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Resumen

Aunque el bisfenol A (BFA) ha sido descripto como un compuesto estrogénico,
en la actualidad es utilizado industrialmente en la produccién de policarbonatos, resinas
epoxi y otros plasticos. Por esta razon, ha sido detectado en aguas residuales (AR)
industriales y municipales. Una de las metodologias propuestas para lograr la
descontaminacion de AR conteniendo BFA es la utilizacién de cultivos microbianos
mixtos como los barros activados (BA). Generalmente las plantas de tratamiento de
aguas residuales industriales reciben efluentes compuestos por una mezcla de
xenobidticos y sustratos facilmente biodegradables (biogénicos) en diferentes
proporciones. La presencia de diferentes sustratos de facil degradacion tendra también
como resultado el cambio en la composicién de la comunidad microbiana y por lo tanto
en las posibilidades de degradacion de un determinado compuesto xenobibtico. En este
contexto, la degradacion de xenobibticos podria ser modificada dependiendo de la
historia nutricional previa de la biomasa, ya que tanto su actividad metabdlica como la
diversidad de los grupos microbianos podria variar.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la influencia de la historia nutricional
previa de un cultivo de barros activados sobre la aclimatacion y posterior degradacion
de bisfenol A en reactores semicontinuos. Se utilizaron barros activados con historia
nutricional previa a base de glucosa (Reactor G), acetato (Reactor A) o peptona
(Reactor P). El desempefno de los reactores, en presencia o ausencia de BFA, fue
evaluado en cada ciclo de operaciéon en términos de consumo de bisfenol A, carbono
organico en solucion (COS) y crecimiento de la biomasa. Asimismo, la actividad
metabodlica fue monitoreada mediante la utilizacién de una técnica respirométrica. A
partir de los resultados se obtuvieron los valores de los coeficientes cinéticos
correspondientes, velocidad especifica de consumo de BFA (gsra, mMgBFA gSST™ d™),
velocidad especifica de consumo de sustrato (qs, mgCOS gSST' h™), y velocidad
especifica de consumo de oxigeno (qoz, mgO. gSST' h™'). Considerando la
aclimatacién y la degradaciéon de BFA, los resultados mostraron grandes diferencias en
el comportamiento de las comunidades microbianas generadas a partir de diferente
historia nutricional. Los valores de qggra fueron de 21.4 + 2.6, 120+ 7.0,y420+ 7.4
mgBFA gSST' d”, para los reactores G, A, y P, respectivamente. Los resultados
indican que, debido a su alta actividad especifica de remocién de BFA, los barros
activados que han crecido en un medio rico en proteinas serian mas adecuados para el
tratamiento de aguas residuales contaminadas con dicho xenobidtico.
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Introduccion

El bisfenol A (BFA) es un compuesto industrialmente muy importante ya que
constituye uno de los materiales necesarios para la produccion de policarbonatos,
resinas epoxi y otros plasticos. Este compuesto es levemente tdéxico para peces e
invertebrados, y ha sido descripto como moderadamente estrogénico1.Sin embargo,
como resultado de su amplio uso ha sido detectado frecuentemente tanto en aguas
residuales municipales como industriales. Los compuestos xenobiéticos, tales como el
BFA, se encuentran presentes en las aguas residuales conjuntamente con sustratos
facilmente biodegradables (biogénicos) en diferentes proporciones. La presencia de
diferentes sustratos de facil degradacion tendra también como resultado el cambio en
la composicién de la comunidad microbiana y asi, en sus posibilidades de degradacién
de un determinado compuesto xenobibtico. En este contexto, la degradacion de
xenobioticos podria ser modificada dependiendo de la historia nutricional previa de la
biomasa, ya que tanto la actividad metabdlica como los grupos microbianos podrian
variar. En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto de la
historia nutricional previa de un cultivo de barros activados sobre la aclimataciéon vy
posterior degradacion de bisfenol A en reactores semicontinuos.

Materiales y métodos

Reactores parentales semicontinuos. Se utilizaron tres reactores semicontinuos de
barros activados que se diferenciaban segun el sustrato biogénico utilizado para su
alimentacion en cada ciclo de operaciéon: Reactor G (alimentado con Glucosa), Reactor
A (alimentado con Acetato), Reactor P (alimentado con Peptona). Las concentraciones
de glucosa, acetato y peptona fueron de 500 mgDQO L™ en cada ciclo. Los reactores
fueron operados de la siguiente manera. En el primer ciclo cada reactor se cargd con
un efluente sintético conteniendo el sustrato correspondiente (G: glucosa, A: acetato, P:
peptona), (NH4),SO; 1g L', K.HPO, 2g L', y KH,PO, 0.6 g L. Se adicionaron
ademas soluciones de micronutrientes. En los ciclos sucesivos, se adicion6 el sustrato
correspondiente. Se agreg6b (NH4),SO, cuando la concentracion de nitrégeno
amoniacal total (NAT) disminuia por debajo de los 40 mgN L. En cada ciclo se
determinaron las concentraciones de carbono organico soluble (COS), NAT y biomasa
en funcién del tiempo. Los reactores fueron operados durante dos tiempos de
residencia celular de 33 d; al cabo de los mismos, los reactores parentales G, Ay P
fueron divididos en dos reactores. Los reactores resultantes continuaron operandose de
la misma manera que los reactores G, A y P y fueron alimentados de la siguiente
manera:

G1: alimentado con glucosa en cada ciclo de operacion

G2: alimentado con glucosa y BFA en cada ciclo de operacion

A1: alimentado con acetato en cada ciclo de operacion

A2: alimentado con acetato y BFA en cada ciclo de operacién

P1: alimentado con peptona en cada ciclo de operacion

P2: alimentado con peptona y BFA en cada ciclo de operacién

Las concentraciones de BFA y sustratos biogénicos (glucosa, acetato y peptona) fueron
de 40 mg L™ y 500 mgDQO L™, respectivamente.En cada ciclo de operacién se obtuvo
el valor de la velocidad de consumo de sustrato (Rs, mgCOS L™ h™') como la pendiente
de la recta obtenida al graficar la concentracién de COS en funcién del tiempo, y la
velocidad de consumo de BFA (Rgra, MgBFA L h'1) como la pendiente de la recta
obtenida al graficar la concentracion de BFA en funcién del tiempo. Con el objeto de
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poder realizar comparaciones, se obtuvieron las velocidades especificas de consumo
de Sy BFA (gs, mgCOS gSST™ h™ y qgra, mgBFA gSST" h™") para cada ciclo como:

R

‘]:? (1)

o

donde q es la velocidad especifica de consumo de S o BFA, R es la velocidad de
consumo de S o BFA, y X, corresponde a la concentracion de biomasa en cada ciclo
de operacion.

Ensayos respirométricos. Se utilizé un respirbmetro abierto compuesto por un reactor
cilindrico (700ml), control de temperatura (25 + 2 °C), un sistema de provision de aire
(bomba y difusor), agitador magnético y un electrodo de oxigeno disuelto (YSI Incorp.,
Ohio, USA) conectado a una PC que permitia la adquisicion de un dato/5 segundos. El
experimento consistia en colocar en el respirbmetro la biomasa proveniente de cada
uno de los reactores. Luego se agregaba el sustrato correspondiente y se registraba la
concentracion de oxigeno disuelto (C) en funcién del tiempo (t). A partir del balance de
masa para el OD se calculé la velocidad de respiracion total (Rt, mgO. L™ h™') mediante
la siguiente expresion:

dc
dt (2)

R; =K a(Cs-C) -

donde Kia (h™") es el coeficiente global de transferencia de oxigeno y Cs (mgO, L™) la
concentracion de OD de saturacion en las condiciones de operacion.

La Ry puede ser dividida en una velocidad de respiracion endoégena (Rgn) y una
exogena (Rex). Cuando no hay sustrato oxidable, los microorganismos oxidan su propia
biomasa con el objeto de generar energia para las funciones de mantenimiento celular
(Ren)- Al agregar un sustrato (S) se observa un aumento de R asociado a la oxidacion
del sustrato agregado; en este caso Rt = Rgn + Rgx; cuando se agota S, R vuelve a un
valor cercano al inicial. Asi, el oxigeno consumido (OC) durante la oxidacién de S se
calculé como:

0C = [(Ry ~Re, ot = [Re, 3)

A partir de este valor se calcul6 el coeficiente de oxidacion del sustrato (Yo/s) como el
cociente entre OC y la concentracién inicial de S (glucosa, acetato o peptona).

Para realizar comparaciones entre experimentos con diferentes concentraciones de
biomasa, se calculé la velocidad especifica de consumo de oxigeno (qoz, mgO, gSST
h™) como la relacién entre Ry y la concentracion de biomasa en el respirémetro.

Técnicas analiticas. La concentracion de BFA se determin6 mediante el método de la
4-aminoantipirina (4-AAP). La concentracion de biomasa fue medida como soélidos
suspendidos totales (SST). La concentracidon de carbono organico soluble (COS) se
determiné utilizando un equipo Shimadzu (TOC-Vcpn analyzer). La concentracion de
NAT se midio utilizando reactivos comerciales (Hach Company, Loveland, CO).

Resultados y discusion

La Figura 1 muestra los cambios en las concentraciones de COS, biomasa, NAT
y BFA en funcion del tiempo para cada ciclo de operacion de los reactores G1
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(glucosa), G2 (glucosa + BFA), A1 (acetato), A2 (acetato + BFA), P1 (peptona), P2
(peptona + BFA). La Figura 2 muestra un ejemplo correspondiente a la velocidad de
consumo de oxigeno (R) en funcién del tiempo para cada uno de los reactores en
estudio. Se observa inserta en la Figura 2, la evoluciéon de la concentracion de COS en
funcién del tiempo.

Los reactores G1 y G2 tuvieron un desempefio muy similar. Tanto el consumo de
COS en cada ciclo, como el crecimiento de la biomasa fueron similares para ambos
reactores (Fig.1 a,g). El rendimiento en biomasa (Yxss) fue similar para ambos reactores
(Tabla 1). Los valores de gs (ec.1) ¥y go2max NO presentaron diferencias significativas (t-
test) (Tabla1). Debido a la variabilidad que presentan los valores de qozmax, S€ calculo
el valor de gs a partir de los perfiles respirométricos (gsres) COMO la relaciéon entre S,
(concentracion inicial de sustrato) y el tiempo de degradacion total (At)’>. En este
sentido, fue necesario considerar la forma y las fases observadas en los perfiles
respirométricos. En la Glucoss i Feptone
Figura 2 puede observarse
que los perfiles
respirométricos
correspondientes a los
reactores G1, G2, A1y A2
mostraron dos fases
diferentes y bien definidas.
Dichas fases coinciden con
aquellas informadas por
otros autores® cuando se
produce un proceso de
acumulacion de polimeros
de reserva. En la fase (l)
los valores de R aumentan
rapidamente  hasta un
maximo, siendo coincidente
con el agotamiento del Mofaial Ny N
COS externo (figuras i ' ) :
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fase (l | ) Com prende el Fig.1. Evolucién de la concentracion de (a,b,c) COS, (d,e,f) BFA, (g,h,i) SST, (j,kl) NAT en funcién del tiempo correspondiente
a cada ciclo de los reactores G1 (glucosa), G2 (glucosa + BFA), A1 (acetato), A2 (acetato + BFA), P1 (peptona), P2 (peptona + BPA).
T H Los simbolos negros representan los reactores alimentados solo con sustrato biogénico. Los simbolos blancos representan los reactores
periodo de tiempo en el Simeniados con sesirat brogémen v BEA

cual los valores de R descienden desde el maximo alcanzado en la fase (I) hasta
alcanzar gradualmente el valor de la respiracion enddgena. Esta segunda fase es
presumiblemente causada por la utilizacion del sustrato secundario, como polimeros de
almacenamiento (polihidroxialcanoatos (PHA) y/o glucogeno) producidos a partir del
sustrato afiadido en la fase (l).

Para calcular los valores de qsres se utilizd el tiempo de degradaciéon total que
comprende la fase (I) (Aty), coincidente con el tiempo de agotamiento del COS
(insertos en la Figura 2). Como puede observarse en la Tabla 1, los valores de Qsres
medios fueron mayores que los de qgs (ec.1) para G1 y G2. Esta diferencia puede
deberse a la sobreestimacion de At utilizado para el calculo de gsres, Ya que ambas
fases (I y Il) se superponen. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
en la cinética de degradacion del sustrato (t-test) entre G1 y G2.

La oxidacion completa de la glucosa da como resultado un valor de Yg;s de 6
molO, molGlu™. En el presente trabajo, el consumo de oxigeno total promedio (OCy)
obtenido a partir de los perfiles respirométricos fue de 176.42 + 17.96 mgO, L y
238.57 + 25.67 mgO, L™ para G1 y G2, respectivamente. Asumiendo que se consumen
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alrededor de 60 mgO, L para 40 mgBFA L™ # el OC, del reactor G2 debido al
consumo de glucosa seria de 178,57 mgO, L. Por lo tanto, el valor de Yoss para los
reactores G1y G2 fue de 1,99 y 2,01 molO, molGlu™, respectivamente, indicando que
la oxidacion de la glucosa fue incompleta.

En cuanto a la degradaciéon de BFA (G2, Fig.1d) se observé un rapido proceso
de aclimatacion de la biomasa. El BFA adicionado en el ciclo #1 fue consumido
completamente en 6 dias. En los ciclos sucesivos el BFA fue consumido dentro de las
24 hs. El valor promedio de ggpa Se observa en la Tabla 1.

Los reactores A1 y A2 mostraron un comportamiento similar hasta el dia 35 de
operacion (Fig.1b,hk); luego, se observdé una etapa de decaimiento celular en el
reactor A2. Por tal motivo, los resultados fueron analizados considerando dos etapas
en la operacion de A1 y A2 (Etapas (A) y (B) en la Figura 1b,e,h,k). Durante la etapa
(A) los valores de Yyxs, gs, Qozmax. Y Qsres (Tabla 1) obtenidos para los reactores A1y A2
no presentaron diferencias significativas (t-test). Durante la etapa (B), debido al
descenso de la concentracion de biomasa en el reactor A2, los valores de Qs, Qozmax Y
Qsres €n A2 fueron mayores a los calculados en A1, presentando diferencias
significativas (t-test) (Tabla 1). o - -

La oxidacion completa de acetato da f s A
como resultado un valor de Yg;5 de 2 molO» : \\ :

molAce”. En el presente trabajo, el :. \\ s \ ne
consumo de oxigeno total promedio (OC;) : ‘

obtenido a partir de los perfiles Tw T
respirométricos fue de 226.19 + 20.83 mgO, .
L para A1y de 267.68 + 17.43 mgO, L .~ A BN r/\ T
para A2. Asumiendo gue se consumen i T
alrededor de 60 mgO, L™ para 40 mgBFA L .
' el OC; del reactor A2 debido al consumo . SN—

de acetato seria de 207.58 mgO, L. Por lo
tanto, el valor de Yo;s para los reactores A1
y A2 fue de 0.90 y 0.83 molO; molAce™,
respectivamente; tales valores de Yogis
indican que la oxidacion del acetato fue

oS (mg L)
// z

R(mgoy L)

incompleta. |

La comunidad microbiana o , o
desarrollada en A2 no presents la capacidad ¥ SIS KL RO
de degradar el BFA desde el comienzo de la ' para el ciclo analizado.

operacion del reactor (Fig.1e); el proceso de aclimatacion se extendié durante
aproximadamente 30 dias. Durante este periodo de tiempo sélo se realizaron tres
adiciones de BFA, y en cada uno de estos tres ciclos de degradacion se observo una
fase de latencia. El promedio obtenido para el valor de ggpa Se observa en la Tabla 1.
Los resultados obtenidos para los reactores P1 y P2 se observan en la
Figuraic,f,il. Independientemente de la presencia de BFA, el incremento en la
concentracion de biomasa fue muy bajo en ambos reactores (Fig.1i). Con respecto al
consumo de COS, se observaron diferencias en su concentracion residual al final de
cada ciclo, siendo menores en el reactor P2 que en el reactor P1 (Fig.1c). Por otra
parte, el reactor P1 mostré un incremento gradual de la concentracién de NAT de un
ciclo al siguiente (Fig.1l), alcanzando los 800 mgN L™, Lo contrario se observo en el
reactor P2; la concentraciéon de NAT presentd una disminucién en los primeros ciclos,
permaneciendo constante alrededor de los 300 mgN L™ hasta el final del experimento
(Fig.11). Aunque ambos reactores mostraron similitudes en la evolucion de la
concentracion de biomasa, las diferencias en la evolucion de las concentraciones de
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COS y NAT en los reactores P1 y P2 podrian indicar diferencias en el metabolismo de
la comunidad microbiana desarrollada en ausencia y en presencia de BFA. Sin
embargo, los valores de Yys para P1 y P2 fueron similares (Tabla 1). Tampoco se
encontraron diferencias significativas (t-test) en los valores de Qs, qo2max Y Qsres (Tabla
1). Los valores de Yoys fueron de 0.51 y 0.57 mgO2 mgPeptona™ para los reactores P1
y P2, respectivamente. Teniendo en cuenta que se consume 1 mgO, para oxidar
completamente 1 mg de peptona, los valores de Ys obtenidos en el presente estudio
indican que la peptona no fue oxidada completamente.

En el reactor P2, la degradacién de BFA se observd desde el ciclo #1 sin
presentar fase de latencia. El valor promedio de ggpa Se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores medios de Yxss, Qs, Qsres, Jo2max, Y Osra Obtenidos en la operacion de
los reactores G1, G2, A1, A2, P1y P2.

Reactor YXIS ds Osres Jo2max dsra
G1 0.25 21.88 +7.27 33.19 £ 6.51 20.12+4.04
G2 0.30 19.43 +7.20 34.06 + 5.57 22.39+5.23 21.36 + 2.64
A1 0.22 (A)13.63+£2.25 | (A)13.09+1.93 | (A)21.18+6.96
(B) 16.31+3.03 | (B) 14.07+1.63 | (B)22.26+7.23
A2 (A)0.25 | (A)13.47+£1.92 | (A)16.16 £4.10 | (A)27.28+5.67 | 12.00+7.2
(B)-0.24 | (B)19.98 +4.52 | (B)18.42+4.53 | (B)30.20+8.00
P1 0.17 2742 + 1.83 30.04 + 2.21 51.63 + 11.49
P2 0.15 23.56 + 1.70 28.44 +2.75 54.42 + 11.56 42.00 + 7.44

Yxs (MgSST mgCOS™); gs (MgCOS gSST" h™); dsres (MGCOS gSST ™' h™"); ozmax (MIO2 gSST ™ h™'; Qera
(mgBFA gSST ™" d™).

Conclusiones

La presencia de BFA no modific6 el comportamiento de los reactores
semicontinuos provenientes de una historia nutricional a base de glucosa o peptona. En
contraposicion, los reactores alimentados a base de acetato mostraron diferencias
debido a la presencia de BFA, posiblemente mediante una nueva modificacion de la
estructura de la comunidad microbiana luego del proceso de aclimatacién al compuesto
xenobidtico.

En cuanto a la degradaciéon de BFA, los resultados indicaron que, debido a su
alta actividad especifica de remocién de BFA, los barros activados desarrollados en un
medio rico en proteinas serian los mas adecuados para el tratamiento de aguas
residuales contaminadas con dicho compuesto xenobidbtico.
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