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Evaluation of denitrifying process in continuous with halotolerant consortium.

Abstract

Among the biological processes used for the treatment of effluent with nitrogen compounds, is the
denitrifying process, which is highly selective for the removal of nitrate coupled to the oxidation of organic
matter, including compounds know as recalcitrant, obtaining high percentages removal of substrates;
additionally, coupled to the problem of discharges with high content of nitrogen compounds, are water-
containig high concentrations of salts, therefore the aim of this work involves looking for microorganisms
capable of carrying out the denitrifying continuous process in conditions of salinity. To achieve this, different
microorganisms were isolated on selective medium, which were taken from sediments in the Bay of sea salt
(San Ignacio Rio Muerto, Sonora). There were isolated 21 strains, which were characterized morphologically
and biochemically, proving that some of them are capable of reducing nitrate.

To assess the ability of halotolerant microorganisms isolated to conducting denitrifying process, a upflow
anaerobic sludge blanket (UASB) reactor under continuously denitrifying conditions was operated, fed with
acetate, adjusting the nitrate in a stoichiometric ratio C/N of 1.1 with hydraulic residence time (HRT) of 2 d.
The loading rate was 78.1 + 9.4 mg C-acetate/l.d and 82.8 + 6.8 mg N-NO3/l.d showing the complete
oxidation of acetate coupled to denitrification, consumption efficiencies obtained during the operation were
100% for the carbon compound and nitrate.
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Resumen

Dentro de los procesos biolégicos utilizados para el tratamiento de efluentes con compuestos nitrogenados, se
encuentra el proceso desnitrificante, el cual es altamente selectivo para la eliminacion de nitratos acoplado a
la oxidacién de materia orgénica, incluyendo a los compuestos conocidos como recalcitrantes, obteniendo
elevados porcentajes de eliminacion de sustratos; ademds, aunado al problema de descargas con altos
contenidos de compuestos nitrogenados, se encuentran las aguas con elevadas concentraciones de sales, por lo
que el objetivo de este trabajo implica buscar microorganismos que sean capaces de llevar el proceso
desnitrificante en continuo bajo condiciones de salinidad. Para conseguir este fin, se aislaron diferentes
microorganismos en medios selectivos, los cuales fueron tomados de sedimentos procedentes de la salina de
Bahia de lobos (San Ignacio Rio Muerto, Sonora). Se lograron aislar 21 cepas, las cuales se caraterizaron
morfologicamente y bioquimicamente, resultando que algunas de ellas presentaron capacidad nitrato
reductora.

Para evaluar la capacidad de los microorganismos halotolerantes aislados de llevar a cabo el proceso
desnitrificante, se arrancé un reactor de lechos de lodo de flujo ascendente (UASB) en continuo bajo
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condiciones desnitrificantes, alimentado con acetato, ajustando el nitrato en una relacion estequiometrica C/N
de 1.1 con un tiempo de residencia hidraulico (TRH) de 2 d. La velocidad de carga fue de 78.1 + 9.4 mg C-
acetato/l.d y 82.8 = 6.8 mg N-NO,7/l.d, observandose la oxidacién completa del acetato acoplada a la
desnitrificacion, obteniendo durante la operacién eficiencias de consumo de 100% para el compuesto

carbonado y para el nitrato.
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Introduccion

Poca cantidad del agua del planeta es directamente
utilizable para las actividades humanas, ya que la
mayor parte esta en forma salina o congelada.
Segln Vitousek et al. (1997), el hombre actual
utiliza mas de la mitad del agua fresca disponible y
alrededor del 70% de ésta, se aplica en la
agricultura. Asi mismo, las practicas agricolas han
originado la introduccién masiva de nitrdgeno en
suelos y aguas, causando deterioros y desequilibrio
para el ambiente (Smil, 1997; Richardson, 2000).
Aunado a la descarga de compuestos nitrogenados
al ambiente, se encuentran otros compuestos de
gran importancia por sus implicaciones ambientales,
como los compuestos orgénicos, de dificil
oxidacién, conocidos como recalcitrantes.

La desnitrificaciéon puede ser definida como un
proceso respiratorio en el cual el nitrato es reducido
a nitrégeno molecular, ligado a la oxidacion de
materia organica, incluyendo a los compuestos
considerados recalcitrantes, hasta CO,, asi como la
oxidacién de compuestos azufrados reducidos (S*,
$,04%, 8 a sulfato. La eficiencia de eliminacién de
nitrato, asi como el rendimiento de conversion a N,
en el proceso de oxidacion, puede ser muy alta y
alcanzar valores cercanos al 100% (Sierra-Alvarez
et al., 2005; Cardoso et al., 2006, Meza-Escalante et
al., 2008). Los procesos fisicoquimicos para la
reduccion de nitrato pueden alcanzar también
eficiencias altas, pero con un alto costo de
operacion y el requerimiento de disposicion final de
desechos, por lo que no representan una solucion
efectiva, ya que solo trasladan el problema de un
lugar a otro (Mateju et al., 1992; Reyes-Avila et al.,
2004).

Durante las Gltimas décadas se ha demostrado que
las comunidades microbianas pueden encontrarse
en diversas  condiciones  adversas, como
temperatura, pH y salinidad, entre otras. Los
microorganismos que habitan estos ambientes
extremos son llamados extremdfilos, y poseen
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caracteristicas bioquimicas y metabdlicas que les
permiten vivir en habitats poco comunes, resultando
ser microorganismos muy Utiles para el desarrollo
de nuevos procesos biotecnolégicos. (Margesin &
Schinner, 2001; Van den Burg, 2003). Dentro de los
extremofilos hay microorganismos que viven y se
reproducen en ambientes de elevada temperatura,
como las fuentes termales (organismos termofilos).
Otros por el contrario, se desarrollan en ambientes
frios, proximos al punto de congelacion del agua
(psicréfilos). Los hay aquellos que toleran valores
extremos de pH, tanto bajos (acidéfilos) como altos
(alcal6filos) y también existen los que sobreviven
en ambientes de gran salinidad (haléfilos) (Podar &
Reysenbach, 2006).

La importancia de los extremdfilos se basa en
diversos aspectos. De manera particular, las
bacterias haldfilas moderadas y las halotolerantes
han alcanzado recientemente, un gran interés en el
campo de la degradacion de los residuos téxicos y
constituyen una importante alternativa a los
tratamientos microbiolégicos convencionales en
aquellos casos en los que éstos sean ineficaces,
como los procesos industriales que generan aguas
residuales salinas. Esto sucede, por ejemplo, en la
produccion de diversas sustancias quimicas como
los pesticidas, determinados productos
farmacéuticos, industrias de fabricacién y
manufactura de conservas de productos marinos y
vegetales, y los procesos de extraccién de petrdleo y
gas (Castillo et al., 1995; Ramirez et al., 2004).

La ecologia y diversidad de los microorganismos
haléfilos es muy variada; muchos de estos
microorganismos han sido aislados de hébitats que
presentan alta salinidad, ubicados en diferentes
puntos geograficos del planeta. (Ventosa et al.,
1995). Estas bacterias son faciles de cultivar y
presentan escasos requerimientos nutricionales; su
tolerancia a elevadas concentraciones de sales
reduce al minimo el riesgo de contaminacion en el
laboratorio; ademas, son (tiles en la biodegradacion
de residuos (Ramirez et al., 2004).
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Hamoda et al. (1995), afirman que el tratamiento de
las aguas residuales salobres mediante el uso de
lodos activados puede mejorarse mediante la
seleccion progresiva de microorganismos haléfilos,
aplicando un periodo previo de aclimatacion con
salinidad en el agua, pudiendo alcanzar una
remocién similar a la de lodos activados
convencionales de aguas dulces. Por otra parte,
Méndez-Gomez et al. (2008) encontraron que al
aumentar la salinidad en el agua residual se produjo
una reduccion en la cantidad de lodos activados,
reportando que al aumentar el periodo de adaptacion
de 1 a 3 meses, se logra conservar la eficiencia en la
degradacion, por lo que se puede aprovechar la
condicion de este tipo de microorganismos de estar
presentes cominmente a lo largo de las costas. Por
otro lado, se ha encontrado que los
microorganismos de suelos salinos, como los
presentes en el lago de Texcoco, pueden inmovilizar
una gran concentracién de nitrato (NOj) en
presencia de sustratos que se descomponen
facilmente produciendo nitrito (NO;) y amonio
(NH4"), en el suelo del mismo lago (Vega-Jarquin,
2003), por lo que es interesante evaluar si este tipo
de microorganismos extraidos de diferentes
sedimentos pueden llevar a cabo el proceso
desnitrificante para el tratamiento de aguas
residuales con compuestos carbonados y
posteriormente, de manera simultanea con
compuestos azufrados, en condiciones de salinidad
elevada. Cabe sefialar que bajo este escenario, se
podrian tratar aguas residuales con altos niveles de
compuestos nitrogenados y alto contenido de sales
como el caso de la industria petroquimica; asi como
biorremediar sitios como lagunas costeras o lagos
salinos.

Materiales y método

Sitio de muestreo

La zona de muestreo se ubica en Bahia de lobos
(San Ignacio Rio Muerto, Sonora), el cual se
localiza en latitud: 27°24°47’°, longitud: 110°
14’48’ al suroeste del estado de Sonora.

Muestreo

Se llevé a cabo tomando dos muestras distintas en
las orillas de la salina de Bahia de lobos (San
Ignacio Rio Muerto, Sonora). Se descartaron los
primeros 5 cm de profundidad, con la ayuda de una
pala; ya que se logro distinguir solo sal, por lo que
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las muestras se recolectaron en los siguientes 10 cm
de profundidad. Las muestras fueron guardadas en
condiciones asépticas a una temperatura de -4°C,
para su posterior analisis siguiendo la metodologia
reportada por Valenzuela-Encinas et al. (2009).

Aislamiento

Se prepararon tres medios selectivos para aislar
microorganismos salinos, mismos que se reportan
en la literatura, bajo condiciones similares a las del
presente estudio; Halovivax, Natronobacter y
Marine broth. Se utiliz6 la técnica de dilucién y
siembra en placa para el aislamiento de los
microorganismos, incubandose por 3 dias a 37 °C.
Las colonias observadas posteriormente de su
incubacion se resembraron en el mismo medio de
cultivo para obtener la cepa pura (Michael et al.,
1993).

Medio de crecimiento

Los microorganismos aislados crecieron y se
conservaron en medio Agar Marine (DIFCO) y
Marine Broth (DIFCO). El crecimiento se llevo a
cabo a una temperatura de 37 °C durante 3 dias de
incubacidn, a una salinidad del 2 %.

Disefio del medio del cultivo para el bioreactor

Se puso en marcha un reactor desnitrificante tipo
lecho de lodos de flujo ascendente (UASB) de 1.6 |.
El influente se constituyé de 2 medios de cultivo
(uno con la fuente de N y la fuente de C y el otro
con el medio marino), buscando no provocar un
stress fuerte al consorcio microbiano, de tal manera
que inhibiera su crecimiento. La composicion de la
fuente de carbono y nitrégeno alimentada al reactor
fue (g/l): CH;COONa (1.16), NaNO; (1.92),
KH,PQO, (0.6), K,HPO, (1.6), MgCl,*6H,0 (0.2) y 2
ml/l de la solucion de elementos traza, cuya
composicién ha sido descrita previamente por
Meza-Escalante et al., (2008).

Para identificar si el reactor se encontraba en
régimen estacionario, se realizaron mediciones de
los compuestos carbonados (medidos como DQO) y
nitrogenados (NO3', NOy") en el influente y efluente
del reactor respectivamente, para calcular las
velocidades de carga y descarga de carbono y
nitrégeno con respecto al tiempo.

Métodos de medicion
Antes de realizar los anélisis las muestras fueron
filtradas a través de una membrana de nylon de 0.45
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pm. Los iones NO3" y NO," fueron cuantificados por
el método de reduccion de nitrato a través de una
columna de cadmio cuperizado. La materia organica
fue determinada por el método estandar para
determinacion de DQO (método HACH). EI
carbono organico total y el carbono inorganico se
determinaron en un analizador de carbono organico
total. Los solidos suspendidos volatiles fueron
analizados por el método estandar (APHA). Para el
analisis del proceso desnitrificante se determinaron
variables de respuesta como eficiencias de consumo
de sustratos, asi como las velocidades especificas de
consumo.

Resultados y discusién

Obtencién y caracterizacion de las cepas

Se obtuvieron 21 cepas aisladas de suelos salinos
con  caracteristicas  morfoldgicas  distintas,
realizando un estudio sobre sus propiedades
bioguimicas mostradas en tabla 1.

Como se puede observar, las cepas M25, M23E,
M25Z M25A, M23C y H14A presentaron actividad
nitrato reductasa, por lo que éstas pueden utilizarse
en la degradacion de residuos tdxicos en un proceso
desnitrificante, presentdndose por otra parte, una
leve actividad nitrato reductasa en las cepas M13E y
M23A.

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las cepas aisladas de muestras de sedimentos procedentes de Bahia de

Lobos.
caseina
M14B  Cocoide + * - - - + - - -
M13B  Cocoide + - - + + + - - -
M14A Bacilar + - - - + R - * R
M23D Cocoide + - - - - - - + -
N25Y Cocoide + - + + - + - + -
M13E Bacilar + + + + - + - - *
H14C Cocoide + - - + - - - * R
M25 Bacilar - + + - + - - + +
M13D  Cocoide + * - + + - - R R
M23E Cocoide + * - + + + - - +
M23B  Cocoide - - + + - + - - R
M25Z Cocoide + - + - + + - + +
H14B Cocoide - - - - - + - - R
M23A  Cocoide + - - - R R - R *
M23C Bacilar + - + - - + - R +
H14A  Cocoide + * + - - + - R +
M14C Bacilar + * - - - + _ * _
N25Z Cocoide + + + + + + - - -
M25A  Cocoide + + - + + + - - +

(*) + levemente
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Reactor en continuo

El reactor contaba con un dispositivo para la
recoleccion del biogas formado, el cual consistié de
una columna de solucion salina saturada. El reactor
se inoculd con un consorcio elaborado con las 21
cepas microbianas aisladas procedentes de los
suelos salinos de la zona de Bahia de Lobos (San
Ignacio Rio Muerto, Sonora), midiendo la
concentracion de biomasa, expresada como sélidos
suspendidos volatiles (SSV), obteniendo una
concentracion final de 4.9 g SSV/L.

El reactor desnitrificante se aliment6 a una relacion
estequiométrica tedrica C/N de 1.1, con acetato
como fuente de carbono. Cada medio (marino y
fuente de carbono y nitr6geno) se alimentd al
reactor a través de una bomba peristaltica
obteniendo una concentracion al 1% de salinidad y
un tiempo de retencion hidraulica (TRH) de 2 dias.
Durante la operacion del reactor, se obtuvieron
velocidades de carga de 82.8 £ 6.8 mg N-NOs/l.d y
78.1 + 9.4 mg C-acetato/l.d.

Como se observa en la figura 1, no hubo presencia
de NO3 ni NO, en el efluente del reactor,
obteniendo una eficiencia de consumo de nitrato
(Enos.) del 100 %. La eficiencia en el consumo de
los compuestos carbonados, medidos como DQO,
fue del 92%. A pesar de no cuantificar el N,
producido, se puede inferir cdmo ocurrié el proceso
desnitrificante en base a los datos experimentales

obtenidos; las altas eficiencias de consumo de
acetato y nitrato, la presencia despreciable de NO3
y NO," en el sistema, sugieren que la mayoria del
nitrato consumido fue reducido a N, y que el
consorcio utilizado como inéculo en el reactor
UASB, llevo a cabo el proceso desnitrificante.

Conclusiones

Los microorganismos aislados en la zona de Bahia
de lobos (Sonora), son caracterizados como
microorganismos halotolerantes debido a su
crecimiento en condiciones de alta y baja
concentracion de salinidad. Estos microorganismos
actualmente constituyen una alternativa importante
en la degradacion de residuos toxicos, mostrando la
capacidad de |llevar el proceso desnitrificante
mediante e consumo de la materia organica utilizada
(acetato), obteniendo una eficiencia de consumo de
sustratos del 100%.
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Figura 1. Perfil de los compuestos nitrogenados del reactor desnitrificante en continuo.
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