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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son utilizados en varias industrias (petroquimicas,
farmaceduticas, plasticas) y estan presentes en una amplia variedad de efluentes
(USEPA, 2000). EI fenol y sus derivados son compuestos toxicos que tienden a
acumularse en los cuerpos receptores cuando las aguas residuales son desechadas
sin un tratamiento adecuado. Existen en la actualidad diversos procesos de
degradacion de compuestos fendlicos que han demostrado ser efectivos, estos
incluyen tratamientos fisicoquimicos (Fenton, ozonizaciéon, UV, peréxido de
hidrégeno) y biolégicos (Gogate y Pandit, 2004). Debido a que los compuestos
fendlicos poseen un impacto negativo sobre los microorganismos presentes en los
lodos actvados, generalmente debe emplearse una combinacion de tratamientos
quimicos y biolégicos (Riccio y col, 2004). Sin embargo, durante la oxidacion
quimica se generan compuestos que suelen ser mas toxicos y menos
biodegradables que los compuestos originales (Hsu y col, 2004; Santos y col, 2004).
Aunque la biodegradacion de fenol ha sido ampliamente investigada, la
biodegradacion de los compuestos generados por oxidacion parcial de fenol ha
recibido menos atencion (Orupdld y col, 2001). Se ha informado que hidroquinona,
catecol y benzoquinona pueden inhibir los lodos activados (Santos y col, 2004;
Suarez-Ojeda y col, 2007). Por ello es importante conocer la forma en que un lodo
activado puede responder a cambios en la composicidon y concentracion de
compuestos toxicos en aguas residuales (Orupdld y col, 1999). La respirometria es
una técnica ampliamente utilizada para el estudio de la biooxidacién de compuestos
téxicos. Esta técnica ha sido empleada para determinar la demanda biolégica de
oxigeno, en la evaluacion de parametros cinéticos y la toxicidad de aguas residuales
(Lepik y col, 2003; Marsili-Libelli y Tabani, 2002; Vanrolleghem, 2002).

En el presente trabajo la técnica de respirometria abierta fue utilizada para estudiar
el efecto toxico en forma individual y conjunta de fenol y de dos intermediarios
generados durante la oxidacién parcial de fenol (pirogalol, p-hidroquinona), en la
velocidad de respiracion de lodos activados.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos. El fenol y todas las sales inorganicas fueron de grado reactivo de Anedra
(San Fernando, Argentina). El pirogalol y p-hidroquinona fueron de grado reactivo de
Biomed Inc. (Aurora, Ohio).

Lodos Activados y condiciones de cultivo. Los lodos activados fueron cultivados
en un reactor semicontinuo de escala laboratorio (2.5 L); el tiempo de residencia
hidraulico fue de 3.3 dias y el tiempo de residencia celular de 45 dias. La
concentracion de oxigeno disuelto fue mayor a 4 mgO, L™'h™, la concentracion de
biomasa fue de 6 g L™ y el pH final fue ajustado en 8. La biomasa fue aclimatada con
un medio de cultivo con 300 mg L™ de fenol como unica fuente de carbono y energia
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(Nuhoglu e Yalcin, 2005). Cuando se alcanzé el estado estacionario, los lodos
activados fueron utilizados como fuente de biomasa para todos los ensayos de
respirometria. La muestra de los lodos activados fue centrifugada a 2000 rpm y los
lodos fueron resuspendidos en 500 ml de buffer fosfato (K;HPO,, 1000 mg L™
KH,POQOy4, 500 mg L™). El pH fue ajustado en 7,5 por medio de adicion de gotas de de
una solucion concentrada de NaOH o H,SO, segun fuera necesario. Los lodos
lavados fueron colocados en el respirébmetro. La aireacion fue mantenida estable en
1 L min" utilizando un caudalimetro de alta precision. Cuando se alcanzé una
concentracion estable de OD se adicion6é un pulso del compuesto en estudio. Se
realizaron pulsos sucesivos individuales de 100 mg L™ de cada uno de los siguientes
compuestos: fenol, pirogalol y p-hidroquinona. Ademas, se realizé el estudio de la
biooxidacion conjunta de de 100 mg L™ de fenol + 50 mg L™ de pirogalol y de 100
mg L™ de fenol + 50 mg L™ de p-hidroquinona.

Ensayos respirométricos. Los ensayos de respirometria fueron realizados en un
respirometro de 500 ml. La muestra fue agitada y aireada de modo que la
concentracion de oxigeno disuelto (OD) fuera mayor a 4 mgO, L. La concentracion
de OD se determind con un electrodo de oxigeno (YSI modelo 5739) conectado a
una computadora. Antes de cada pulso del compuesto a estudiar se determiné el
coeficiente de transferencia de oxigeno (k.a) y la velocidad de respiracion enddégena
(OURgn) mediante un método dinamico (Ros, 1993). Posteriormente, se determind la
velocidad de respiracion exdogena (OURgx) que se produce en respuesta al agregado
del compuesto ensayado. Cuando se realiza el agregado de un sustrato, aumenta la
velocidad de respiracion y consecuentemente, la concentracién de OD disminuye. A
partir del balance de masa de OD en el reactor se obtiene:

OUR

ex

k,a(Cy-C)-OUR, — ‘(11? (Ecuacién 1)

donde C y Cs son las concentraciones instantanea y de saturacion de OD,
respectivamente. Conociendo C en funcién del tiempo y asumiendo que OURg, es
constante durante todo el experimento, la ec.1 permite calcular la velocidad de
respiracion asociada al consumo del sustrato agregado (OURc). El coeficiente de
oxidacion (Yoys), el cual representa la cantidad de oxigeno consumido por unidad de
sustrato oxidado, se calcula como:

oc |OUR,gt

Y, o=
o/s S, S,

(Ecuacion 2)

donde OC es el oxigeno consumido durante la oxidacién del sustrato y Sy es la
concentracion inicial del compuesto estudiado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del agregado sucesivo de compuestos fendlicos sobre OUR. y OC. Los
resultados obtenidos evidenciaron que los lodos activados aclimatados a fenol
fueron capaces de biooxidar individualmente todos los compuestos estudiados. Sin
embargo, las velocidades de oxidacion de los compuestos fueron diferentes (Fig. 1).
El valor inicial de OURcx para fenol fue aproximadamente 180 mgO, L' h', este
valor fue superior al obtenido para pirogalol y p-hidroquinona (100 y 42 mgO, L™ h™,
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respectivamente). Se pudo determinar que los valores de OURg para fenol y
pirogalol disminuyeron en funcion del numero de pulsos de sustrato agregado. Sin
embargo, mientras la actividad de respiracion para fenol disminuyd un 40% con
respecto al valor inicial en el pulso numero 20 (Fig. 1a), los valores de OURgx para
pirogalol disminuyeron en un 70% en el pulso numero 7 (Fig. 1b). Por el contrario,
los valores de OURc para p-hidroquinona se mantuvieron aproximadamente
constantes (Fig. 1c). Aunque la velocidad de oxidacion de los compuestos
estudiados fue funcion del numero de pulso, el coeficiente Yois se mantuvo
aproximadamente constante (Tabla 1). Los valores de Yq;s obtenidos para los
compuestos fenodlicos en este trabajo fueron similares a los informados por otros
autores. Watanabe y col. (1996) informaron un valor de Y5 para fenol de 0.68 mgO,
mgFenol”. Groseclose y Ribbons (1981), estudiaron la oxidacién de pirogalol en
extractos crudos de células de Azobacter vinelandii con resorcinol e informaron un
valor de Yos para pirogalol de 0.29 mgO, mgPirogalol”. Suarez-Ojeda y col. (2007)
informaron un Yos de 0.66 mgO, mgp-hidroquinona™ en lodos activados aclimatados
a compuestos fendlicos, similar al obtenido en este estudio.
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Figura 1. OUR,, vs. Tiempo de exposicién para pulsos individuales de: (a) Fenol, (b)
Pirogalol, y (c) p-hidroquinona. Biomasa = 2.7 gTSSL™.
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Tabla 1. Valores obtenidos de OC e Y5 para los compuestos fendlicos estudiados

Ensayo Compuesto mgL’ OC(mgO,L") Yos(mgO, mgS™)
Fenol 100 53.7+6.4 0.54 £ 0.06
Biooxidacion Pirogalol 100 31.8+2.0 0.32 0.02
individual
p-hidroquinona 100 59.9+11.8 0.59+0.12
Fenol y pirogalol’ 100+50 83.0+7.1 NA*
Biooxidacion Fenoly p-hidroquinona® 100+50 97.4+82 NA
conjunta
Fenol+pirogalol 100+50 74.3+£20.9 NA
Fenol+p-hidroquinona 100450 134.7 + 38.3 NA

'Suma de los valores de OC para Fenol y Pirogalol en pulsos individuales. * Suma de los valores de
OC para Fenol y p-hidroquinona en pulsos individuales. * No aplicable.

Biooxidacion conjunta de compuestos fendlicos. En los ensayos realizados con
fenol+pirogalol (Fig. 2a) se observd un efecto de toxicidad acumulada sobre la
biooxidacion simultanea de fenol+pirogalol durante el primer dia del ensayo (corridas
1 y 2). Posteriormente, en el segundo dia del ensayo (corrida 3) se observo una
cierta recuperacion de la actividad para la biooxidacién conjunta de fenol+pirogalol,
la cual se perdid completamente en la corrida 5. Se determiné que el valor de
oxigeno consumido (OC) durante la biooxidacién conjunta de fenol+pirogalol fue de
74.34 + 20.9 mgO, L"; considerando el error experimental, este valor fue similar a la
suma de los valores de OC de los compuestos individuales (Tabla 1). En el caso de
fenol+p-hidroquinona (Fig. 2b) la biooxidacion de los compuestos en forma individual
y simultanea se mantuvo aproximadamente constante durante las corridas 1 y 2.
Posteriormente, se evidencio una disminucion de la actividad en las corridas numero
3 y 4. Esto pudo ser consecuencia de un efecto de toxicidad de p-hidroquinona
sobre los lodos activados aclimatados a fenol. Se determiné que el valor de OC para
la mezcla fenol+p-hidroquinona fue de 134.7 + 38.3 mgO, L'; teniendo en cuenta los
errores experimentales, el valor de OC obtenido para la mezcla fue similar a la suma
de OC obtenidos en los pulsos individuales (OC = 97.4 + 8.2 mgO, L") (Tabla 1).

En la Figura 3 se encuentran dos ejemplos de perfiles respirométricos
correspondientes a pulsos simultaneos de fenol+pirogalol y fenol+p-hidroquinona.
Los valores de OURc, obtenidos en el pulso simultaneo fueron menores a la suma de
los perfiles de los pulsos individuales de fenol y pirogalol (Fig. 3a). Este
comportamiento pudo ser consecuencia de un efecto inhibitorio de la mezcla
fenol+pirogalol sobre los lodos aclimatados a fenol. Por el contrario, en los ensayos
realizados con fenol y p-hidroquinona se observo que en las primeras dos corridas
los valores de OUR¢, obtenidos en el pulso simultaneo fenol+p-hidroquinona fueron
similares a la suma de los perfiles de los pulsos individuales (Fig. 3b).
Posteriormente, los valores de OURc. obtenidos en el pulso simultaneo fueron
menores a la suma de los perfiles de los pulsos individuales. Esto pudo ser
consecuencia de un efecto de toxicidad acumulada de la mezcla fenol-p-
hidroquinona sobre los lodos activados.
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Figura 2. OUR,, vs tiempo para: (a) fenol+pirogalol (fenol 100 mgL™, pirogalol 50 mgL™",
fenol 100 mgL™" y pirogalol 50 mgL™). (b) Fenol+p-hidroquinona (fenol 100 mgL™", p-
hidroquinona 50 mgL™", fenol 100 mgL™ y p-hidroquinona 50 mgL™").
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Figura 3. Perfiles respirométricos obtenidos para: (a) fenol+pirogalol: (e) 100 mg L™ de fenol,
(¢) 50 mg L™ de pirogalol, (A) 100 mg L"de fenol+ 50 mg L™ de pirogalol, (") suma de
perfiles individuales de 100 mg L™ de fenol y 50 mg L™ de pirogalol. (b) fenol+p-
hidroquinona: (e) 100 mg L™ de fenol, (m) 50 mg L™ de p-hidroquinona, (¥) 100 mg L'de
fenol+ 50 mg L™ de p-hidroquinona, (") suma de perfiles individuales de 100 mg L™ de fenol
y 50 mg L™ de p-hidroquinona.

CONCLUSIONES

Los lodos activados aclimatados a 300 mg L™ de fenol fueron capaces de biooxidar
fenol, pirogalol y p-hidroquinona individualmente y en forma conjunta. Durante el
agregado de pulsos individuales sucesivos de fenol y pirogalol se observd un
decrecimiento en la actividad de respiracion, lo cual indicé cierto grado de toxicidad
de los compuestos sobre su propia biooxidacién. Por el contrario, la actividad
respiratoria para p-hidroquinona se mantuvo constante. Asimismo, para todos los
compuestos estudiados el coeficiente estequiométrico Yo,s permanecié constante.
Los lodos activados presentaron un orden de preferencia en la biooxidacion conjunta
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de fenol+pirogalol; en presencia de esta mezcla se determind la inhibicién de la
biooxidacion de fenol. En presencia de fenol+p-hidroquinona los lodos oxidaron
simultaneamente ambos compuestos. En todos los casos, el oxigeno consumido
durante los pulsos simultaneos presentd similitud con la suma de los pulsos
individuales. Los resultados obtenidos puede ser utiles en el desarrollo de un modelo
matematico para describir la oxidacion de los compuestos fenolicos estudiados.
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