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UNIVERSIDAD ADOLFO IBANEZ

Resumen

Facultad de Ingenieria y Ciencias
Magister en Ciencias de la ingenieria, mencién Bioingenieria

Evaluacién del uso de biomasa procedente de un sistema de lodos activos como
inéculo de reactores desnitrificantes hidrogenotréficos para el tratamiento de
aguas subterraneas

por Niki Draganidakis

La creciente escasez de agua en zonas urbanas y rurales de Chile, acentuada por
el cambio climatico y el aumento de la poblacién, ha incentivado la bisqueda de
fuentes alternativas para el abastecimiento hidrico. En este contexto, las aguas sub-
terrdneas representan una opcién viable, aunque su calidad frecuentemente se ve
comprometida por la presencia de nitratos, producto de actividades agricolas e in-
dustriales. Existen diferentes procesos para ajustar el nivel de nitrato de las aguas
subterrdneas a concentraciones inferiores a 50 mg NO3™ /Ly, asi, poder cumplir con
el requisito impuesto para dicho compuesto por la normativa de calidad de agua
potable. Entre esos procesos, la desnitrificacién hidrogenotréfica es una de las al-
ternativas més atractivas dado su baja produccién de lodos y a que no genera una
contaminacién secundaria. Por ello, la presente investigaciéon tuvo como objetivo
principal promover la actividad desnitrificante hidrogenotréfica de biomasa proce-
dente de un sistema de lodos activos para poder usarla como in6culo en reactores
que eliminen nitrato de aguas subterrdneas.

Se llev6 a cabo la aclimatacién de la biomasa mediante alimentaciones sucesivas con
un medio sintético que contenia nitrato mientras se le suministré hidrégeno en con-
tinuo mediante difusores. Una vez finalizada la aclimatacién, se realizaron estudios
cinéticos con el fin de determinar las velocidades de consumo de nitrato y nitrito a
distintas concentraciones iniciales de nitrato y también de evaluar el posible efecto
inhibitorio de la presencia de nitrito sobre la velocidad de eliminacién de nitrato. Los
resultados mostraron que la velocidad de eliminacién de nitrato siempre era mayor
que la velocidad de eliminacién de nitrito, por lo que se observaba una acumulacién
transitoria de este compuesto. En términos précticos, esto implica que el dimensio-
namiento de los reactores desnitrificantes hidrogenotroéficos tiene que realizarse en
funcién de la velocidad de eliminacién de nitrito con el fin de que el efluente re-
sultante cumpla con los requerimientos, respecto a nitrato y nitrito, para consumo
humano. De acuerdo a los ensayos cinéticos, la acumulacién de nitrito no ejerceria
ningtin efecto inhibitorio sobre la velocidad de consumo de nitrato.

Palabras clave: Aguas subterrdneas, desnitrificacion hidrogenotréfica, lodos activos,
nitrato, nitrito.
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Evaluation of Biomass from an Activated Sludge System as Inoculum for
Hydrogenotrophic Denitrifying Reactors in the Treatment of Groundwater

by Niki Draganidakis

The growing water scarcity in urban and rural areas of Chile, exacerbated by clima-
te change and population growth, has driven the search for alternative sources of
water supply. In this context, groundwater represents a viable option, although its
quality is often compromised by the presence of nitrates resulting from agricultural
and industrial activities. Various processes exist to adjust the nitrate level in ground-
water to concentrations below 50 mg NO3™/L in order to meet the standards set by
drinking water quality regulations. Among these processes, hydrogenotrophic deni-
trification is one of the most attractive alternatives due to its low sludge production
and the fact that it does not generate secondary pollution. Therefore, the main ob-
jective of this research was to promote the hydrogenotrophic denitrifying activity
of biomass from an activated sludge system, to be used as inoculum in reactors for
nitrate removal from groundwater.

Biomass acclimation was carried out through successive feedings with a synthetic
medium containing nitrate, while hydrogen was continuously supplied using diffu-
sers. After the acclimation phase, kinetic studies were performed to determine the
consumption rates of nitrate and nitrite at different initial nitrate concentrations and
to evaluate the potential inhibitory effect of nitrite presence on the nitrate removal
rate. The results showed that the nitrate removal rate was always higher than that
of nitrite, leading to a transient accumulation of the latter. In practical terms, this
implies that the design of hydrogenotrophic denitrifying reactors must be based on
the nitrite removal rate to ensure that the resulting effluent complies with human
consumption standards for both nitrate and nitrite. According to the kinetic tests,
the accumulation of nitrite does not exert any inhibitory effect on the nitrate con-
sumption rate.

Keywords: Activated sludge, groundwater, hydrogenotrophic denitrification, nitra-
te, nitrite.
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Capitulo 1

Objetivos

Objetivo general

» Promover la actividad desnitrificante hidrogenotréfica de biomasa procedente
de un sistema de lodos activos para poder usarla como inéculo en reactores
que eliminen nitrato de aguas subterrdneas.

Objetivos especificos

1. Obtener las cinéticas de consumo de nitrato y nitrito que permitan dimensio-
nar un reactor desnitrificante hidrogenotréfico que elimine nitrato de las aguas
subterraneas.

2. Determinar el posible efecto inhibitorio de la acumulacién de nitrito sobre la
velocidad de eliminacién de nitrato durante el proceso de desnitrificaciéon hi-
drogenotrdfica.



Capitulo 2

Definicion del problema u
oportunidad

2.1. Agua, un recurso limitado

Alo largo de los afios ha surgido preocupacion sobre la escasez del agua, afectando a
millones de personas en todo el mundo. Al mismo tiempo que la poblacién contintia
creciendo, la necesidad del agua se incrementa en diversos sectores a escala global,
principalmente en la regién de agricultura y ganaderia, ya que un incremento en
la densidad de poblacién trae como consecuencia un incremento en la cantidad de
alimento requerido para sustentar a la poblacién, alimento que se obtiene a través
de trabajos dependientes en gran medida de la utilizacién del agua. Por otro lado,
también como consecuencia del aumento de la densidad poblacional, aumenta signi-
ficativamente el consumo humano particular de agua. El agua es uno de los recursos
mads importantes para la vida en la Tierra, siendo uno de los pilares fundamentales
para el desarrollo biol6gico. La disponibilidad del agua se estd volviendo cada vez
mas escasa con el correr del dia, afectada ademas por el severo cambio climético, su
reiterada contaminacion y las malas administraciones de los recursos hidraulicos.

Aunque el agua es un recurso abundante en nuestro planeta, ya que tres cuartas
partes de la Tierra estdn cubiertas por ella, solo el 1% es apto para el consumo hu-
mano [1]. Chile, a pesar de ser conocido por su extensa costa y su rica diversidad
de recursos naturales, enfrenta desafios significativos en cuanto a la disponibilidad
de agua. En la actualidad, la escasez de agua que afecta al pais, especialmente en la
zona central, representa una grave amenaza para diversas actividades productivas
y el suministro de agua potable a la poblacion. Segtn datos de la Direccién General
de Aguas (DGA) del Ministerio de Obras Publicas, hasta marzo de 2023 se han emi-
tido més de 15 decretos de escasez, que abarcan 107 comunas, principalmente en las
regiones de Valparaiso y Metropolitana. Estos decretos afectan aproximadamente al
25 % de la poblaciéon nacional.

Como se deja ver en la figura 2.1, la escasez de agua viene dada también por la falta
de precipitaciones. Si bien en varias regiones del pais se encuentran zonas con déficit
de precipitacion, se puede apreciar claramente que la zona central es la mas que
se ve mds afectada por este fendmeno [2]. Ademds en una investigaciéon del World
Resources Institute del Pacto Mundial de las Naciones Unidas (2019), Chile ocupa el
lugar niimero 18 a nivel mundial en lo que se refiere a estrés hidrico elevado, siendo
la pais més afectado por la misma al continente de América Latina [3].
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Precipitacién actualizada al 13 de noviembre de 2022.

FIGURA 2.1: Precipitacién al 13 de noviembre de 2022

[4].

Desde la economia de los recursos naturales se sefialan problemas importantes que
afectan la eficacia del mercado. Estos incluyen la sobreexplotacién de los recursos
hidricos, efectos negativos como la contaminacién que no se consideran en los cos-
tos, y la falta de medidas para conservar los flujos de agua necesarios segtn la cien-
cia. Estudios recientes como la Evaluaciéon de Desempefio Ambiental de Chile 2024
de la OCDE y el Balance Ambiental 2023 destacan la critica escasez de agua potable
en muchas regiones. La calidad del agua en estas areas es deficiente debido princi-
palmente a la contaminacién industrial, agricola y urbana. Esta contaminacion, jun-
to con la insuficiente infraestructura para tratar aguas residuales, representa riesgos
para la salud publica y el medio ambiente. Esto subraya una brecha persistente en
la provision de servicios basicos de saneamiento. La sobreexplotacién de los recur-
sos hidricos, la contaminacién y la degradacion ambiental amenazan seriamente la
biodiversidad y la salud de nuestros rios, lagos y humedales [5].
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La presién causada por los recursos hidricos se incrementa debido a la aumento de
la demanda del recurso para trabajar en él el humano y el sector industrial y la agri-
cultura para proveer insumos [1]. A esto ademas se le suman las limitaciones que se
generan por la situacion climatica. Por lo tanto, buscar la forma de asegurar un buen
suministro de agua potable es de suma importancia para garantizar una seguridad
hidrica suficiente para el desarrollo de las actividades industriales y mantener, a su
vez, el equilibrio natural a largo plazo. Ya es cada vez menos factible obtener mds
fuentes de recursos hidricos, por lo que buscar una manera de poder reutilizar el
agua que ya esta en circulacién podria ser una posible solucién a esta crisis hidrica.

2.2. El uso de aguas subterraneas

Para abordar esta problematica se ha estudiado el uso de las aguas subterraneas, las
cuales podrian ser una buena alternativa para generar agua potable. Hoy en dia, en
Chile, mas del 40 % del agua utilizada en areas urbanas y més del 76 % en zonas
rurales proviene de fuentes subterraneas y se destina al consumo humano [6]. Sin
embargo, debido a la contaminacién ambiental, se ha visto afectada por diferentes
sustancias que no la hacen segura ni factible para su uso potable.

De los principales contaminantes que se encuentran en el agua subterranea, el nitra-
to cumple con ser el mds comun en el mundo y superan de manera significativa los
rangos establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (50 mg/L nitra-
to, 3 mg/L nitrito) para que éste no se considere dafiino. Altos niveles pueden llegar
a generar graves problemas de salud, tanto efectos cancerigenos como metahemo-
globinemia, la cual corresponde a un trastorno sanguineo en donde la hemoglobina
no es capaz de liberar el oxigeno en los tejidos del cuerpo de manera eficiente [7]

[8] [9].

Si bien la existencia de nitratos en el agua subterranea ocurre de manera natural por
la disolucién de ciertas rocas que lo contienen, bajo estas circunstancias, su concen-
traciéon no supera los 10 mg/L de agua, por lo que éste no se considera peligroso para
la salud [10]. La presencia de concentraciones de nitrato superiores a esta estarian
indicando problemas de contaminacién asociados generalmente al vertido de resi-
duos industriales/aguas servidas o a la aplicacion excesiva de fertilizantes a terreno.
Es mas, en una investigacion reciente efectuada en 2021 por la Direccién General de
Aguas, se llev6 a cabo una evaluacién de la relacién entre la concentraciéon de ni-
trato en las aguas subterrdneas y el uso del suelo en esas zonas [6]. Los resultados
revelaron que las elevadas concentraciones se correlacionan con suelos dedicados a
actividades agricolas, asf como a zonas urbanas e industriales [11].

Con el fin de poder usar las aguas subterrdneas como un recurso hidrico para consu-
mo humano, es necesario desarrollar sistemas de tratamiento eficientes y econémi-
cos que permitan reducir la concentracién de nitrato hasta el limite establecido por
normativa para el agua potable.



Capitulo 3

Estado del arte

La molécula de nitrégeno (N) es quimicamente inerte y necesita ser procesada pa-
ra volverse biolégicamente activa. Este proceso se lleva a cabo a través del ciclo del
nitrégeno, en el cual el N se transforma en amoniaco, que se oxida perdiendo elec-
trones y transformédndose en NO,~ y NO3™ para que las plantas puedan hacer uso
de él. Este cambio es realizado por las bacterias nitrificantes [11]. De esta manera,
el nitrégeno se vuelve disponible para las plantas. En la agricultura, se enriquece
el suelo con fertilizantes que contienen amonio, (p.e. nitrato de amonio, fosfato de
amonio y sulfato de amonio, sales de nitrato, urea y otras formas organicas de N»).
No obstante, si se aplican fertilizantes o productos quimicos en cantidades que su-
peran la capacidad de las plantas para absorberlos, se genera una acumulacién de
nitrato en la tierra mas atin si hay escasez de nutrientes como el fésforo, potasio y
calcio [12]. Cuando el agua se infiltra en el suelo y discurre por la superficie (Figu-
ra 3.1), el nitrato es facilmente arrastrado hacia las aguas subterrdneas y las aguas
superficiales, esto debido a su notoria capacidad para movilizarse en el agua [13].

El Ciclo del Nitrogeno € BRI 00

'
&95» Residuos

5_&;%} vegetales ‘

Absorcion
vegetal

FIGURA 3.1: Ciclo del nitrégeno.

La concentracién de nitrato presente en el agua que se infiltra en el suelo depende de
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varios factores. Estos incluyen el tipo de fertilizante utilizado, asi como la frecuencia,
la cantidad y la forma en que se aplican los fertilizantes. Ademas, la concentracién
de nitrato en el agua de infiltracion estd influenciada por la presencia de nitrégeno
orgdnico o inorgénico ya existente en el suelo. Otros factores que afectan en esta
concentracion incluyen el nivel de permeabilidad del suelo, su grado de humedad y
diversas caracteristicas especificas del suelo [11].

3.1. Tecnologias para eliminar nitrato de las aguas subterraneas

El ion NO3™ es altamente soluble y estable, lo que dificulta su eliminacién de las
aguas debido a su baja propension a co-precipitar y absorberse. Esto conlleva la
aplicacion de tratamientos complejos y costosos para su remocion (Figura 3.2).

TECNICAS DE
SEPARACION/FISICAS

ELECTRODIALISI

0OSMOSIS
INVERSA

INTERCAMBIO
I6NICOS

ﬂ QuimICAS

REDUCCION
ELECTROCATALITICA

REDUCCION
QUIMICA

REDUCCION
CATALITICA

AUTOTROFA

TECNICAS DE
BIOLOGICAS
TRANSFORMACION HETEROTROFA

FIGURA 3.2: Procesos de eliminacién de nitrato.

PROCESOS DE
ELIMINACION
DE NO3-

A continuacién se describirdn los métodos fisicos, quimicos y biolégicos méds fre-
cuentemente usados para la eliminacién del nitrato [14].

3.1.1. Meétodos fisicos

Entre los métodos fisicos, destacan el intercambio iénico, la 6smosis inversa y la elec-
trodidlisis. El proceso de intercambio iénico se basa en el uso de resinas aniénicas
que son capaces de intercambiar iones cloruro y bicarbonato, de forma reversible,
por el nitrato presente en el agua. El proceso de 6smosis inversa usa membranas se-
lectivas que permiten el paso del agua, reteniendo el nitrato. Este proceso usa como
fuerza impulsora un gradiente de presién [15]. En el proceso de electrodidlisis se usa
una corriente eléctrica para promover la migraciéon de los iones nitrato a través de
una membrana, obteniéndose una corriente concentrada en dicha ion y otra corrien-
te sin nitrato [16].
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En un estudio reciente llevado a cabo por Abascal y colaboradores en 2022, se cons-
taté que un 55% de las 75 instalaciones especializadas en el tratamiento del ni-
trato en aguas subterrdneas empleaban una o mas de las tecnologias menciona-
das [17] [18]. No obstante, los sistemas que se basan en métodos fisicos, dan lugar
a la generacién de una corriente concentrada en nitrato que representa entre el 15 %
y el 30 % del caudal del agua tratada [19] [20]. Este efluente puede llegar a tener
una concentracion de nitrato hasta 5 veces mas elevada que que la del agua original.
Esta situacién implica la necesidad de implementar tratamientos adicionales con el
fin de eliminar los nitratos de estas corrientes concentradas.

3.1.2. Métodos quimicos

La reduccién electrocatalitica implica transformar el ion nitrato en productos redu-
cidos como nitrito, nitrégeno molecular o amonio, dependiendo de las condiciones
experimentales mediante una reaccién electroquimica en un electrodo que funcio-
na como el &nodo de una celda de bateria. El material del electrodo es crucial, ya
que acttia como catalizador para acelerar esta reaccién y determina qué productos
se generan y en qué cantidad [21]. Reddy y Lin llevaron a cabo este proceso usan-
do catalizadores a base de rodio y aplicando una corriente de baja intensidad. Los
resultados obtenidos en dicho estudio mostraron que se alcanzaba una eliminacién
del 98 % del nitrato en un periodo de reaccién de 6 horas. Este método se caracteriza
por operar a un amplio rango de temperaturas y poseer un coste moderado. No obs-
tante, es importante destacar algunas de sus principales limitaciones, que incluyen
la necesidad de un control preciso de la operacion, la posibilidad de contaminacién
de los catalizadores y la susceptibilidad del proceso a las condiciones ambientales
[22].

Por otra parte, existen diversas metodologias de reduccién quimica para la elimina-
cién de nitrato en aguas usando hierro o aluminio. En el caso del hierro, la reduc-
cién requiere un entorno ligeramente acido, pues los protones se consumen durante
el proceso y el hierro se corroe lentamente durante la reduccién del nitrato. Esto
no serviria en condiciones cercanas a un pH neutro, pues la corrosién del hierro
metdlico es limitada, lo que conlleva a una eficiencia reducida en la eliminacién del
nitrato. Ademas, el pH constituye un pardmetro critico que influye en la cinética de
eliminacién del ion NO3;~, siendo que el aumento de la alcalinidad intensifica la co-
rrosién del hierro [23]. En entornos anéxicos se ha logrado la reduccién completa del
NO;~ a NH; T, ademas de la liberacién de Fet2 como consecuencia de la corrosién
inducida por el acido. Sin embargo, el uso de tratamientos quimicos presenta des-
ventajas. En primer lugar, tiene un impacto significativo en el medio ambiente y la
vida acuatica, ya que muchos de estos productos quimicos pueden persistir en el en-
torno y acumularse en la cadena alimentaria, afectando los ecosistemas naturales y
generando alteraciones fisioldgicas y bioquimicas, ademads de efectos letales [24]. En
segundo lugar, existe el riesgo de efectos secundarios en la salud humana debido a la
exposicién a estos productos, pues se ha demostrado que algunos quimicos como el
cloro, ademas de inactivar los patégenos, reaccionan con la materia organica disuel-
ta en el agua, originando subproductos de desinfeccién, como compuestos orgédnicos
halogenados sintéticos, tales como los trihalometanos (THM). La exposicién a triha-
lometanos y al 4cido tricloroacético plantea un riesgo para la salud publica, ya que
estudios toxicolégicos han confirmado su rol en efectos cancerigenos, actividad es-
permatotdxica, dafio en las funciones reproductoras y alteraciones en el desarrollo
fetal dentro del ttero, entre otros [25] [26].



Capitulo 3. Estado del arte 8

Es crucial manejar estas sustancias con precaucion y seguir rigurosamente las reco-
mendaciones de seguridad para mitigar cualquier riesgo para la salud. cita Reciente-
mente, ha surgido un gran interés por la eliminacién del nitrato mediante reacciones
cataliticas heterogéneas. Sin embargo, hasta la fecha, han sido escasos los estudios
que han abordado el proceso de reduccién catalitica con la finalidad de eliminar el
NO3™ presente en aguas contaminadas. Es importante sefialar que una limitacién
inherente a este método es la formaciéon de amoniaco como producto secundario
[27] [28].

3.1.3. Métodos de desnitrificacién biolégica

Estos métodos demandan la interaccién directa de microorganismos con el agua a
ser tratada. En este contexto, la actividad de diversas enzimas posibilita la reduccién
de NO3;~ y NO, ™ a Ny, empleando NO3 ™~ como aceptor de electrones [29].

En términos generales, los sistemas de naturaleza biol6gica ofrecen la ventaja de al-
canzar eficiencias de eliminacién del nitrato notablemente elevadas, superiores al
90 %. Ademds, se caracterizan por su sencilla operacién y costos reducidos [18]. De
hecho, el empleo de tecnologias basadas en la desnitrificacion biol6gica resulta mas
econémico en comparacién con alternativas como la osmésis inversa o el intercam-
bio iénico para la remocién de nitrato. En promedio, el costo asociado al tratamiento
de agua contaminada con nitrato a través de procesos de desnitrificacion biolégica se
sittia en torno a 0,24 US$/m?3 contraste con los 0,60 US$/m? y 0,32 US$/ m?> que su-
ponen los procesos de osmosis inversa e intercambio i6nico, respectivamente [30].
Esta diferencia de costos hace que la desnitrificacién biolégica sea una alternativa
econdmicamente atractiva para la eliminacién eficiente de nitrato en el agua.

Dependiendo del tipo de donador de electrones que usen los microorganismos, se
distinguen dos tipos de procesos desnitrificantes: heterétrofos y autétrofos. En el
caso de la desnitrificacién autétrofa, los microorganismos usan materia orgénica pa-
ra reducir el nitrato mientras que, en la desnitrificacién autétrofa, el donador de
electrones es un compuesto inorgénico (p.e. sulfuro, azufre o hidrégeno). La des-
nitrificaciéon heterétrofa es un método comtinmente empleado para abordar la con-
taminacién de agua con nitratos, ya que ofrece un desempefio confiable y ventajas
econémicas. La actividad de desnitrificacion heterétrofa se ve influenciada por fac-
tores como la cantidad de carbono disponible, la concentracién de nitrato, el pH,
la temperatura ambiental y la presencia de oxigeno [31]. Dado que las aguas sub-
terraneas no contienen apenas materia orgénica, es necesario agregarla para poder
eliminar el nitrato. Esto implica un control preciso de la cantidad a adicionar con el
fin de evitar una contaminacién secundaria en las aguas subterrdneas [32]. Este in-
conveniente no existe en el caso de la desnitrificaciéon autétrofa con hidrégeno, dado
que la baja solubilidad de éste evita su acumulacién en el agua subterranea [33].

3.2. Desnitrificacién hidrogenotroéfica, una nueva solucién

Es conocido que los procedimientos mas comtnmente empleados para la elimina-
ciéon de nitrato en aguas subterrdneas dan lugar a una corriente de agua cuyo alto
nivel de nitrato impide su posible vertido a aguas superficiales por lo cual requie-
re realizar gestién de la misma, incurriendo en notables costos operacionales. Es en
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este contexto donde se inicia la investigacion en torno a la desnitrificacién hidroge-
notréfica como una posible solucion. Las bacterias que realizan la desnitrificacién hi-
drogenotréfica corresponden a bacterias autétrofas anaerobias facultativas las cuales
obtienen su energia mediante la transferencia de electrones. Las desnitrificantes que
logran oxidar el hidrégeno son a menudo pertenecientes a la clase de Proteo-bacteria
y la que maés se a estudiado ha sido la Paracoccus denitrificans. La desnitrificacion
hidrogenotroéfica se ha empleado como una alternativa tecnolégica a la desnitrifica-
cién heterétrofa en la remedicién del agua contaminada con nitratos ya que presenta
diversas ventajas respecto a esta: 1) genera menor cantidad de biomasa, lo que redu-
ce los costos asociados a la gestién de lodos; 2) no necesita materia orgéanica, por lo
que se evitan posibles problemas de contaminacién secundaria; 3) el hidrégeno no
es toxico y puede generarse in-situ mediante la electrélisis del agua, por lo que los
sistemas de desnitrificacién hidrogenotréfica pueden operar de forma descentraliza-
da [7] [32]. Sin embargo, este proceso también conlleva ciertas desventajas pues el
hidrégeno se caracteriza por ser poco soluble en agua y, ademads, por su alto poten-
cial de explosion o inflamabilidad [7] [33]. Para mejorar la eficiencia de transferencia
del gas a la fase liquida y ademds evitar explosiones, estudios han propuesto el uso
de micro-burbujas dentro de reactores. Al ser burbujas de menor tamafio, tienen un
mayor tiempo de retencién, lo que genera una mayor eficiencia de transferencia del
gas al agua en comparacion con otras de mayor tamarfio pues, hay un mayor tiempo
de contacto entre el hidrégeno y el agua [32]. Estas micro-burbujas pueden generarse
usando diferentes tecnologias como disolucién presurizada, ultrasonidos, oscilacién
de fluidos y cavitacién hidrodindmica. Un estudio muestra que el uso de difusores
de micro-burbujas puede aumentar hasta seis veces la eficacia de aprovechameinto
del hidrégeno suministrado [34].

3.3. Sistemas SBR

El reactor por lotes secuenciales (SBR) corresponde a una variante de los sistemas
de lodos activados, y es una de las tecnologias mas comunes para el tratamiento de
aguas residuales. El SBR opera de forma discontinua y su uso es aconsejable sola-
mente en el caso de que el caudal de agua a tratar sea bajo. Su funcionamiento se basa
en la aplicacién de ciclos operacionales consecutivos que constan de las siguientes
etapas [35] (Figura 3.3) :

Llenado del reactor: En esta etapa se suministra el agua residual al sistema.

Reaccién: En esta etapa, se procede a airear o a agitar el sistema para llevar a cabo
los procesos biolégicos aerobios y anaerobios, respectivamente, que eliminaran los
contaminantes.

Reposo: Tiempo de espera entre el vaciado y el siguiente llenado del reactor.

Sedimentacién: En esta etapa se detiene la aireacién y/o la agitacién dentro del reac-
tor, de modo que los lodos y los sélidos suspendidos se asientan en el fondo de
reactor y el efluente ya depurado quedard como sobrenadante separando los sélidos
biolégicos del agua tratada.

Vaciado: El agua tratada se descarga de manera segura hacia el medio ambiente o se
somete a un postratamiento en caso de ser necesario [36].
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FIGURA 3.3: Esquema de etapas de un reactor biolégico
[37].
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Capitulo 4

Metodologia

Para este estudio, se realizaron cinéticas para evaluar la desnitrificacién hidroge-
notréfica utilizando diferentes concentraciones iniciales de nitrato (15, 30 y 45 mg
N-NO3z ™ /L) con el fin de evaluar las tasas de consumo de nitrato y nitrito bajo con-
diciones controladas. Ademés, se estudi6 el efecto de la presencia de nitrito sobre la
desnitrificacién hidrogenotréfica mediante la inclusién de reactores paralelos en los
que, manteniendo constantes las condiciones de operacion (temperatura, pH, agi-
tacion y dosis de biomasa), contengan diferentes concentraciones de nitrito inicial.
Se llevaron a cabo 2 series de ensayos a concentraciones iniciales de 15 y 45 mg N-
NO3;™ /L y 4 series a una concentracién inicial de 30 mg N-NOs;~ /L. Cada serie se
realiz6 por triplicado. En primer lugar, se procedié a determinar la concentracién
de soélidos en suspensién del inéculo y se prepararon las disoluciones de reactivos
necesarias para la medicioén de nitrito, nitrato y amonio. Se empled, como inéculo,
biomasa procedente del reactor aerobio de lodos activos que opera en la planta de
tratamiento de La Farfana (Aguas Andinas). Estas mediciones se llevaron a cabo uti-
lizando un espectrofotémetro para determinar la absorbancia de cada muestra. Los
datos obtenidos fueron utilizados para realizar las curvas de calibracion especificas
para cada componente analizado. Se emplearon lodos activados de tipo aerobio y se
realiz6 la caracterizacion utilizando un protocolo con 6 repeticiones experimentales
para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

4.1. Meétodos Analiticos

4.1.1. Sélidos suspendidos totales (SST)
Fundamento

Los soélidos suspendidos totales (SST) fueron los obtenidos después de separar los
s6lidos mediante lavado de lodos y secado en una estufa que opere a 103-105 [°C].
Su cuantificacién se realizé en base a lo establecido en el método 2540 D - Total
Suspended Solids Dried at 103-105°C de Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater [38].

Equipos y materiales
= Pinzas
» Crisoles de porcelana para un volumen de 20 [mL].

= Estufa que opere en el rango de 103-105 [°C].
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m Desecador conteniendo un desecante con indicador de coloreado de humedad
(silica gel).

= Balanza analitica de precisién 0,1 [mg].

Procedimiento
» Pesar crisol en la balanza analitica (peso A)

= Extraer una muestra conocida y someterla a centrifugacion. Eliminar el sobre-
nadante seguido de la adicién de 6 ml de agua destilada para lavar la muestra.
Repetir esta operacion 3 veces.

= Colocar la muestra dentro de un crisol limpio, seco y tarado y, luego, llevar a
la estufa operando a 103 — 105 [°C], por un tiempo minimo de 8 [h]. Retirar
de la estufa y dejar enfriar en la desecadora. Pesar en una balanza analitica y
chequear peso constante. Este valor constituye el Peso (B), en gramos.

Expresién de los resultados

Los Soélidos Suspendidos Totales (SST) se determinaron mediante la siguiente rela-
cion:

SST [g] _ (PesoB—PesoA)[g] 1000 mL
L] Volumen de muestra [mL)] 1L
4.1.2. Sélidos suspendidos volatiles (SSV)
Fundamento

La medida de los Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV) permitié determinar la frac-
cién volétil de los lodos y, combindndola con la medida de los SST, también permitié
determinar su fraccién inorganica. Su cuantificaciéon se realiz6 en base a lo estable-
cido en el método 2540 E - Fixed and Volatile Solids Ignited at 550 °C de Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater [38].

Equipos y materiales

s Pinzas

Crisoles de porcelana para un volumen de 20 [mL].

Estufa que opere en el rango de 103-105 [°C].
Mufla que opere a 550 [°C]

Desecador conteniendo un desecante con indicador de coloreado de humedad
(silica gel).

Balanza analitica de precisién 0,1 [mg].

Procedimiento
= Pesar crisol en la balanza analitica (peso A)

» Extraer una muestra conocida y someterla a centrifugacion. Eliminar el sobre-
nadante seguido de la adicion de 6 ml de agua destilada para lavar la muestra.
Repetir esta operacion 3 veces.
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= Colocar la muestra dentro de un crisol limpio, seco y tarado y, luego, llevar a
la estufa operando a 103 — 105 [°C], por un tiempo minimo de 8 [h]. Retirar
de la estufa y dejar enfriar en la desecadora. Pesar en una balanza analitica y
chequear peso constante. Este valor constituye el Peso (B), en gramos.

= Luego de obtener el Peso (B), colocar el crisol en la mufla e incinerar a 550°C
durante 8 [h].

= Retirar el crisol de la mufla y dejar enfriar en desecadora. Pesar en una balan-
za analitica y chequear peso constante. Este valor constituye el Peso (C), en
gramos.

Expresion de los resultados

Los Solidos Suspendidos Volatiles (SSV) se determinaron mediante la siguiente rela-
cion:

ssv {g} ~ (PesoB —Peso C) [g] 1000 mL
L] Volumen de muestra [mL] 1L

4.1.3. Concentracion de nitrito (NO, )
Fundamento

La concentracion de nitrito en las muestras analizadas se determiné siguiendo lo in-
dicado en el método 4500-NO,-B, correspondiente al Método Colorimétrico de Stan-
dard Methods for the Examination of Water and Wastewater [38]. En este procedi-
miento, el nitrito se mide a través de la formacién de un compuesto de color fucsia,
que se produce en un pH de 2,0-2,5 por la reaccién de sulfanilamida diazotada (SF-
NA) con N-(1-naftil)-etilenamina dihidrocloruro (NED dihidroclorado). Este com-
puesto se cuantifica a una longitud de onda de 543 nm usando un espectrofotémetro
UV-visible. El rango aplicable de este método para mediciones espectrofotométricas
esde0al,0mgN-NO, /L.

Equipos y materiales
= Espectrofotémetro Shimadzu UV-1603, para uso a 543 [nm].
= Cubetas de espectrofotémetro de cuarzo o vidrio, de 1 [cm] de espesor.
= Centrifuga.
= Balanza analitica.
= Pipetas y micropipetas.
= Probetas.
= Matraces aforados.
= Vasos precipitados.
= Filtros de 0,45 ym de tamafio de poro.
= Tubos de ensayo.
= Reactivo NED.
= Reactivo SFNA.
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= Solucién patrén de nitrito de sodio (NaNO,) de 10 [mg N-NO, ™ /L]

4.1.4. Preparacién de reactivos
Reactivo NED

Disolver 0,5 [g] de N-(1-naftil)-etilendiamina diclorhidrato en 500 [mL] de agua des-
tilada. La disolucién se refrigera en botella de vidrio oscuro y se renueva en caso de
haber decoloracién.

Reactivo SFNA

Disolver 10 [g] de sulfanilamida cristalizada en 100 [mL] de HCl concentrado y 600
[mL] de agua destilada. Después de enfriar la disolucién llevarla a 1 [L] con agua
destilada. La disolucion es estable durante varios meses, debe almacenarse en frasco
ambar y mantenerse en refrigeracion a 4 + 2 [°C].

Preparacién de solucién patrén de NaNO,

Aforar 0,4926 [g] de NaNO; en 100 [mL] de agua destilada. Luego, tomar 1 [mL] de
la solucién anterior y aforar a 100 [mL]. Con esto, se obtiene una solucién de NaNO,
con una concentracién final de 10 [mg N-NO, /L](solucién patrén).

Procedimiento
» Centrifugar y filtrar la muestra para eliminar sélidos suspendidos.
» Diluir la muestra (para que esta quede dentro del rango lineal del método).
= Agregar 2,5 [mL] de la muestra diluida en tubos de ensayo secos.
= Luego, agregar 0,1 [mL] de NED y 0,1 [mL] de SENA.

» El blanco consiste en 2,5 [mL] de agua destilada y la misma cantidad de NED
y SENA.

= Tanto la muestra como el blanco se agitan y se mantienen a temperatura am-
biente y se dejan reaccionar por 20 [min].

» Una vez trascurrido el tiempo de reaccién, en el espectrofotémetro, se mide la
absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 543 [nm)].

Preparacién de la curva de calibrado: Se confecciona la curva de calibrado con la
solucién patron de NaNO; preparada, realizando las diluciones correspondientes.
Ajustando una regresion lineal a los resultados de las absorbancias obtenidas, se
determina la curva de calibrado (Figura 4.1), la cual sigue la forma:

Absorbancia [-] = m - Concentracién N-NO, [mg/L] + b

Donde:
= m: pendiente de la curva de calibrado.

= b: intercepto de la curva de calibrado.
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FIGURA 4.1: Curva de calibracién de nitrito.

Expresion de resultados
La concentracién del nitrégeno en forma de nitrito de las muestras se obtiene a partir

de la curva de calibrado de la siguiente forma:

FD - Absorbancia — b
m

Concentracion N-NO, [mg/L] =

Donde:
= m: pendiente de la curva de calibrado.
= b: intercepto de la curva de calibrado.

m FD: factor de dilucién de la muestra analizada.

4.1.5. Concentracion de nitrato (NO3; )
Fundamento

La concentracion de nitrato en las muestras analizadas se determiné utilizando el
método 4500-NOs3-B, que corresponde al Método de Screening Ultravioletas por Es-
pectrofotometria de Standard Methods for the Examination of Water and Wastewa-
ter [38]. Este es un método de determinacién directa que se basa en la absorcion de
luz ultravioleta por el ion nitrato a una longitud de onda de 220 nm. Dado que la
materia organica también absorbe luz ultravioleta a 220 nm y 275 nm, mientras que
el nitrito solo lo hace a 220 nm, se requiere una segunda medicién a 275 nm para
corregir los resultados obtenidos a 220 nm y eliminar las interferencias de la materia
organica. El rango de aplicacién de este método es de 0 a 4,0 mg N-NOs; ™~ /L.

Equipos y materiales
= Espectrofotémetro Shimadzu UV-1603, para uso a 543 [nm].
= Cubetas de espectrofotémetro de cuarzo o vidrio, de 1 [cm] de espesor.
= Centrifuga.

= Balanza analitica.
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= Pipetas y micropipetas.

= Probetas.

= Matraces aforados.

= Vasos precipitados.

» Filtros de 0,45 ym de tamafio de poro.

= Tubos de ensayo.

= Solucién de 4cido clorhidrico (HCI) 0,1 [M].

= Solucién de 4cido sulfamico (H3NSO3z) 50 [g/L].

= Solucién patrén de NaNO;3 de 100 [mg N-NO3z ™~ /L].

4.1.6. Preparacion de reactivos

Solucién de HC1 0,1 [N]

Disolver 3,64 [g] de acido clorhidrico fumante 37 % p/p en agua destilada y aforar a
L[L]

Solucién de dcido sulfamico 50 [g/L]

Disolver 25 [g] de acido sulfdmico en agua destilada y aforar a 500 [mL].

Preparacién de solucién patrén de NaNOj3

Aforar 0,6068 [g] de NaNOs3 en 100 [mL] de agua destilada. Luego, tomar 10 [mL] de
la solucién anterior y aforar a 100 [mL]. Con esto, se obtiene una solucién de NaNOs
con una concentracién final de 100 [mg N-NO3~ /L] (solucién patrén).

Procedimiento
» Centrifugar y filtrar la muestra para eliminar s6lidos suspendidos.
= Diluir la muestra (para que esta quede dentro del rango lineal del método).
= Agregar 5 [mL] de la muestra diluida en tubos de ensayo secos.

» Luego, agregar 0,1 [mL] de HC10,1 [N] y 1 [mL] de la solucién de &cido sulfami-
co 50 [g/L].

= El blanco consiste en 5 [mL] de agua destilada y la misma cantidad de HC1 0,1
[N] y &cido sulfamico.

= Tanto la muestra como el blanco se agitan utilizando un vértex, se mantienen
a temperatura ambiente y se dejan reaccionar por 10 [min].

= Una vez trascurrido el tiempo de reaccion, en el espectrofotémetro, se mide la
absorbancia de la muestra a las longitudes de onda 220 [nm] y 275 [nm].

Preparacién de la curva de calibrado: Se confecciona la curva de calibrado con la
solucién patron de NaNOj3 preparada, realizando las diluciones correspondientes.
Ajustando una regresion lineal a los resultados de las absorbancias obtenidas, se
determina la curva de calibrado (Figura 4.2), la cual sigue la forma:
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Ajuste [-] = m - Concentraciéon N-NO; [mg/L] + b

Donde:

= Ajuste: es la diferencia entre la Absorbancia a 200 nm y la Absorbancia a 275
nm.

= m: pendiente de la curva de calibrado.

= b: intercepto de la curva de calibrado.
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FIGURA 4.2: Curva de calibracién de nitrato.

Expresién de resultados

FD - [(Absorbancia a 220 nm — Absorbancia a 275 nm) — b]
m

Concentracién N-NOj;” [mg/L] =

Donde:
= m: pendiente de la curva de calibrado.
= b: intercepto de la curva de calibrado.

m FD: factor de dilucién de la muestra analizada.

4.1.7. Concentracién de amonio (NH;™)
Fundamento

La concentraciéon de amonio en las muestras analizadas se determiné utilizando el
método 4500-NHj3 F, conocido como Método Fenato, de Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater [38]. Este procedimiento se basa en la forma-
cién de un compuesto de color azul, denominado indofenol, que se genera a partir
de la reaccion entre el ion amonio, el ion hipoclorito y el fenol, catalizada por el nitro-
prusiato de sodio en un medio alcalino. La medicién del indofenol se realiza a una
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longitud de onda de 640 nm utilizando un espectrofotémetro UV-visible. El rango
aplicable para este método es de 0 a 1,0 mg N-NH4 " /L.

Equipos y materiales
= Espectrofotémetro Shimadzu UV-1603, para uso a 543 [nm].
= Cubetas de espectrofotémetro de cuarzo o vidrio, de 1 [cm] de espesor.
= Centrifuga.
= Balanza analitica.
= Pipetas y micropipetas.
= Probetas.
= Matraces aforados.
» Vasos precipitados.
= Filtros de 0,45 ym de tamafio de poro.
= Tubos de ensayo.
= Solucién de fenol.
= Solucién nitroprusiato de sodio.
= Solucién de citrato alcalino.
= Solucién de hipoclorito de sodio.
= Solucién oxidante.

= Solucion patrén de cloruro de amonio (NH4Cl) de 10 [mg N-NH, " /L].

4.1.8. Preparacién de reactivos

Solucién de fenol

Mezclar 11,1 [mL] de fenol licuado (> 89 %) con alcohol etilico 95 % v /v hasta com-
pletar un volumen final de 100 [mL]. Preparar semanalmente.

Solucién de nitroprusiato de sodio 0,5 % p/v

Disolver 0,5 [g] de nitroprusiato de sodio (C5NgOFe) en 100 [mL] de agua destilada.

Solucidn de citrato alcalino

Disolver 200 [g] de citrato trisédico (NazCsH507) y 10 [g] de hidréxido de sodio
(NaOH) en agua destilada y aforara 1 [L].

Solucién de hipoclorito de sodio

Usar una solucién comercial de hipoclorito de sodio, con un 5% p/p aproximado
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Solucién oxidante

Mezclar 100 [mL] de solucién de citrato alcalino con 25 [mL] de la solucién de hipo-
clorito de sodio comercial. Preparar de manera diaria.

Preparacién de solucién patrén de NH,Cl

Aforar 0,3821 [g] de NH4Cl en 100 [mL] de agua destilada. Luego, tomar 1 [mL] de
la solucién anterior y aforar a 100 [mL]. Con esto, se obtiene una solucién de NH4Cl
con una concentracion final de 10 [mg N-NH4 " /L] (solucién patrén).

Procedimiento
= Centrifugar y filtrar la muestra para eliminar s6lidos suspendidos.
= Diluir la muestra (para que esta quede dentro del rango lineal del método).
» Agregar 2,5 [mL] de la muestra diluida en tubos de ensayo secos.

= Luego, agregar 0,1 [mL] de solucién de fenol, 0,1 [mL] de solucién de nitropru-
siato de sodio y 0,25 [mL] de solucién oxidante.

= El blanco consiste en 2,5 [mL] de agua destilada y la misma cantidad de solu-
cién de fenol, solucién de nitroprusiato de sodio y de solucién oxidante.

» Tanto la muestra como el blanco se agitan utilizando un vértex, se mantienen
a temperatura ambiente y se dejan reaccionar por 1 [h].

» Una vez culminado el tiempo de reaccién, en el espectrofotémetro se mide la
absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 640 [nm].

Preparacién de la curva de calibrado: Se confecciona la curva de calibrado con la
solucion patrén de NH4Cl preparada, realizando las diluciones correspondientes.
Ajustando una regresion lineal a los resultados de las absorbancias obtenidas, se
determina la curva de calibrado (Figura 4.3), la cual sigue la forma:

Absorbancia [-] = m - Concentracién N-NH, [mg/L] + b

Donde:
= m: pendiente de la curva de calibrado.

= b: intercepto de la curva de calibrado.
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FIGURA 4.3: Curva de calibracién de amonio.

Expresion de resultados

La concentracion de nitrégeno amoniacal de las muestras se obtiene a partir de la
curva de calibrado de la siguiente forma:

(Absorbancia — b)
m

Concentracién N-NH, [mg/L] = FD -

Donde:
= m: pendiente de la curva de calibrado.
= b: intercepto de la curva de calibrado.

m FD: factor de dilucidon de la muestra analizada.

4.2. Preparacion de los ensayos cinéticos

Con el lodo previamente caracterizado, se procedi6 a la conformacién de cinco reac-
tores discontinuos (Figura 4.4). Cada uno con un volumen ttil de 400 ml destinado al
acondicionamiento ambiental del lodo. La preparacién de estos reactores incluy6 la
incorporacién de lodos activados, trazas de elementos necesarios, tampones fosfato,
nitrito y bicarbonato, componentes esenciales para el desarrollo experimental.
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FIGURA 4.4: Muestras realizadas para cada reactor.

Ademads, se afiadié nitrato en forma de nitrato de sodio, con una dosis de 5,48
mg por reactor, equivalente a 2,26 mg de nitrégeno (aclimatacién). La relacion car-
bono/nitrégeno (C/N) fue establecida en 4:1, por lo cual se agregaron 25,288 mg de
carbono por botella, correspondiente a 9,03 mg de carbono. Finalmente, se incorpo-
raron 200 ml de tampén fosfato y 1 ml de trazas, completando asi la formulacién de
los reactores discontinuos (Cuadros 4.1y 4.2).

Parametros operacionales
pH 7,5

Regulacién pH Tampon fosfato (KH,PO4 + NapyHPOy)

Relacion C/N 4:1 (Minimo requerido 0,2 desde 0,5 hasta 7,45 mg C/mg N-NO3)
Concentracion inicial de lodo 0,5gSSV/L

Temperatura 30°C
Fuente de carbono inorganico Bicarbonato de sodio
Velocidad de agitacion 200 rpm

CUADRO 4.1: Resumen parametros operacionales definidos.



Capitulo 4. Metodologia 22

Componente Compuesto Concentracién Volumen de
P utilizado (por litro) trabajo (por 0,4 L)
Nitrégeno (como NO3') Nitrato de sodio 13,7 g/L 548 mg
(NaNO3)
Carbono (como C) Bicarbonato de sodio 63,22 mg/L 25,29 mg
(NaHC03)
Buffer fosfato (pH 7,5) KH,PO, / KoHPO, 1 mL tampén —
01M
Trazas MgCl,, CaCly, FeSOy, 1 mL por litro 0,4 mL
ZnCly, MnSQy, CuCly,
NazMOO4, NiClz, H3BO3

CUADRO 4.2: Componentes utilizados y sus concentraciones en la
preparacién de soluciones.

4.3. Ensayos cinéticos

Cada uno de los reactores discontinuos estd equipado con tres salidas para facilitar
la toma de muestras y el suministro de hidrégeno. La primera salida est4 sellada con
un tapén disefiado para regular la presién interna del reactor, asegurando condicio-
nes estables durante todo el proceso experimental. La segunda salida estd conectada
a una jeringa, permitiendo la extraccién periédica de muestras para andlisis y, la
tercera salida fue disefiada para la adicién constante de hidrégeno al reactor (Figu-
ra 4.5). Este proceso de adicién es controlado y continuo, asegurando condiciones
ideales para las reacciones especificas que se investigan en el estudio.

FIGURA 4.5: Reactores previos a su puesta en marcha.

4.3.1. Puesta en marcha

Cada uno de los reactores fue ubicado dentro de una batea conteniendo agua, di-
seflada para mantener una temperatura estable de 30 °C (Figura 4.6). La regulacién
térmica del agua se realizé6 mediante un termociclador especifico para agua, don-
de las mangueras actuaron como conductos térmicos, asegurando una distribucién
uniforme de la temperatura alrededor de los reactores.
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FIGURA 4.6: Posicionamiento de los reactores dentro de las bateas,
sobre el agitador magnético.

Dentro de cada reactor se colocé un sensor Macherey-Nagel nano, instrumento clave
para la monitorizacion precisa de pardmetros durante el experimento. La batea con
los reactores fue posicionada sobre un agitador magnético, garantizando un movi-
miento constante dentro de cada reactor. Este agitador magnético contribuy6 a man-
tener una distribucién homogénea de los componentes y a promover las condiciones
ideales para las reacciones en curso.

Esta configuracion experimental no solo aseguré condiciones ambientales controla-
das y estables, sino que también facilit6 la recoleccion de datos precisos y la realiza-
cién de mediciones continuas.

Para el suministro de hidrégeno, se utiliz6é un generador de hidrégeno gaseoso PEM
QL-500, capaz de proporcionar hasta 500 mL/min de H,. Este equipo esta equipa-
do con un controlador de presién que ajusta la salida de H; entre 0,02 y 0,40 MPa.
La linea de suministro de H; estd compuesta por tubing que es impermeable al
hidrégeno, una valvula de corte de bola y una valvula de supresién de llama con
antirretorno integrado. Ademads, se emplea un manifold para distribuir el hidrégeno
segln las necesidades del proceso.

4.3.2. Desarrollo de las cinéticas

Se llev6 a cabo un periodo de aclimatacién o pre-acondicionamiento de 49 dias en
total. A partir del dia 24, las botellas de control cesaron el proceso de desnitrifica-
cién, y desde entonces, solo se realizaron reposiciones para mantener constante el
nivel de nitrato que contenian. A partir del dia 49 se comenzaron a realizar series
de ensayos cinéticos por triplicado, partiendo por los de concentracién inicial de 15
ppm, seguidos por los de 30 ppm y 45 ppm. Finalmente, se realizaron dos series de
ensayos adicionales a una concentracion inicial de 30 ppm (Cuadro 4.3).
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Concentracién inicial Serie Numero de muestras | Duracién (h)
15 mg N-NO3~ /L Cinética I 5 8

15 mg N-NO3~ /L Cinética II 5 8

30 mg N-NO3;~ /L Cinética I 5 8

30 mg N-NO3;~ /L Cinética II 5 8

30 mg N-NO; ™~ /L Cinética III 9 168

30 mg N-NO3~ /L Cinética IV 7 53

45 mg N-NO3~ /L Cinética I 6 46

45 mg N-NO; /L Cinética II 6 73,5

CUADRO 4.3: Detalle de muestras por cinética.

Cada experimento fue realizado en triplicado, lo que permitié identificar tendencias
generales y variaciones puntuales entre reactores. A partir de los perfiles de concen-

tracién de nitrato y nitrito se obtuvieron las tasas de consumo de estos compuestos.

Esto permitié6 determinar cudl es la etapa cinética limitante de la desnitrificacion
hidrogenotrofica, lo cual es de suma importancia al momento de dimensionar un

reactor para llevar a cabo este proceso a escala real.
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Capitulo 5

Resultados y andlisis

A continuacién se muestran los perfiles de concentracién de nitrato, nitrito y nitrégeno
total para los ensayos realizados (Figuras 5.1-5.4). A partir de estos datos se obtuvie-
ron las velocidades de consumo de nitrato y nitrito, considerando concentraciones
iniciales de 15, 30 y 45 mg N-NOj /L (Cuadro 5.1).
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FIGURA 5.1: Ensayos realizados a una concentracion inicial de 15 mg
N-NOj /L: Cinéticas I (A, B, C) y Il (D, E, F) (* nitrato; A nitrito; ¢
nitrégeno total).
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nitrégeno total).



Capitulo 5. Resultados y andlisis 27

A) D)
o)
&
g% % g
F4 " Z
> 25 \ \ > \
8 15 f kS L
£ : I ‘
@ \ ) \ . b o @ :
2 10 B ! g2 A
S : S
5 \ O \./ -\.
0 5 — 0
0 25 50 75 100 125 150 175 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)} Tiempo (h)
B) E)
30
8o
g» g
F4 =
= = A
2 15 2
s 1L\ 2
€ 10 €
g \ 8 10 [ AN
§ s e 8
o A 0 o ———®
0 25 50 75 100 125 150 175 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h} Tiempo (h)
9] F)
30 35
- -l
?E E” »s "\\
— ~— ._-_'_‘-—__
5 \\ B | 8% AT
€ 1o SN SRS e, SN SSNUNNS NS S €
§ s § & ! \\ .
0 L 0 —-
0 25 50 75 100 125 150 175 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h) Tiempo (h)

FIGURA 5.3: Ensayos realizados a una concentracién inicial de 30 mg
N—NO3_ /L: Cinéticas III (A, B, C) y IV (D, E, F) (° nitrato; A nitrito; ¢
nitrégeno total).



Capitulo 5. Resultados y andlisis 28
A) D)
50 - : 50
i <
= 40 9 ; ; = 40
= ; i =
=4 + c
=] i | 2
(=] H H 5]
g 2 : : 8 20
c H i [=
@ | ! (7]
g e ‘ g
g 10 i : g 10 .
: ! —
0 : i — 0 e —ol
0 10 20 30 40 50 0 25 50 75
Tiempo (h} Tiempo (h}
B) E)
50 - 60
F4 } F4
€ 3 g 40
8 f 2 30
8 20 g
= i i £ 20
3 ; ; g
3 : g1 !
0 : __*—-’—G—!——Xa_ 0 —e * @
0 10 20 30 40 50 0 50 75
Tiempo (h} Tiempo (h}
Q) F)
50 - 60
) 5 50 ‘
o 40 e X U T
s 5 E
£ £
3 | g 30
£ 20 £
[= [=
8 8 20
g 10 — 8 10
0 : : L : 0 — o
0 10 20 30 40 50 0 50 75
Tiempo (h} Tiempo (h}

FIGURA 5.4: Ensayos realizados a una concentracion inicial de 45 mg
N-NOj /L: Cinéticas I (A, B, C) y Il (D, E, F) (* nitrato; A nitrito; ¢
nitrégeno total).

En el cuadro 5.1 se presenta un resumen de los principales pardmetros cinéticos
obtenidos para cada condicién de concentracién inicial de nitrato (15, 30 y 45 mg
N-NO3z ™ /L). Se incluyen los valores promedio y la desviacién estandar de las velo-
cidades de consumo de nitrato y nitrito, asi como la relaciéon entre la velocidad de

consumao.
[NO; linicial | Velocidad de consumo | Velocidad de consumo | Relacién de velocidades
(mg N/L) NO; (mg N/L-h) NO, (mg N/L-h) NO; /NO;,
15 2,051 £ 0,564 0,144 + 0,211 14,20
30 1,378 + 0,424 0,200 £ 0,106 6,89
45 1,911 + 0,439 0,697 + 0,223 2,74

CUADRO 5.1: Velocidades promedio de consumo de nitrato y nitrito,
y su relacién, para distintas concentraciones iniciales de nitrato.

La tasa de consumo de nitrito aumenté a medida que la concentracién inicial de ni-
trato fue mads alta mientras que la tasa de consumo de nitrato no mostré diferencias
significativas (Figura 5.5 La tasa de consumo de nitrito fue siempre menor que la de
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nitrato lo que indica que la reduccién de nitrito es la etapa que limita cinéticamente
la desnitrificacion hidrogenotroéfica. En todo caso, a medida que se aumenté la con-
centracion de nitrato, este desbalance entre las tasas de consumo de nitrato y nitrito
fue disminuyendo. En el caso de los ensayos llevados a cabo con una concentracién
inicial de 30 mg N-NOs~ /L, los correspondientes a las Cinéticas I y II fueron reali-
zados a distintas concentraciones iniciales de nitrito, que variaron entre 9,58 y 81,07
mg N-NO, /L. A pesar de ello, las velocidades de consumo de nitrato observadas
fueron similares por lo que se puede inferir que el nitrito no ejerce ningtin efecto
inhibitorio sobre el proceso en el rango de concentraciones ensayadas.

Las cinéticas I y II, realizadas con una concentracién inicial de 30 mg N-NO3z~ /L,
presentaron niveles iniciales de nitrito mds altos que las cinéticas III y IV. Sin embar-
go, la diferencia més relevante entre estas series fue la baja velocidad de consumo
de nitrito observada en la cinética I, ya que en la cinética II, a pesar de tener concen-
traciones similares, se alcanzaron tasas mas altas (Figura 5.5). Este comportamiento
no puede explicarse tinicamente por la presencia de nitrito, por lo que se considera
que el historial experimental del sistema, particularmente la exposicién previa a una
carga mayor de nitrato (45 mg N-NO3z~ /L), podria haber inducido una respuesta
adaptativa en la comunidad microbiana, favoreciendo una mayor eficiencia en la
reduccién de nitrito en las cinéticas posteriores [39].

A) Velocidad promedio de consumo de nitrato B) Velocidad promedio de consumo de nitrito

0.35

] 1 . | 1 ] v

FIGURA 5.5: Velocidad de consumo de nitrato (A) y nitrito (B) deter-
minadas a partir de las distintas series de ensayos realizadas a con-
centraciones iniciales de 30 mg N-NO3;~ /L.

De los datos obtenidos de la tercera repeticién de la cinética III realizada a una con-
centracion inicial de 30 mgN-NO3;~ /L, se logré determinar la constante de afinidad
(Ks) para el nitrato obteniéndose valores entre 1,45 y 1,89 mg N-NO3z~ /L aproxima-
damente. Valores bajos de Ks, como los observados, reflejan una alta afinidad: las
bacterias desnitrificantes presentes fueron capaces de mantener tasas apreciables de
consumo incluso en condiciones de baja disponibilidad de nitrato.

Esta observacion sugiere que el consorcio microbiano estaba funcionalmente adap-
tado al entorno experimental, posiblemente como resultado de su exposicion previa
a condiciones de alta carga nitrogenada. Aunque no se realizé un andlisis especifico
de expresién génica ni de composicién microbiana, este comportamiento es coheren-
te con lo descrito en la literatura respecto al incremento en la eficiencia de captacién
de sustrato tras procesos de aclimatacion [40].

Con el fin de que el agua tratada tenga calidad potable, la maxima concentracién
de nitrato y nitrito que debe tener es de 11,3 mg N-NO; /L y 1 mg N-NO, /L,
respectivamente. Si considera que las cinéticas de consumo de ambos compuestos
son de orden cero, se puede calcular el tiempo de residencia hidraulico (TRH) al que
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se tendrfa que operar un reactor de mezcla completa para que pueda cumplir con
cada uno de estos criterios mediante balances de materia al nitrato y al nitrito:

[N'NO; ]entrada - [N'NO; ]Hmite permitido

~NoOy

TRHy, =

[N'Noa_ ]entrada - [N-NOZ_ ]limite permitido

—"No;

donde TRHyq, y TRHyo, son los TRH necesarios cumplir con los criterios de con-

centracién de nitrato y nitrito establecidos por la normativa (h); [N-NOj Jentrada €5
la concentracién de nitrato del agua subterranea a ser tratada (mg N-NO; /L);
[N-NO3 Jifmite permitido ¥ [IN-NO; Jiimite permitido SON la concentraciéon de nitrato y ni-
trito méximas permitidas en agua potable, respectivamente (mg N-NO; /L y mg
N-NO, /L); (—rNO;) y (—rNOE) es la velocidad de consumo de nitrato y nitrito,

respectivamente (mg N-NO; /L-h y mg N-NO, /L-h).

Este calculo se hizo considerando las velocidades de consumo promedio obtenidas
para los ensayos realizados a 15, 30 y 45 mg N-NO; /L (Figura 5.6). Como se puede
observar, la concentracion de nitrito es el pardmetro a tener en cuenta al momento
de dimensionar el sistema de tratamiento dado que el TRH requerido para cumplir
la normativa respecto a este compuesto siempre es mayor que el necesario para al-
canzar el limite establecido para nitrato. Este resultado es 16gico debido tanto a la
menor velocidad consumo como al menor limite permitido en el agua potable del
NOj respecto al NO5'. Los valores de la relacion TRHyq, / TRHyo, estdn en un in-
tervalo 3,72 a 31,02 para los casos analizados. Esta relaciéon aumenta a medida que
la concentracién de nitrato del agua subterranea a tratar disminuye.

El estudio realizado por Vasiliadou et al. presenta condiciones operacionales simila-
res a las empleadas en este trabajo, lo que permite utilizarlo como referencia com-
parativa. En dicho experimento, se utiliz6 CO, como fuente de carbono, un pH mds
bajo (6,4-7,0) y concentraciones de N-NOj que variaron entre 7 y 201,7 mg/L. Aun-
que existen algunas diferencias metodolégicas, ambos trabajos comparten un rango
de concentracién de nitrato parcialmente coincidente y condiciones de temperatura
comparables, lo que justifica la comparacién de sus resultados cinéticos.
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FIGURA 5.6: TRH necesario para que un sistema de tratamiento de

mezcla completa logre cumplir con los criterios de concentracién de

nitrato (e) y nitrito (e) establecidos para agua potable, en funcién de

la concentracién de nitrato del agua subterranea a tratar. Los célculos

se realizaron usando las cinéticas de consumo obtenidas a partir de

los ensayos llevados a cabo con concentraciones iniciales de nitrato
de 15 (A), 30 (B) y 45 (C) mg N-NO; .

En cuanto a la tasa médxima de consumo de nitrato, el estudio de Vasiliadou et al.
(2006) reporta un valor de 3,17 mg N-NO; /L-h, mientras que en este trabajo se
alcanz6 una tasa maxima de 2,75 mg N-NO; /L-h. Adicionalmente, otros estudios
sobre desnitrificacion hidrogenotroéfica reportaron tasas dentro de un rango compa-
rable. Por ejemplo, Mansell y Schroeder (2002) reportaron valores entre 2,7 y 5,3 mg
N-NOj /L-h en sistemas con membranas, y Rezania et al. (2005) observaron tasas
de hasta 6,5 mg N-NO; /L-h en biorreactores SBR operando con cultivos mixtos.
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Estos antecedentes permiten afirmar que la actividad cinética obtenida en este es-
tudio se encuentra dentro del rango superior de desempefio tipico para consorcios
microbianos mixtos en condiciones hidrogenotroéficas [41]. Respecto a la constante
de afinidad (Ks), Vasiliadou et al. reportaron un valor de 28,6 mg N-NO; /L, mien-
tras que en este trabajo en la cinética 30-1II se determiné un valor significativamente
menor (1,45 a 1,89 mg N-NOj /L). Este valor de K, es comparable con los valores
de 1-4 mg/L obtenidos por Seok et al. (2005) en sistemas aclimatados, lo que indica
una alta afinidad de las bacterias hidrogenotréficas por el nitrato [42][43] [44].

En el presente estudio, a pesar de los bajos valores de Ks estimados (1,45-1,89 mg
N-NO3;~ /L), se observ6 una acumulacién intermedia de nitrito en ciertas cinéticas,
a diferencia del estudio de Vasiliadou et al. (2006), donde no se detecté acumulacién
significativa de este intermediario. Esta divergencia puede explicarse por diferencias
en las condiciones experimentales: mientras Vasiliadou utiliz6 CO, como la fuente
de carbono pues, el uso de bicarbonato (HCO; ™) en lugar de CO, puede modificar
el equilibrio dcido-base y afectar la disponibilidad de carbono disuelto, lo cual influ-
ye en la eficiencia metabdlica del consorcio microbiano ademads, Vasiliadou utilizé
un pH entre 6,4-7,0, en este trabajo se utilizé6 un tampoén a pH 7,5, mds alcalino el
cual puede afectar negativamente la actividad de la nitrito reductasa. Por otro lado,
pueden influir factores como la composicién microbiana y el grado de aclimatacién
progresiva de la biomasa [44].

Por otro lado, en el estudio de Chen et al. (2016), se analizaron diversos factores que
afectan la eficiencia del proceso de desnitrificacién hidrogenotréfica, incluyendo el
efecto de la carga de nitrato, el pH, la concentracién de biomasa y temperatura. En
el estudio, se evalu6 experimentalmente el efecto del pH sobre la eficiencia de des-
nitrificacion, concluyendo que el intervalo 6ptimo se encuentra entre 6,0 y 7,0. Fuera
de este rango, se observaron efectos adversos significativos como la acumulacién de
nitrito (Cuadro 5.2). En particular a un pH 9,0, por ejemplo, se registré una acumu-
lacion de 1,92 mg N-NO, ™ /L, atribuida a la inhibicién de la actividad de la enzima
nitrito reductasa. Este hallazgo resalta la importancia del pH en la eficiencia del pro-
ceso. Por tanto, mantener el pH en el rango 6ptimo de 6,0-7,0, como el observado
en dicho estudio, podria ser una estrategia preventiva atil en futuros disefios para
evitar acumulaciones similares [45].

pH | Remocién de NO3™ (%) | Acumulacién de NO;,™ (mg N/L)
6,0 99,1 0.05
6,5 99,0 0,08
7,0 98,9 0,10
7,5 93,5 0,75
8,0 89,2 1,10
9,0 62,3 1,92

CUADRO 5.2: Efecto del pH sobre la remocién de nitrato y acumula-
cién de nitrito segtin Chen et al. (2016)

[45].

El trabajo de Ghafari et al. (2010) evalu6 la desnitrificacién hidrogenotréfica en un
reactor SBR, enfocado en la optimizacién de las condiciones de operacién median-
te disefio experimental. En particular, se analizaron el pH y la dosis de bicarbonato
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de sodio como factores criticos, encontrando que las condiciones 6ptimas corres-
pondian a pH 8,0 y 1100 mg/L de NaHCOj3, valores con los que se logré una com-
pleta eliminacién de nitrato sin acumulacién significativa de nitrito. Este resultado
contrasta con lo reportado en otros estudios y revisiones, donde pH superiores a 7,6
suelen estar asociados a acumulacién de nitrito por inhibicién parcial de la nitrito re-
ductasa. En este sentido, el hallazgo de Ghafari resulta llamativamente alto respecto
a los pH 6ptimos mds conservadores que predominan en la literatura especializada
(Figura 5.7). Lo mas probable es que este resultado se deba a condiciones experimen-
tales muy controladas, como una frecuencia alta de renovacién de hidrégeno, y una
biomasa bien aclimatada, que en conjunto permitieron mitigar los efectos normal-
mente negativos de un pH elevado [46].

Acumulacién de NOz~ vs. pH en desnitrificacién hidrogenotréfica

2.00 | —e— Tendencia en la literatura
X Ghafari et al. (2010)
X Presente estudio

Acumulacién de NO2~ (mg N/L)
o o o Iy = = =
N o S =Y N} 1% S
o =) G S [ =) G

o
o
S

650 675  7.00 725 750  7.75 800 825 850
pH

FIGURA 5.7: Comparacién de comportamiento de Acumulacién de
NO;~ vs. pH en desnitrificaciéon hidrogenotroéfica

[45] [46] .
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Capitulo 6

Conclusiones

Mediante un proceso de aclimatacién es posible promover la actividad desnitrifi-
cante hidrogenotréfica de biomasa procedente del sistema de lodos activos de una
planta de tratamiento de aguas residuales urbanas con el fin de poder usarlo como
in6culo en sistemas de eliminacién del nitrato presente en aguas subterrdneas.

Considerando los limites de concentracién de nitrato y nitrito establecidos por la
normativa, la aplicacién del proceso de desnitrificacion hidrogenotréfica para obte-
ner agua potable podria modelarse usando cinéticas de consumo de orden cero para
ambos compuestos.

Bajo las condiciones ensayadas, la reduccién de nitrito a nitrégeno molecular es la
etapa que limita cinéticamente la desnitrificacién hidrogenotréfica. Esto implica que
el dimensionamiento de un reactor que trate aguas subterrdneas con nitrato, con el
fin de obtener un efluente que tenga calidad para consumo humano, se debe realizar
en funcién de la velocidad de consumo de nitrito, y no de la de nitrato.

En base a los ensayos realizados con distintas concentraciones iniciales de nitrito,
no se espera que la acumulacién de este compuesto cause una disminucién de la
velocidad de consumo de nitrato durante el tratamiento de las aguas subterrdneas.
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