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aminas aromaticas en un proceso anaerobio desnitrificante

E. R. Meza Escalante’’, R. G. Ulloa Mercado?, D. Serrano Palacios’, A. M. Renteria Mexia?, L.
A. Leyva Soto®, L. M. Diaz Tenorio?, P. Gortares Moroyoqui

!Departamento de Ciencias del Agua y Medio Ambiente. Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias. Instituto Tecnoldgico
de Sonora, 5 de Febrero 818 Sur, Colonia Centro CP 85000, Ciudad Obregén Sonora México.

Evaluation of the application of co-substrates in the elimination of aromatic amines in a denitrifying anaerobic
process.

Abstract

Different industries such as textile, paper, cosmetics, and pharmaceutical are a sector that produces a large
amount of wastewater, which are discharged into the aquifers, rivers, and lakes, without giving them a
conventional treatment, which generates great pollution problems. Some studies have shown that degrading
the allura red azo dye results in the breaking of the azo bond, causing the activation of aromatic amines like as
aniline and p-cresidine , which are a problem for the public and environmental sectors. The objective of this
project was to evaluate the elimination (as well as the effect of a co-substrate) under denitrifying conditions of
the aromatic aniline and p-cresidine amines. Initially, the behavior of the aromatic amines aniline and p-
cresidine was studied separately, and then in a mixture at a concentration of 50 mg/L, having an unfavorable
result for aniline, therefore the study with p-cresidine was continued, since this amine had a removal
percentage of 40.5 + 2.1%. Kinetics were performed for a period of 216 hours each, separately, to evaluate the
effect of sodium acetate and methanol as co-substrates at a concentration of 50 mg/L. The percentages of p-
cresidine removal were 22.7 + 1.01% using methanol and 22.8 + 1.43% with sodium acetate, showing that the
co-substrate did not contribute to the oxidation process of the amine; instead, a favorable effect was observed
in the elimination of nitrate, since the elimination percentages reached up to 56 + 1.4% in the presence of
acetate, and 80 £ 0.39% with methanol.
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Resumen

Diferentes industrias como textil, papelera, cosmética y farmacéutica son un sector pablico que producen una
gran cantidad de aguas residuales, las cuales son vertidas a los mantos acuiferos, rios y lagos, sin darles un
tratamiento conveniente, lo cual genera grandes problemas de contaminacion. Algunos estudios han
demostrado que al degradar el colorante rojo allura se ocasiona el rompimiento del enlace azo, provocando la
activacion de aminas aromaticas como anilina y p-cresidina siendo éstas una problemaética hacia el sector
publico y ambiental. El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de cosustratos, en condiciones
desnitrificantes, en la eliminacion de las aminas arométicas anilina y p-cresidina. Inicialmente se estudio el
comportamiento de las aminas aromaticas anilina y p-cresidina por separado, y después en mezcla a una
concentracion de 50 mg/l, obteniendo un porcentaje de remocién 40.5+2.1% para la p-cresidina, continuando
el resto del estudio con esta amina ya que no se presentd una eliminacion favorable para anilina. Se
realizaron cinéticas por un periodo de 216 horas cada una, por separado, para evaluar el efecto del acetato de
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sodio y metanol como cosustratos a una concentracion de 50 mg/l. Los porcentajes de remocion de p-
cresidina fueron de 22.7+1.01% utilizando metanol y 22.8+1.43% con acetato de sodio, mostrando que el
cosustrato no contribuyé al proceso de oxidacion de la amina; en cambio, se observa un efecto favorable en
la eliminacion de nitrato, ya que los porcentajes de eliminacidn Ilegaron hasta un 56+1.4% en presencia de

acetato y 80+0.39% con metanol.

Palabras claves: proceso anaerohio, aminas aromaticas, cosubstratos, desnitrificacion.

Introduccion

En Meéxico el problema de la contaminacion del
agua es cada dia mas preocupante ya que el
continuo crecimiento de la poblacion, asi como el
desarrollo industrial, agricola 'y comercial,
demandan cada vez mayor cantidad de agua, lo que
ha provocado una sobreexplotacion del recurso y la
generacion de agua residual, asi como su vertido a
los cuerpos de agua, provoca una mayor afectacion
del ecosistema lo que agrava el problema (Pifia,
2007). Por otro, lado el desperdicio y manejo
inadecuado del agua por parte de los usuarios son
factores de impacto que contribuyen a la escasez
cada vez méas marcada del agua en el pais.

La industria textil es un sector productivo que
demanda una gran cantidad de agua en sus procesos
y los principales compuestos que utiliza en el tefiido
de telas son los colorantes azo. Debido a que
muchos de estos colorantes tienen un grado de
fijacion muy bajo en las telas, una cantidad
importante termina en las aguas residuales
generadas por este tipo de empresas. Con el
aumento en la demanda de productos textiles, esta
industria  ha incrementado los volimenes de
descargas de aguas residuales, siendo este uno de
los principales problemas de contaminacién en el
mundo (Cervantes, 2008).

Los colorantes sintéticos son compuestos organicos
altamente solubles en agua, y se utilizan en el tefiido
principalmente de textiles y alimentos. La mayor
parte de estos compuestos tiene como caracteristica
un doble enlace nitrégeno-nitrogeno (N=N). La
generacion de efluentes que contiene este colorante,
constituyen uno de los mayores problemas de
contaminacion ya que durante el proceso de tefiido
de un 15 - 50% del colorante utilizado queda
remanente y se vierte como agua residual sobre los
cuerpos de agua (Rios et al., 2013).

Las descargas de colorantes en el medio ambiente
deben evitarse no sélo por razones estéticas, sino
también porque el colorante azo y los productos
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derivados del rompimiento del enlace azo son
toxicos a la vida acudtica y mutagénicos a los
humanos (Weisburger, 2002). Al eliminar el
colorante de las aguas residuales, se rompen enlaces
tipo azo que trae como consecuencia la generacion
de las aminas aromaticas.

Los colorantes tienden a tener una gran persistencia
en el medio ambiente, ya que generalmente se
elaboran para tener una estabilidad quimica y
fotolitica (Van der Zee et al., 2003). Al momento de
tratar el colorante con los procesos anaerobios, se
activan aminas arométicas ya mencionadas
anteriormente, trayendo grandes consecuencias
negativas, ya que su eliminacion bajo estas
condiciones es muy lenta, requiriendo ademéas de
procesos aerobios para completar su oxidacion.

Las aminas son derivados organicos del amoniaco
con uno o mas grupos alquilo o arilo enlazados al
atomo de nitrogeno (Wade, 2011). Una de las
caracteristicas importante de las aminas aromaticas
es su potencial de toxicidad, ya que poseen una
cierta actividad cancerigena. En general, todas las
aminas son consideradas muy tdxicas por ingestion,
inhalacion y absorcion dérmica (Garrigds, 2003).
Las aminas aromaticas son derivados de los
hidrocarburos arométicos, como el benceno,
tolueno, naftaleno, antraceno y difenilo, por
sustitucion del grupo amino, estas constituyen un
gran grupo de compuestos de interés técnico y
comercial. A partir de estas se pueden obtener gran
diversidad de colorantes, tras la degradacion de
estos colorantes aparecen las aminas aromaticas. No
obstante también se utilizan para la produccién de
farmacos, herbicidas, insecticidas y demas
sustancias quimicas.

Las aminas aromaticas producto de la degradacion
del rojo allura pueden ser diversas debido a la
complejidad del colorante. También es posible que
se encuentren a niveles traza en muestras de
colorante, como en el estudio realizado por
Richfield-Fratz et al. (1989) en el que se extrae por
solventes el rojo allura de una solucién acuosa, y a
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su vez las aminas libres fueron trasferidas a una
solucién 4acida, para posteriormente caracterizarse
por cromatografia liquida de alto desempefio
encontrando en lotes comerciales de rojo 40, trazas
de 4-nitro-p-cresidina, p-cresidina y la anilina. Tales
aminas fueron también identificadas por Lancaster y
Lawrence (1991), lo cual nos sugiere la presencia de
estos compuestos en los efluentes con altas
concentraciones de rojo allura, después de la
reduccion del colorante. Debido a esto, es necesaria
la busqueda de procesos para la eliminacion
eficiente de las aminas arométicas y ademas
requieran de menores costos de operacion que los
procesos aerobios utilizados convencionalmente
después de la reduccion del colorante para la
eliminacién de las aminas, podria continuarse con la
aplicacion de un proceso anaerobio, aprovechando
otras estrategias que mejoren estos procesos como
el uso de cosustratos que se ha implementado
anteriormente con estos compuestos (Haug et al.,
1991; Razo-Flores et al., 1997).

El proceso biol6gico de desnitrificacion consiste en
la transformacién de los nitratos a nitrogeno
molecular, en ausencia de oxigeno (Arriechi et al.,
2011). Se contempla que el proceso de
desnitrificacion biologica tiene la capacidad de
contribuir a la eliminacion de las aminas
aromaticas; segin Meza-Escalante (2011), este
proceso es altamente selectivo para la eliminacién
de nitrato, acoplado a la oxidaci6on de materia
orgénica asi como algunos compuestos inorganicos.
Se ha demostrado la capacidad de este proceso de
eliminar compuestos considerados recalcitrantes
como los compuestos fendlicos y tolueno (Martinez
et al.. 2007, Meza-Escalante et al., 2008)

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
aplicacion de un proceso desnitrificante para la
eliminacién de aminas aromaticas, anilina y p-
cresidina, asi como el efecto de cosustratos, con el
fin de complementar la eliminacion del colorante
rojo allura bajo condiciones anaerobias.

Materiales y métodos

Estabilizacién de biomasa

Se instal6 un reactor UASB de 0.755 | con un
Tiempo de Retencion Hidraulica (TRH) de 2 dias en
promedio. El reactor operé bajo condiciones
desnitrificantes, utilizando el acetato de sodio como
Unica fuente de carbono y el nitrato de sodio como
Unica fuente de nitrdgeno. Se midi6 la
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concentracion de biomasa presente en el reactor,
como solidos suspendidos volatiles (SSV),
frecuentemente se obtuvo muestra del influente y
efluente de reactor para determinar DQO, nitratos
(N-NO3) vy nitritos (N-NOy) y con ello determinar
las condiciones y la eficiencia del proceso
biol6gico.

Cinéticas control

Se realizaron dos experimentos en lote, una cinética
abidtica y una cinética con biomasa inerte, con el
propésito de identificar la capacidad de los
microorganismos de realizar el proceso de
oxidacidn de las aminas aromaticas. Se suministro a
cada botella 50 mL de sustrato, 5 mL de anilina y
5ml de p-cresidina, a una concentracion de 600 mg/I
de cada amina con el fin de obtener una
concentracion dentro de cada botella de 50 mg/l. La
diferencia entre las cinéticas fue la presencia de
biomasa en una de ellas, la cual se sonico con el fin
de romper las paredes de los microorganismos y
tener como resultado una biomasa inactiva o
muerta. Se realizaron por duplicado y se tomé
muestra de cada botella a las 0, 48 y 196 horas para
la realizacion de los andlisis correspondientes.
Cinéticas bidticas

Las cinéticas bioticas se realizaron en botellas
serolégicas de 160 mL, por duplicado. Se utilizé un
volumen de 60 mL con una concentracion de 50
mg/L de cada amina, inicialmente, se realizaron
experimentos con las aminas por separado y
posteriormente, con la mezcla de las mismas. A
cada botella se le agreg6 2 g SSV/L de biomasa ya
estabilizada, después se les realizdé un purgado con
helio con el fin de desplazar el oxigeno y generar
una atmosfera anaerobia. Posteriormente, se sell6 y
se volvio a purgar ahora el espacio de cabeza con el
mismo fin. Las botellas permanecieron en
incubacién a temperatura constante de 30 °C y en
agitacion a 250 rpm para garantizar la
homogenizacion de la fase liquida y el contacto con
la biomasa. Se tomaron muestras en los tiempos 0,
6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 192 y 216 h, para
realizar los analisis respectivos.

La cinética bidtica con cosustrato consistié en la
evaluacion de la participacion de metanol y acetato
de sodio como posibles cosustratos en el proceso
desnitrificante para la eliminacion de aminas
aromaticas. Se realizaron botellas por duplicado, a
cada botella se le agreg6 45 ml de sustrato, 5 ml de
anilina, 5 ml de p-cresidina, cada una de las aminas
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con una concentracion inicial de 50 mg/L y por
ultimo se afiadié 5 ml de cada sustrato para obtener
una concentracion de 50 mg/L de metanol y acetato
respectivamente, para cada experimento. Se siguié
el mismo procedimiento para la cinética biotica,
tomandose muestras en diferentes tiempos (0, 6, 12,
24,48, 72, 96, 120, 144, 192 y 216 h), para realizar
los analisis correspondientes.

Métodos de analisis

El método utilizado para la determinacion de DQO
es el HACH, la determinacion de nitratos se realizé
con el método 418-A y los nitritos con el método
419 de los métodos estandar del APHA (2012). La
determinacion de sélidos suspendidos volatiles se
llevd a cabo también con el método estandar
(APHA, 2012).

La medicion de anilina se realizd6 mediante un
espectrofotémetro Spectroquant Pharo 300 a una
longitud de onda de 193 nm, de la misma manera, la
p-cresidina se midi6 a una longitud de onda de 202
nm. Para la cuantificacién de las aminas aromaticas
en mezcla, se desarrollé un método en el HPLC,
marca Agilent Technologies 1200-60,90 SERIES
con una Columna Bonus RP C18 5uM 4.6 x 250
mm y detector de diodos. En la fase mévil se utilizé
una mezcla por gradiente de metanol-agua 80-20%
por gradiente con un flujo de 0.8 ml/min. La lectura
se realizé a una longitud de onda de 235 nm para
ambas aminas.

Resultados y discusion

Cinéticas controles

Las cinéticas controles tuvieron una duracién de
192 horas. En las pruebas abidticas, no se presentd
cambio significativo en las concentraciones de las
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aminas en cada cinética con relacion al tiempo
anilina inicialmente tuvo una concentracion
49.95 mg/l y finaliz6 con 47.71 mg/l con un
porcentaje de remocion de 4.5£0.89%. La p-
cresidina presentd un comportamiento similar
teniendo un valor inicial de 41.78 mg/l y final de
38.73 mg/l con un porcentaje de remocion de
7.29+1.86%. Para las cinéticas con biomasa inerte,
la anilina presentd solamente un porcentaje de
remocion de 5.40+0.47%. Por otra parte, la prueba
con p-cresidina inicid con una concentracion de
51.53 mg/l y finalizd con 47.33 mg/l, lo que
representaria un porcentaje de remocién de
8.15+3.7%.

Cinética bicdtica anilina y p-cresidina a 50 ppm

En la figura 1a) se observa como la anilina presentd
una disminucion de la concentracion durante las
primeras horas de la prueba (12 h) para después
permanecer estacionaria, logrando un porcentaje de
remocion de 21.3+0.46%, esto podria ser debido a
un efecto inhibitorio o toxico de esta amina para los
microorganismos. Por otro lado, se puede observar
como hubo una disminucion de la concentracion de
nitrato con un porcentaje de remocion de
52.9+0.8%.

En la figura 2a), se puede ver que la p-cresidina
logr6 tener un comportamiento acoplado al
compuesto nitrogenado, dando resultados favorables
para el consumo de ambos sustratos. Esta amina
obtuvo un porcentaje de remocién de 39.0+5.2 y de
nitrato 45.2+4.9%. Segun Ullmann et al. (1992) las
bajas eficiencias de remocién obtenidas pueden
deberse a la poca degradacion en los procesos
anaerobios y a la ausencia de estrategias que
favorezcan la oxidacion de las aminas como la
aplicacion de mediadores redox.
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Fiaura 1. Comnortamiento de anilina v comnuestos nitroaenados en cinética bidtica.
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Figura 2. Comportamiento de p-cresidina y compuestos nitrogenados en cinética biética.

Cinética bidtica mezcla de aminas

Para la cinética bidtica se utilizd una concentracion
de 50 mg/l de ambas aminas (p-cresidina y anilina),
se presentd una disminucion de la concentracion de
la p-cresidina, al cabo de 216 horas se obtuvo una
remocién del 40.5+2.11%, una casi nhula remocion
de anilina, de la misma manera que en el
experimento donde se encontraba como Unico
sustrato organico, confirmando que no existe la
capacidad por parte de los microorganismos de
tomar esta amina como fuente de energia. Con
respecto a la reduccion del NOs, se observd un
proceso acoplado con la oxidacién de las aminas,
obteniéndose una eficiencia de eliminacién de
nitrato del 40+0.5% en presencia de p-cresidina
(datos no mostrados). Con base en estos resultados,
para evaluar el efecto de los cosustratos, se continuo
usando solamente p-cresidina.

De forma similiar, Huerta (2007), realizé un estudio
acerca de la biodegradacion de una mezcla de
aminas aromaticas, obteniendo como resultado que
la poblacion bacteriana inmovilizada fue capaz de
degradar eficientemente una mezcla de sulfanilico y
b-naftol, en cambio, para una concentracién de 50
mg/l de sulfanilico y bencensulfonado de sodio,
obtuvo un porcentaje de remocion de DQO de 33%,
esto indica que el becensulfato de sodio result6 ser
inhibitorio o téxico para la poblacion bacteriana, lo
que hizo que las eficiencias de remoci6n de esta
mezcla fueran bajas.

Cinéticas con cosustrato

Los sustratos evaluados fueron acetato de sodio y
metanol, ya que son compuestos de facil oxidacion
biologica. En la figura 3 se puede observar el
comportamiento de p-cresidina utilizando los
cosustratos mencionados anteriormente, en ambos
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casos se obtuvo el mismo porcentaje de remocién
para las aminas con valores promedio del 22%.
Melgoza y Buitron (2001), estudiaron la influencia
del tipo de cosustrato en la fase reductiva del
proceso anaerobio/aerobio para la degradacion del
p-nitrofenol, usando acetato de sodio, agua residual
y propionico, obteniendo resultados mas favorables
en la eficiencia de remocion de p-nitrofenol al
utilizar el acido propiénico como cosustrato. Por el
contrario, el acetato de sodio no tuvo un impacto
favorable en la eliminacion de p-cresidina en el
presente trabajo, como tampoco lo fue el metanol,
esto puede deberse a que los cosustratos utilizados
estan competiendo con la amina debido a su facil
oxidacién en un proceso desnitrificante. En el caso
de la eliminacion de nitrato, se obtuvo un
80.3+0.39% reduccion del N-NOj3™ con metanol y un
56.6+1.35% de reduccion de N-NOs;. con acetato.
Estos porcentajes de remocidon de nitratos son
mayores en presencia de cosustrato, esto puede
deberse a una mayor concentracion de sustrato y el
proceso cuenta con una mayor cantidad de sustrato
donador de electrones, lo que puede ocasionar el
aumento de la eficiencia de reduccion del nitrato.

Conclusiones

Al evaluar la eliminacion de las aminas aromaticas
anilina y p-cresidina mediante un proceso
desnitrificante, se concluye que este proceso tiene
una capacidad media de eliminar la amina p-
cresidina a 50 ppm, obteniéndose eficiencias de
remocion del 39.0+5.2% y del 40.5+2.1%, estando
en mezcla con anilina con 50 ppm de cada amina.
En el caso de la anilina, se obtuvo una pobre
eliminacidn al estar por separado (21.3+0.46%) y no
pudo ser eliminada al estar en mezcla con p-
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Figura 3. Cinética p-cresidina con cosustratos (acetato y metanol).

cresidina, obteniéndose solo una eliminacion del
1.6+0.4605%. Al evaluar los distintos cosustratos,
para la oxidacion de p-cresidina, se obtuvo un
porcentaje de remocion de 22.7+1.01% con metanol
y un 22.8+1.4% con acetato, lo que nos indica que
el cosustrato no contribuyé a la oxidacion de la
amina, ya que las eficiencias de consumo se vieron
reducidas en un 20% aproximadamente. En cambio,
se observa un efecto favorable en la eliminacion de
nitrato, ya que los porcentajes de eliminacién
llegaron hasta un 56+1.4% en presencia de acetato y
80+0.39% con metanol, lo cual seria de beneficio
para la eliminacion simultinea de este nutriente.
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