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RESUMEN

Las biopeliculas son una serie de microorganismos organizados en forma de
colonias adheridas a diferentes superficies. Los soportes pueden clasificarse
dependiendo el origen, sintético como el polietileno, poliéster, vidrio y de origen
natural como el bambu, carbén vegetal, tezontle y el coyonoxtle. A continuacion
se presentan los resultados de una investigacion que se realizé en el Laboratorio
de Biologia del Departamento de Botanica de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, y el objetivo de la investigacion fue evaluar el desempefio de
sistemas de biopeliculas en el proceso de nitrato reduccion catalizada sobre
biopeliculas desarrolladas sobre cinco soportes. Los soportes fueron: escamas de
conos de Cupressus sempervirens y Pinus halepensis, trozos de fibra de nopal
(Opuntia spp), coyonoxtle (Opuntia imbricata) y viruta (restos de madera). Los
experimentos se realizaron bajo un disefio complemente al azar con cinco
repeticiones, en un arreglo factorial A x B mediante la prueba de Tukey. Como
medio se preparo agua residual sintética de nitrato y acetato de sodio en una
proporcion 3:1, lodo anaerobio y los soportes. La reaccion fue monitoreada por el
consumo de nitrato y la demanda quimica de oxigeno. Se observé que en los
reactores que contenian las escamas de conos, el consumo de nitrato fue lento de
un 19.8 % a las 48 horas, en comparacion de los demas tratamientos que
alcanzaron un 100% de consumo de nitrato en 12 horas. Los resultados obtenidos
en los reactores que contenian coyonoxtle, fibora de nopal y viruta no tuvieron
diferencia significativa segun la prueba de Tukey por lo cual, cualquiera de estos
puede ser utilizado para obtener un buen porcentaje de remocién de nitrato.
Mientras que para la DQO el coyonoxtle y la fibra de nopal fueron mas eficientes
en un 1.7 % en el periodo de 34 horas, mientras que en los tres soportes fue lento

en un 5.1% en un lapso de 34 horas, segun la prueba de Tukey.

Palabras claves: biopeliculas, soportes naturales, nitrato reduccion.
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I. INTRODUCCION

Las aguas residuales provienen del sistema de abastecimiento de agua de una
poblacion, después de haber sido modificadas por diversos usos en actividades
domésticas, industriales y comunitarias, segun su origen, resultan de la
combinacién de liquidos y residuos sélidos transportados por el agua que proviene
de residencias, oficinas, edificios comerciales e instituciones, junto con los
residuos de las industrias y de actividades agricolas. La actividad humana esta
modificando la velocidad de algunos de los procesos involucrados en el ciclo
natural del nitrdgeno, produciendo acumulaciones de compuestos nitrogenados en
las aguas y, en consecuencia, la contaminacién de estas.'* Los niveles de nitratos
en el agua potable pueden ser un indicador de la calidad del agua en general. Los
niveles elevados de nitratos pueden sugerir la posible presencia de otros
contaminantes, tales como microorganismos, pesticidas, fertilizantes, que podrian

causar problemas de salud.

Las biopeliculas son conglomerados de microorganismos donde predominan las
bacterias heterétrofas impartiendo al conjunto adhesion gracias a la producciéon de
polimeros extracelulares, principalmente polisacaridos. Las bacterias se agrupan
en colonias con el objeto de buscar proteccién ante posibles condiciones adversas
del medio.?® ** Los microorganismos formadores de biopeliculas poseen algunas
ventajas sobre los microorganismos suspendidos: 1) mayor persistencia dentro del
sistema; 2) mayores tasas de crecimiento; 3) mayor incremento en la actividad

metabdlica; y 4) mayor resistencia a la toxicidad.*® 3*

El ion nitrato es uno de los causantes de la eutroficacion de los lagos, lagunas y
estangues, este proceso consiste en el enriqguecimiento de las aguas en nutrientes
a un ritmo tal que no puede ser compensado por la eliminacién o mineralizacion
total, siendo una de las principales manifestaciones la proliferacion de algas y
macrofitos en funcién de la carga de nutrientes; aunque este proceso es natural,
las actividades humanas pueden acelerar grandemente este proceso. Los niveles

altos de nitratos en el agua potable pueden causar una enfermedad
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potencialmente fatal en los infantes, principalmente en menores de seis meses
conocida como sindrome del bebé azul o metahemoglobinemia.?® El ion nitrato
también es toxico para el ganado, siendo frecuente el envenenamiento de estos
por la concentracidbn excesiva de este ion, ocasionada debido al uso de
fertilizantes quimicos o por practicas que el hombre realiza como la administracion
de medicamentos a los animales. También hay acumulacién excesiva de nitratos
cuando las plantas estan expuestas a bajas temperaturas y escasa luz solar, asi
como cuando tienen deficientes fuentes de minerales como fosforo y potasio.

Estudios sobre sulfato reduccion y desnitrificacion han demostrado que el ion
sulfato y nitrato ejercen una inhibicion indirecta sobre el proceso metanogénico, ya
gue los productos intermedios o productos de estos procesos resultan mas toxicos
para la metanogénesis por ejemplo los Oxidos nitrosos producidos en la
desnitrificacion y el sulfuro de hidrégeno producto final de la sulfato reduccién. La
desnitrificacion transitoria y localizada en los suelos consiste en la reduccion
anaerobica del nitrato a compuestos volatiles (N2, NoO, NO). Es producida por
bacterias que respiran y solamente pueden crecer anaerébicamente en presencia
de nitrato, por ejemplo Pseudomonas fluorescens, Bacillus licheniformis,
Paracoccus denitrificans y Thiobacillus denitrificans.

La contaminacion por nitratos en la actualidad, es un problema generalizado y
creciente que afecta tanto a la calidad de las aguas superficiales como a las
subterraneas. Esta contaminacion de las aguas por nitratos es un problema
causado principalmente por el uso masivo de fertilizantes nitrogenados y por la
ineficaz gestion de purines en explotaciones ganaderas. La maxima preocupacion
entorno a la contaminacién del agua por nitratos radica en el efecto que puede
tener sobre la salud humana la ingesta de los mismos, bien disueltos en agua o
bien en los alimentos. El consumo de agua con altas concentraciones en nitratos
supone un riesgo para la salud, especialmente en los nifios, provocando
metahemoglobinemia, enfermedad caracterizada por inhibir el transporte de
oxigeno en la sangre. Asimismo, los nitratos pueden formar nitrosaminas y

nitrosamidas, compuestos potencialmente cancerigenos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar cual de los cinco soportes naturales es eficiente para aumentar la
velocidad de consumo de nitrato de las biopeliculas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer una metodologia para eliminar la mayor cantidad de materia

hidrolizable que pudiera interferir en las lecturas.

2. Evaluar el efecto del uso de conos de Cupressus sempervirens y Pinus
halepensis, asi como fragmentos de fibra de nopal (Opuntia spp), coyonoxtle
(Opuntia imbricata) y viruta, sobre a la velocidad de consumo de nitrato por las

biopeliculas.
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HIPOTESIS

Al menos el uso de uno de los soportes naturales potenciard la velocidad de
consumo de nitrato en sistemas de biopeliculas.
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Il. REVISION DE LITERATURA.

Los reactores con biopelicula cada vez se vuelven mas importantes en el campo
del tratamiento de aguas residuales. Las ventajas que ofrecen este tipo de
sistemas en comparacion con los sistemas de lodos activados incluyen: mejor
respuesta ante altas cargas organicas, mejor estabilidad ante condiciones
extremas de pH, temperatura y substancias toxicas, y la capacidad de disminuir
volimenes de construccion.”® 8 Estas ventajas son propiciadas por una gran
concentracion de biomasa en el reactor y por altas tasas de eliminaciéon de
contaminantes. Principalmente estos sistemas son apropiados 0 convenientes
cuando se requieren organismos de lento crecimiento o cuando se tiene un pobre
rendimiento de la biomasa.®

2.1 Evolucidn de los procesos de biopelicula y tecnologias innovadoras.

La historia del tratamiento biolégico de las aguas residuales se inicia a finales del
siglo XIX precisamente con un proceso de biopelicula, un filtro biologico (Peters
and Alleman 1982). Durante la primera mitad del siglo XX los sistemas de
tratamiento basados en biopelicula, como los lechos bacterianos (filtros
percoladores) dominaron la tecnologia del tratamiento de aguas. Posteriormente,
los sistemas de fangos activos, una vez caducada la vigencia de su patente,
desplazaron en preferencia a los de biopelicula, en gran parte debido a un
conocimiento mas amplio de su funcionamiento y a un estancamiento en el
desarrollo de la tecnologia de biopelicula. En las ultimas décadas, una serie de
factores como el incremento en el volumen de agua residual, la limitacion de
espacio disponible y la promulgacion de normativas ambientales cada vez mas

exigentes han promovido el desarrollo de nuevas tecnologias.™
2.1.1 Biopeliculas.

El término biopelicula (biofilm) hace referencia a una serie de microorganismos
gue se encuentran agregados en un exopolimero compuesto de glicocalix (75%) y
gue se organizan en forma de colonias adheridas a diferentes superficies, ya sean

blandas, animadas e inanimadas.
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La biopelicula es una estructura compleja, formada por agregados celulares y
huecos intersticiales. La biopelicula se forma sobre un soporte de origen natural o
sintético. La estructura es morfologica vy fisiolégicamente distinta a la de cultivos
libres (fangos activados).

2.1.2 Caracteristicas de la biopelicula.

Los microorganismos estan unidos a la superficie de un sélido que actia como
soporte. No es necesario separar los microorganismos del agua tratada para

posteriormente recircularlos al reactor.

El sustrato, el oxigeno y los nutrientes deben ser transportados a través de la
biopelicula hacia los microorganismos generalmente por difusion. La disposicion

de la biopelicula es distinta en cada sistema:

» Lechos bacterianos: material soporte fijo en el reactor, a través del cual pasa el

agua residual.
2.1.3 Composicion microbiolégica.

La biopelicula tipica de los procesos de tratamiento de aguas residuales urbanas
esta formada por:

» Bacterias: Achromobacterium, Alcaligenes, Flavobacterium, Zooglea; también
filamentosas (Sphaerotillus) y nitrificantes.

* Protozoos: contribuyen al buen funcionamiento del proceso, al producir
clarificacion del efluente mediante depredacion.

Hongos: producen mas biomasa a igualdad de eliminacién de sustrato y pueden
producir blogueos en el transito del agua (ramificaciones).

» Algas: pueden captar nitrégeno y minerales del agua residual, asi como
suministran oxigeno al medio (<5% de la necesidad real)
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2.1.4 Formacion de la biopelicula.

En primer lugar, la superficie soporte sufre un acondicionamiento, debido al
contacto con el agua residual. En segundo lugar se produce la adsorcion

bacteriana, en dos fases:

» Adsorcion reversible: colonizandose la superficie con bacterias gram negativas
seguidas de filamentosas.

* Adsorcion irreversible de las células: se producen polimeros extracelulares (EPS)
secretados hacia la superficie por las bacterias, formandose una matriz sobre la

gue quedan retenidos los microorganismos denominada glucocalix.

Los microorganismos aislados son mas susceptibles que las colonias organizadas

e incluidas en el exopolimero ya que forman una capa impermeable en donde sélo
los microorganismos mas superficiales se ven afectados. (Betancourth y col.,
2004).

Lista de parametros que influyen en la arquitectura de la biopelicula y por lo tanto
dentro de los procesos de transporte:

e Exopolisacéridos.

e Desprendimiento.

e Transferencia de masas.

¢ Fisiologia de células.

¢ Interacciones célula a célula.
e Materia particulada.

¢ Morfologia de la biopelicula.
e Laescala.

e Poblacion microbiana.

e Distribucion microbiana.

e Actividad predadora.

e Hidrodinamica.
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e Tipo de sustrato.

e Concentracion del sustrato y cinética.

¢ Comportamiento electrostatico del medio ambiente.
e Propiedades fisico quimicas del medio ambiente.

e Tipo de sustrato.

¢ Rugosidad del sustrato.
2.2 Propiedades de las biopeliculas.

Las biopeliculas son altamente heterogéneas en estructura. Esto tiene un impacto
significante sobre como la biopelicula crece y como ocurre el transporte de
materiales dentro y fuera de la biopeliculas, un proceso que mantiene la
permanencia de la biopelicula en un estado mas activo, pero el cual también

resulta en soélidos suspendidos en el efluente.
2.2.1 Heterogeneidad.

Esta ha sido conocida por cerca de dos décadas que las biopeliculas son
usualmente espacialmente y temporalmente no uniformes. Wanner y Mujer (1986)
propusieron modelos de procesos que podrian describir el desarrollo y el
funcionamiento metabdlico de las biopeliculas en una dimensién, perpendicular al
sustrato. La validez de estos modelos fue mas tarde demostrada por varios
investigadores usando micro eléctrodos y técnicas de crio-seccionamiento para
establecer los perfiles totales constituyentes en la biopelicula. Mas recientemente
técnicas tales como el escaneo microscopico de laser confocal y la resonancia
magnética nuclear han sido usadas para demostrar la heterogeneidad de las
biopeliculas.

Reciente investigacion ha demostrado, sin embargo, que muchas biopeliculas
tienen no uniformidades en propiedades fisicas (densidad, porosidad, difusion, etc)
con profundidad, tan bien como en concentraciones constituyentes. Las
biopeliculas pueden no ser uniformes lateralmente, importante para el transporte

advectivo, también como el transporte de difusion, en la biopelicula. Esto puede
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destacar por las variabilidades en la diversidad microbiana y en los procesos de
reaccion en diferente lugar dentro de la biopelicula. Finalmente, las superficies de
las biopeliculas no son usualmente lisas; los contornos rugosos de la superficie
impactan las hidrodindmicas del paso del flujo de la biopelicula, y
consecuentemente el transporte de masas de medio liquido a través de la
biopelicula.

2.3 Diferentes procesos son responsables del desprendimiento de biomasa
de la biopelicula, y cuatro categorias de desprendimiento pueden ser
distinguidas.

1. Abrasion

2. Erosién

3. Desprendimiento de secciones de biopelicula (sloughing)

4. Ataque por predadores

La abrasion y la erosion se refieren a la remocion de pequefios grupos de células
de la superficie de la biopelicula. Estos procesos se desprendimiento estan
diferenciados por su mecanismo. La erosion es causada por fuerzas resultantes
del movimiento de fluido en contacto con la superficie de la biopelicula, mientras
que la abrasion es causada por la colision de particulas, por ejemplo durante el
deslavado. Sloughing, en contraste se refiere al desprendimiento de relativamente
grandes cantidades de particulas cuyo tamafio caracteristico es comparable 0 mas
0 menos grande mas que el espesor de la biopelicula misma. El desprendimiento
de partes de la biopelicula ocurre cuando fuerzas externas exceden la resistencia
interna dentro de la biopelicula. Por ejemplo durante el deslavado de reactores de
biopeliculas sumergidas, fuerzas externas son intencionalmente incrementadas
por el bombeo de aire y agua dentro del reactor en rangos de flujo altos. Durante
la fluidizacion, las particulas colisionan resultando en un desprendimiento de
secciones de biopelicula. Sin embargo, aunque las explicaciones del mecanismo
pueden ser estipuladas para algunos de los fendmenos de desprendimiento, otros
no pueden ser bien explicados.
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Por ejemplo, una explicacion no suficiente puede ser dada de los eventos de
desprendimiento de secciones de biopelicula (sloughing) en filtros percoladores
que ocurren segun la estacion. Ademas las explicaciones del mecanismo basadas
en fuerzas externas y procesos internos influenciando la resistencia de la
biopelicula, otras investigaciones han sugerido que la comunicacién de célula a
célula podria ser usada para explicar ciertos patrones de desprendimiento
selectivo. EI desprendimiento selectivo podria ser una explicacion para el
mantenimiento de una porosidad interna dentro de una biopelicula que incrementa
la transferencia de masas total dentro de la biopelicula permitiendo el transporte
por movimiento horizontal de un fluido (transporte advectivo). El desprendimiento
de biopelicula es casi un campo de investigacion emergente y los mecanismos
reales que controlan el desprendimiento estan lejos de empezar a ser bien
entendidos.

El proceso total de desprendimiento serd una combinacion de procesos fisicos,
biolégicos y quimicos. Sin embargo, dependiendo del tipo de operacion, un
mecanismo de desprendimiento tal vez sea dominante. En biofiltros sumergidos, el
deslavado esta regularmente aplicado a remover exceso de biomasa para prevenir
el atascamiento. La abrasién es proclive a ser el proceso de desprendimiento
dominante en biofiltros sumergidos. Por otro lado, el desprendimiento de
secciones de biopelicula (y tal vez erosion) seran el o los procesos de
desprendimiento en filtros percoladores o de contacto biolégico rotatorio. De esta
manera, cuando aplican modelos mateméaticos o cuando hacen experimentos de
laboratorio, se deberia tomar cuidado para implementar el modo apropiado de
desprendimiento del sistema de biopelicula de interés.

2.3 Soporte utilizados para la inmovilizacion de microorganismos en el
tratamiento anaerobio.

El interés por la identificacion de las diferentes poblaciones bacterianas presentes
en sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas residuales ha ido en aumento
durante las dos ultimas décadas, ya que permite una mejor comprension de los
procesos involucrados en la depuracion de aguas residuales.

10
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Los‘soportes pueden clasificarse dependiendo del origen ya sea sintético o
natural. De origen sintético como materiales de poliuretano, polietileno, poliéster,
vidrio, cloruro de polivinilo, poliestireno, alimina, etc., y de origen natural como el
bambu, carbdn vegetal, arcilla, piedra pémez, zeolita, arena, roca volcanica,
antracita, tezontle, coyonoxtle, entre otros que han sido usados en diversas

investigaciones con la finalidad de inmovilizar microorganismos.

2.4 Soportes utilizados en la fase experimental.

Opuntia imbricata

Planta parecida a un arbusto, que mide 5m de altura. Es carnoso y se ve como si
estuviera hinchado; no tiene hojas y esta provisto de espinas. Las flores son de
color rosa fuerte y los frutos son carnosos, es originaria de México. Presente en
climas semiseco y templado entre los 2000 y los 2750 msnm asociada a pastizal,
matorral xeréfilo, bosques de encino, pino y de juniperos. La composicién quimica
de O. imbricata se han aislado los alcaloides de isoquinolina mescalina, 3-4-
dimetoxi-beta-fenetilamina, tiramina y 3-metoxi-tramina. También se ha
identificado el triterpeno cucurbitacina B. Esta planta produce dafios mecanicos.
Los animales comen los frutos, que tienen miles de gldéquidas (pequefias espinas),
gue se incrustan en los labios, llegando a formar una especie de cepillo; los
borregos y las vacas son generalmente los que sufren este dafio.

Cupressus sempervirens

Arbol que puede alcanzar 30 m de talla, con porte columnar o extendido. Corteza
delgada de color pardo grisaceo, con largas fisuras longitudinales que no se
exfolian. Ramillas cilindricas, subtetragonas, de alrededor de 1 mm de grosor.
Hojas escamiformes, delgadas, aplanadas, con punta obtusa, deprimidas,
imbricadas, de color verde oscuro mate, sin glandulas resiniferas. Inflorescencias
masculinas terminales, de color amarillo. Inflorescencias femeninas terminales,
solitarias 0 en grupos. Conos ovoideo-esféricos, de 2-3.5 cm de diametro, de color
verde, pasando a gris marron lustroso en la madurez. Estan formados por 10-14

11
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escamas, con 8-20 semillas de ala estrecha por escama. Maduracion bianual.

Contiene una gran cantidad de lignina.

Opuntia sp.

El nopal es una planta silvestre que sobrevive en regiones desérticas y frias. No
requiere de mucha agua para su cultivo, por lo que es una buena fuente de
ingresos para muchos agricultores que no cuentan con los recursos necesarios y
viven en zonas aridas o semiaridas. Se dice que tiene un papel ecolégico
importante, ya que detiene la degradacion del suelo deforestado, o sea, convierte
tierras improductivas en productivas. Los cladodios (pencas) estan recubiertos por
una cuticula del tipo lipidica, interrumpida por la presencia de los estomas mismos
gue permanecen cerrados durante el dia. La cuticula del cladodio evita la
deshidratacion provocada por las altas temperaturas del verano. La hidratacion
normal del cladodio alcanza hasta un 95% de agua en peso. El Nopal contiene
vitaminas A, Complejo B, C, minerales: Calcio, Magnesio, Sodio, Potasio, Hierro y
fibras en lignina, celulosa, hemicelulosa, pectina, y mucilagos que en conjunto con

los 17 aminoacidos ayudan a eliminar toxinas.

Pinus halepensis

Arbol de 15 a 20 m de altura y hasta 70 cm de diametro normal. El tronco es
macizo y tortuoso, de corteza gris rojiza y copa irregular. Estrébilos rojizos de
forma oval de unos 10 cm de longitud. Aciculas largas agrupadas de 2 en 2, muy
flexibles y ligeramente amarillentas. Frutos: Conos o pifias ovoides, simétricos, de
8 a 12 cm de largo, de pedunculo corto, color marréon claro amarillento,
fructificacion en otofio cada dos afios. Nacen sobre pedulnculos cortos que se
curvan hacia abajo permaneciendo en el arbol vario afios. Los conos serotinos con

una gran cantidad de lignina presente.

Viruta de madera
La madera es un material de origen organico. Es uno de los materiales mas

versatiles utilizado en diversas aplicaciones; desde muebles y objetos decorativos
12
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hasta elementos estructurales en la construccion de obras civiles. Es un recurso
natural que podemos utilizar pero debemos ir renovando para garantizar la
sostenibilidad de su uso y para la conservacion del medio ambiente ya que los
bosques desempefian un papel fundamental en el ciclo del carbono minimizando
los efectos adversos del cambio climatico. La madera esta constituida por
componentes estructurales como la celulosa y lignina y componentes no

estructurales como resinas, taninos, azucares, almidon y otros.

2.5 Nitrificaciéon, Desnitrificacion, Reduccién Desasimilativa de Nitrato a
Amonio (RDNA)y Oxidacion Anaerobia de Amonio (ANAMMOX).

2.5.1.1 La Nitrificacion.

La nitrificacibn es un proceso aerobio realizado por microorganismos Gram-
negativos litoautotroficos que pertenecen a la familia Nitrobacteriaceae, no son
esporulados y pueden ser esféricos, bacilares o espirales.®*®' Los cultivos
nitrificantes generalmente tienden a formar estructuras denominadas floculos,
cuya estabilidad parece depender de la formacién de sustancias exopoliméricas.>
El proceso respiratorio nitrificante se lleva a cabo en dos etapas: 1) oxidacion de
amonio a nitrito y 2) oxidacién de nitrito a nitrato. En cada una de ellas participan
microorganismos de géneros diferentes, es decir, no se han identificado

microorganismos que puedan convertir directamente el amonio a nitrato. - "

La oxidacién del amonio se realiza por bacterias de los géneros Nitrosomonas y
Nitrosolobus, entre otros. En un primer paso, la enzima amonio mono-oxigenasa
(AMO) transforma al amonio en hidroxilamina, que posteriormente se convierte en

nitrito, mediante la hidroxilamina éxido-reductasa (HAQ).** *°:

13
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NH," + H* +2 - + O, s m— NH,OH + H , O
AMO
NH,OH + H,LO ©U—=> NO, +5H"* +4e -
HAO

/20, +2H+ +2 - ©o=—> H,0 ]
ur

ante esta etapa ocurre el mayor consumo de oxigeno (4.33 mg O2 / mg N-NH,"
oxidado), ademas de que se generan iones hidrogeno, propiciando en el cultivo un
descenso del pH.?’ La enzima AMO es membranal, *’ mientras que la HAO se
localiza en el periplasma.®® La oxidacion de la hidroxilamina aporta 4 electrones,
Unico sitio reductor en donde se genera energia, lo que explica por qué estas

bacterias tienen un rendimiento de crecimiento muy bajo.

La oxidacioén del nitrito a nitrato la pueden realizar bacterias del género Nitrobacter
y Nitrosococcus, por citar dos ejemplos, mediante la accion de la nitrito 0xido-
reductasa (NOR):

NO, + H,O m—> NO,- +2H" + 2e-
NOR

1/20,| +2H* + 2¢- m—>> H,0

Esta enzima es un complejo enzimatico formado por el citocromo ¢, una quinona y
una deshidrogenasa dependiente del NADH. Esta reaccion implica la generacion
de un potencial redox de +430 mV el cual se emplea en la fosforilacion oxidativa y
para la reduccion del NAD.* De esta forma, el rendimiento celular es alrededor de
0.08 g células/g N-NH," para las oxidantes de amonio y 0.05 g células/g N-NO,-

para las oxidantes de nitrito.*

Los valores de la constante de afinidad, Ks, descritos para ambas etapas de la
nitrificacién muestran variaciones notorias.” Para la oxidacién del amoniaco a
nitrito, los valores de Ks van de 0.063 a 4.59 g N-NH4*/m?®, y para el nitrito a nitrato

14
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van de 0.34 a 1.9 g N-NO,-/m. Las variaciones tan grandes podrian deberse a que
su determinacion se realiz6é bajo una diversidad de condiciones experimentales, en

consorcios microbianos (lodos) y cultivos axénicos.

Existen evidencias de que no todas las bacterias nitrificantes son litoautotrofas y
aerobias estrictas. Por ejemplo, Nitrosomonas puede presentar una respiracion
facultativa si se cultiva en un medio anaerobio con nitrito e hidrégeno como fuente
de energia.’®* Por otro lado, Thiosphaera pantotropha puede desarrollarse
heterotréficamente, como Nitrobacter, cuando crece en un medio con acetato.®

Asi, la eficiencia nitrificante disminuye por la mayor asimilacién de nitrogeno.

Algunos de los factores ambientales que controlan la nitrificacion y el crecimiento
microbiano son la temperatura, el oxigeno y el pH. Se sabe que la velocidad
especifica de crecimiento (U, h-1) se modifica con la temperatura. En relacién a
esto, los valores de pmax de cultivos axénicos caen dentro del intervalo entre
0.014 y 0.064 h-1, ®* en el intervalo de temperatura de 15 a 32 °C. En una planta
de tratamiento el intervalo de velocidades puede ser mas amplio.

El oxigeno parece ser la variable mas importante en la nitrificacion.”® Los
resultados son variables y suponen que la concentracion de oxigeno disuelto sigue
una relacioén tipo Monod:

L = Wm [CJKe + [C]

donde C es la concentracibn de oxigeno disuelto y Kc es el coeficiente de
saturacion. Los valores promedio para la Kc varian entre 1.0 y 1.3 mg/l, aunque no

se debe tomar como norma.®

Como bien se sabe, la saturacidon depende de otras variables, destacando la
temperatura y la concentracion de los demas solutos presentes. Nitrosomonas
europaea produce NO y N,O a partir de hidroxilamina, cuando la concentracion de

15
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oxigeno disuelto es muy baja.”* Un caso especial es el de Alcaligenes faecalis,
que bajo condiciones totalmente aerobias produce N,O a partir de NH;"y NO>'.

En los dos casos mencionados es escasa la informacion sobre el mecanismo que
lleva a la formacién de los 6xidos de nitrégeno, sin embargo, es evidente el papel
regulador que ejerce el oxigeno.* ® De algin modo, esto ya sugiere que los
microorganismos nitrificantes pueden ser de respiracion facultativa. El rendimiento
energético para las bacterias nitrificantes es menor cuando se forman los 6xidos
nitrico y nitroso, que cuando se forma nitrato por la oxidacion del amonio, dado el

siguiente flujo de electrones:

NH4I — N03_+ 3 e-
NH;" — N>O + 4 e-
NH," > NO+5e-

Por lo tanto, el crecimiento de las bacterias nitrificantes sera ain menor.?’ De
hecho, en funcion de la concentracion de O el proceso nitrificante se puede volver
desnitrificante. De esta manera, se puede pensar que la formacién de NO y N,O
es una ruta de emergencia para la obtencion de energia cuando el oxigeno esta

limitado.

En relacién al pH, se ha observado que la Ks de Nitrosomonas para la fuente
nitrogenada aumenta a valores &cidos, por lo que se ha concluido que el sustrato
para la oxidacion es el amoniaco y no el ion amonio.** Sin embargo, es necesario
mas trabajo para desligarlo de otros eventos que el propio cambio de pH implica.
Podria generalizarse que los nitrificantes se ven favorecidos por un ambiente
alcalino proximo a un pH de 8. La nitrificacion se detiene por completo a valores

61

por debajo de 5, aunque no es claro si el agente causal es el pH o la

acumulacion de Aacido nitroso, el cual inhibe la oxidacion de amonio.®

16
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Uno de los métodos ampliamente utilizados en la eliminacion de nitrégeno
presente tanto en aguas residuales urbanas como en gran parte de las aguas
industriales, es la combinacion de los procesos biologicos de nitrificacion y
desnitrificacion. En la nitrificacion el amonio se oxida secuencialmente a nitrito y
nitrato mediante la intervencion de dos grupos distintos de bacterias autétrofas: las
bacterias oxidantes de amonio (BAO) que realizan la oxidacién de amonio a nitrito,
y las bacterias oxidantes de nitrito (BNO) que llevan a cabo la oxidacion del nitrito
a nitrato. La desnitrificacién, reduccion de nitrato a nitrdgeno molecular en
condiciones andxicas, es llevada a cabo por diferentes géneros de bacterias, tanto
heterotrofas como autotrofas.

2.5.1.2 La Desnitrificacioén.

Una vez que se ha oxidado el amonio a nitrato, este ultimo puede ser reducido a
N2 mediante la desnitrificacion bioldgica.”® La desnitrificacion es un proceso
respiratorio anaerobio heterotréfico del tipo anodxico (similar al de los
microorganismos de respiracion aerobia) donde la reduccion del nitrato hasta N»
sigue una serie de pasos que involucran la actividad de enzimas diferentes.”

Los géneros desnitrificantes mas citados incluyen, Alcaligenes, Paracoccus,
Pseudomonas, Thiobacillus y Thiosphaera, entre otros. La mayoria de ellos son
heterétrofos, pero algunos pueden crecer autotréficamente en hidrogeno y CO., 0
en compuestos sulfurados reducidos.” La mayoria de estos microorganismos
poseen la enzima nitrato reductasa para reducir nitrato a nitrito. Algunas especies,
como Pseudomonas aureofaciens, no poseen la éxido nitroso reductasa, asi que

su producto final es N,O.”

El primer paso de la desnitrificacion es la reduccion de NOs- a NO»-, catalizado por
la nitrato reductasa. Se han identificado dos tipos de nitrato reductasa, una
membranal de tres subunidades (120, 60 y 20 kDa), que emplea ubihidroquinona
en el transporte de electrones y cuyo centro activo se orienta hacia el citoplasma.
La otra es una enzima soluble que se localiza en el periplasma, esta formada por

dos subunidades (94 y 19 kDa) y alin no esta bien caracterizada.® ® En general,
17
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se asume que la reduccion de nitrato a nitrito ocurre a través de molibdeno como

centro.*® "t

El segundo paso es la reduccion de NO,- a NO por medio de la nitrito reductasa.
Se han identificado dos tipos, una contiene cobre, mientras que la otra contiene el
hemo cd1.”® La que contiene cobre es un homotrimero con dos atomos de cobre
por mondémero, * mientras que la que contiene el hemo cdl es un homodimero
con un hemo ¢ y un hemo d; por cada monémero.*® La reduccién de NO a N,O,
esta catalizada por la 6xido nitrico reductasa, localizada en la membrana
citoplasmatica.®* Ha sido aislada de Paracoccus denitrificans y Pseudomonas
stutzeri. Esta formada por una subunidad, de 16 kDa que contiene un hemo c y
otra de 53 kDa que incluye un hemo b." De las enzimas de la desnitrificacién, ésta

es la menos caracterizada.*

La dltima etapa de la desnitrificacion es la reduccion de N,O a N». Es llevada a
cabo por la oxido nitroso reductasa, localizada en el periplasma. Contiene ocho
atomos de cobre distribuidos en dos mondmeros de aproximadamente 70 kDa,

cada uno.> % Esta enzima es severamente inhibida por la presencia de oxigeno.?’

Debido a esto, es importante evitar la entrada de oxigeno en el proceso
desnitrificante para no liberar N,O, gas que contribuye al efecto invernadero del
planeta.*

Evidencias recientes han mostrado que la concentracién de cobre en el influente
de un reactor continuo desnitrificante juega un papel importante para evitar la

acumulacion de N,O durante la eliminaciéon de concentraciones altas de nitrato.*®

La cinética de la desnitrificacion se puede representar por el modelo de Monod,

teniendo en cuenta ambos sustratos, de manera que:

18


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended.
Thank you for using
PDF Complete.

CI)'ck Here to upgi
Unlimited Pages:i

— * 5 * N
H,—},I,m K$~ g Kn'l' N

donde S y N son, respectivamente, las concentraciones de los sustratos organicos
y nitrogenados, y Ks y Kn sus respectivas constantes de saturacion.®® Se ha
mencionado que el valor de la constante de saturacion Kn del nitrato es muy baja
(alrededor de 0.1 g N-NO37/l), por lo que la desnitrificacion se considera como
independiente de la concentracion de nitrato. Esto no ha quedado claro, sin
embargo, en el caso de aguas residuales con un alto contenido de nitrégeno, dado
gue se ha encontrado acumulacion de intermediarios durante su tratamiento
(Bernet et al, 1996; Catalan et al, 1997; Cervantes et al, 1998; Shing et al, 1996).”
16.18.68 Al respecto, Betlach y Tiedje (1981) propusieron que la acumulacion de
intermediarios durante el proceso desnitrificante podria ser explicado por la

siguiente secuencia de reacciones:

NO;” = NOy = NO = N,0 = N,

Cada paso tiene una velocidad especifica que depende de las caracteristicas
cinéticas de cada enzima. Asi, si las enzimas involucradas en los Ultimos pasos
presentan una velocidad de reaccion menor que las de la primera etapa, habra la
acumulacién de intermediarios. Algunas evidencias encontradas en la literatura
muestran concordancia con lo anterior. De hecho, se ha visto que la reduccion del
oxido nitroso es la etapa mas lenta durante la reduccion de nitrato a Ny, por lo
tanto, hay acumulacién de N,O."’

Las evidencias han mostrado que la velocidad desnitrificante esta asociada con el
crecimiento microbiano y puede quedar descrita por la siguiente ecuacion. >
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donde Xd es la biomasa desnitrificante y Yd, el rendimiento (g biomasa/g NO3).

En consecuencia, serd importante considerar la concentracidon de sustrato
asimilable (y soluble) al ajustar la relacion C/N para tener un proceso
desnitrificante eficiente. De hecho, hay resultados que indican que la acumulacion
de N;O en un proceso desnitrificante esta también relacionada con la

concentracién de carbono organico en el sistema de reaccién.®’

Una variable ambiental que también puede influir en la acumulacion de
intermediarios indeseables en un proceso desnitrificante es el pH. Se ha descrito
gue en condiciones &cidas (pH 6 o menor) se acumula acido nitroso, muy toxico
para las bacterias.® A valores de pH ligeramente alcalinos, el nitrato es convertido

en N2.74

Cabe decir que estos estudios del efecto del pH sobre la desnitrificacién han sido
realizados en cultivos en lote. En cultivo en continuo, por el contrario, no se
observé acumulaciéon de intermediarios de la desnitrificacién en el intervalo de pH
de 6 a 9, aun cuando se utilizé una velocidad de carga alta (1000 mg N-NO3’/L-d),
pero el proceso si fue totalmente inhibido a pH de 5.>°

Considerando lo anterior, puede establecerse que la acumulacién de
intermediarios indeseables en un proceso desnitrificante no sélo es resultado de la
inhibicibn de una enzima de la secuencia respiratoria, sino también a las
condiciones de cultivo, tales como una relaciéon C/N baja, la insuficiencia de iones
cobre o molibdeno, tiempo de retencién hidraulica corto respecto de la velocidad
desnitrificante, el valor de pH y la presencia de oxigeno, entre otras.
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2.5.1.3 Reduccion Desasimilativa de Nitrato a Amonio (RDNA).

Otra forma de reduccion del nitrato es la denominada reduccién desasimilativa de
nitrato a amonio (RDNA). Esta es realizada por una nitrato reductasa no asociada
a la membrana, la cual emplea NADH y formato como donadores de electrones.**
La presencia de la RDNA en un proceso de eliminacion de nitrégeno de aguas
residuales, impide la reduccion del nitrato a N,. Es por ello que a la RDNA se le
considera un “corto circuito” dentro del ciclo del nitrégeno.?

Uno de los factores ambientales que determinan considerablemente el tipo de ruta
gue seguira el nitrato en su reduccién, es la relacion C/N. A valores bajos, se
favorece la desnitrificacion, y en estas condiciones se obtiene el mayor cambio de

energia libre.>’

En cambio, generalmente se observa que a valores altos de C/N predomina la
RDNA, ° ya que al limitarse los aceptores de electrones (el nitrato) se favorece la
via que permite un mayor grado de reduccion (del propio nitrato), lo que se puede
apreciar al comparar la estequiometria de ambos procesos:

5 CH;COOH + 8 NO3s—> 4 N, + 10 CO, + 6 H,O + 8 OH

8 CH;COOH + 8 NO;"— 8 NH; + 16 CO, + 8 OH

No obstante, hay resultados que muestran una actividad desnitrificante hasta con
relaciones C/N de 25 con una eficiencia del 85%, empleando glucosa o acetato
como fuentes reductoras.*® Es posible que la ruta de reduccion del nitrato esté
determinada por el tipo de fuente reductora. Se ha visto que las bacterias
fermentadoras asociadas en un lodo metanogénico transforman parte del nitrato
en amonio si estan presentes sustratos faciimente fermentables. En presencia de
sustratos no fermentables, la desnitrificacion es la via respiratoria principal.1 Sin
embargo, hay evidencias en reactores en continuo que muestran que es posible la

desnitrificacién con eficiencias mayores al 80%, empleando glucosa.®® En ese
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caso, la velocidad especifica desnitrificante fue de 8.8 mg N/g SSV-h, que

comparada con la obtenida con etanol (220 mg N/g SSV-h), fue mucho menor.>

En otros trabajos no se encontrdo diferencia en la velocidad especifica
desnitrificante con distintas fuentes de electrones, tanto fermentables como no
fermentables, pero con tiempos de retencién hidraulica altos.?* La variabilidad de
resultados podria deberse al tipo de microorganismos presentes en los lodos
evaluados o a las diferencias en las condiciones de cultivo practicadas, y parece
gue este Ultimo argumento tiene mas peso. Al respecto, hay datos que indican que
el tipo de in6culo (lodo) no influye en la determinacién de la ruta de reduccion del

nitrato.%®

Se ha visto que cuando dos lodos estabilizados fisiologicamente, uno en
condiciones metanogénicas y otro en condiciones desnitrificantes, son mezclados
en diferentes proporciones, no muestran diferencia en la velocidad ni en la
eficiencia desnitrificante cuando son incubados bajo condiciones desnitrificantes
(CIN baja).?

Esto parece indicar que es mas importante el control de las condiciones
ambientales del cultivo, que la actividad original de algunos lodos.

2.5.1.4 Oxidacion Anaerobia de Amonio (ANAMMOX).

Se ha encontrado recientemente la formacién de N, a partir de nitrito y amonio,
bajo condiciones anaerobias. Al proceso se le conoce como “ANAMMOX” (siglas
en inglés de oxidacién anaerobia de amonio).>® Se tienen datos que muestran que
el proceso bioldgico es de tipo litoautotréfico, muy poco tolerante a la presencia de
materia organica. ' "® "® Este proceso ha sido aplicado al tratamiento de aguas
residuales con un contenido alto de nitrdgeno y materia organica limitada, como

los efluentes de digestores anaerobios.”

Sin embargo, se ha mostrado que es posible la utilizacién simultdnea de amonio y
acetato como donadores de electrones para reducir el nitrato a N2, aun cuando el

reactor fue alimentado con cargas muy altas de acetato (4 g C-Acetato/Ld).*
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Una de las hipotesis que se plantean en torno a este fendmeno es que la
alimentacion de dos fuentes de electrones distintas, amonio y acetato, permitio
dos vias reductoras diferentes, la ANAMMOX vy la desnitrificacion (Fig. 1), ambas
llevando a la formacion de N..

Por lo tanto, el acoplamiento de la desnitrificacion heterotrofica y la ANAMMOX
litoautotréfica puede representar una alternativa para el tratamiento de aguas
residuales con un alto contenido de nitrégeno y de materia organica.

Como el amonio es la forma nitrogenada mas abundante en las aguas residuales,
la adicién de nitrato al influente del reactor permitiria la eliminacion de amonio y
materia organica por el acoplamiento de los procesos antes mencionados. Esto
representaria una ventaja sobre los procesos depuradores convencionales, dado

gue la eliminacién de amonio y materia organica ocurririan en un solo reactor.

El proceso ANAMMOX ha sido aplicado también en el tratamiento de aguas
residuales urbanas. El sistema incluye el empleo de un digestor anerobio en una
primera etapa para eliminar la mayor parte de materia organica y de solidos
suspendidos. El amonio presente en el efluente del digestor anaerobio es
parcialmente oxidado a nitrito (50 % de conversién) *® dando lugar a la eliminacién
simultdnea de amonio y nitrito via ANAMMOX en un proceso posterior.

La oxidacion parcial de amonio a nitrito puede lograrse controlando el tiempo de
retencion hidraulico (proceso SHARON, siglas en inglés de “reactor simple para
una alta conversion de amonio a nitrito”), o bien, ajustando la concentracion del
amonio (inhibidor de la oxidacion de nitrito) en el reactor nitrificante.® Uno de los
inconvenientes del manejo del nitrito es su efecto toxico elevado. Si el sistema de

tratamiento no opera bien, se podria liberar nitrito al ambiente.
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Figura 1. Acoplamiento entre la Desnitrificacion y la ANAMMOX para la eliminacién

2.5.2 Aplicacion del tratamiento anaerobio en aguas residuales
contaminadas con iones nitrato.

Panorama de la aplicacion del tratamiento anaerobio en aguas residuales reales o
sintéticas contaminadas con iones nitrato.

La desnitrificacion se ha convertido en los ultimos diez afios en uno de los
procesos biolégicos mas importantes, debido al alto potencial de reduccion de
compuestos nitrogenados como nitrato y nitrito y al corto tiempo en que los
microorganismos participantes en la desnitrificacion consumen estos compuestos.
El nitrégeno presente en aguas dulces es derivado de tres fuentes claves:

1. Agricultura

2. Aguas residuales domeésticas y efluentes industriales.

3. Precipitacién y deposicion seca.
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Grandes cantidades derivadas de derivados nitrogenados provenientes de la
agricultura se han encontrado en medios acuaticos, y han sido reportados como
toxicos para la biota acuatica.

Los parametros importantes para lograr una desnitrificacion exitosa son: el tipo de
fuente de carbono siendo mas facil de consumir compuestos sencillos que
complejos; la proporcion C/N (DQO/NO3) este oscila entre 3 y 7, aunque esto
varia segun el tipo de fuente de carbono; el potencial de iones hidrégeno siendo
optimo entre 7.0 y 7.5; la temperatura siendo 6ptima entre 30°C y 37°C; por ultimo
se consiguen mejores resultados con un lodo o consorcio inducido, aunque cabe
mencionar que aun no teniendo estos parametros en los rangos 6ptimos se puede
conseguir la remocién de nitrato, pero con acumulacion de nitrito y a una velocidad
desnitrificante mucho mas lenta. En la remocién de nitrato han sido utilizadas
varias fuentes de carbono (donadores de protones) por ejemplo: metanol, acetato,
etanol, lactato, propionato, compuestos mas complejos como celulosa,
lignocelulosa, fibras de algodon, excreta de cerdo, aguas residuales, compuestos

aromaticos, etc.

Volokita y col. (1996), utilizaron fibras de algodon como fuente de carbono para la
reduccién microbiana de nitrato en agua potable mediante columnas empacadas
con fibra de algoddn sin procesar. El algodon (Gossypium hirsitum), sirve como
substrato quimico y soporte fisico para la poblacién microbiana. La remocién de
nitrato fue rapidamente conseguida sin la formacion de nitrito. La velocidad de
desnitrificacion dependiente del algodén (celulosa) fue afectada por cambios en la
temperatura de14°C fueron aproximadamente la mitad de velocidad observada en

30°C. El algodon fue enteramente consumido en el proceso.

Akunna y col. (1993), demostraron que la reduccién de nitrato a amonio en lodo
metanogénico el cual no ha sido previamente adaptado al nitrato, también
depende de la naturaleza la fuente de carbono disponible. Con glucosa o glicerol,
50% del nitrégeno de la reduccion de nitrato fue encontrada como amonio,

mientras 100% del nitrato fue desnitrificado a nitrégeno gaseoso en presencia de
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acido acético o lactico. Estudios similares fueron obtenidos por Wilderer y col.
(1987), en experimentos donde la adicién de glucosa enriquecié a la poblacién
fermentativa, reduciendo el nitrato a nitrito, comparado a la adicion de acetato
donde una poblacion de desnitrificantes verdaderos podria ser establecida. El
nitrito es un intermediario durante ambas reacciones nitrato reduccion a amonio 6

bien nitrato reduccion a nitrdgeno gaseoso.

Christensen y col. (1994), encontraron que la demanda de DQO disminuyo (0.085
a 0.055 g DQO/mmol de NO3) cuando el etanol fue usado como sustrato y se
incremento con metanol (0.057 a 0.063 g DQO/mmol de NO3).

Mohseni y col. (1998), estudiaron el efecto de tres fuentes de carbono sobre la
desnitrificacion, utilizaron medios con glucosa, metanol y &cido acético, la
eficiencia mas alta en la eliminacién del NO3'N fue lograda usando acido acético
como fuente de carbén comparada con el metanol y etanol. Al mismo tiempo, el
utilizar el &cido acético ayuda a mantener el pH constante en el efluente. Los
solidos volatiles suspendidos (SVS) y la turbidez en el efluente usando acido
aceético y etanol se encontraron cerca de 1.3 y 1.4 veces mejor que utilizando
metanol como fuente de carbdn, la proporcion C/N requerido para la eliminacion
eficiente de nitrato fue 2.9, 2.35 y 4.3 respectivamente con metanol, etanol y acido
acético; también se encontré que una alta concentracion de etanol en el reactor

podria resultar en la formacién de acido acético.

Bilanovic y col. (1999), estudiaron el efecto de altas concentraciones de nitrato
sobre la desnitrificacion. Como fuentes de carbono se compararon el metanol,
acetato de sodio y el efluente de un digestor anaerdbico (en una concentracion de
aproximadamente 800, 1500, 1500 mg/l de DQO respectivamente). La
concentracion de nitrato utilizada fue de 750 mg/l y la concentracion de biomasa
anaerobia oscila entre 4 y 5 g SVS/I, la desnitrificacion se llevo a cabo en menos
de un dia con cualquiera de las tres fuentes de carbono, no se observo gran

acumulacién de nitrito, esto debido a la previa induccién del lodo al nitrato.
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Zhang y Verstraete (2001), investigaron el potencial de combinacion de
metanogénesis y desnitrificacion utilizando nitrito mediante un reactor de lecho de
lodo granular expandido (RLLGE). Para el experimento en batch se utilizaron 390
mg DQO/| y tres diferentes concentraciones de nitrito (34, 58 y 62 mg NO,/l). La
velocidad de formacién de metano se vio disminuida al aumentar la concentracion
de nitrito, ya que en el reactor con 34 mg de nitrito la produccion de metano se
acelero a partir de las 50 h, mientras que en los casos de 58 y 62 mg de nitrito se
retardo hasta las 160 h. En todos los casos el nitrito fue completamente
desnitrificado entre un 97 a 100%. En los experimentos en el RLLGE la eficiencia
de remocién de DQO alcanzé de un 92 a un 97%. Estos resultados demuestran
gue aunque el nitrito es un inhibidor potencial de la metanogénesis, pero que pese
a esto, los procesos de desnitrificacidn y metanogénesis pueden ser integrados.

Hasselblad y Hallin (1998), realizaron un estudio de desnitrificacién adicionando
intermitentemente (cada 24 horas o 7 dias) fuente de carbono adicional para lo
cual utilizaron etanol. El acetato y el etanol, han demostrado dar una respuesta
inmediata sobre actividad desnitrificante. 26, 38 La nitrato reduccion en la planta a
escala piloto incrementé tan pronto como el etanol fue adicionado. La
concentracion de nitrato en el efluente fue de 5 mg N/l fueron medidos primero
después de 7 dias de adicién de etanol continua. Cuando el suministro de etanol
fue parado la remocion de nitrégeno disminuyo inmediatamente y ésta incremento
solo tan rapido cuando la adicion de etanol fue reanudada. Esto aplicado para
ambos 1 dia y 6 dias de no adicionar etanol. La capacidad desnitrificante no fue
afectada por 1 dia sin etanol pero después de 6 dias sin etanol la capacidad
desnitrificante cayo ligeramente.

Devlin y col. (2000), estudiaron el enriguecimiento con seis diferentes fuentes de
electrones (acetato, hidrégeno, tiosulfato, azufre, ion ferroso y pirita) en un
acuifero contaminado con ion nitrato. Concluyeron que el acetato es el substrato

elegido para aumentar el potencial de la desnitrificacion.
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Akunna y col. (1993), realizaron pruebas usando reactores batch para determinar
el potencial de la digestion del lodo sin inducir, para reducir nitrato y nitrito en
presencia de cinco diferentes fuentes de carbono: glucosa, glicerol, acido acético,
acido lactico y metanol. Se encontr6 acumulacion de amonio en el medio con
glucosa y glicerol. En los medios de cultivo con &cido acético, lactico y metanol, el
amonio no fue detectado. La reduccion de nitrato o nitrito en medios con é&cido

acético o lactico fue esencialmente actividad desnitrificante.

Qian y col. (2001), evaluaron la remocién directa de nitrato con una tecnologia de
mezcla de atrapamiento de células microbianas (MACM) usando etanol como
fuente de carbono, para ello utilizaron tiempos de retencion de cero a ocho horas y
tres diferentes proporciones de empacamiento (con relacion al volumen del
reactor) de 35, 22, 12%. La proporcién DQO/N fue aproximadamente de 6 y una
concentracion en el influente de 20 mg nitrato/l a una temperatura de 20 a 25°C.
De acuerdo a los resultados obtenidos se obtuvo una mejor eficiencia de remocién
de nitrato y DQO (mayor al 90% en los dos casos) a un TRH de 2.4 horas y con
una proporcion de empacamiento del 35% en donde se observo que el arranque

de la desnitrificacion fue menor.

Min Cao y col. (2002), utilizaron alcohol polivinilico como una matriz de gel para
coinmovilizar bacterias nitrificantes y desnitrificantes por repetido congelamiento y
descongelamiento. El estudio sé llevo a cabo en un solo reactor ocurriendo una

nitrificacion y desnitrificacion simultanea.
Hulshoff Pol y col. (2000), estudiaron la optimizacion de la remocién de acetato en

reactores sulfidogénicos con adicién de diferentes concentraciones nitrato en el

ultimo de los tres compartimentos de un reactor bafleado.
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1. METODOLOGIA

3.1 Descripcion del sitio.
El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Biologia del Departamento de
Boténica de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

3.2 Procedimiento.

Para efectuar el experimento se prepar6 un medio para las biopeliculas con los
siguientes soportes; viruta de madera, coyonoxtle, fiora de nopal y escamas de
conos de Pinus halepensis y Cupressus sempervirens. Los cuales al inicio se
colocaron en agua en el transcurso de un dia para que expulsaran materiales
guimicos como celulosa, el proceso se realizo en el laboratorio de Biologia de la
UAAAN. Se decanto el soporte con el agua y se cambio nuevamente hasta llegar
al tercer dia. Posteriormente se sometieron a un tratamiento que consistié en una
hidrélisis acida, quimica y térmica, la cual se preparo utilizando 8 ml de H,SO, y se
agrego 100 ml de agua destilada, se preparo una porcién de 5 litros en una
porcion de 400 ml de H,SO,4 y 4600 ml de agua destilada, se sometié a agitacion,
en un matraz Erlenmeyer durante un periodo de 5 minutos a 10 giros para
después ponerse a hervir durante una hora junto con el soporte esto con motivo
de eliminar la mayor cantidad de celulosa y resina que contenian los soportes, se
repitio el proceso durante cinco dias hasta que al sexto dia se puso a hervir
solamente las escamas de pino y cupressus ya que ambas presentaban turbidez y
eliminacion de gran cantidad de resinas y celulosas aun, este proceso se repitio
durante tres dias mas. Ademas se preparo el medio para que se desarrollaran las
biopeliculas, el cual consisti6 en mezclar acetato y nitrato de sodio en una porcién
de 3:1, teniendo que pesar 1.37 gr de nitrato de sodio y 6.9 gr. de acetato de
sodio. El volumen total del reactor fue de 250 ml de los cuales se utilizo 120 ml
donde se coloco cada uno de los elementos que conforman el experimento en las
siguientes cantidades; 90 ml de acetato y nitrato de sodio, 10 gr de soporte y 15
ml de lodo anaerobio en cada reactor, cada soporte con cinco repeticiones los

cuales se etiquetaron. Se realizo la curva de calibracién de nitratos, la toma de
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muestras se hizo cada 4 horas con las pipetas automaticas para que se colocaran
en los viales enumerados previamente sometiéndose a centrifugacion para ser
colocadas es refrigeracion y después colocarlos en los tubos HACH con agua
destilada y acido de plata, acido homotropico y acido sulfarico concentrado, y por
tltimo se dejo enfriar por ser una reaccion exotérmica en bafio de hielo después
se calentaron en un tiempo de 180 minutos para la toma de lectura en el HACH
DR 5000 cada cuatro horas. se analizo en el HACH DR 5000 y también en el
espectofotometro Unico 1110 para la curva de calibracion de la Demanda Quimica

de Oxigeno.

3.3 Terminologia y descripcién de elementos utilizados.

¢ Lodo anaerobio el cual fue traido de la planta de tratamiento de agua de la
UAAAN, Buenavista, Saltillo, Coahuila. Del cual se utilizo volumen de 15 ml
para reactores de 250 ml de capacidad.

e Soportes (Opuntia imbricata, viruta de madera, fibra de nopal, escamas de
conos de Pinus halepensis y escamas de Cupressus sempervirens)

Los soportes utilizados fueron traidos de la parte del bajio de la UAAAN, fue
recolectada en su estado seco y cortado en pedazos que oscilaban entre los 10 y
20 cm.

Por ultimo, después de afiadir los 120 gramos a los reactores, se les afiadié 90 ml
de acetato y nitrato de sodio, 10 gr de soporte y 15 ml de lodos residuales.

Reactores batch

Se utilizaron frascos de plastico de 250 ml de capacidad total (reactores con tapa
de plastico enroscada) con 4 tapones de los tubos vacutainer para la toma de
muestra, con lo cual se evita la fuga de gas.

Tiempo de monitoreo
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Inicialmente y de acuerdo a los datos obtenidos en reactores batch mediante lodo
granular anaerobio, motivo por el cual se establecieron 34 horas (3 dias).

¢ Toma de muestras

La toma de muestras se realizaba mediante la extraccion de liquido del reactor por
medio de jeringas de 10 ml necesarias para la determinacion de nitrato, cada 4
horas, hasta que estos no se detectaran, lo cual se hacia aproximadamente por
espacio de 24 a 30 horas o mas. Y para la determinacion de DQO se extraia cada

20 y a las 34 horas las muestras.
o Parametros determinados

Los parametros monitoreados fueron: nitrato, y demanda quimica de oxigeno por
métodos espectrofotométricos.

3.4 Material, equipo y reactivos utilizados durante la parte experimental de la
tesis.

Material:
e Agitador magnético
e Buretas
e Gradillas de diferente tamafio
e Matraces de aforacion de 100, 1000 y 2000 ml
e Matraces Erlenmeyer 125, 250 y 500 ml
o Papelfiltro cualitativo
e Parafilm
e Probetas de 50, 100 y 500 ml, Kimax

e Reactores batch de plastico
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e Tubos Hach con tapén de rosca
e Vasos de precipitado 100, 500 y 1000 ml, Kimax
3.5.1 Equipo

e Balanza analitica

e Centrifuga

e Espectofotémetro HACH DR 5000.

e Parrilla de Calentamiento y de agitacion

e Pipetas automaticas Labsystems de volumen variable: 20-200ml., 200-
1000ml., 1-5 ml., 2-10 ml.

3.5.2 Reactivos.
e Acetato de sodio
e Acido sulfurico
e Agua destilada y desionizada

e Lodo anaerobio proveniente de una planta tratadora de agua residual de la
Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro

e Nitrato de sodio

3.5 TECNICAS DE ANALISIS UTILIZADAS DURANTE LA INVESTIGACION.
3.5.1 Técnica para determinar amoniaco por el método de Nesslerizacion.

De un pretratamiento antes de la nesslerizacion directa con sulfato de zinc y
precipitadores de alcalis de calcio, hierro, magnesio, y sulfuro, los cuales forman
turbidez cuando se tratan con el reactivo de nessler. Esto también remueve
materia suspendida y algunas veces materia coloreada. La adicion de EDTA o
solucion de sal de Rochelle inhibe la precipitacion por calcio residual y iones de

magnesio en la presencia del reactivo alcalino de nessler. Sin embargo, el uso de
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EDTA demanda una cantidad extra de reactivo de nessler para asegurar un

exceso de suficiente reactivo de nessler para reaccionar con el amoniaco.

Los colores amarillos a cafés producidos por la reaccién nessler-amonia absorbe
fuertemente en una concentracion amplia de longitud de onda. El color amarillo
caracteristico de baja concentracion de nitrogeno de amoniaco (0.4 a 5 mg/l)
puede ser medido con una sensibilidad aceptable en la longitud de onda de 400 a
425 nm cuando 1 cm de la trayectoria de la luz es proporcionado. Una trayectoria
de la luz de 5 cm extiende las medidas en el rango de concentracion del nitrogeno
de 5 a 60 ug/l. Los colores café rojizos tipicos del amoniaco de niveles cercanos a
10ug/l pueden ser medidos en la longitud de onda de 450 a 500 nm. Una seleccién
cuidadosa de longitud de onda y haz de luz permite la determinacion fotométrica
de concentraciones de nitrdgeno amoniacal sobre un nivel considerable. Las
desviaciones de la ley de Beer pueden ser evidentes cuando el fotbmetro se
equipa con filtros delgados de color. Por esta razén, prepare la curva de
calibracion bajo las condiciones idénticas a las que se adaptan las muestras.

Un reactivo de nessler preparado cuidadosamente puede responder bajo
condiciones optimas tan bajas como 1 pg NH3N/50ml. En la nesslerizacion
directa, esto representa 20 pg/L. Sin embargo, la reproduccion por debajo de 100
mg/L puede ser erronea.

1. Aparatos
1.1.- Equipo colorimétrico, se requiere de alguno de los siguientes:

e Espectrofotometro, para usar de 400 a 500 nm y provisto de haz de luz
de 1cm o mas larga.

¢ Filtro fotométrico, provisto de un haz de luz de 1 cm o0 mas y equipado
con un filtro violeta con una transmitancia de 400 a 425 nm. Un filtro azul
puede ser utilizado para altas concentraciones de NH3'N.

e Tubos de nessler, que sean iguales, 50 ml, largos.

e pH-metro, equipado con un electrodo de alto pH.
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2. Reactivos.

Utilice agua libre de amoniaco para preparar los reactivos, enjuague, y hacer
diluciones.

2.1.- Solucion de sulfato de zinc: disuelva 100 gr. de ZnSO4*H,0 y diluya a 1 L con

agua destilada.

2.2.- Reactivo estabilizador: use EDTA o sal de Rochelle para prevenir
precipitacion de calcio o magnesio en muestras sin destilar después de la adicion
de reactivo de nessler alcalino.

A) Reactivo EDTA: disuelva 50 gr. de EDTA en 60 ml de agua con 10 gr de NaOH.
Si es necesario, aplicar calor suavemente para completar la disolucion. Enfrie a
temperatura ambiente y diluir a 100 ml.

B) Solucion de sal de Rochelle: disuelva 50 gr. de KNaC4H;O¢*4H,0 en 100 ml de
agua. Remueva el amoniaco presente usualmente en la sal al hervir 30 ml de la

solucion, después de enfriar, diluir a 100 ml.

2.3.- Reactivo de nessler: disuelva 100 gr. de Hgl, y 70 g de KI en una pequeia
cantidad de agua y afiada esta mezcla, agitando, a una solucion fria de 160 g de
NaOH disueltos en 500 ml de agua. Diluir a 1 L. Almacene en un contenedor de
vidrio borosilicatado con tapén de hule y a resguardo de la luz para mantener la
estabilidad del reactivo por hasta un afio bajo condiciones normales de laboratorio.
Verifique el reactivo para asegurar que conduce el color caracteristico con 0.1 mg
de NH3'N/l entre los 10 min., después de la adicibn y que no produce un
precipitado con pequefias cantidades de amoniaco a las 2 h. (PRECAUCION:

toxico, evite su ingestion.).

2.4.- Solucién stock de amoniaco: disuelva 3.819 g de NH,Cl anhidro, secado a
100°C, en agua, y diluir a 1,000 ml; 1.00 ml = 1.00 mg N = 1.22 mg NHs.

2.5.- Solucion estandar de amoniaco: diluir 10.00 ml con agua; 1.0 ml = 10.00 ug N
=12.2 ug NHs.
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2.6.- Soluciones de color permanente:

A) Solucion de cloroplatinato de potasio: disuelva 2.0 g de K;PtCls en 300 ml a 400
ml de agua, adicione 100 ml de HCl concentrado y diluira 1 I.

B) Solucién de clorato cobaltoso: disuelva 12.0 g de CoCl,*6H,0O en 200 ml de

agua.
C) Adicione 100 ml de HCI concentrado y diluira 1 1.
3. Procedimiento.

a. Tratamiento de aguas sin destilar: si es necesario, remover los residuos de cloro
de la muestra recién recolectada adicionando una cantidad equivalente de agente

desclorinizante. (No almacene muestras cloradas sin desclorinizacion previa).

Adicione 1 ml de solucion de ZnSO, a 100 ml de muestra y mezcle bien. Adicione
de 0.4 a 0.5 ml de una solucion de NaOH 6N para obtener un pH de 10.5,
determinado con un pH-metro y con un electrodo de vidrio de pH-alto, y mezclar
suavemente. Deje la muestra unos minutos en reposo, en sSu transcurso un

precipitado floculante pesado se precipitara, dejando una supernata incolora.

Clarifique al centrifugar o filtrar. Examine cualquier papel filtro utilizado para estar
seguro que no se presenta el amoniaco como contaminante. Haga esto al dejar
correr agua a través del filtro y probando el filtrado por nesslerizaciéon. Filtre la
muestra, desechando los primeros 25 ml. (PRECAUCION: puede perder amoniaco
durante el tratamiento de muestras sin destilar por el pH alto. Diluir las muestras al

rango sensible de nesslerizacion antes del pretratamiento).
b. Desarrollo de color:

1) muestras sin destilar: utilice 50 m | de muestra o una porcion diluida a 50 ml con
agua. Si la porcion sin destilar contiene concentraciones suficientes de calcio,
magnesio, u otros iones que producen turbidez o precipitado con el reactivo de
nessler, adicione 1 gota (0.05 ml) del reactivo de EDTA o 1 a 2 gotas (0.05 a 0.1
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ml) de solucion de sal de Rochelle. Mezcle bien. Adicione 2 ml de reactivo de
nessler si el reactivo EDTA es utilizado o 1 ml de reactivo de nessler si se utiliza

sal de Rochelle.

2) Muestras destiladas: neutralice el acido boérico utilizado para absorber el
amoniaco destilado al adicionar ya sean, 2 ml de reactivo de nessler, un exceso
gue eleve el pH al nivel alto deseado, o alternadamente, neutralizando él acido
bdrico con NaOH antes de agregar 1 m de reactivo de nessler.

3) Mezcle muestras tapandolas con tapones limpios de plastico (lavadas muy bien
con agua) e invirtiendo los tubos al menos 6 veces. Manténgalos en tales
condiciones de temperatura y tiempo de reaccion que el mismo blanco, muestras y
estandares. Deje que se produzca la reaccion por al menos 10 min. Después de
agregar el reactivo de nessler. Mida el color en muestras y estandares. Si el NH3'N
es muy bajo, utilice un tiempo de contacto de 30 min. para la muestra, blanco y
estandares. Mida el color ya sea fotométricamente o visualmente como se

menciona mas abajo.

c. Medicibn fotométrica: mida la absorbancia o transmitancia con un

espectrofotbmetro o un fotébmetro con filtro.
3.5.2 Técnica para determinar la demanda quimica de oxigeno (DQO).

La materia organica es oxidada por el dicromato de potasio en un medio
fuertemente acido en presencia del catalizador (Ag.SO,4 y H,SO,). La coloracion
pasa de un color amarillo a verde-azul y se lee a una absorbencia de 600 nm. Esta
es la base de las mediciones de los reactores anaerobios las condiciones de los
parametros de operacion para los tratamientos de efluentes industriales y urbanos.
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Reaccié:
CnO  +14H+6¢ - 2Cr +7H0
C+2H,0 » CO+4H +4¢

6C+4Cn07 +56 H+12H,0 — 8Cr +28H,0+6CO,+ 24 H

amarillo

Figura 2. Reaccion después del proceso quimico y resultado de la DQO.

Materiales:

e 2 Dispensores de 1-5 ml o pipetas.

Tubos de HACH con tapén rosca.

Frascos ambar de 1 litro

Matraces de aforacién de 1 litro.

Bano con hielo.

Equipo:
e Espectrofotometro HACH DR 2010
e Termoreactor TR-3000 MERK
Reactivos:
e Dicromato de potasio, (K2Cr,07)
e Sulfato de Mercurio, (HgSO,)
e Acido sulftrico, (H2SO,)

e Sulfato de Plata, (Ag,S04)

verde-azul
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Biftalato de Potasio, (HOOC-CgH4-COOK)
1. Solucion Digestora para altas concentraciones (mayores a 75 mg DQO/I):

Secar durante 2 horas a 103°C, 20 g. de K,Cr,O; (Dicromato de Potasio). Enfriar
en un desecador y pesar 10.216 g. de dicromato, pasar este dicromato a un
matraz de aforacién de un litro y afiadirle 500 ml de agua destilada, adicionar 33.3
g de HgSO, (sulfato mercurico), adicionar 167 ml de &cido sulfarico concentrado
lentamente por ser una reaccion exotérmica en bafio de hielo, por ultimo aforar a 1
litro con agua destilada cuando la mezcla se haya enfriado, en el caso de que no
todas las particulas se hayan disueltos, se mezcla con un agitador magnético,
para después pasar esta mezcla a un frasco dmbar, ya que puede sufrir una
descomposicién por la luz. Pesar los reactivos en material de vidrio o plastico.

2. Solucién de sulfato de plata en &cido sulflrico: pesar con precision 15 g de
sulfato de plata, pasar este compuesto a un matraz de aforacion de 1 litro, aforar a
1 litro con &cido sulfrico concentrado, dejarlo reposar durante dos dias en un
lugar seco y obscuro para su completa disolucién. Después pasar esta solucion a

un frasco ambar.

3.5.3 Determinacion del ion nitrato mediante la técnica de a&cido
cromotropico.

Dos moles del ion nitrato reaccionan con una mol de acido cromotrépico, con la
formacion de un producto amarillo. EI méximo de la absorcion del producto de
reaccion se observa a 410 nm el color se desarrolla en el transcurso de 10 min. Y

es estable hasta por 24 h.

Las sustancias que interfieren la reaccién son los oxidantes fuertes, asi como
también nitritos que forman con el acido cromotrépico productos de color amarillo,
sin embargo su interferencia puede ser considerada en el transcurso del analisis,
para esto se le adicionan reductores tales como sulfito de sodio o la carbamida, la
cual reacciona con los nitritos con la formacion de nitrégeno gaseoso. La

interferencia de iones como cloro e iones FeCl-; se soluciona afiadiendo una sal
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de arsénico. Interfieren con bario, plomo, estroncio, los cuales forman un
precipitado asi como también yodo, iones de selenito, selenato, sin embargo estos

no se encuentran con frecuencia en cantidades suficientes.

El ion cromato en concentraciones por arriba de 20 mg/l, interviene formando una

sustancia coloreada.
1. Curva estandar de nitratos.

Se pesan 1.371 g/L de (NaNO3), que contienen 1 g/l (Solucién Madre). Hacer las
diluciones correspondientes hasta obtener (0, 5, 10, 20, 30 y 40 mg/l), la curva de
calibracion se puede hacer dependiendo de las concentraciones utilizadas para los

experimentos, ya sean mayores 0 menores a estas.
Materiales:

e Tubos de 13 x 100.

e Frascos ambar de 0.5y 1.0 litro

e Bafio con hielo
Equipo:

e Espectrofotdmetro para medir a una longitud de 410 nm.
Reactivos:

e Acido cromotrépico [2,4, dihidroxinaftaleno-2,7,-acido  disulfonico]
C1oHeNa,OgS,*2

° H20
e Acido sulfamico

e Acido sulfirico concentrado
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1) Acido cromotropico: (AH) Pesar 0.125 g de &acido cromotrépico dihidratado y
disolver en 54.5 ml de H,SO, (concentrado). En caso de ser anhidro el acido
cromotrépico se pesan 0.11 g de este.

2) Acido sulfamico: Prepararlo al 2% diluir en H,O desionizada preferentemente o
destilada

Procedimiento:

1) Colocar 1 ml (si la muestra excede los 50 mg de nitrato/l, es necesario hacer
una dilucién 1:10 o mayor de manera tal que las absorbancias no excedan a 1) de
muestra en un tubo de ensaye de 10 ml dentro de un bafio de hielo

2) Adicionar 0.04 ml de &cido sulfamico al 2%. (dejar reposar 4 minutos dentro del
bafo de hielo)

3) Agregar 0.4 ml de AH. (dejar reposar 3 minutos dentro del bafio de hielo)
4) Finalmente depositar 2.56 ml de H,SO, (Reposar 45 en el bafio con hielo).
5) Leer en el espectrofotbmetro a 410 nm.

6) Hacer un blanco con agua desionizada o destilada.

3.6 Disefio experimental.

Los experimentos se realizaron por quintuplicado, T1; Pinus halepensis, T2;
Cupressus sempervirens, T3; Opuntia imbricata, (coyonoxtle), T4; Opuntia sp
(fibra de nopal), T5; viruta, se establecié un disefio complemente al azar con cinco
repeticiones en un arreglo factorial A x B donde A= ESPECIES y B=HORAS. Los
datos fueron analizados usando el software R ver 2.14.1(R Development Core
Team, 2011) utilizando la prueba de Tukey.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se muestran los resultados del analisis de varianza del efecto de
cinco soportes naturales en la nitrato reduccién catalizada por biopeliculas, donde
se determino diferencias altamente significativas, en las horas el porcentaje del
coeficiente de variacion fue aceptable, mientras que para las interacciones de las
especies x horas, no existié diferencia significativa. Lo anterior fue analizado por el
software R ver 2.14.1(R Development Core Team, 2011).

Cuadro 1. Andlisis de Varianza de Consumo de Nitrato de efectos de cinco especies
catalizadas por biopeliculas, asi como las horas y la interaccién entre especies x horas.

Fuentes gl SC CM F p
Especies 4 5.850 1.4626  13.7149 1.225¢ %%+
Horas 7 61.770 8.8242 82.7484 2.2e0#*
Especies-Horas 28 4.404 0.1591 1.4917 0.06581N°
Error 160 17.062 0.1066

CV: Coeficiente de Variacion (25.95%). **: Diferencia altamente significativas (p < 0.01) NS: Diferencias No

significativas.
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En el cuadro 2 se muestran los resultados del andlisis de varianza y comparacion

de medias de las especies para el consumo de nitrato. Mediante la comparacion
de medias se determind cuales de las especies consumieron el nitrato en mayor
porcentaje. Se puede observar que el CY (Coyonoxtle) y la VM (Viruta de Madera)
demostraron tener el mayor nUmero consumo de nitrato en comparacion con los
demas tratamientos, mientras que PA (Pinus halepensis), CS (Cupressus
sempervirens) y FN (Fibra de Nopal) presentaron un consumo menor de nitrato
segun la prueba de Tukey (p= 0.05) todos obtuvieron una deferencia altamente

significativa segun se muestra.

Cuadro 2. Comparacién de medias de cinco especies utilizadas como soporte para el
desarrollo de una biopelicula nitrato reductora para el caso de Consumo de Nitrato

Tratamientos Especies Valores
T1 PA 1.204 B **
T2 CY 1451 A **
T3 CS 1.037 B**
T4 FN 1.135 B **
T5 VM 1.463 A **

**: Diferencias altamente significativa. PA: Pinus halepensis. CY: Coyonoxtle. CS: Cupressus sempervirens.
FN: Fibra de nopal. VM: Viruta de madera
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GRAMOS DE NITRATOS CONSUMIDOS

PA Y S FN ViVl
W ESPECIES 1.204 1451 1.037 1.135 1.463

Fig. 3 Resultados del consumo de cinco especies en el proceso de la nitrato
reduccion.

En base al consumo de nitrato por medio de las especies se registraron las
siguientes lecturas (Fig. 3). Para el Coyonoxtle (CY) y la Viruta de madera (VM),
se obtuvo 1.451 mg/l para CY y 1.463 mg/l para VM, consumiendo el nitrato en
mayor cantidad mientras que para el Pinus halepensis (PA), Cupressus
sempervirens (CS) y Fibra de Nopal (FN) el consumo fue lentamente. El objetivo
fue Identificar: cual de los cinco soportes naturales es eficiente para aumentar la
velocidad de consumo de nitrato, resultando la viruta de madera que de acuerdo a
su composicién la celulosa es un elemento primordial de esta, resultados
obtenidos de trabajos con celulosa mientras mayor cantidad de carbono exista
mayor sera el consumo de nitrato segun Hirata et al, 2001; vy de acuerdo a los
resultados obtenidos por Alvarado et al, 2007; en Opuntia imbricata (Coyonoxtle)

se obtuvo la eficiencia en remocion de 1.8 mg/l de nitrato.
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En el cuadro 3 se muestran los resultados del analisis de comparacion de medias

de las horas para el consumo de nitrato. Mediante la comparacion de medias se

determind en que tiempo se consumio el nitrato en mayor porcentaje. Se puede

observar que en el tiempo de cuatro horas y el tiempo de ocho horas demostraron

consumir en mayor proporcion el nitrato en comparacion con los demas tiempos

(horas de muestreo), en los cuales el nitrato se consumié en menor proporcion

segun la prueba de Tukey (p= 0.05) obteniendo una diferencia altamente

significativa segin se muestra. Lo anterior demuestra que la concentracion de ion

nitrato es un estimulador de la reaccion.

Cuadro 3. Comparacién de medias de cinco especies utilizadas como soporte para el
desarrollo de una biopelicula nitrato reductora para el caso de Consumo de Nitrato en horas.

Horas Valores

4 1.95504 A *x

8 1.82568 AB *x
12 1.64004 BC *x
16 1.50644 CD **
20 1.26 D **
24 0.91104 E *
30 0.74472 E *
34 0.22304 *x

**: Diferencias altamente significativas.
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GRAMOS CONSUMIDOS DE NITRATO

30

34

4 8 12 16 20 24 30 34
B TIEMPO (HORAS) [1.95504 |1.82568|1.64004 |1.50644| 1.26 |0.91104|0.74472(0.22304

Fig. 4 Resultados del tiempo transcurrido para que se efectuara el proceso de
nitrato reduccioén.

En base al tiempo de consumo del nitrato se registraron las siguientes lecturas
(Fig. 4). Para el tiempo de cero a 4 horas se removio el nitrato, ya que al haber
mayor cantidad de nitrato y acetato las bacterias realizan el proceso de
degradaciéon con mayor facilidad y con ello se adhiere rapidamente la biopelicula
al soporte y crece de una manera consecuente. En base a los resultados obtenido
se llego a la conclusién con Alvarado et al, 2007, donde la mayor parte de la
remocion del nitrato se da en las primeras 3.3 horas de trabajo. Una concentracion
inicial de 1000 mg NOs/L es mas alta que otras concentraciones que se han
utilizado, asi también se comparo con los estudios anteriores de desnitrificacion
realizado por Mosquerra et al. 2003, en que se utlizaron 700 mg NO3-/L

inicialmente.
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En el cuadro 4 se muestran los resultados del analisis de varianza del efecto de
cinco soportes naturales en base a la Demanda Quimica de Oxigeno catalizada
por biopeliculas, donde no se obtuvo diferencias altamente significativas alguna,
en las horas los porcentajes de los coeficientes de variacion fueron altamente
significativas, mientras que para las interacciones de las especies x horas, no
existio diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.01), se utilizo
software R ver 2.14.1(R Development Core Team, 2011) para el analisis de los
datos.

Cuadro 4. Analisis de Varianza de la Demanda Quimica de Oxigeno de efectos de cinco

especies catalizadas por biopeliculas, asi como las horas y la interaccién entre especies x
horas.

Fuentes GL SC CM F P
Especies 4 0.0058 0.0014  0.4169  0.7958"°
Horas 2 0.2491 0.1245 35.3084  7.321e™'**
Especies-Horas 8 0.0149 0.0018 0.5311  0.8284"°
Error 60 0.2117 0.0035

CV: Coeficiente de Variacion (61.5). **: Diferencia altamente significativas NS: Diferencias No significativas. P
<0.01
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En el cuadro 5 se muestran los resultados del analisis de comparacion de medias

de las especies para la Demanda Quimica de Oxigeno. Mediante la comparacion

de medias se determiné que todas las especies en la Demanda Quimica de

Oxigeno, no presentaron diferencia significativa alguna, segun la prueba de Tukey

(p= 0.05).

Cuadro 5. Comparacién de medias de cinco especies utilizadas como soporte para el
desarrollo de una biopelicula nitrato reductora para el caso de Consumo de la Demanda
Quimica de Oxigeno.

Tratamiento Especies Valores
T1 PA 0.1100 A
T2 CY 0.0988 A
T3 Cs 0.0969 A
T4 FN 0.0896 A
T5 VM 0.0839 A

Medias con las mismas letras no son significativamente diferentes. PA: Pinus halepensis. CY: Coyonoxtle.

CS: Cupressus sempervirens. FN: Fibra de nopal. VM: Viruta de madera
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CANTIDAD DE DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

PA (6 cY FN VM
W ESPECIES 0.11 0.0969 0.0896 0.0988 0.0839

Fig. 5 Reaccién de la Demanda Quimica de Oxigeno en base a las especies

La velocidad inicial a la que disminuye la concentracion de nitrato a lo largo del
reactor batch con las diferentes especies conteniendo biopelicula desnitrificante es
mas alta que la velocidad a la que disminuye la DQO, lo que indica que el proceso
para la DQO no tiene diferencias significativa alguna en base a las especies por el
tiempo en que se realizo el experimento. Esto segun resultados de Alvarado et al,

2007; quienes trabajaron con Opuntia imbricata y obtuvo resultados similares.
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En el cuadro 6 se muestran los resultados del analisis de comparacion de medias
de las horas para la Demanda Quimica de Oxigeno de efectos de cinco especies
catalizadas por biopeliculas. Mediante la comparacion de medias se determind
gue en base a el tiempo se realizo el proceso de la Demanda Quimica de Oxigeno
en menor tiempo, esto segun la prueba de Tukey (p= 0.05) todas las horas
presentaron deferencia significativa alguna segin se muestra.

Cuadro 6. Comparacién de medias de cinco especies utilizadas como soporte para el
desarrollo de una biopelicula nitrato reductora para el caso de Consumo de la Demanda
Quimica de Oxigeno en horas.

Horas valores
4 0.1720 A
20 0.0829 B
34 0.0326 C

Medias con las mismas letras no son significativamente diferentes
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V. CONCLUSIONES

De a cuerdo a los resultados obtenidos, los soportes que consumieron mas nitrato
en menor tiempo fueron la Viruta de Madera seguido del Coyonoxtle, por lo cual,
se recomienda la Viruta de madera para ser utilizado para la remocion de nitrato
ya que en el caso de los conos del Pinus y el Cupressus debido al tratamiento

siguieron liberando material orgénico.
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