

83| 185 | 8 |35 ]et2s|se2 | 1023 62 | 785 | 812 | 7 [207] s | 134 | 812 | 859 [-296|29| 134 | 30

84| 184 | 8 |35 |66 | 213|238 | 15| 736 | 826 | 11 [-298] s84 | 138 | 826 | 892 (-297{20] 138 | 30

85| 185 [ 4 |35 ]eoit| a6t [3706| 210 [ 774 | 778 | 1nqars| am | 67 | 738 | 819 {-30t|29| 671, | 2B [

86| 187 | 4 |35 |ero7| 2124075 123] 735 | 78 |11 |-295| s8¢ | 8 | 78 | 826 [-306f25| 83 | 0[5

g7 | 188 | 4 |33 |e32| 306 | 4208|123 767 | 778 | 10 |-280) a00 | a8 | 77 [ 825 {29720 48 | '

88] 189 | 4 |35 )60s2) 234 423 | v | 72| 778 | 100-203{ 420 | 9 | 778 | 849 j208}28) 91 } 30

89| 19 | 4 | 35|60 135 | 4250 | 098 [ 780 | 821 | 28 |-203] ss9 | 103 | 821 | 863 [275[2a| 103 | 25

%[ 191 4 |35 [5938| 28 | 4212 | 056 | 703 | 795 | 38 [-302] 359 | wr | 795 | 804 95|20 w1 | 0

o1 193 | a4 |35 |oetar|us2|a2te| 05 | 720 | su |38 305 sso | 92 | sir | se3 |-289|28) 92 | 30

92| 194 | a4 |35 |e102]| 2624213 03| 776 | 81 |4 [305] ss0 [ 92 | 81 | s61 [-293]26] 2 | 2

93] 195 | 4 35| 66 |19 [ 4186 | 0es | 771 | 82 [ 39302 se0 | 85 [ 82 | 859 |-293j 6| 85 [ 15

94] 197 | 4 {35 615 [use ) 438 | o | 765 | 823 |38 |.304] se0 | 76 | 823 | et |-30208| 76 | IS
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Anexo 1

Fase anaerobia

Fase acrobia

[Ciclo{  Dias “';P" T"D":P“ PNF | PNF | PAF | PAF pl pH ORPJORI‘ Color | Color pi pH [ORPORP Calor | Color | SSV
de | ciinlvesccioninuentdER FormadoEfluentd Inicial [ Final [InicialFinal Inicial | Final | Inicial | Final [iniciolfinal| Inicial | Final [EQuent
peracio 4 i :rr:hin mg/l. | mp/L | mg/l | mg/l. [UnidadesUnidadey mV | mV |UnidadeqUnidadegl!nidadesUnidaded mV | mV {Unidadestnidades mg/l.
951 198 4 135706132 ] 125|456 0 759 | 821 | 37 |-258] 555 85 821 | 802 |-258]29| 85 15 17
96 204 4 35| 618 1.09 | 4025 ] 7.6} 8.36 5t |-2521 548 74 836 869 |-252120 74 20
97 { 210 4 35 [ 6123 § 145 {39.68 0 7.6% 845 | 50 {2431 550 84 845 852 |-243129¢ 84 10
98t 215 4 35 [ 6158 [ 173 | 41.67 0 70! 856 ] 50 [-218] 550 89 8.56 873 |-218] 25 89 10 )
91 220 8 4 [ 61321 20 13123( O 762 | 823 [ 52 {-202 ss0 91 823 | 866 [-202{20f 9N 15 8
106| 225 8 4 613 262 | 3249 0 7.62 813 [ 44 |-203} 550 M 8.13 851 |-2031281 79 10
101} 230 8 4 ] 618 | 256 |3156 0O 760 | 827 | 48 [-201] 550 68 827 | 879 [-201]24| 68 20
102] 240 8 4 16123 | 253 [3169; 0 766 | 812 | 48 [-202] 550 53 812 ] 851 |-202]20} 53 20
103) 245 8 4 61.2 239 | 323 0 7.66 836 | 51 |-196] 556 65 8.36 852 |-196{ 28| 65 20 9
1041 246 3 4 [ 21 2 148231 008 | 7.68 82 | 54 [-297] 520 58 82 854 [-297|26( 58 20
1051 248 3 4 7214 | 1.89 | 4953 0.l 11 82 44 |-301| s20 56 8.2 85 [-301] 6 56 20
106] 250 8 4 17215 | 198 | 525 | 086 | 775 | 821 | 50 [-306] S50 62 821 | 881 [-306] 8 | 62 25
1071 252 8 4 7235 1 156 | 524 | 056 | 771 821 54 1-340] 540 68 821 875 |-340]10] 59 25
108 260 8 4 | 7198 | 107 | 523 | 012 | 7.68 | 823 | 35 |-352] 550 59 823 | 863 (-352]12] 54 15 8
109 262 8 4 | N97 | 1.63 | 513 | 014 | 759 | 821 | 34 [-360] 531 54 821 | 842 |-360j26| 58 15
10| 264 8 4 7189 | 185 | 5156 009 7.68 824 27 |-380f 525 58 824 846 |-380)28 57 15
NI 266 8 4 | 712 | 158 {5168 005 | 709 | 823 | 33 |-365] 556 57 823 | 842 [-365|38| 49 15
12| 268 8 4 |98 | 164 | 52 0 17 821 | 25 1-360] 558 49 821 | 835 |-360{29| 46 17
131 270 8 4 |98 123 | 536} O 17 819 [ 21 [302] s25 46 819 | 888 [-302|26| 48 9
14} 2712 8 4 7197 | 187 52 0 771 819 19 [-324] 514 48 8.19 882 |-324139( 46 8 7
15| 274 8 4 1721 [0 ] 52 0 770 | 823 | 14 |-356] 536 4 823 | 879 |-356]38| 47 9
16] 276 8 4 | 721 | 123 |5156( O 768 | 822 | 25 {-322] 528 47 822 | 881 |-322|128| 44 10
n7| 21, 8 4 | 7214 | 109 | 5209 O 765 | 812 | 34 |-348) 528 4 812 | 827 [-348|41 ] 45 10
18] 280 8 4 | 7256 | 103 (5231 002 [ 77 824 | 25 [-345( 532 45 824 [ 871 [-345140| 51 15
19| 282 8 4 |71 103 )s14) 0 7.68 82 | 23 [-380] 551 5l 8.2 872 |-380]21] 51 15
120} 284 8 4 | 72081 102 {5081 0 77 82 | 41 1395} 556 5 82 861 }-39511071 53 15 3
121 286 8 4 17198 | 101 {5012 0 769 82 | 30 [-358 548 53 82 856 {-358119( 50 10
122] 288 8 4 71.98 | 1.04 | 5044 0 171 82 23 |-310] 547 50 82 845 (-310§28 58 15
1231 290 8 4 [ 7187 | 108 (5042 056 | 7.72 82 | 26 |-350] 544 S8 82 856 1-350]26) 66 15
124 292 8 4 | 7221 | 089 5123} 098 { 775 [ 820 | 31 §-340[ 564 60 821 [ 875 |-340125| S8 15
125] 295 8 4 7219 { 091 [ 5156] 0.75 )| 821 2] 1-336[ 569 58 821 8.65 [-336}27 59 15
126 296 3 4 7942 ] 093 | 59924 023 | 7.68 | 823 | 27 |-307] 565 59 823 | 856 |-307127| & 20




Anexo |

Fase anacrobia

Fase acrobia

[Ciclo

Dias

Tiempo

Tiempo

PNF

PNF

PAF

" o PAF |.|I| pH | ORPIORP| Color | Color pll pll  [ORP|ORP| Color | Color | SSV
de reaccion [reaccion| M UEMEEN FormadoF.Auentd Inicial | Final (InicialFinal Inicial | Final | Inicial | Final [inicio| fina| Inicial | Final |ENuentd
operacio 4 .":;.;.. mg/l. | mg/L | mg/l. | mylL |[UnidadeUnidaded mV | mV [UnidadedUnidadedUnidadesUnidaded mV | mV {UnidadeqUnidad. mg/L.
1271 298 8 4 7989 | 094 | 5003 | 0.5 759 8.2 17 [-256] 507 02 8.21 805 |-250] 6 02 20 6
128 300 8 4 79.58 | 0.87 51.2 0.23 7.68% 8.24 11 1-203] 502 [ 824 864 {-263] 4 65 I5
1291 302 8 4 7963 1 071 | 5987 0 769 8.23 10 ]-298) 502 65 8.23 80 |-298) 15 64 15
130 304 8 4 79.69 § 0.58 | 59.78 0 7.09 8.01 10 {-298] 512 64 8.01 862 |-298] 19 08 15
131 306 8 4 79.86 | 0.63 | 60.17 1] 7.67 781 12 {-302] 543 68 781 841 |-302{ 17 08 15
132 308 8 4 | 8213 ) 054 | 562 0 mn 8 14 {-303] 521 68 8 845 1-303| 8 70 15
133 310 8 4 83.12 | 089 57.1 032 7.68 801 28 1-310} 563 70 8.0l 832 |-310| 5 75 15
1341 312 8 4 | 8191 | 1.07 | 5802 | 058 | 7.7 8.1 18 [-322] 512 8.1 854 |-322f It 70 10 6
135 314 8 4 80.23 | 1.01 583 0 7.69 8.15 15 [-298{ 568 75 8.15 856 |-208[ 19 72 0
1361 316 8 4 ] 8264 | 092 | 61.23 0 11 821 14 |-297] 565 70 821 847 |-297( 17} 60 10
1371 318 8 |35 853 1.68 | 6098 0 725 8.1 14 1-331} 535 n 8.1 84 [-331]15] S6 10
138 320 8 |35)8.69) 08 | 6104 102|723 812 | 10 |-324] 520 60 8.12 841 [-324] 6 60 10
139] 321 8 35] 8236 | 089 | 61.23 | 116 7.2 8.15 24 |-329] 525 56 8.15 84 |-329( 14 62 5
140] 322 8 |35 8243 | 166 62 0.55 73 8.1 15 |312 51 60 8.1 84 |312p16] 65 5
141 323 6 4 | 8257|072 {6114 022 | 725 7.61 14 1-308] 540 62 161 837 |-308) 11 68 5 !
142 325 6 4 | 8249 | 082 { 6143 | 009 | 7.09 789 | 17 {-322 524 65 1.89 838 |-322[ 20| 84 5 6.
1431 328 6 4 | 82.58 1 6165 [ 0.18 | 7.06 775 | 23 |-301 520 68 1.5 836 {-301y22 ) 78 5 ’
144( 330 6 4 8203 | 098 | 61.56 0 7.22 7.86 25 1-298] 520 84 7.86 841 |-298] IS 93 5
145 331 6 4 | 8212 ) 123 | 61.97 | 1.83 7.2 793 | 21 |-302 520 78 793 845 [-302] 8 9N 5
146 332 6 4 80.18 | 096 | 60.23 { 0.03 72 7.86 19 1-294) 520 93 7.86 847 |-2941 23 i49 5
1477 333 4 1359216 2256123 | 026 72 785 | 14 1-258) 530 91 1.85 847 |-258) 18 120 5
148{ 336 4 351 9159 | 1.84 614 0.09 73 119 25 |25 51 149 7.79 8.56 |-245{ 14 9 10
1499] 338 4 13519212 | 105 | 60.23 0 124 787 | 34 |-248] 520 120 187 854 |-248/ 10| 80 10 )
150F 340 4 35| 9041 1.02 60.6 0 7126 79 25 {-265] 515 99 79 86 |-2605] 10 70 10 5
151 34 4 |35]9200 | 108 | 61.82 0 13 738 | 23 |-280] 530 80 1.78 856 |-280)121( 78 10 '
152 344 4 35 | 92.05 1.03 | 60.86 0 72 185 41 12951 520 70 7.85 8.61 ]-295| 8 74 10
153] 346 4 359153 | 1.08 62.6 0 73 791 36 |-258| 508 78 7.9 8.64 [-258] 9 60 10
154 347 4 351 902 L13 648 0 74 794 23 {-261] 556 iz 7.94 8.56 {-261] 10 52 10
155] 348 4 351 90.68 | 0.57 | 63.56 0 74 7.8 26 {-250] 54 60 7.78 85 |-250] 14 65 10
156] 349 4 35 ] 9245 | 1.82 653 0 73 798 31 |-340] 505 52 798 849 [-340| 16 68 5
1571 352 4 351 91.87 | 104 | 6589 0 72 7.98 21 |-336] 556 65 798 852 1-336] 22 70 5
158 354 4 351 9208 | 174 65.1 0 7.16 8.1 27 {-307] 552 68 8.1 861 |-307] 24 85 5
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f é%’ “ Fase anaerobia Fase acrobia
[{_'\, [Ciclo  Dias T";P' T‘;"'(P“ PNF | PNF | PAF | PAF pH pH  [ORP[ORP Color { Color pH pH  |ORP[ORP| Color | Color | SSV
! de” veacrion |resccignl™] EfluentqFormadolEfuentq Inicial | Final [IniciafFina] Inicial | Final | Inicial | Final |inicioffinal Inicial { Final [Efluentd
peracior -n-:v-h' nr:hia mg/l. [ mg/l. | mg/l | mg/l. {UnidadeqUnidaded mV | mV unidadesUnidadegUnidadegUnidaded mV { mV [UnidadesUnidadey mg/l,
159{ 356 4 35 ] 91.87 | 123 | 6647 0 730 802 23 |-250] St6 70 8.02 856 |-2560] 12 80 5 5
1601 357 4 3519208 | i1 | 68.23 0 736 8.01 33 1-203) 550 85 8.01 845 |-2631 8 78 5
fel| 358 4 |35 100 0 55.09 0 735 | 805 | 25 (-298) 522 80 8.05 | 857 |-298|12]| 80 5
162 363 4 |35} 100 0 5205 0 7.2 868 | 26 j-298] 549 78 868 | 892 |-298}14| 78 5
163 360 4 35 | 99.68 0 54.62 0 72 882 | 30 J-302| 522 78 882 | 894 302|119 75 5 5
t64| 369 4 1351 997 0 58.69 0 725 | 872 | 32 (-303] 555 80 872 1 892 {303[21] 80 5
165 3712 4 |35 9986 0 59.32 0 752 | 889 | 34 [-310] 520 78 883 | 895 J-30|14]| 80 5
166 375 4 1351 1001 0 61.39 0 721 | 876 | 22 |-322] 522 75 876 | 886 |-322118]| 74 5
167 378 4 |35| 1012 0 62.45 0 732 | 882 | 18 [-298] 555 80 882 | 891 [-298|12| 78 |: 10
1681 381 4 13511003 0 66.23 0 734 | 867 | 14 [-297] S20 80 867 | 893 {29718 | 80 10 C
1691 384 4 {35 1004 0 66.55 0 736 | 862 | 19 [-331 540 74 862 | 895 -331| 8| 78 10 9
170] 387 16§75 ([10236] 0 66.91 0 734 | 886 | 25 |-324) 522 78 886 | 897 |-34| 6] 75 10 »
171 390 16 {751 102 0 69.36 0 712 | 862 | 27 (-329] 555 80 862 | 88 [-329]10{ 82 |: 10
1724 393 16 | 7.5 | 1003 0 70.12 0 724 | 863 | 35 |-312| 520 78 863 | 878 |-N2|17{ 80 5 i
173 39 7 1459954 0 7115 0 7.38 | 809 [ 32 |-308| 549 75 809 | 847 |-308|18| 88 .| 5. 8.
174 399 7 45 | 99.78 0 7065 | 54 712 8.18 | 18 |-322] 522 82 8.18 856 [-322] 9 8|5 a
175) 402 7 |45 ] 99.63 0 72.5 58 | 718 | 7.8 | 16 [-301] 555 80 798 | 854 [3m|s0) 80 |} 5::*
176 405 7 [45(10035| 0 735 | 68 [ 719 | 7.98 | 26 |-298 S20 88 7.98 86 |[-298|12] 88} 10
177 408 7 j451{10045) 0 7069 | 72 72 798 | 24 |-302| 522 84 798 | 856 [-302/18) 84 |: 10 f
178] 4h 7 (45)1008| o |7032| 63 | 7.21 | 794 | 32 [-204| 550 | 80 [ 7.94 | 81 [-204f25| 80 [V o [ 7
1791 414 7 |45 90 0 7045 | 81 724 | 794 | 32 |-258] 520 88 794 | 864 |-258|23| 88 0 S
180{ 417 7 145 9897 0 69 112 f 798 | 7.98 | 26 (-245f 522 84 1-798 | 856 [-245]12]| 8 |. 0
181 420 7 145|987 0 69.56 { 116 | 7.18 | 7.99 | 28 |-248| 550 80 799 85 |-248/19] 86 | 1I5 :
1821 423 7 |45] 9889 0 6854 | 136 [ 7.23 | 7.78 [ 19 [-265f 557 88 778 | 849 |-26s|27| 88 |15 | 7
1831 426 45 | 3 | 975 0 67 169 | 7.23 | 7.89 | 28 |-280] 586 86 7.89 | 852 |-280| 22| 100 15
184} 429 45 1 3 ] 9954 0 69.25 | 098 | 712 | 7.92 | 32 {-295] 585 86 792 | 861 |-295|18| 120 15
185] 432 45 1 3 | 99.18 0 6895 | 087 | 724 | 7.94 | 36 |-258] 586 88 794 | 856 1-2581 7| 80 15
186 435 45 1 3 [ 9917 0 6823 | 056 | 7.23 | 7.83 | 34 |-261{ 587 100 | 7.83 86 {-261{10| 85 {15
187 438 45 1 3 11002 0 69.78 | 045 | 7.24 | 7.86 | 37 [-250f 585 120 | 7.86 | 862 |-250j12| 85 5 6
188] 441 45 1 3 J100531 0© 7012 | 01 724 | 786 | 31 |-340] 585 80 7.86 | 841 |-340|14] 90 20
189 444 45 1 3 1100351 O N2541012 ) 726 | 795 | 32 |36 574 80 7.95 | 845 [-336|10} 95 10
190] 447 4.5 3 ] 100.96 0 7232 | 01 7.32 7.91 | 28 |-307] 575 85 7.91 832 {-307] 8 98 10 -
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Fase anacrobia

Fase acrobia

Cicld  Dias | Tiempo |Tiempo} PNF | PNF | PAF | PAF pll PH  |ORP{ORP| Color | Color | pH pH  JORPORP Color | Color | SSV
de "‘_, de inn £ FormadoEfluentd Inicial | Final [Inicial Final Inicial | Final | Inicial | Fimal |iniciolfinal| Inicial | Final [Efuentc
operacion) a'"'::r‘:;‘o voropio|] ML | myL | mgL | mgL [UnidadesUnidades mV | mV [UnidadeqUnidadeqUnidadestUnidadey mV { mV [Unidadestnidades mpL
h h

1911 450 45 3 | 10078 0 72 0.1 1.2 79 32 |-206] 574 85 79 854 |-260| 151 88 10

192 453 45 3 {10023 0 7245 1] 724 7.86 | 36 |-253| 580 90 7.86 856 |[-253| 14| 88 0 6

193] 456 45 3 ]10054] 0o {798 | o 728 | 7.97 | 40 [-278] 581 95 | 7.97 | 847 [-2718]10] 92 0

194] 458 45 3 [10025) 0 .28 0 723 | 795 | 40 |-293[ 582 98 795 84 [-293| 12 90 0

195 459 45 3 110085 0 | 7265] 0 726 | 7.95 | 45 |-308( 586 88 | 7.95 | 841 [-308| 8| 80 0

196 461 45 3 f006sy o0 [7302( 0 732 | 796 | 51 {-313] 586 88 179 | 84 [-313[6)] &1 0

197{ 462 45 3 | 12456 0 69.85 0 7.24 7.85 | 36 |-323| 598 92 7.85 84 132319 80 0

198] 463 45 3 J1249( o0 68.5 0 742 | 785 | 39 |-324| 588 90 7.85 837 |-324]1141 90 0

199 464 45 ) 125.1 0 70.63 0 705 | 7.74 | 45 |-298] 589 80 174 838 {-298]17| 80 0

2001 465 45 3 | 124.69 1] 706 1] 7.19 7.85 | 51 [-292| 568 81 7.85 836 |-292| 15| 86 0

201 466 45 3 | 12456 0 73.56 0 .27 7.87 | 52 |-328] 568 80 7.87 841 |-328]181 85 0

202 467 16 8 112489 0 78 0 21 7.85 | 46 |-323| 565 90 785 8.57 |-313121 87 0 8 )

203 468 16 8 125 0 85.21 0 724 | 7.84 | 32 [-329| 565 80 784 824 [-329120| &7 0

2041 469 16 8 125.1 0 8545 0 7.28 | 7.86 | 25 |-312f 570 86 7.96 843 |-312f 13| 87 0

205) 470 16 8 1251 0 87.69 0 728 | 7.89 | 26 |-339| S72 85 7.89 823 |-339 7 91 0

2061 471 8 35 | 124.68 0 87.23 0 7.16 791 | 24 |-322 570 87 7.91 8.18 [-322] 4 91 0

207| 472 8 35 11253 0 87.85 0 7.15 796 | 14 [-321} 574 87 7.96 816 [-321|15( 9t 0

208} 473 3 35 | 1251 0 87.49 0 7.6 | 798 | 18 [-298] 572 87 7.98 8.17 |-298]| 14} 100 0

209t 474 8 35 [12496| 0 87.26 0 6.8 791 | 25 }-302| 568 9N 791 8.16 (-302]12| 100 0

210 475 7 45 11262 | 136 | 87.25 0 6.82 743 | 29 |-314| 568 91 743 839 |-314] 8 80 0

211 476 7 4.5 125 0.56 | 87.56 1] 6.9 74 24 [-318| 560 91 74 841 (31814 80 [}

22 477 12 1.5 ) 125 | 0.38 | 87.65 0 6.9 74 27 |-315] 590 100 74 878 {-315] 10| 80 0

213| 478 i2 "5} 125 021 | 8701 0 71 7.5 29 [-258| 580 100 7.5 838 (-258| 12| 85 0

214 479 12 | 1157 125 | 042 | 8823 | © 71 7.5 | 38 {-205| 560 80 75 | 841 |-2651 8 95 0

215 480 12 151 125 056 | 893 0 7 74 30 (-280f 570 80 74 872 |-280{ 8 95 0

2161 481 12 11.5] 126 8.15 | 89.56 0 7.2 75 26 1-2951 580 80 7.5 834 }|-295] 6 110 25 :

217) 482 12 1.5 126 642 | 893 0 74 75 | 27 |-258| 560 85 75 831 (-258110] 100 25 7

218) 483 4 35 120 725 89.1 0 72 74 30 [-261]| 590 95 74 8.05 [-261| 14| 100 25

2190 484 4 35 127 215 | 86.78 0 73 75 35 {-250{ 570 95 7.5 8.11 |-250f13{ 110 25

220| 485 4 35 | 1268 1 069 | 8649 | © 74 7.5 | 45 |-310] s80 95 75 | 816 |-310[t6| 100 30

21{ 486 4 35 | 1265 [ 7.26 | 86.23 0 7.2 7.5 47 {-336] 580 110 7.5 8.19 [-336]20] 80 20
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Fase aerobia

Fase anaerobia

[Cicla  Dias “;:P‘ “‘d":l’“ PNF | PNF | PAF | PAF pH pll |ORPIORP| Color | Color pH pH  |ORPORH Color | Color | SSV
de | cion beacciontnf! Ef Formadolf.fluentey Inicial [ Final llnicialFinal Inicial | Final | Inicial | Final |iniciolfinal| Knicial [ Final iEfluents

peracié - i ler:blo mg/L | mp/l. | mg/l. | mg/l. {UnidadegUnidades) mV | mV [UnidadeqUnidadegUnidadesUnidade§ mV |mV |UnidadegUnidades mg/L

222| 487 4 [350 127 | 834 | 89.64 0 08 75| 42 1323 580 100 75 82 [-323]20] 80 15

2231 488 4 135] 126 R 89.78 0 09 | 750 | 46 |-289] 580 100 750 | 821 (289112 110 15

24| 489 4 135] 125 71 | 8856 0 72 75 1 38 |-293 540 110 15 824 (293115 104 15

251 4% 4 135] 126 | 815 | 8323 0 727 | 739 | 40 |-298] 650 100 739 | 824 |-298| 181 104 15

26| 491 4 135] 125 82 | 867 0 71 74 | 45 [-328] 540 80 74 833 1328|113 - -

27 4 [35] 124 81 | 8612 0 71 74 | S1[-302] 520 80 14 847 |-3021 9 - -

28| 493 8 |357]12372| 332 | 878 0 71 78 | 36 |-313] 520 110 18 851 |313] 10 - -

229 4% 8 1351752 0 847512189 60 74 | 39 |-320] 600 104 14 852 [-320] 12 - -

230| 495 8 |35 175 0 | 9895 | 15 67 78 | 45 |322] 02 104 78 825 |-322114 - - u

231 4% 8 [35] 175 0 [10045| 14 6.7 7.7 | 51 {318 650 100 117 823 |38l 12 - . o

2321 497 8 135175 0 1056 | 18 6.7 78 | 52 1-297 650 80 78 823 [-297]10| - -

2331 498 8 |35 175 0 1149 | 20 71 795 | 46 [-311] 670 80 795 | 832 |-311] 8 - -

2341 499 8 135 176 0 {182} 20 71 78 ] 32 |324) 660 60 18 815 13247 8 - -

235| 500 8 |35 175 0 1226 | 20 71 763 | 25 |-329] 650 60 763 | 859 |-329] 4 - -

236|501 8 {35] 176 0 120 15 7 78 | 26 |-302] 660 50 78 892 |-302] 6 - -

237 502 8 [35) 175 0 12167 ) 1508 [ 7.1 791 | 22 |-308| 660 60 791 819 |-308] 8 - -

2381 503 8 {351 175 0 [12058)1262| 676 | 7.61 [ 24 [-322] 670 65 7.61 826 |-322112 . -

239| 504 12 | 115] 225 [ 063 | 145 140 7 7.54 | 28 |-301] 700 70 754 | 825 |-301| 14} - V-

2401 505 12 |1L5] 225 45 150 {14293 7 7.5 | 35 |-298] 700 75 15 849 |-298120| - .

2411 506 12 111.5) 225 | 063 | 152 140 | 722 79 | 29 |-302] 840 80 79 863 |-302{12] - -

242] 507 12 J11.5| 225 4.5 150 |142.93( 7.18 79 | 2 |29 70 80 19 804 [-294| 8| 80 |:10

243 508 12 [1L5] 225 6.3 152 142 | 7.68 | 824 | 37 |-258] 760 82 824 | 863 |-258| 8| 71 0

244 509 12 |15 225 6.5 155 149 | 769 | 823 | 39 |-245] 770 78 823 | 861 |-2a5{10] 75 010 43

245{ 510 4 |35] 60 0 {302 0 769 | 801 | 38 [-248) 270 80 8.01 859 [-248|10{ 85 0. :

246 Su 4 |35] 60 0 304 0 767 | 781 | 50 {-205] 254 $2 781 861 [-265)12( 90 0.

247 512 4 135) 60 |-0 3 0 771 8 56 1-280] 265 T 8 852 |-280{ 5| 103 |]: 0

48| 513 4 135 60 0 38 0 768 | 801 | 57 [-295] 265 80 801 869 |-2951 9| 80 [ 0

249 514 4 135] 60 -0 38 0 7 8.1 43 |-258) 304 T 81 852 |28 5| 70 0

250 515 4 1351 60 0 3 0 769 | 815 | 45 [-261 362 75 815 | 873 |-01f10| 70 |0

2511 516 4 |35] 60 0 39 0 17 821 | 45 |-250f 290 85 821 860 |-250112] 60 0 17

252| 517 4 1351 60 0 39 0 1.25 8.1 47_|-3401 290 90 8.1 851 |-340)10( 60 0
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Fase anaerobia Fase acrobia
Ciclg Dias | Tiempo [Tiempo] PNF | PNF | PAF { PAF pll pH  |ORP{ORP} Color | Color | pH pi [ORP(ORP Color | Color | SSV
de de | de fian Efl FormadolEfluentq Inicial | Final [Inicial Finall Inicial | Final | Inicial | Final |iniciofinal Inicial [ Final {Efluente
peracide et 0 el mg/L | mgll | mg/l | mg/l. [Unidadetnidaded mV | mV UnidadegUnidadestUnidadeslinidaded mV | mV [UnidadegUnidadey mg/L.
h h
255( 520 8 35 fas6) 0 59.03 0 73 R1 32 |-256 598 70 81 852 |-256123{ 70 0
256 52 8 35 j1496| 0 63.5 0 125 761 | 20 |-253] 588 70 7601 854 12531251 70 0
2571 52 8 35 | 1251 0 66.35 0 7.09 789 | 27 |-208( 589 60 789 85 ]-268{36( 60 0
2581 523 8 35 | 12469 O 66.58 0 706 | 735 | 21 |-274] 568 60 175 803 (2714134 60 0 [
2591 524 8 35 J1245 (| 0 67.8 0 22 786 | 30 [-295] 568 45 786 § B63 [-295{22] 45 0
2601 525 8 35 | 12489 0 068.95 0 12 793 | 19 {-303] 565 45 793 856 |-303]129{ 45 0
2611 526 8 35 i25 0 71.58 0 725 796 | 22 |-31t] 565 45 7.96 847 [3N}39] 45 0
2621 521 8 35 | 1251 0 78.56 0 121 797 | 28 §-316| 512 45 789 882 |-316129] 45 0
263| 528 8 35 ] 1251 0 71.69 0 7.33 798 | 29 [-302] 570 55 19 889 (-302{22| 55 0
264| 526 3 3.5 125 0 78.96 0 1.31 798 { 33 |-297} 570 50 7.98 882 |-297127] X0 0
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ANEXO 1.2. Resultados analiticos de la evaluacion de co-sustratos

CO-SUSTRATO: AC. PROPIONICO

Fase anaerobia I Fase acrobia
Cicld PNF | BNF [ PAF pH pH Color | Color { ORP | ORP [ PNF | PNF | PAF | PAF | pHt | pH | Color | Color | ORP | ORP
Iaf) EN ‘armado] Influente | Efluente [Inf] fluente [infl EN I Efl [of] EN Inf w Il Efluente [1nf) Eftuente}
mg/l. | mg/l. | mp/L. | UnidadesjUnidades|Unidades|Unidades] mV MV | mg/l. | mp/l | mg/l. | mp/l. { mp/l. | mp/L [UnidadesiUnidades] mV mV
1] 4813 | 1167 | 1504 628 72 151 50 1121 288 | L067 | 246 | 1104 | 029 12 2 50 28 -288 93
2] 48561 294 | 1421 666 4 217 76 ng | 3421 0 1421 0 73 16 13 324 12
3 48 0 264 67 71 145 50 3221 248 0 0 264 0 kA 32 50 4 -298 14
4 48 0 264 6.66 132 193 65 485 | 307 0 0 264 0 132176 65 12 307 16
5| 500 0 261 6.65 7.24 168 50 35 298 0 L] 261 0 124 16 50 8 -298 14
6 48 0 264 6.66 123 156 55 40.2 289 0 0 264 0 123 | 17 55 15 -289 A
7 48 0 U5 6.6 74 165 §1 589 |.3248 0 0 2452 0 74 765 57 19 2324 8
g8 48 0 264 64 32 176 50 28 | 310 0 0 264 0 732 {78 50 n -310 it
9 48 0 21.58 6.6 71 200 65 3 <303 0 0 21.58 ¢ I 12 65 16 -303 19
10 48 L] 264 6.66 32 i93 65 435 -307 0 0 264 0 132 1 16 65 |t -307 21
11| 48.83 0 204 | 628 12 151 50 1 | -3 0 0 Nu | 0 2|15 50 2 =301 18
12| 4856 0 421 ] 666 m m 76 N4 | 34 0 [} 212 0 724 |75 76 36 -4 12
13 | 50.02 0 26.1 6.65 124 168 50 35 -308 o 0 261 ] 724 | 235 50 21 -308 8
4] 48 0 264 6.06 139 156 55 27 -301 0 0 264 0 739 1742 S5 20 301 10
15 48 (] 2452 6.6 74 165 57 589 -303 L] o 252 0 14 152 57 20 -303 1
6] 48 0 264 6.62 32 176 50 bl -320 0 0 264 0 132 |46 S0 20 -320 i5
17 48 0 21.58 6.6 n 184 65 33 <3249 o 0 21.58 0 71 732 65 16 =325 16
18 | 4998 0 23.56 5.6 708 158 61 95 | 34 0 0 35| 0 708 {721 ol t5 -4 17
191 48 0 264 59 106 175 65 156 | -308 0 0 264 0 706 1121 65 19 -308 1
20 | 49.48 0 23.61 56 115 160 62 26 295 0 0 2.6l 0 15 113 62 3 -295 10
21 | 50.02 0 261 6.65 14 168 50 35 -298 [ 0 26.1 0 724 {739 50 6 -298 18
241 48 0 264 6.66 .13 156 55 166 | -306 0 [} 264 0 13 |13 55 ] <306 5
3| 48 0 2452 0.6 74 165 57 589 | -303 0 0 2452 0 74 |15 57 10 -303 8
24 48 0 264 6.50 120 176 50 208 =314 0 0 264 ] 126 |12 50 10, 314 9
35| 48 0 21.58 6.6 kA in 65 3 [-3249] 0 0 2158 [} 1 [7123] 65 klOy : -}24 9
6| 48 0 26.4 6.62 135 170 70 »n 318 0 0 264 0 135 145 W0 PIN “ 8
27{ 50.02 0 261 6.65 124 168 50 35 -298 0 0 261 0 29 | 136 S0 12 ; ~‘298‘ 10
28| 48 0 264 6.66 135 156 55 335 | 315 0 0 26.4 [ 135 | 745 55 8|35 10
9] 48 0 24.52 6.6 74 165 57 589 | -303 0 0 24.52 0 74 | 156 57 9 303 | 10
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CO-SUSTRATO: AC. ACETICO

Fase anaerobia I Fase aerobia
[Cicld PNF PNF PAF pH pH Color | Color ORP | ORP PNF PNF PAF PAF pH pH Color Color ORP ORP
1 fluente] For | EN Infl ERuente|Inf Eftuente] Influente | Efuente | Influente |Formado| Influente | Efluente | [afluente Fluente Influente -} Efluente
mgl, | mpL | mpl, | mpl | me |UnidadesiUnidades) MV | MY | mgl. | mpn. mgl, | myL | mpl. | mpL | Unidades | Unidades my mV
1 49.75 92 513 796 764 368 63 16.6 2753 92 031 53 0.29 764 8.19 63 10 -2753 63.5
plsus fas oo {2 ar o] 2 | las| 2 03 968 | 027 | 177 816 8 15 2285 30
s [e3s [ mm fow | ae | a2 | 5| o2 |an ] en 0 | oo | 769 82 ] 10 301 n
4 5374 216 15.8 17 7.55 362 69 28 =311 26 0 15.8 [ 155 82 69 12 =314 R
S15320 356 ) 153 [ 7es yoam | 304 ) B | 35 |30 35 ) 153 0 a7 821 B 15 30 10
6| 537 [ 216 | 158 | 77 {7ss | 3w ] o [ 20 || 26 043 158 0 155 | sl6 ) 10 311 n
T)sves fau w2 ||| o || an] 0 ny | o 129 | 8 7 12 K7k) »
8 5374 290 2291 17 7.55 380 69 29 =311 2.16 0 291 0 755 821 E [ R | R 36
9 sams fane | ma2 | 77 | ass | 35 | e | 26 |30 | 216 ) 112 0 155 | s | e 12 314 18
10 5292 [ ase | 2157 | 283 | 76 | 369 | e | 262 | 254 | @s6 | 02 w5t o2 | s | e i 2543 12
W sses | 226 | 20 | 247 | 76s | 352 | s0 | 397 |-29e5] 726 ‘o PIR P TYRY IF PYRIN HEFRTRA [l IRV R Y 2
12| soss [ 220 [ 23 [sn [om | s | w | 75 [sse| 22 e | oms ew e | os2 | ‘ 30
13 s1o9 | w56 [ 1sa7 | 783 | 76 | 369 | &1 | 262 |-2543] 836 on | s on| 76 ' ,316’? g 2
14 5034 | 892 | 1803 [ 227 [ o | ase | 150 | 6t |2e03| w2 | e | e |0 | | an "
15] 5263 | 856 | 1507 [ 783 | 76 | 360 | &1 | 262 |-2543] sse | vos.| 1507 76 Ve 21
6| 530 | sse | usur [ 7s | 76 [ 39 | o | 262 V2543|856 018 | a7 769 16
175075 | 92 | 1813 | 796 | 769 | 28 | 63 | 166 [53[ 92 on | fwn” | l746‘-!' o s 2
18] 534 | 726 | 20 | 747 f 26 | 352 | so | 307 [29as] 726 01 20 e e »
190 5075 [ 92 | 2156 | 796 | 760 268 | & | 166 | 35| 92 031 256 | 0" cas e 5’
0 532 |49 | w9 | 762 | sa3 | w2 | w36 | 351 [204] 429 0 wor | 0| s - 816 L3
2 529 [ss6 | 1507 [ 783 | 76 | 369 | & | 262 [-2543] 836 o | wsar | e s 2 2
2] 529 | 372 ) 2187 | 784 | 765 | 408 | 147 | 336 2598] 3 0 287 | 0 765" 2
2315026 | 52 | 153 | 796 | 763 | 356 | 6 | 166 | 275 | 52 031 15.3 ) 2 i)
24 | 50.68 6.12 15.09 133 17 36t 67 37 <267 6.12 0 15.09 017 17 . 14
250 5092 | Bs6 | 1507 | 18 | 76 | 369 | 61 | 262 |-2543] 856 0.4 517 10 ] 76 18
6] 508 | 7261 20 | 747 | 769 | 352 | s0 | 397 [2045] 736 002 b1 0 764 ‘t6°
270 5104 | sa6 | 225 | 736 | 765 | 356 | s6 | 136 |-2801) 516 0 2s | 0|76 0
28] 523 | 856 | 1sar | 7ss | 6 | 30 | &t | 262 |-2s43] sss 013 15.17 ‘:o 7 6 10
29| se87 1 62 | 15 | 796 | 76 | 3s0 | 63 | 28 s 92 o3 | us | ooe | e 15"
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CO-SUSTRATO: AGUA RESIDUAL

Anexo 1

Fase anaerabia

|

Fase acrobia

PNF PAF pH pH Color | Color | ORP | ORP PNF PNF PAF PAF pH pH Color Color ORp ORP
En Formadofinfl fluentef Infl N Infl Efluentef {nf} Effuente { Influente [Formado| Infuente | Eftuente | Infuente Efluente | fInfluente | Eftuente
mg/l | mg/l, | mgh. | mg/l. |Uni jnidades|] mV’ mv mp/l. mg/L mg/l mpfl | me/L mg/l Unidades | Unidades my my.
3014 88 666 | 686 288 109 6l -189.1 3014 2865 8.81 on 6.86 7.02 109 40 -189.1° 12’
1825 | 596 66 3 m 58 4411503 18.25 17.53 596 0.12 133 147 58 12 -1503 2
232 567 634 1 673 24 8 30 -228 232 2036 5.67 o 67 6.95 84 20 228 n
1956 | 429 6.08 7 198 1o 56 =273 19.56 15.64 429 0 1 4 16 50 213 10
2. 6.23 o7 6.89 159 69 n -260 uxn 1956 623 0.08 6.89 .21 69 20 -260 8.
1958 | 812 658 | 6.89 165 81 42 <228 19.58 17.58 812 on 6.89 112 &1 10 =228 6
2078 | 9.54 669 6.98 196 39 65 203 2078 18.63 9.54 016 698 725 89 15 21 12
21.56 | 671 678 | 702 185 8 56 <278 21.56 19.56 6N 0.09 102 126 8. 18 278 A
2234 712 6.71 745 176 58 58 -280 2234 20.30 712 023 715 134 58 18 :’, -2_!0‘ 12
1914 { 812 668 | 7.00 20 " 45 -256 19.74 15.69 812 029 106 ' 728 " 15 “ -2..56 ‘ 2
1963 | 653 | 663 | 795 | 206 | m [ 25 [ | w9e | s | em [0 | wes | oass (bW i) s
12| 5089 | 1825 | 596 | 6645 | 7.23 213 62 65 =275 1825 1563 5.96 045 123 0.35 ‘61‘ ’ : . 215 30
13 ] 5065 | 1504 | 2.77 6.78 7.18 197 [ 56 -285 1514 12.98 27 0.08 718 136 69‘ : fiss : . » 25 .
1414956 | 1637 | 356 | 689 | 702 | 186 0 45 | 259 1637 13.65 356 0.03 702 119 0 2597 |7 s
151 5065 | 2169 | 213 645 721 m 68 44 =265 21.69 18.76 213 0 68 2 12 ‘
16| 5365 | 1968 | 456 | 6.64 17 m 55 6 | 21 19.68 17.65 456 0 ) 17
171 523 | 2056 | 856 6.67 12 2 69 64 <260 20.56 18.69 8.56 03 : l?
18 51 2178 | 625 6.69 7.3 223 65 62 =212 2178 19.56 625 0.08 8
19 543 | 436 | 547 | 658 | 70 p22} (1} 64 | 223 24.36 16.78 547 0 6
20| 5213 | 2863 | 654 6.49 13 215 68 n <232 28.63 23.01 6.54 0.03 1
20 5421 1 2113 | 621 678 [V 219 ki 70 -256 2113 1873 621 0.09 : IO‘~
22| 5211 | 1965 | 589 654 | 736 220 9 n -249 19.65 163 5.89 0.08 : 5
n 52 1978 | 537 6.7 116 21 8 68 <278 19.78 16.8 531 0 !2, .
24| 5326 | 1875 | 651 672 7.05 3 9N 60 <256 18.75 15.36 6.51 018 L
25| 2 19.63 | 7123 678 | 719 235 23 64 235 19.63 1691 3 0.2§ ) i4
26| 532 1959 | 657 6.13 72 246 54 46 =246 19.59 17.89 6.57 0,25' 10
271 542 | 1963 | 601 | 658 | 706 | 251 58 49 | 265 19.63 15.69 6.01 0.’2‘6‘  10' :
28| 5531 | 2106 | 598 681 107 262 132 60 21 21.06 18.76 598 ’013‘ : 12
29 { 55.02 | 21.78 | 6.54 656 | 1.2 254 85 64 -265 2178 18.65 6.54 0.18 8
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CO-SUSTRATO: ACIDO ACETICO/PROPIONICO

Anexo |
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Fase anaerobia I Fase aerobiz
[Ciclds  PNF | PNF { PAF PH pH | Color | Color | ORP | ORP PNF PNF PAF PAF pH pH Color Color ORP ORP
1 ‘'ormadoflnfl Efluente jInfl Efuente] Influente | Eftuente | Infi Formado| Influente | Eftuente | Influente Efluente | Influente | - ENuente
mg/l. | mg/l | mg/l | mp/l, | mpl. [UnidadeslUnidades] (mV) | {(mV) me/L mp/L me/L mg/L. me/l mg/L Unidades Uni mV mV
1 50 2036 | 1534 § 568 | 692 68 52 Jos | -3429 20.36 517 1534 1.669 6.12 654 52 b2} -3429 123
2 50 1897 | 16.5 586 608 [2] 52 67.1 | -3 1897 5.09 165 14 6.08 612 52 20 -390 146
] 506 1765 1 21.6 582 | 643 n 32 423 | 3163 17.65 3.28 .6 1.03 643 689 32 28 -3163 ‘ 276
4 513 1998 1 20.76 { 546 | 5.67 K 8 235 | -2388 19.98 38 20.76 149 5.67 582 28 12 =388 283
5 525 198 205 54 5.7 64 14 202 | 2166 198 0 215 098 5.76 5.97’ 4 .8 -216.6 254
6 | 5196 25 2041 572 586 62 25 26 -262.8 25 0 2.04 1.04 5.86 6.05 5 10. -262.8 268
7] 5183 1.68 246 5.04 545 59 9 34 <2842 168 1] 246 031 545 ) 2832 236
8 | 5067 | 006 | 2256 | 542 | 623 36 13 48 | -416 006 0 256 0.65 6N TG 324
9 | soa2 0.18 | 2268 1 662 6.89 38 12 30 <2431 0.8 0.2 22.68 0.88 689 : 230 L. 458
0] 525 | 198 | 215 54 | 5% 64 2] 202 | -2166 198 0 215 0.81 5. 2166 " 123
1| 4997 16 225 654 | 685 67 10 35 -259.8 16 [ 225 0.84 685 g -2598 1
12] 4992 | 078 pxX ] 5.1 5.68 36 9 45 -2842 0.78 0 p2X ] 033 568 : -28:42 . 125
13 | 5089 | 094 | 2751 658 7.02 56 13 36 <2643 094 0.83 27.51 0.3 702 . -2&5 . 321
14 5021 0 21.19 | 649 | 685 65 10 65 -2904 [] 0 219 036 6.85 <2904 321
15 49.68 0 2356 | 502 | 61 52 13 57 {-27163 0 0 23.56 0.21 6.1 2163 124
16 | 5067 | 006 | 2256 | 542 623 36 13 48 <2476 0.06 0 2256 0.01 623 <2416 16.6
17 4997 16 25 654 6.85 67 10 35 -2598 1.6 0 25 0.05 6.85 2598 172
18] 4992 | 0.78 236 5. 5.68 36 9 45 -2542 0.78 ¢ 236 0.0t 5.68 -254.2 123
19| 5089 | 094 | 2751 | 658 | 7.02 56 13 36 | -2643 094 0 2151 0 1.02 3 -2643 363
20| 5092 | 018 22.§8 662 | 689 38 12 30 -243.1 0.18 0 22.68 0 6.89 7.16 lZ.i 2431 3438
2{ 4759 0 | 2513 | 654 | 682 35 15 56 | -2325 0 0 25.13 0 6.82 715 ;15.', p 2328 283
22| 5067 | 006 | 2256 | 542 | 623 36 13 48 2416 0.06 0 22.56 0 623 694 135 -2416 305
231 500 0 | 2119 | 649 | 685 65 10 65 | -2904 0 0 2119 01 6.85 715 210 -2904 364
24| 49.68 0 2356 | 5.02 6.1 52 13 57 -2763 (1] 0 23.56 0 6.1 687 13 -2163 287
35| 4989 0 2006 | 614 { 687 4 9 46 <2872 0 0 20.06 0 6.87 2 8 <2872 132
2] 5067 | 006 [ 2256 | 542 | 623 | .36 13 e e 006 0 2256 0 %3] 679 3. ms | 46
27| s50.12 0.18 | 22.68 6.62 6.89 B8 12 3_0 =431 0.18 0 22.68 0.09 6.89 721 ; IZ‘ i -?434! . ;7.6‘
| s | o [asus | esa {em| 35 | s [ se [ams| o 0 w03 | o | em | 2 |rust s [ s0s
29 | 50.26 0 21.86 | 6.51 6,98‘ 52" 16" 47 -2423 S0 0 21.86 0 6.31 6.98 16 T3] 8T
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Anexo |

ANEXO0 1.3. Resultados Analiticos del reactor SBR anaerobio/acrobio en el tratamiento de un efluente industrial de la
industria quimico-farmacéutica

I Fase anacrobia Fase aerobia

Cicles | Dias | Tiempa | Tiempo | £QO, | DQO, pH PH ORP ORP | Color | Color | DQO, | DQO, pH PH ORP ORP -} Color | Color
de de de  |Influente| Efluente | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final |Influente| Efuent | Inicial | Final | inicio | final | tniciat | Finat

reaccion | reaccion| mg/L | mgl |unidades|unidades| mV mV  |unidades unidades] mg/l. | mg/l. |unidades|unidades| mV mV " |unidades | unidades

peracion| anaerobi| aerobio
[

i 1 12 4 437 20 638 8 39 -289 H 10 20 135 8 76 -289 20 10 10
2 16 8 4 415 163 72 74 22 -290 2 35 163 i 14 83 <290 -33 35 17
6 18 8 4 398 150 13 15 19 29 10 2 150 8 25 2
12 21 8 4 385 85 74 716 19 -309 15 18 35 46 16 17
20 25 H 4 13 45 14 1.7 1 -328 19 2 45 18 77 : '
56 42 8 4 m 128 76 19 37 <340 1 46 128 54 19 y 24‘
58 43 8 4 ni 103 14 19 3 -367 2 2 103 52 19 - ,16'
66 a7 8 4 [rese | 633 [ 75 | 84 | w0 | 330 | 18 # | e | es | sa T
68 -1 48 8 4 1679 598 72 82 41 -356 15 12 598 153 82 718 '
'}0‘ : 49 8 4 1636 420 74 15 43 =360 19 pi] 420 125 15 . ‘24
80 “ 54 8 4 1680 440 6.7 28 40 =376 18 18 4430 ns 28 : 10
82 55 8 4 1688 560 6.5 16 a5 -380 2 16 560 203 16 : 19
84 56 8 4 1688 543 6.7 18 60 =359 19 23 543 189 78 16
88 58 ) 4 1688 495 6.5 16 29 -368 2 16 495 150 16 !8
93 6) 8 4 1665 336 6.8 84 55 <348 18 19 336 60 84 ) |6
96 62 8 4 1665 402 6.7 86 40 <360 2 19 402 126 86 88 -360 =2 19 ‘H
100 64 8 4 1674 386 638 83 70 -368 11 19 38 105 83 88 -368 40 |- 119 o l?

w2 e f o8 f s Jwenw | am | es [ oss [ 32 )| o | n fan | ons [ ss [ 9 | ae s uo] o
w8 | 68 | 8 | 4 fueo | awm | 7 | sr | se [ ou ) ow [ | % | 82| 9o |aw| | w|n
1o 69 8 4 1660 364 65 13 86 -368 2 18 364 56 13 89 -368 36 ‘ 1'8‘ ’ l‘5‘
m 70 8 4 3828 220 69 7 76 -380 175 40 2220 944 7 86 -380 -116 “ 40 36
[RK] n 8 4 3828 1918 71 12 133 -391 162 56 1918 1056 12 83 -39 -32 . 56‘ ;B
1s n 8 4 3828 2004 kA 68 -83 -390 153 (2] 2008 986 68 82 -390 -20 § 6 . 35
121 5 8 4 33 2029 6.7 YA <19 -393 165 B 2029 913 71 9 -393 -103 ¥ ) 43
123 n 8 4 m 1744 ] 74 -107 -398 172 9% 1744 887 14 85 =398 1 =131 96’ 63
|’27‘ I: 8 4 313 1893 68 72 -96 -386 157 89 1893 641 12 9 : s 89 ) 60
il s | ol s | o || es | 73 | e [ e | we | e [uw | e | 73| 86 159 | 9
133 ﬂj 12 4 2763 1229 68 16 43 -360 163 76 1229 188 76 88 76 66
135 84 12 4 2763 1098 6.8 15 86 -389 158 68 1098 93 13 9 68 5?
8| 9 13 6 Lo fun | 7 25 | 29 3 {20 L | um | a9 | s |9 | s
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Fase anaerobia Fase aerobia
Ciclos Dias | Tiempo | Tiempo [ DQO, | DQO, 1] pH ORP ORe Color | Color | DQO, | DQO, pt pii ORP ORp Color | Ci o‘lor
de de de  {influente| Efluente | Inicial } Final | fnicial | Final | tnicial | Final |Influente] ERuente{ Inicial | Final inicio | final | Inicial | Final
Reaccidn} Reaccion] mg/l. | mg/l. |Unidadesilnidades] mV mV  |Unidades|Unidades] mg/l. | mgl. |Unidades|Unidad mV mV  {Unidades]Unidad
peracionf anaerobi| Aerobio
0
i39 92 18 6 3017 1o 75 15 - 258 142 1i6 208 75 85 - - 142 114
140 93 18 6 3019 1106 7 75 - 234 130 Hoe 183 75 85 - - 130 95
143 96 18 6 3003 1070 7 7 196 163 1070 93 7 85 - - 163 96
144 97 18 6 3105 976 75 8 . 190 9 976 60 8 85 - - 9 63
145 98 18 6 307 956 7 7 - - 186 L] 936 62 7 85 - - 92 ' 67
147 101 i8 6 3058 978 75 15 - - 198 80 M 06 75 85 - - 80 64
151 105 18 6 3863 1679 15 13 - - 25 103 1679 750 15 85 - - 163 96
156 110 18 6 3587 1246 7 75 . - 235 168 1296 630 15 85 ‘ - - 168 , Ik00
158 12 18 6 3468 1305 7 7 - - 205 146 1305 543 7 85 - - 136 IOJ
159 113 18 6 3402 1210 7 15 - - 196 123 1219 486 15 85 - ‘ 1231 &5
163 n? 18 6 3654 1413 15 15 - - 258 156 1413 530 15 85 - . 156‘; 98
164 ns 18 6 3501 1320 7 75 - - 264 143 1420 465 75 85 - ‘1473 . 87 ,‘
166 120 18 6 3359 1316 15 15 - - 299 138 1316 335 15 85 - 138 90
167 121 18 6 3215 1338 7 15 - - 186 115 1338 281 15 85 -  |15 . 99 :
170 124 18 6 4632 2015 65 15 - - 243 180 2015 672 15 85 - ; 180 1 Ii :
17 125 18 6 4200 1450 7 15 - - 208 148 1450 450 15 85 - - 143 ll‘7v:
m 126 18 6 3964 123 7 15 .- - 10 132 u3 336 15 85 - -‘ ) 1324 ] “83 ,
1| s o8 6 [ 3ms [aos | 66 | 74 | a8 [ 36 | 1es | w2 |aes | 24 | 74 | 88 | 3e | w0 vuiy 'y
n 131 i8 6 3640 1150 7 14 63 -301 203 124 nso 20 14 8.6 <301 JQ' 128
| | o 6 [3w0 [ ro3s | 69 | 78 | 45 [ 361 | g6 | w0 fouess [ 25 [ 78 [ 89 e | 20f 10,
180 134 18 6 4245 3605 7 68 42 -330 220 3 3605 3250 6.8 88 -330 4 : 143
182 136 18 6 4190 3585 7 6.7 67 -330 193 94 3585 3018 6.7 81 -330 38‘ 19 6.
186 138 18 6 a2 | un 13 68 53 219 20 130 Hn | %0 6.8 8 219 57 130 105
187 139 18 6 4095 3200 71 6.8 57 351 185 19 3200 2660 6.8 79 <351 15 179 IZQ
189 141 18 6 4030 | 3265 7 17 51 k| 193 153 3265 | 2530 7 19 3 36 153 s
193 145 18 6 4200 3297 12 12 2 -328 1% 168 3297 985 72 8l <328 3 168 lQ7
194 146 18 6 4200 ms 12 78 69 -396 198 10 3115 995 78 82 -39 26 "o ) 10§
19 151 4 12 4015 2622 78 11 63 -379 215 162 2622 1220 17 89 3 40 162 9
197 1582 4 12 20 3300 75 18 56 -363 443 201 3300 2087 78 8.8 -363 3 261 . p22)
198 153 4 n 6237 Jos50 16 76 61 =349 451 238 3650 234 79 19 <349 n 238 208
199 155 24 12 2350 1265 7 85 83 -359 148 ] 1263 344 83 88 -359 109 8 62"
200 157 24 12 2202 800 7 7.6 115 -391 118 [3] 800 210 76 8.9 -39 32 68 68
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ANEXO 1.4. Resultados analiticos del reactor SBR anaerobio/acrobio para el tratamiento del colorante azo AD79

Ciclo | AD79 Influente anacrobiol AD79 Efluente anacrobio] AD79 ENuente acrobio | Tiempo de reaccién AD79 Remocién Ssv cogvn qx
mg/l. mg/L. mg/L dias % mg/L. mg AD79/L-d mg/ g SSV-d
! 2533 660 515 10.70 96 18000 [ 182 | 120
2 3020 2025 17.10 w 413 121000 400 £330
3 35.50 7.6 1677 491 527 3000 [ 3802w
4 57.87 36.69 1591 581 75 150000 | 206 |
5 5205 2450 1307 416 8 SRRk R T
6 5638 2498 786 366 8.0 13 883
7 4509 1636 95 8 786 1252 B35
8 a278 18.51 1300 279 060 |0
9 VIR 18 SRR o 9l Cosm
10 s 428 132 EE LIRS 10
1 25200 1010 840 L2665 “7451
12 3590 STII M e ‘
13 a5z B4 A2 - 300
0 12570° 11406 RN
15, T 2530 1990 L1352
16 2876 AT Sz
1 7 17.04 " 900
18 2960 1530 0253
19 54.02 38.10 18401
2 32.00 28.70 Ta140
b1E 5500 000 31.00
2 5370 4520 <4100
b1 3630 24.00 1270
2 a9 39.00 2400
25 89 17.87
2% 1568 845 i
n 1440 2800
8 1624 0
9 2934 80
0 L3000 75.8 2960.00 1206 | ‘47
3l 13000 492 245000 147 463
2 1ass 933 330000 1037
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Anexo 2

TECNICAS DE ANALISIS

CARACTERIZACION FiSICA DEL TEZONTLE

1. Tamaiio de grano
-Se determind el tamaiio de grano midiendo al azar 100 piedras que fueran representatlvas del empaque

2. Peso especifico

1. Lavar y secar una muestra de 200 mL de tezontle a 103°C por 24 h.

2. Pesar cierta cantidad de muestra (P.A.) y medir su volumen en una probeta (V.M. P)

3. Hervir en agua destilada durante 5 minutos con el fin de expulsar el aire. :

4. Secar previamente una probeta y pesarla (P.P.) g )

5. Enfriar la muestra e introducir a la probeta y aforar con agua destilada y volver pesar (P F ).
Calculos:

Volumen de agua = P.F. - P.M. — P.A,
(Si los pesos son en gramos el volumen resultante es en ml)
Volumen de muestra (V.M.) = Volumen aforado ~ Volumen de agua

Peso especifico = P.A.
V.M.

3. Poraosidad
3.1. Porosidad del tezontle

Medir el volumen de la muestra de piedras a través del llenado de una probeta con pequefias semillas o arena fina.
Se agregan unas cuantas piedras, luego las semillas, mas piedras y semillas hasta completar un volumen
determinado (V. PRO).

Se sacan cuidadosamente las piedras de la probeta y se mide el volumen ocupado por las semillas (V.SEM).
Calculos:

Volumen de piedras (V.P.) = V.PRO - V.SEM

Volumen de vacios (Vv2) = V.P. - Vs

Porosidad (P) = Vv2/V,P,

3.2. Porosidad del reactor empacado

1) Volumen seco Vs = "P.A./ Peso especifico
2) Volumen de vacios Vvl = V.M.P. - Vs
3) Porosidad P=Vvl/V.M.P,

4. Area superficial, - : )
Se determind por el método del azul de metileno (szon Bello J. A. 1997)
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PERDIDAS ABIOTICAS

1. Volatilidad del PNF )

Con el fin de determinar la volatilidad del PNF en solucién, se realizaron pruebas de aireaciéon en el reactor
herméticamente cerrado sin empacar, llenandolo con solucién de PNF de 25 mg/L en medio mineral y se recibieron
los compuestos volatiles generados, burbujeando los gases en un matraz que contenia NaOH 0.1 N, Se determiné la -
concentracién de PNF en el reactor al inicio y cada 24 horas por espectroscopia a longitud de onda de 400 nm yel
pH de la solucién del reactor y del NaOH para verificar la captura de compuestos volatilizados.

2. Prueba de la sorcion del PNF
Para determinar la sorcién del PNF dentro del reactor y en el material de empaque, se reahzaron pruebas de
aireacién en el reactor sin empacar y empacado. : :

2.1. Prueba de sorcién del reactor sin empacar
1. Realizar curva de calibraciéon de PNF con agua destilada como disolvente en concentractones de 0, 10,
20, 30, 40, 50 mg/L de PNF y determinar la maxima longitud de onda.
2. Realizar curva de calibracién de PNF con medio mineral como disolvente en concentracxones de 0 10,
20, 30, 40, 50 mg/L de PNF y determinar la maxima longitud de onda.
3. Llenar el reactor con soluciéon de PNF en concentraciéon de 25 mg/L preparada - con: medlo mmeral y
mantener aireacién continua de 5 mL/min. Medir la absorbancia de la solucién de PNF en el reactor cada
24 h hasta la saturacion, que serd indicada cuando la absorbancia sea constante. : ;
4. Calcularel % de sorcion de PNF por el tezontle.

2.2. Prucba de sorcion del reactor empacado con tezontle

1. Realizar curva de calibracién de PNF con agua destilada como disolvente en concentracwnes de 0 10 20
30, 40, 50 mg/L de PNF y determinar la miaxima longitud de onda,

2. Realizar curva de calibracion de PNF con medio mineral como disolvente en concentracnones de 0 10 20
30, 40, 50 mg/L de PNF y determinar la maxima longitud de onda. :

3. Empacar el reactor con tezontle previamente lavado. : ‘ ‘

4. Llenar el reactor con solucién de PNF en concentracion de 25 mg/L prepamda ‘con medxo mmeral y
mantener aireacién continua de 5 mL/L :

5. Medir la absorbancia de la solucién de PNF en el reactor cada 24 h hasta la samracnén, que sera mdlcada'
cuindo la absorbancia sea constante o

6. Calcularel % de sorcién de PNF por el tezontle.

3. Pruebas de la sorcion de los filtros de nitrocelulosa

Se determind la interferencia que pudiera deberse al material de las membranas (Whatman mtrato de celulosa—
HPLC ¢ =25 mm y ¢ de paso = 0.45 um), que se usaron para la filtracién de muestras, obteniendo los porcentajes
de recuperacion de una solucion de 25 mg/L. de PNP después de pasarla a través de los ﬁltros reahzando la
medicién por espectroscopia a 400 nm. :

SORCION DEL PNF

Capacidad de adsorcién del tezontle por la técnica adaptada de la isoterma.

1) Colocar cerca de 200 g de tezontle en un vaso de precipitados de 600 mL y secara 103 °C por 5 h.

2) Colocar en vasos de precipitados de 1000 mL. 1, 2, 3, 4, 5 y 6 piedras previamente pesadas,"

3) Agregar 600 mL. de solucién del compuesto a evaluar en concentracnon de 25 mg,/L a cada vaso y colocar
en la prueba de jarras.

4) Agitar a 200 r.p.m. durante 2 h de contacto para alcanzar el estado estacionario (medxr la temperatura del
medio)

S) Medir la absorbancia de cada muestra a 400 nm, después de varios periodos de contacto hasta que se
estabilice el sistema.
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6) Determinar la concentracion de la soluctcm del compuesto por la dlferencm de absorbancias del conlrol (sm

piedras) y las muestras.
7) Determinar la cantidad de compueslo adsorbldo, X como sxgue

X=C,V=CV.

Donde:

X = Cantidad de compuesto adsorbldo en m;,/L
Co= Concentracién de la solucién del compuesto-antes de adu:lonarlo a la pxedra en mg/l; -
C = Concentracién de la solucién del compuesto despues de un tlempo de contacto detcrmmado con.la pledra
en mg/l. : ; ; ; .

V = Volumen de la muestra, en L.

8) determinar la cantidad del compuesto adsorbxdo por mdad de peso de pledra, X/M como sxgue

Donde:
M = Peso de la piedra, en gramos. %
X /M = PNP adsorbido por umdad de peso d pxedra.

CLASIFICACION POR GRUPOS FISIOLOGICOS DE LA POBLACION ANAEROBIA EN EL
BIOFILTRO SBB ANAEROBIO/AEROBIO
(Moreno, 1994),

1. Medio de cultivo

1.1. Solucién mineral 1 : LT
(g/lOOO mL) e

K.HPO, , 6.0
1.2. Solucién mineral 2 sin sulfatos. -0

( g/1000 mLy~

KH,PO;, 6.0

NH,CI 24

NaCl 12,0 -

MgCl;.GH;O ; 2.1

CaCl;.2H,0 0.16

1.3, Soluciéon mineral 2 con sulfaios
( /1000 mL)

KH,PO, 6.0
NH,SO, .24
NaCl '12.0
MgCl;.6H,0 2.1
CaCl,.2H,0 016
1.4 Solucién de oligoelementos

( /1000 mL). -

Ac. nitrilotriacético .| S B 5

Ajustar el pH a 6.5 con KOH (1. 0 N [ 0 lN) antes de agregar los s:guxentes minerales:
( g/lOOO mL)
MgS0,.7H,0
MnSQ,.H,O 0.5
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NaCl
FeS0O,.7 H,O
CoS0,
CaCl,. 2 H,O
ZnSOy
CuS0,.5 H,0O
AIK(SO,)2
H3BO;
Na,Mo,2H,0

0000 LOLO -
OO0~ ——m=0O |

El agua destilada se neutraliza previamente con KOH.
Disolver en forma separada cada uno de los reactivos.

1.5. Solucién de vitaminas

Biotina

Ac, tolico

Pirodoxina HCI
Tiamina HC!
Rivoflavina

Ac. nicotinico
D-L-.Pantotenato de Ca
Vitamina B2

.{\c. p-aminobenzoico
Ac. lipoico

(mg/1000 mL)
2.0
2.0
10.0
5.0

Y UD LML Y
CO=00O0

2. Medio general para cultivos anaerobios

Se prepara a partir de las soluciones minerales descritas antes, Las cantidades para
(mL)

Solucién mineral 1
Solucion mineral 2*
Solucion de oligoelementos
Solucién de vitaminas
Resazurina (0.1%)
Extracto de levadura
Peptona de caseina
Bicarbonato de sodio

Sol. FeSO;.7H,0 (2 %)
Sol. NiCl; (5 mg/100 ml)
Cisteina

* Con sulfatos o con cloruros dependiendo del grupo bacteriano

preparar 1000 mL son:
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2.1. Medio para bacterias acetoclisticas, fermentativas E'Iiidrbgéiibl’iliiiis"'"”’" i

Se utiliza medio general, empleandose la solucién mineral 2.con sulfatos ‘En el caso de las bactenas acctoclasncas se
adiciona 5.0 g de acetato de sodio, antes de la reduccnon del medxo de cultlvo. L .

2.2. Medio para bacterias sintréficas consumldoras dc prop ato y bu 'r.lto (OHPAI. y OHPA.;)

Se emplea el medio mineral 2 sin sulfatos. -

Procedimiento:

a) Colocar los reactivos y soluciones excepto la cisteina en un ma de 000 mL, Aforar con agua destilada.

b) Dividir el medio en dos matraces Erlenmeyer de 1000 mL, adxcxo ar; un excedeme de 150-200 mL de agua
destilada a cada matraz.

¢) Colocar dentro de cada matraz una jeringa sin aguja, conectada con mangucra a un sistema distribuidor de gas
(manifold) mantener la jeringa por encima del nivel del liquido y tapar con papel de aluminio, cubriendo un
poco la manguera.

d) El medio se pone a calentar en una parrilla y una vez que comienza la ebullicion se introduce la jeringa a una
altura aproximada de 1.5 cm por debajo del nivel del liquido con una corriente de nitrégeno constante hasta que
el medio vire de azul a rosa claro (reduccién completa).

¢) Se procura mantener en caso necesario, el volumen requerido con agua destilada hasta la completa reduccion
del medio.

)  Una vez reducidos se enfria en un recipiente con agua manteniendo la corriente de nitrégeno.

g) Una vez tibio el medio (aprox. 30°C) se agrega la cisteina ripidamente dejandola resbalar por las paredes del
matraz. Evitar en lo posible la introduccion de aire, tapar y burbujear con la corriente de nitrégeno durante 10
minutos adicionales.

h) Quitar la corriente de nitrdégeno y tapar con tapdn de hule sellando el perimetro del matraz con tela adhesiva.
Dejar un extremo libre de la cinta para quitarlo una vez dentro de la cimara anaerobia.

i) Introducir a la cimara anaerobia los medios y ¢l equipo necesario para su dosificacion. Hacer tres cambios de
vacio antes de introducir el material.

) Poner 5 mL de medio a cada tubo y 9 mL en los tubos de dilucion.

k) Fuera de la cdmara anaerobia, cambiar atmosferas utilizando un sistema distribuidor de gases, con'la mezcla N,-
CO; (80 % - 20%) durante 2 minutos. Una vez introducida la cor "ente de gas, se coloca otra'aguja que servird
para la evacuacion de la atmésfera interna. Las mezclas de acuerdo al grupo bacteriano son las siguientes:

Hidrogenofilicas: H, ~CO, (20 — 80%)
Fermentativas, acetoclasticas ,OHPA y SR: N;~-CO, (20 - 80 %)

1) Esterilizar 15 minutos en autoclave a 15 lb/pulg?

m) Medir el pH final ( 6.8 =7.5).
n) Guardar en la cdmara anaerobia hasta el momento de inocular,

2.3. Medio para bacterias sulfato-reductoras

(mL)
Solucién mineral 1 “50.0 -
Solucion mineral 2 con sulfatos 50.0
Resazurina (0.1%) 1.0
Extracto de levadura (g) 1.0 ,
Peptona de caseina 1.0 FALLL"‘" L/iy Vmu‘iﬁN
FeSO,..7H,0 (g) 0.5 -4
Sol. de ac. lactico neutralizado 8.5.
Cisteina 0.25

181



Anexo 2

Procedimiento:

a) Colocar todos los componentes en un matraz.
b) Adicionar aprox. 300 mL de agua destilada y medxr el pH que generalmente es acndo, ajustar con una solucxon
de NaOH 0.01M a pH de 7.8 : . . S

c) Aforara 1000 mL. Hoe

d) Reducir el medio de la misma forma que el medio’ ge
amarillo paja)

e) Enfriar el medio en bailo de agua mantemend
7.8, tapar y meter a la cdmara anaerobm pnra su d

f)  Esterilizar 15 min. En autoclave.

g) Comprobar que el pH se encuentre en un mtervalo e 6.8a7. 5

ral "hasta'bbtener condiciones reductoras (vire de rosa a

Degradacion del colorante azul dispcrsd 79 (AD-79) e

ambientes:.
anaerobios/acrobios integrados en un reactor EAEA

1. Prucbas de biodegradabilidad

Se realizaron pruebas de biotratabilidad del colorante "AD-79 en matraces empacados:con tezontle con el fin de
determinar un co-sustrato que actuara adecuadamente -‘como fuente de electrones y de carbono, para alcanzar la
maxima biotransformacién del colorante al derivado amino en condiciones anaerobias; una vez terminada la
reduccién, comenzo6 la  fase oxidativa para la mineralizacién de las aminas producidas.. Los experimentos que se
realizaron son los siguientes:

Se prepararon 6 matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo el co-sustrato en relacién molar 1:5, medio mineral y
colorante AD-79 de acuerdo a la tabla A2-1 y se colocaron en una parrilla agitadora a 100 r.p.m. manteniendo
temperatura controlada a 35 °C. Cada 24 h se tomé muestra para evaluar el proceso. La prueba se hizo en 2
condiciones: en la primera cada co-sustrato se probé de forma individual y en la segunda se hicieron mezclas, ya que
en la primera no se tuvo informacién suficiente para la seleccion del co-sustrato.

Tabla A2-1. Condiciones de operacion para las pruebas de seleccién de co-sustrato

MATRAZ |COSUSTRATO COSUSTRATO MEDIO COLORANTE
(CONDICION 1) (CONDICION 2) MINERAL | AD-79

1 Abidtico (Biomasa | Abidtico (Biomasa | 400 ml 10 mg/1
esterilizada) esterilizada)

2 Glucosa Glucosa / ac.acético 400 ml 10 mg/i

3 Ac. propionico Ac.  Propidnico/  dc.|400 ml 10 mg/i

acético

4 Ac. Acético Glucosa / propidnico 400 ml 10 mg/l

5 Agua  residual  municipal | Sin co-sustrato 400 ml 10 mg/l
(DQO:150 mg/l)

6 Abidtico (sin biomasa, solo | Abiético (sin biomasa, [ 400 ml 10 mg/l
piedras) solo piedras)

1.1. Inéculo

Se utilizé una mezcla de dos indculos: piedra de un reactor anaerobio que trata el colorante AD-79 y lodos activados
de una planta de tratamiento de aguas residuales municipales. Se determinaron SSV de las piedras y de los lodos
activados.

1.2. Medio mineral

TESIS COR
FALLA DF opr-EN

Se utilizara el medio mineral descrito en 3.1.2.4.
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2, Determinacién de la adsorcion del colorante en las piedras

Se determiné la adsorcion del colorante en las piedras, preparando 6 matraces Erlenmeyer con diferentes
condiciones como se muestra en la tabla A2-2, Se agregaron 280 mL de medio mineral y colorante AD-79 en
concentracion de 10 mg/L y 4c. acético 1:5 como co-sustrato. Se colocaron los matraces en el agitadora 155 r.p.m. y
cada 24 h se midid la concentracion del colorante. Se calcularon las constantes de la ecuacién de Freundlich para
estimar los ciclos necesarios para saturar el empaque del reactor.

Tabla A2-2, Condiciones para las pruebas de adsorcién del colorante en las piedras

MATRAZ CONDICION

Agua destilada y piedras 50 g.

Medio mineral y piedras sin co-sustrato

Medio mineral con co-sustrato

Medio mineral y 25 g. de piedras con co-sustrato
Medio mineral y 50 g. de piedras con co-sustrato
Medio mineral y 75 g. de piedras con co-sustrato

Sl —

3. Determinacién de la influencia del medio mineral en la adsorcion del
colorante

Se¢ determind la influencia de la composicion del medio mineral y si el colorante se absorbe en éste realizando
diferentes pruebas (tabla A2-3), principalmente las soluciones que contienen oligoelementos y cloruro ferrico ya que
pueden tener reacciones redox - con el colorante. Los matraces se protegieron de la luz cubriéndolos con papel
aluminio Lo :

Tabla A2-3. Condiciones de reaccién para determinar la influencia del medio mineral
en la mineralizacién del colorante

MATRAZ CONDICION

Agua destilada

Nutrientes completo

Sin FeCl3.6H,0.

Sin oligoelementos

Sin FeCl;.6H,0 y oligoelementos

wnib|wW N —-
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Resultados de técnicas especiales de analisis
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1. Biofiltro SBB anaerobio/aerobio para la dcgi‘adacién del p-nitrofenol
1.1. Caracteristicas fisicas del material de soporte

Se realizd la caracterizacion fisica del tezontle y presentd caracteristicas adecuadas con relacidén al area superficial,
porosidad, bajo costo, disponibilidad en el mercado y pequeiia diferencia en peso especifico, aunque presentd
granulometria no uniforme. Los resultados obtenidos se presentan a continuacion:

1.1.1, Peso especifico

La densidad relativa del medio de soporte es una propiedad intensiva aplicada en el disefio de los procesos de
tratamiento bioldgico. El peso especifico que se obtuvo fue de 2.52 kg/LL con tezontle de tamaiio de diametro
promedio de 2.0 cm, que de acuerdo a los valores referidos por Juarez y Rico (1999), se encuentra dentro del rango
de 2.2 — 2.9 kg/L reportados para materiales volcdnicos y en general para la mayoria de particulas minerales.

1.1.2. Porosidad

La porosidad afecta directamente el tiempo de retencién y la cantidad de biomasa retenida en el reactor. La perdida
de carga a través del filtro disminuye con una mayor porosidad del medio. Una gran porosidad reduce la cantidad de
material empleado en la construccién del filtro, resultando menores costos (Cochet er al., 1990). En este trabajo se
determiné la porosidad del reactor empacado y la porosidad del tezontle. La porosidad del reactor empacado con
piedras de 2 cm de diametro fue de 80.4 % y la porosidad del tezontle fue de 78.5 %.

1.1.3. Area superficial

Ll area superficial especifica determina la cantidad de pelicula bioldgica y es una de las caracteristicas directas mas
importantes en el funcionamiento del filtro. Si se tiene gran drea superficial se tiene la ventaja de que las particulas
en suspension  colisionen con mayor frecuencia con el lecho logrando una mayor eficiencia en la remocién de
compuestos. En este trabajo el area superficial del tezontle se consideré como la superficic expuesta y se calculo
mediante el método de adsorcidn del azul de metileno (AM), determinando previamente la cantidad del adsorbente
(tezontie) y el rango de concentracion del adsorbato (azul de metileno) mediante la isoterma de adsorcién de
Langmuir (Pinzoén, 1997), que es usada para describir la adsorcién en monocapas. La forma matemdtica de la
isoterma es la siguiente:

ch 1 ch
_—
C X K X,

5

Donde

Ceq = Concentracion final de la solucidn o concentracién de equilibrio (g AM/1)
C, = Cantidad de soluto adsorbido por g de adsorbente (g AM/g piedra)

K = Constante relacionada con el calor de adsorcién

X = (mg de azul de metileno para formar una mono capa sobre g de tezontle)

El valor de Xm, segtin la isoterma de Langmuir corresponde al inverso de la pendiente de la funcién lmeal al graficar
Cey/Cs vs Cq como se muestra en la figura A3-1. El valor determinado experimentalmente para X, fue de 8.022 E-5
mg AM/g tezontle. La superficie especifica de un adsorbente se calcula por medio de la sxguxente relacnén )

S,=X,Noa (Ec. 1)
Donde:
S.: Superficie especifica, m%/g
Xm: Cantidad de adsorbato necesaria para formar una monocapa por gramo de
adsorbente, mg/g
No: Numero de Avogadro, moléculas/g mol
a: Superficie cubierta por una molécula de azul de menleno, Az

187



Anexo 3

1400
1200
1000 -
800 o
600 A
400 -
200 A

Ceq/Cs = 12465Ceq + 71.29
R?=0.9717

Ceq/Cs (mgfl)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Ceq (/1)

Figura A3-1. Isoterma de adsorcién de Langmuir para el azul de metileno
Los siguientes valores fueron usados para determinar la superficie especifica del tezontle:

Tabla A3-1. Parametros para el cilculo de la superﬁcie espéciﬁca (Se) del tezbntlé. :

Parimetro el Resultados [ Refereneia i
Xm (mg AM/g tezontle) . 0.00008022 : Isoterma de Langmunr :
No. de Avogadro ) ‘ 6.02 E+23 moléculas/gmo! ST
a (Superficie cubierta por una 130 A? Kahry Mad‘sén (1995) i
molécula de AM) ; .

Peso molecular AM 319.9 g/mol Merck, (1996)

Sustituyendo los valores de la tabla A3-1 en la ecuacién 1 se obtiene una superficie especifica de 0.196 m¥/g
tezontle. La densidad de drea superficial es la relacion entre el drea superficial expuesta del tezontle y el volumen
que ocupa. Considerando el peso promedio de una piedra de 8.95 g, se uene que el area de la piedraes: A =1.75m?,
y el volumen (considerando un peso especifico de 2.52 kg/L ) es = 3.55 E- 06 m®. La densidad de- area
superficial (A/V) del tezontle utilizado como material de empaque fue de 494.14 m*/m>,

Los valores tipicos del area superficial de otros tipos de soporte estin en el orden de 100 m*’m®, como la escoria de
alto horno (Chernicharo, 1997), material ceramico expandido y PVC (Hobson y Wheatley, 1992). La mayor area
superficial del tezontle se debe a la gran porosidad que presenta, lo que lo hace un material adecuado como soporte
para la colonizacién de microorganismos y para la formacion de la biopelicula (Characklis y Marshall, 1990).

1.2, Pérdidas abidticas del PNF

Se determinaron las pérdidas abidticas del PNF debidas a efectos de volatilizacién en el reactor sin empacar y
empacado, sorcién en el reactor, en el empaque del biofiltro y en las membranas de nitrocelulosa empleadas para la
filtracién de muestras y a las posibles reacciones quimicas del medio nutriente con el compuesto. Los resultados
mostraron que no se observaron pérdidas abidticas debidas a volatilidad y sorcién del PNF en el sisterna, por lo que
la remocidn del PNF fue atribuida solo a la biodegradacidn.

1.3. Pruebas de biodegradabilidad anaerobia/aerobia del PNF en matraces

Los resultados de la prueba de biodegradabilidad mostraron que de los indculos probados, el mejor fue el que se
prepardé con una mezcla 70/30 de lodos de la planta de aguas residuales municipales “Cerro de la Estrella” y de la
planta de aguas residuales industriales “ECCACIV™, ya que presenté mejor biotransformacién del PNF a PAF en la
fase de reduccién y posteriormente en la fase de oxidacion, la degradacién del PAF. El potencial redox se mantuvo
entre -280 mV y +50 mV durante las fases de reduccidn y oxidacion respectivamente, prevaleciendo condiciones
anaerobias y aerobias en el reactor. La caracterizacion de lodos activados en las pruebas de biodegradabilidad
anaerobia/aerobia del PNF se muestra en la tabla A3-2
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Tabla A3-2. Caracterizacion de lodos activados en las pruebas de
biodegradabilidad anaerobia/aerobia del PNF

Parametro Planta ECCACIV Planta Cerro de la Estrella ..
Sélidos suspendidos totales (mg/L) 23 867 7:256
Sélidos suspendidos volatiles (mg/L) 18 667 6570
pH (unidades) 7.16 7.19
indice volumétrico (mL/g) 38.6 118.5

Durante la fase aerobia el oxigeno disuelto se mantuvo entre 4 y 6 mg/L. Se realizaron 5 ciclos de operacién con
duracién de 72 h de fase anaerobia y 24 h de fase acrobia. La eficiencia de remocion del PNF con el in6culo de
mezcla de lodos fue de 98 % mientras que cada lodo individualmente removié alrededor de 60 %. Con relacion a la
produccidon de PAF el reactor con mezcla de lodos alcanzé eficiencias de biotransformacion de 45 %. Estos
resultados evidenciaron la posibilidad de efectuar la mineralizacion del PNF integrando condiciones anaerobias y
aerobias en un solo reactor. En la siguiente etapa de experimentacién se hizo el escalamiento del reactor a nivel
piloto de laboratorio.

Tabla A3-3. Remocidn y biotransformacién en las pruebas de biodegradabilidad anaerobia/acrobia

Tipo de inéculo| Remocién PNF, (%) Biotransformaciéon PAF, (%) [Mineralizacién PAF, (%)
Industrial 50 1.38 25

Planta Municipal 69 7 86
Mezcla 98 45 98

1.4, Prucba de biodegradabilidad acrobia del PAF con biomasa suspendida

El objetivo de la prueba fue evaluar el desempeiio de un cultivo mixto acrobio utilizando como sustrato PAF y
comparandolo con el desempeiio del biofiltro SBR anaerobio/aerobio. Se utilizé un reactor de 2 L. Los
microorganismos utilizados como indculo fueron de un sistema de lodos activados provenientes de una planta de
tratamiento municipal. E1 PAF fue usado en concentracion de 25 mg/L y acido ascérbico en concentracién de 60
mg/LL como agente reductor (antioxidante) para evitar la oxidacién del PAF. Se utiliz6 medio mineral con la
composicién indicada en la tabla 3.1. En la tabla A3-4 se muestran los parametros de arranque del reactor.

Tabla A3-4 Parametros de arranque del reactor acrobio

Parimetro Valor
Concentracion de biomasa en el reactor 2 580 mg/L
Volumen total del reactor 2L
Volumen util del reactor 1L
Volumen de intercambio 70-75%
Concentracion de 1a solucién de PAF en el reactor EH 25"mg/L"
Tiempo de reaccién Variable
Flujo de aireacién 5 mL/L

El PAF se prepar6 adicionando 60 mg/L  de icido ascérbico - al medio mineral antes de agregar el PAF, conel fin
de evitar su auto-oxidacién. Se preparé un control abidtico con medio estéril en las mismas condiciones que la
prueba y el monitoreo del PAF, tanto del control como del reactor fue por HPLC. El reactor se aclimaté a una
concentracién de 25 mg/L durante 5 ciclos de 24 h de reaccién.

TRATE
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El control abiético se oxidd a un compuesto café oscuro que se precipité en el matraz correspondiente al 10 — 15 %
de la concentracién inicial del PAF, siendo ésta la fraccién que se auto-oxidé a polimeros humicos coloreados,
cuando el PAF fue expuesto al aire en este experimento. El precipitado se analizé y las muestras tuvieron el mismo
comportamiento que el precipitado formado en el biofiltro (4.3.6.1).

En el reactor las concentraciones de 25 y 50 mg/L de PAF fueron degradadas después de 24 h y el principal
mecanismo de degradacién fue la biodegradacidn. Se hizo un balance de nitrégeno en el efluente y se comprobé la
mineralizacién del compuesto con la formacién de compuestos nitrogenados en forma de N-NH";, N-NO’; y N-NO,
(Tabla A3-5). También se hizo un anilisis espectral del influente y efluente del reactor observandose la desaparicion
del PAF sin formacién de otros compuestos. En la concentracion de 75 mg/L, la remocidn fue de 71 % quedando un
residual de 22 mg/L en el reactor. En la concentracion de 125 mg/L se tuvo el mismo comportamiento que en el
biofiltro, esto es inhibicidn de la biomasa, que disminuyd su actividad quedando una concentracion residual de 65
mg/L, que al no haber suficiente poblacion facultativa aerobia y acrobia para que lo degradaran, se oxidé con el
oxigeno y se present6 el fenomeno de acoplamiento oxidativo (polimerizacién), con formacién de compuestos
coloridos y precipitados, que son referidos frecuentemente como compuestos himicos no toxicos pero no
biodegradables, como fue observado por Field et al., (1995) y Coughlin (1997). En la figura A3-1 se muestra el
funcionamiento del reactor en la prueba de degradacion aerobia del PAF.

1.4
1.2 4
1
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0 +=u-u-eau-uu r T : - :
0 3 G 9 12 15 18 21 24 27

Ciclo

p-aminofenol, mM

Figura A3-1. Evolucién del PAF en el reactor aerobio. (e) PAF, influente;
(m) PAF, efluente 24 h (=« ) PAF, prueba abidtica).

El balance de nitrégeno para la concentracion de 50 mg/L de PAF mostré la oxidacion del grupo NH, mediante
desaminacion oxidativa con liberacion de N-NHj; y posterior oxidacidon de éste a N-NO; y N-NQO;. La diferencia que
existio entre el balance del influente y el efluente fue el nitrégeno utilizado por las células para su crecimiento; esta
fraccion correspondié al 11 %.

Tabla A3-5 Balance de nitrégeno durante la prueba de oxidacidén aerobia del PAF, ciclo 9.
(Resultados promedio de 5 mediciones)

Especie de nitrégeno Inﬂuentg : Efluente -
< (mg/l) - (mg/l) -
N- p-aminofenol (N-PAF) 6.4 S RS ¢ R

N-nutrientes . 1.95 :
N-nitratos O R T
N-nitritos o

N-amoniacal '

N-agua de la llave ; b ;
Total 9,55 | B46
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2. Pruebas de biodegradabilidad del AD79

2.1. Determinacién de la sorcién del colorante en las piedras

Se determiné la sorcioén del colorante en las piedras, preparando 6 matraces Erlenmeyer con diferentes ‘condiciones
como se muestra en la tabla A3-6. Se agregaron 280 mL de medio mineral y colorante AD-79 en concentracién de 10
mg/L y dc. acético 1:5 como co-sustrato. Se colocaron los matraces en el agitador a 155 r.p.m. y cada~ 24 h se midié

la concentracion del colorante. Se calcularon las constantes de la ecuacién de Freundllch para’estimar los cnclos o

necesarios para saturar el empaque del reactor.

Tabla A3-6. Condiciones para las pruebas de sorcidn del colorante en las pledras

Matraz Condiciéon

1 Agua destilada y 50 g de piedras

Medio mineral y piedras sin co-sustrato

Medio mineral con co-sustrato

Medio mineral y 25 g de piedras con co-sustrato
Medio mineral y 50 g de piedras con co-sustrato

AW b WN

Medio mineral y 75 g de piedras con co-sustrato

2.2, Determinacién de la influencia del medio mineral en la sorcién del colorante

Se determind la influencia de la composicion del medio mineral y si el colorante se sorbia en éste, realizando
diferentes prucbas (tabla A3-7), principalmente las soluciones que contienen oligoelementos 'y cloruro ferrico ya que
podrian tener reacciones redox con el colorante. Los matraces se protegieron de la luz cubriéndolos con papel
aluminio.

Tabla A3-7.. Condiciones de reaccién para determinar la influencia del medio mineral en la sorcién del colorante.

Matraz Condicién
1 Agua destilada
2 Nutrientes completo
3 Sin FeCl;.6H,0.
4 Sin oligoelementos
5 Sin FeCl;.6H,0 ni oligoelementos
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