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Resumen

La presencia de compuestos nitrogenados, materia organica y especies reducidas de
azufre en residuos industriales liquidos representa un desafio para los sistemas de
tratamiento bioldgico, debido a la interaccion entre las distintas rutas metabdlicas
involucradas en su transformacién. En este contexto, la presente memoria, desarrollada
en el marco del proyecto Fondecyt N.° 1241199, etapa 2026, titulado “Sequential
nitrification — mixotrophic denitrification v/s simultaneous nitrification — mixotrophic
denitrification: comparative study of technologies using Chilean zeolite as microbial
support”, tuvo como objetivo evaluar comparativamente el desempefio de dos
reactores secuenciales, uno sin soporte microbiano (RC) y otro incorporando zeolita
natural chilena como soporte (RZ), mediante procesos de nitrificacidn total, nitrificacion
parcial y desnitrificacion mixotrofica.

La experimentacion se desarrollé en reactores de 1,5 [L] de volumen efectivo, operados
secuencialmente mediante una primera etapa de nitrificacion total durante 33 dias y 16
ciclos (Etapa 1), seguida de una segunda etapa orientada al establecimiento de
nitrificacion parcial durante 50 dias y 25 ciclos (Etapa Il). La desnitrificacién mixotréfica
se desarrollé posteriormente bajo condiciones andxicas, empleando materia organica y
sulfuro como fuentes de electrones, manteniendo relaciones C/N y S/N de 2 y 1,5,
respectivamente. Durante la operacién se monitorearon las concentraciones de amonio,
nitrito, nitrato, sulfuro, sulfato, carbono organico total y nitréogeno total, ademas de pH,
oxigeno disuelto y sélidos suspendidos volatiles. Asimismo, se realizaron ensayos de
actividad desnitrificante autdtrofa (ADA) y heterétrofa (ADH) para evaluar la
coexistencia de ambas capacidades metabdlicas.

El pH se mantuvo en un promedio de 7,5, dentro de un intervalo de 7-8, mientras que
las condiciones operacionales equivalentes de oxigeno disuelto correspondieron a 0,5—
1 [mg O,/L] durante la Etapa | y 1-3 [mg O,/L] durante la Etapa Il. En la primera etapa se
observé un comportamiento predominantemente asociado a nitrificacion total. Durante
la segunda etapa se observd una transiciéon hacia condiciones compatibles con
nitrificacion parcial. La remocion maxima de amonio durante el ciclo completo alcanzé
64 % en RC durante la Etapa | y 93 % durante la Etapa Il, mientras que RZ alcanz6 53 % vy
95 %, respectivamente.

Durante la desnitrificacion, ambos reactores presentaron una disminucion de las
concentraciones de nitrito y nitrato, alcanzandose remociones maximas de 100 % para
ambas especies nitrogenadas en las Etapas | y Il. El sulfuro disuelto presentd consumo
completo al término de los ciclos evaluados, aunque sus concentraciones de entrada
mostraron una elevada variabilidad. La formaciéon de sulfato también presentd
variaciones entre ciclos y etapas. El comportamiento conjunto de las especies
nitrogenadas y azufradas fue compatible con el desarrollo de procesos de



desnitrificacion asociados a la utilizacion de compuestos reducidos de azufre, aunque
las limitaciones experimentales impidieron establecer un balance completo de las
transformaciones del azufre.

Respecto de la materia organica, ambos reactores presentaron remociones maximas de
TOC superiores al 70 % durante la Etapa | y superiores al 80 % durante la Etapa Il. RZ
alcanzé mayores eficiencias que RC en ambas etapas, con una remocién maxima de 89
% durante la Etapa Il, frente al 82 % alcanzado por RC. Por otra parte, los sdlidos
suspendidos volatiles disminuyeron desde 11,60 a aproximadamente 3,16 [g SSV/L] en
RC y desde 4,57 a aproximadamente 1,83 [g SSV/L] en RZ. Esta disminucidn podria
asociarse a la estabilizacién de la biomasa suspendida y, en el caso de RZ, a la retencidn
de microorganismos sobre la zeolita. Los ensayos ADA y ADH evidenciaron la
coexistencia de capacidades desnitrificantes autétrofas y heterdtrofas en ambos
reactores, confirmando el caracter mixotréfico del proceso, aunque no fue posible
cuantificar de manera concluyente la contribucién relativa de cada ruta metabdlica.

En términos generales, RC presenté una mayor eficiencia de remocion de nitrégeno
durante parte de la operacion, particularmente durante la Etapa I, mientras que RZ
mostrd una recuperacion mas favorable frente a las perturbaciones operacionales y
alcanzd una mayor remocidon maxima de amonio durante la Etapa ll. La incorporacion de
zeolita favorecio las eficiencias de remocidn bajo las condiciones evaluadas, aunque las
diferencias no fueron suficientemente amplias como para establecer una mejora
generalizada del desempefo. Su principal aporte se relaciond con la retencion de
biomasa y una mayor capacidad de recuperacién del sistema. En conjunto, los resultados
aportan antecedentes sobre el comportamiento de reactores secuenciales con y sin
zeolita natural chilena para el tratamiento de efluentes que presentan simultdneamente
compuestos nitrogenados, materia orgdnica y especies reducidas de azufre.
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1. Introduccidn y Objetivos

1.1. Introduccion

El crecimiento de las actividades industriales ha permitido satisfacer una demanda
creciente de bienes y servicios, pero también ha generado un aumento en la produccién
de residuos industriales liquidos (RILes), cuya composicién puede representar un riesgo
para los ecosistemas acudticos cuando sus contaminantes son descargados sin un
tratamiento adecuado. Entre los principales contaminantes presentes en estos efluentes
se encuentran los compuestos nitrogenados, la materia organicay las especies reducidas
de azufre, cuya acumulacién puede generar alteraciones en la calidad del agua y afectar
el equilibrio de los ecosistemas. En particular, el exceso de nitrdgeno puede contribuir a
procesos de eutrofizacién y deterioro de la calidad de los cuerpos receptores, mientras
gue los compuestos reducidos de azufre pueden presentar efectos ambientales y
sanitarios asociados a su transformacion y emisién al ambiente (Metcalf y Eddy, 2001;
Campos et al., 2009).

La eliminacidn biolégica de nitréogeno constituye una de las principales alternativas para
el tratamiento de efluentes que presentan concentraciones elevadas de compuestos
nitrogenados. El proceso convencional de nitrificacidn-desnitrificacion comprende, en
primer lugar, la oxidaciéon bioldgica del amonio (NH4*) a nitrito (NO,") y posteriormente
a nitrato (NOs™) bajo condiciones aerobias. Luego, durante la desnitrificacién, las
especies nitrogenadas oxidadas son reducidas progresivamente hasta nitrégeno
molecular (N2) bajo condiciones anodxicas. Estos procesos son ampliamente utilizados
debido a su capacidad para transformar el nitrégeno disuelto en productos menos
perjudiciales para el ambiente (Metcalf y Eddy, 2001). Sin embargo, la nitrificacion
convencional presenta una importante demanda de oxigeno y requiere mantener
condiciones adecuadas para el crecimiento de microorganismos nitrificantes, mientras
qgue la desnitrificacidon heterdtrofa puede requerir la disponibilidad de una fuente de
carbono biodegradable cuando la materia organica presente en el efluente resulta
insuficiente.

Frente a estas limitaciones, se han desarrollado estrategias destinadas a disminuir los
requerimientos de oxigeno y materia orgdnica asociados al tratamiento convencional.
Entre ellas se encuentra la nitrificacion parcial, proceso en el cual el amonio es oxidado
preferentemente hasta nitrito, evitando su conversion completa a nitrato. La
acumulacién de nitrito puede favorecer rutas de eliminaciéon de nitréogeno de menor
requerimiento de oxigeno y reducir la demanda global de recursos del proceso. El
establecimiento de la nitrificacidn parcial depende de las condiciones de operacion y de
la seleccidn de las poblaciones microbianas responsables de la oxidacion del amonio y
del nitrito, siendo relevantes variables como el oxigeno disuelto, pH, temperatura y
concentraciéon de sustratos (Campos et al., 2009). En este sentido, la operacién bajo



concentraciones limitantes de oxigeno puede favorecer la actividad de los
microorganismos oxidantes de amonio frente a los oxidantes de nitrito y contribuir a la
acumulacion de este ultimo.

Por otra parte, la desnitrificacion puede desarrollarse mediante microorganismos
heterdtrofos, autdtrofos o mediante la coexistencia de ambos grupos. La desnitrificacion
mixotroéfica corresponde a una estrategia en la cual los microorganismos pueden utilizar
simultdneamente compuestos organicos e inorganicos como donadores de electrones,
permitiendo aprovechar distintas fuentes disponibles en el medio. Esta configuracion
puede presentar ventajas frente a los procesos exclusivamente heterdtrofos o
autotrofos, debido a que permite reducir la dependencia de una fuente de carbono
organica externa y, al mismo tiempo, disminuir algunas de las limitaciones asociadas al
establecimiento de comunidades exclusivamente autdtrofas. Entre los donadores de
electrones inorgdnicos empleados en estos procesos se encuentran compuestos
reducidos de azufre, hidrégeno y hierro, cuya utilizacién puede contribuir a la
eliminacion de especies nitrogenadas oxidadas (Zhang et al., 2023).

El empleo de compuestos reducidos de azufre como donadores de electrones permite
desarrollar procesos de desnitrificacién autotrofica sulfurada, en los cuales especies
como el sulfuro pueden ser oxidadas mientras el nitrato o nitrito es reducido. La relacién
entre el donador de electrones y el nitrégeno disponible constituye un factor relevante
para el desempefio del proceso, ya que una disponibilidad insuficiente de sulfuro puede
limitar la reduccién de las especies nitrogenadas, mientras que un exceso puede
favorecer la acumulacién de especies azufradas o aumentar los requerimientos
posteriores de tratamiento. Estudios experimentales han demostrado que la relacién
S/N influye directamente en la eficiencia de eliminacién de sulfuro y nitrato durante la
desnitrificacion sulfurada (Campos et al., 2009; Dolejs et al., 2014).

La utilizacién de reactores secuenciales por lotes o Sequencing Batch Reactors (SBR)
constituye una alternativa apropiada para integrar distintas condiciones de operacién
dentro de una misma unidad de tratamiento. Estos sistemas permiten controlar de
manera independiente etapas con diferentes disponibilidades de oxigeno y tiempos de
reaccion, facilitando el establecimiento sucesivo de condiciones aerobias y andxicas
requeridas para la transformacién de los compuestos nitrogenados. Asimismo, la
configuracién secuencial permite adaptar las condiciones operacionales a las
caracteristicas del efluente y estudiar el comportamiento de las comunidades
microbianas frente a cambios en las condiciones de reaccion (Metcalf y Eddy, 2001).

Una estrategia adicional para mejorar la retencién de biomasa dentro de estos sistemas
corresponde a la utilizacion de soportes para el crecimiento microbiano. Los procesos
de crecimiento adherido permiten aumentar la cantidad de microorganismos retenidos
en el reactor y pueden favorecer la estabilidad de poblaciones de crecimiento lento,
como aquellasinvolucradas en la nitrificacidn. En este contexto, |la zeolita natural ha sido
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estudiada como soporte microbiano debido a sus caracteristicas superficiales y a su
capacidad de intercambio iénico, ademds de su potencial para favorecer la formacién de
biopeliculas. Investigaciones desarrolladas en reactores secuenciales han mostrado que
la incorporacion de zeolita puede aumentar la retencidon de biomasa y modificar el
comportamiento del proceso de eliminacion de nitrogeno. Asimismo, estudios
realizados con zeolitas naturales han evidenciado su potencial para favorecer la
nitrificacion en sistemas sometidos a condiciones inhibitorias, destacando la
importancia de la interaccion entre el soporte y la biomasa microbiana (Huilifiir et al.,
2020). La incorporacion de un soporte como la zeolita resulta especialmente relevante
cuando se busca mantener comunidades microbianas capaces de desarrollar procesos
consecutivos de nitrificacion y desnitrificacién. Sin embargo, el efecto de este material
no necesariamente se traduce en un aumento directo de la eficiencia de remocidn, ya
gue su desempefio depende de factores como la cantidad de biomasa retenida, el
periodo de adaptacién, las condiciones hidraulicas y las caracteristicas del soporte.

En los procesos que incorporan simultdneamente transformaciones nitrogenadas y
azufradas, la interaccién entre las diferentes comunidades microbianas adquiere
especial importancia. Las condiciones de oxigeno disuelto, disponibilidad de materia
organica, relacién C/N y S/N, pH y concentracién de sustratos pueden modificar el
equilibrio entre las rutas metabdlicas involucradas y, por consiguiente, la distribucién de
los productos obtenidos. Por ello, el analisis conjunto de las especies nitrogenadas y
azufradas permite obtener una visién mas completa del funcionamiento del sistema y
de las posibles interacciones entre los procesos de nitrificacién y desnitrificacion (Zhang
etal., 2023).

En este contexto, la presente memoria se desarrolla en el marco del proyecto Fondecyt
N.° 1241199, etapa 2026, orientado al estudio de alternativas para el tratamiento de
efluentes industriales mediante procesos bioldgicos de eliminacién de contaminantes.
El trabajo aborda la operacion y evaluacion comparativa de dos reactores secuenciales,
uno sin soporte microbiano (RC) y otro con zeolita natural como soporte (RZ), destinados
al desarrollo de etapas de nitrificacidn total y parcial y desnitrificacion mixotréfica. Para
ello, se realiza el seguimiento de las principales especies nitrogenadas y azufradas,
materia orgdnica y parametros operacionales, complementando la evaluacién del
desempefiio de los reactores con ensayos de actividad desnitrificante autétrofa (ADA) y
heterétrofa (ADH). De esta manera, se busca determinar el comportamiento de ambos
sistemas y establecer el efecto de la incorporacion de zeolita sobre la retencién de
biomasa, la estabilidad operacional y la eficiencia de remocién de los contaminantes
estudiados.



1.2.

Objetivos

1.2.1. General

Evaluar comparativamente la operacién de reactores secuenciales con y sin zeolita
como soporte microbiano, sometidos a procesos de nitrificacién total y parcial y
desnitrificacion mixotrofica.

1.2.2. Especificos

Operar reactores secuenciales con y sin zeolita, estableciendo y manteniendo las
condiciones operacionales requeridas para el desarrollo de las etapas de
nitrificacion total y parcial y desnitrificacion mixotroéfica.

Determinar la actividad microbiana y las concentraciones de compuestos
nitrogenados, azufrados y materia orgdnica, junto con los principales pardmetros
de operacién, para caracterizar el comportamiento de los procesos de
nitrificacion y desnitrificacion en ambos reactores.

Evaluar la eficiencia de los procesos de nitrificacion y desnitrificacién mediante
la remocidén de compuestos nitrogenados y azufrados y la distribucion de las
especies nitrogenadas oxidadas.

Comparar el desempeiio de los reactores con y sin zeolita, considerando su
comportamiento operacional y la eficiencia de remocién de los compuestos
nitrogenados y azufrados.



2. Marco Teodrico

2.1.

Compuestos de nitrégeno y azufre

En el contexto de estudio del proyecto, resultan importantes los compuestos de
nitrégeno y azufre debido a su rol en las reacciones de la nitrificacidn y desnitrificacion.
Ademas, resulta importante analizar la implicancia de estos compuestos en los impactos
ambientales a raiz de la intervencion antropogénica.

2.1.1. Nitrégeno

El nitrégeno es un elemento importante para el desarrollo de la vida y en su ciclo
participan diferentes organismos que permiten mantener el equilibrio en los
ecosistemas. Este elemento reacciona en el ambiente y puede estar presente segun
los estados de oxidacién de la Figura 1:

Compuesto Estado de oxidacion
NH; -I1
N3 0
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MO II
N0y I
N, IV
N,Os v

Figura 1: Compuestos de nitrégeno y estados de oxidacién. Fuente: (Pacheco et al., 2002)

El ciclo biogeoquimico del nitrégeno se describe en la Figura 2, en donde “Se
muestran las entradas de N al suelo: la fijacidn bioldgica de nitrégeno, la fertilizacién,
el ingreso por lluvia y la incorporacidon de materia organica, y las salidas de mayor
magnitud: la absorcién por parte de las plantas, la volatilizacidn, la desnitrificacién y
la lixiviacién” (Balatti y Saparrat, 2025).
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Figura 2: Ciclo del Nitrégeno. Fuente: (Balatti y Saparrat, 2025)
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El ciclo consta de las siguientes etapas:
e Fijacion del nitrégeno

Proceso por el cual el nitrégeno atmosférico (N;) se transforma en sustancias
mas reactivas, como el ion amonio (NH4*) o el nitrato (NOs’). Esta fijacidn puede
ocurrir mediante fendmenos biolégicos y abidticos, los cuales se basan en
bacterias fijadoras de nitrégeno, o en fendmenos naturales (reldampagos)
capaces de romper los enlaces y permitir la formacién de éxidos de nitrégeno,
respectivamente. Ademas, existe el método Haber-Bosch, el cual es un proceso
industrial que “combina directamente nitrogeno del aire con hidrogeno bajo
presiones extremadamente altas y temperaturas moderadamente altas”
(Britannica, 2026), convirtiendo el N, en amoniaco (NHs3) para su uso en
fertilizantes.

e Absorcion por las plantas (de NHs* o NOs™ a biomoléculas)

En esta etapa, las plantas absorben los compuestos de nitrégeno generados en
la etapa anterior a través de sus raices, integrandolos en el metabolismo vegetal.
El nitrégeno es uno de los nutrientes esenciales para las plantas, formando un
papel fundamental en su desarrollo, siendo componente bdasico de los
aminodacidos, ademas de formar parte de la formaciéon de ADN y ARN, y sintesis
de clorofila (Biobox, 2025).

e Transferencia del nitrégeno (Consumo por los animales)

En esta etapa se transfiere el nitrégeno del suelo hacia los animales, a través de
las plantas, ya que los animales no poseen la capacidad de hacerlo por si mismos,
pasando a formar parte de los tejidos, musculos y sistemas bioldgicos (Biobox,
2025).

e Excrecion y descomposicion (Devolucion al suelo) — Amonificacion

La etapa en la que el nitrégeno vuelve al suelo corresponde a la amonificacion, y
es el proceso por el cual “los compuestos nitrogenados orgdnicos que se
encuentran en el suelo, (...) son transformados por los microorganismos del suelo
liberando amonio” (Balatti y Saparrat, 2025). Este proceso puede ser llevado a
cabo por bacterias, hongos, protozoos y algas, en amplias condiciones
ambientales, transformando el nitrégeno organico en ion amonio (NHs*).

e Nitrificacidon (NHs* a NO3)

En esta etapa el ion amonio es convertido en nitrato (NOs), con la formacién
intermedia de nitrito (NO2). El proceso es llevado a cabo por la accion secuencial
de bacterias oxidantes de amonio (BAO) y de nitrito (BNO), utilizando el



“nitrégeno en forma de amonio y nitrito como fuente de energia, y oxigeno
molecular como aceptor de electrones, liberando nitritos y nitratos al suelo”
(Balatti y Saparrat, 2025).

e Desnitrificacion (NOs a N3)

Finalmente, ocurre la etapa en la que se devuelve el nitrégeno a la atmosfera en
su forma molecular (N3), a través de bacterias anaerdbicas, tanto autétrofas
como heterotrofas. Esta etapa es fundamental para el ciclo, ya que permite
“evitar el exceso de nitratos en el suelo, que pueden contaminar acuiferos y
provocar problemas ambientales como la eutrofizacion. Al mismo tiempo,
permite que el nitrogeno vuelva a su estado original en la atmdsfera, cerrando
asi el ciclo natural que lo mantiene en movimiento constante” (Biobox, 2025).

La contaminacidn por nitrogeno puede afectar el agua, el aire y el suelo, y sus fuentes
principales son el uso de fertilizantes agricolas, las emisiones vehiculares y los
efluentes industriales residuales.

Con respecto al uso de fertilizantes agricolas, el descubrimiento de la generacion de
amoniaco a partir de nitrégeno del aire, para generar fertilizantes nitrogenados,
permitié un aumento en la eficiencia de produccidn agricola durante los Gltimos 150
afios (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2025). Sin embargo,
este crecimiento en la produccién ha sido desproporcional con respecto a las
normativas gubernamentales y las capacidades de los ecosistemas, por lo que se ha
provocado la acumulacién de estos compuestos en el ambiente, generando grandes
impactos en la naturaleza. Una de las principales fuentes de contaminacién por
nitrégeno antropogénico es de origen agricola, a causa del uso de fertilizantes
sintéticos, ya que la absorcidén de nitrégeno por los cultivos es limitada, llegando a
perderse hasta el 80% en el medio ambiente (UNEP, 2026), lo que equivale
aproximadamente a 200 millones de toneladas de nitrégeno reactivo al ano.

La contaminacién por nitrégeno terrestre “se origina principalmente en la
produccion de cultivos agricolas, los desechos del ganado y las aguas residuales
humanas, asi como en la excrecion de aves marinas y ungulados salvajes en algunos
pequerios atolones y cayos” (Baeza, 2022), y debido a la baja eficiencia del uso de
nitrogeno en cultivos, es una amenaza para los ecosistemas costeros, que poseen
gran biodiversidad, interrumpiendo la funcién del ecosistema y la capacidad de dar
los servicios ecosistémicos correspondientes.

Los impactos en la naturaleza por exceso de compuestos de nitrogeno en el suelo
corresponden a la alteracion de la proporcidn de nutrientes, alterando el pH del
terreno y pudiendo incluso afectar la actividad microbiana (Gul y Rias, 2026). La
contaminacion del aire proviene principalmente de los éxidos de nitrégeno liberados
por la combustiéon de combustibles fésiles en vehiculos y centrales eléctricas, los
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cuales son capaces de causar dafios a la salud, ademas de ser potentes gases de
efecto invernadero (Interfaint Center for Sustainable Development, 2026). Por otro
lado, el principal impacto en sistemas acudticos es la eutrofizacion, que es el proceso
en el que el aumento excesivo de nutrientes hace que “las algas crezcan tan rdpido
que los ecosistemas no pueden lidiar con esa cantidad” (EPA, 2026). Lo que
“deteriora la calidad del agua, los alimentos y los hdbitats, y reduce el oxigeno que
los peces y otras especies acudticas necesitan para vivir’ (EPA, 2026). Andlogamente,
los compuestos nitrogenados pueden ser toxicos para especies acudticas,
principalmente en su forma de NHs, y su toxicidad no es exclusiva para especies
acudticas, ya que, para el ser humano, la ingesta prolongada de nitritos y nitratos
puede provocar efectos adversos en la salud, contribuyendo “al desarrollo de
linfomas y cdnceres, enfermedades coronarias, infecciones del tracto respiratorio, y
malformaciones en los recién nacidos” (Cardenas y Sanchez, 2012).

2.1.2. Azufre

El azufre es un elemento importante para el desarrollo de la vida, siendo “un
elemento esencial para las macromoléculas de los seres vivos, ya que determina los
patrones de plegamiento tridimensional de las proteinas”. EL azufre en condiciones
normales de presidn y temperatura es un sélido inodoro e insipido, “formando parte
de numerosos minerales, pero también en forma pura, cuya formula quimica es Ss y
recibe el nombre de octazufre u octatiocano” (National Geographic, 2025). En la
naturaleza reacciona y se encuentra presente segun los estados de oxidacién de la
Figura 3.
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Figura 3: Estados de oxidacion del azufre. Fuente: (Velazquez et al., 2026)

El ciclo biogeoquimico del azufre se describe en la Figura 4, en donde, “El didxido de
azufre atmosférico se vuelve disponible para los ecosistemas terrestres y marinos
cuando se disuelve en la precipitacion como dcido sulfurico débil o cuando cae
directamente a la Tierra como lluvia radiactiva. La meteorizacion de las rocas
también hace que los sulfatos estén disponibles para los ecosistemas terrestres. La



descomposicion de los organismos vivos devuelve los sulfatos al océano, al sueloy a
la atmdsfera”.

Figura 4: Ciclo del azufre. Fuente: (Brouwer et al., 2024)

Este ciclo se puede definir con las siguientes etapas principales:

Liberacion a la atmdsfera (H,S): El ciclo “comienza con la liberacion de sulfuro
de hidrégeno (H,S) a la atmdsfera, proveniente de fuentes como erupciones
volcdnicas, la descomposicion de materia orgdnica y la combustion de
combustibles fosiles” (Spira, 2019).

Oxidacién y retorno al suelo: El H,S se oxida generando diéxido de azufre
(SO2), el que reacciona con el vapor de agua en la atmdsfera, formando acido
sulfarico (H2S04) y precipitando con la lluvia para regresar al suelo.
Asimilacién (SO4%7): El acido sulfurico se disocia y el azufre como sulfato
(SO4%7) es asimilado por las plantas a través de sus raices y es incorporado “a
los esqueletos de carbono de los aminodcidos para formar cisteina u
homocisteina” (Kopriva y Kopriva, 2003).

Consumo primario y descomposicién: Cuando las plantas mueren o son
consumidas por consumidores primarios, el “azufre regresa a sus formas
originales mediante la descomposicién, completando asi el ciclo” (Spira,
2019), y liberando H,S.

Las actividades humanas han alterado el equilibrio del ciclo global de azufre,
liberando diéxido de azufre mediante la quema excesiva de carbén y combustibles
fosiles en vehiculos y plantas eléctricas. Esta intervencion antropogénica puede ser
apreciada en la Figura 5, que incluye al ciclo del azufre los impactos humanos
derivados de la mineria y la quema de combustibles.
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Figura 5: Ciclo del azufre con intervencion antropogénica. Fuente: (Brouwer
etal., 2024)

El dioxido de azufre generado por la intervencién humana reacciona formando acido
sulfurico, y al igual que con el acido nitrico, se provoca la deposicion acida o “lluvia
acida”, que “dafia el medio ambiente natural al disminuir el pH de los lagos, lo que
provoca la muerte de muchas de las plantas y animales que los habitan” (Brouwer et
al., 2024). Ademas, este fendmeno puede degradar las estructuras creadas por el ser
humano, a través de la degradacion quimica de los edificios.

2.1.3. Nitrégeno y azufre en aguas residuales

Una de las principales formas en la que se contamina los ambientes a causa de la
actividad humana es a partir de la liberacidn de los efluentes, los cuales pueden
incluir “desechos liquidos domésticos, municipales o industriales, eliminados,
generalmente a través de una tuberia o sistema de alcantarillado” (UNEP, 2008).
Estas aguas pueden contener “agua; nutrientes (nitrdgeno y fosforo); solidos
(incluida materia orgdnica); patogenos (incluidas bacterias, virus y protozoos);
helmintos (gusanos intestinales y pardsitos vermiformes); aceites y grasas;
escorrentia de calles, estacionamientos y techos; metales pesados (incluidos
mercurio, cadmio, plomo, cromo, cobre) y muchos productos quimicos toxicos,
incluidos PCB, HAP, dioxinas, furanos, pesticidas, fenoles y compuestos orgdnicos
clorados” (UNEP, 2008).

La composicion de aguas residuales puede variar segun la fuente y el tipo de agua, y
para esto es que es necesario definirlas, con respecto a esto, en Chile se cuenta con
la Ley 21.075 de 2018 del Ministerio de Obras Publicas, que en su Articulo 2° define
los tipos de aguas residuales segun la fuente (BCN Chile., 2018):
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e Aguas grises: aguas servidas domésticas residuales provenientes de las tinas
de bafo, duchas, lavaderos, lavatorios y otros, excluyendo las aguas negras.

e Aguas grises tratadas: aquellas que se han sometido a los procesos de
tratamiento requeridos para el uso previsto.

e Aguas negras: aguas residuales que contienen excretas.

e Aguasresiduales: aquellas que se descargan después de haber sido utilizadas
en un proceso o producidas por éste, y que no tienen ningun valor inmediato
para dicho proceso.

e Aguas servidas domésticas: aguas residuales que contienen los desechos de
una edificacién, compuestas por aguas grises y aguas negra.

Para el tratamiento de aguas residuales urbanas, industriales y agropecuarias existe
un esquema general, con diferentes tipos de tratamientos acorde a los efluentes
respectivos para obtener agua de pureza razonable (Gémez, 2018):

1.

Pretratamiento: Permite eliminar material de gran tamario, tales como ramas,
piedras, arena, aceites y grasas, entre otros.

Tratamiento Primario: Elimina material organico e inorgdnico mediante procesos
fisicoquimicos.

Tratamiento Secundario: Elimina cargas organicas (principalmente disueltas),
con procesos bioldgicos

Tratamiento terciario: Elimina materia organica y material recalcitrante, como el
nitrégeno y el fésforo.

Sanitizacion o Desinfeccidon: Elimina microorganismos con procesos
fisicoquimicos.

Para el tratamiento de efluentes se consideran los siguientes pardmetros relevantes
(Gémez, 2018):

e Demanda bioldgica de oxigeno (DBO): Cantidad de oxigeno que necesitan los
microorganismos para degradar totalmente Ila materia orgdnica
biodegradable de la muestra.

e Demanda quimica del oxigeno (DQO): Cantidad de oxigeno necesaria para
oxidar quimicamente toda la materia orgdnica presente en la muestra.

e Sélidos suspendidos (SS): Material organico e inorgdnico suspendido en la
muestra.

e Nitrogeno (N) y fosforo (P): Nutrientes mas comunes encontrados en aguas
residuales.
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2.2. Procesos avanzados para la eliminacion del Nitrégeno

Debido a los impactos antropogénicos, se han desarrollados procesos industriales
avanzados que permiten la eliminacién de nutrientes. Debido al alcance de esta
memoria, se consideran las principales tecnologias aplicadas para el propdsito del
estudio:

2.2.1. Nitrificacion-Desnitrificacion

El proceso de nitrificacion corresponde a la oxidaciéon biolégica del nitrégeno
amoniacal (N-NHs), y se realiza mediante dos etapas. En la primera etapa, se oxida
el ion amonio (NH4*) a nitritos, y luego estos son oxidados a nitratos en la segunda
etapa. Las reacciones son realizadas por bacterias autétrofas aerobias
principalmente de dos géneros, que utilizan el carbono inorganico como fuente de
carbono celular, segun las reacciones de las Ecuaciones 1y 2 (Knobelsdorf, 2005):

e Nitrosomonas: Género principal de bacterias amonio oxidantes (BAO)

Ecuacion 1
2NHf +30, - 2NO; + 2H,0 + 4H* + Energia

e Nitrobacter: Género principal de las bacterias nitrito oxidantes (BNO)

Ecuacidén 2
2NO; + 0, » 2NOj3 + Energia
Lo que se resume con la reaccion de la Ecuacion 3 (Knobelsdorf, 2005):

Ecuacion 3
NH; + 20, » 2NO3 + 2H* + H,0

Las bacterias nitrificantes tienen un bajo rendimiento energético, por lo que
obtienen una cantidad limitada de energia a partir de las reacciones de oxidacién. La
oxidacion del amonio (NH4*) a nitrito (NO2") libera entre 54 y 84 [Kcal/mol de NH,4*],
mientras que la oxidacion del nitrito a nitrato (NOs~) aporta Unicamente entre 15y
21 [Kcal/mol de NH4*] (Knobelsdorf, 2005), lo que se traduce en una velocidad de
crecimiento reducida.

La ecuacion global que describe el metabolismo de las bacterias nitrificantes
autotrofas se obtiene a partir del balance entre las reacciones de obtencién de
energia y las de sintesis celular. Para su formulacidén se consideran coeficientes de
produccién celular de 0,15 [g de biomasa/g de N-NH,*] oxidado y 0,02 [g de
biomasa/g de N-NO,"] oxidado, correspondientes a las etapas de oxidacién del
amonio y del nitrito, respectivamente. El resultado de este balance se presenta en la
Ecuacion 4 (Knobelsdorf, 2005):
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Ecuacion 4
NH} + 1,830, + 1,98HCO; — 0,21C:H,NO, + 0,98N 05 + 1,04H,0 + 1,88H,C0;

A partir de la Ecuacién 4 se puede concluir que las bacterias nitrificantes autdtrofas
poseen una produccidn de bacterias nitrificantes de 0,021 [mol células/mol de N-
NH,*], que es un valor muy pequefio comparado al de las bacterias heterdtrofas, que
tiene una produccion de 0,17 [mol células/mol de N-NH;*]. Ademas, el oxigeno
consumido es de 4,18 [g O2/g de N-NH4*]. Por otro lado, se puede deducir que el
proceso conlleva una reduccidn significativa del pH en el sistema, con una alcalinidad
consumida de 7,1 [g CaCO3/g N—NH,"].

La desnitrificacion corresponde a la reaccién de reduccién del nitrato a nitrégeno
gas, pasando por las etapas consecutivas intermedias de: nitrito (NOy’), éxido nitrico
(NO) y éxido nitroso (N20). El proceso de desnitrificacion implica la transferencia de
electrones desde un “dador de electrones” (materia orgdnica) a un “aceptor de
electrones” oxidado (oxigeno, nitrito, nitrato o sulfatos), y los organismos
responsables son bacterias, siendo el género mds importante las pseudomonas. Los
organismos relacionados son principalmente heterétrofos aerobios facultativos, que
en condiciones andxicas son capaces de utilizar los nitritos y nitratos como aceptor
de electrones en lugar del oxigeno disuelto (Knobelsdorf, 2005).

Los microorganismos de la desnitrificacién requieren de una fuente de carbono
organico a la que poder oxidar, que en la industria puede ser de la materia orgdnica
presente en el agua residual o de un sustrato externo, como metanol (CH;OH), etanol
(C2H50H) o acido acético (CHsCOOH), siendo el metanol el mas utilizado, debido a su
bajo costo y alta eficiencia como dador de electrones. Si la fuente de carbono es
propia del agua residual, disminuye el consumo de oxigeno en las fases aerobias, “ya
que gran parte de la materia orgdnica se habrd oxidado durante el proceso de
desnitrificacion” (Knobelsdorf, 2005). No obstante, existen ocasiones en que la
materia orgdnica se agota previamente, por lo que es necesario utilizar las fuentes
de carbono externas. Por otro lado, “el uso del nitrato o del nitrito, en lugar del
oxigeno disuelto conlleva una produccion ligeramente inferior de energia durante la
sintesis celular. Por otra parte, la utilizacion de los nitratos genera mds energia que
la utilizacion de los sulfatos” (Knobelsdorf, 2005).

Finalmente, la reaccidon del proceso de oxidacién y sintesis utilizando una fuente
organica genérica, se puede reducir a la reaccion global de la Ecuaciéon 5
(Knobelsdorf, 2005):

Ecuacion 5

ANOS + 5C + 4H,CO5 » 2N, + 5C0, + 2H,0 + 4HCO3
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A partir de la Ecuaciéon 5, se puede corroborar la produccion de alcalinidad, con un
valor de 3,57 [g CaCO3/g N-NOs7], lo que corresponde a casi la mitad de la alcalinidad
consumida durante la nitrificacién. Ademas, suponiendo que se requiere de un mol
de O; para oxidar un mol de materia organica (Knobelsdorf, 2005), se consigue un
ahorro de oxigeno por oxidacion de la materia organica de 2,86 [g O2/g de N-NOs].

Para la aplicacién de ambos procesos se requiere de control que garantice los
pardmetros operacionales éptimos para obtener una conversion eficiente. En base a
esto es que se tienen dos configuraciones principales del proceso.

Predesnitrificacion: En la configuracion de predesnitrificacion, representada
en la Figura 6, el agua residual ingresa inicialmente a un reactor andxico,
donde los microorganismos desnitrificantes utilizan la materia orgdnica
biodegradable presente en el afluente como fuente de carbono y de
electrones para reducir los nitratos (NOs~) recirculados desde la etapa de
nitrificacion, transformandolos principalmente en nitrégeno gaseoso (Ny).
Posteriormente, el efluente es conducido a un reactor aerobio, en el cual el
amonio (NH4*) es oxidado sucesivamente a nitrito (NO,") y nitrato (NO3")
mediante el proceso de nitrificacion. Una fraccién del licor mezcla generado
en esta etapa es recirculada hacia el reactor andxico con el propdsito de
aportar los nitratos necesarios para que ocurra la desnitrificacién.

Predesnitrificacion N, 0,
Aguaresidual: NH,*
DQO el Despitrificacion Nitrificacion Efluente
NH,* DQO
NO.-

3

Figura 6: Configuracion predesnitrificante de reactores. Fuente: (Campos et al., 2009)

Esta configuracion presenta como principal ventaja el aprovechamiento de
la materia organica contenida en el afluente como fuente de carbono para
la desnitrificacion, reduciendo o incluso eliminando la necesidad de
adicionar una fuente de carbono externa. Asimismo, al disminuir la carga
orgdnica que alcanza la etapa aerobia, es posible optimizar los
requerimientos de oxigeno y reducir el volumen necesario del reactor de
nitrificacion, lo que se traduce en menores costos de inversion y operacioén.
No obstante, el sistema también presenta algunas limitaciones. La presencia
de materia organica residual puede favorecer el desarrollo de bacterias
heterétrofas en el reactor aerobio, las cuales compiten con las bacterias
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nitrificantes por el oxigeno y el espacio disponible, pudiendo afectar la
eficiencia del proceso de nitrificacion. Ademas, debido a que la recirculacidon
interna nunca permite retornar la totalidad de los nitratos generados, es
habitual que el efluente final contenga una concentracién residual de
nitrato, cuya magnitud depende, entre otros factores, de la relacién de
recirculacién y de la eficiencia alcanzada en ambas etapas del proceso.

e Postdesnitrificacion: La configuracién de postdesnitrificacidn, ilustrada en la
Figura 7, se caracteriza por disponer la etapa de nitrificacion antes de la
desnitrificacion. En este esquema, el agua residual ingresa inicialmente a un
reactor aerobio, donde el ion amonio es oxidado biolégicamente a nitrito y
posteriormente a nitrato. A continuacion, el efluente es conducido a un
reactor anoxico, en el cual los microorganismos desnitrificantes reducen los
nitratos a nitrogeno gaseoso (N,), el cual es liberado a la atmdsfera.

Postdesnitrificacion 0, ;lz
Aguaresidual— NOY Desnitrificacion
DQO Nitrificacion Efluente
NH,* l
DQO

Figura 7: Configuracidon postdesnitrificante de reactores. Fuente: (Campos et al., 2009)

Una de las principales ventajas de esta configuracion radica en su simplicidad
operativa, ya que no requiere la implementacion de una recirculacién
interna de nitratos entre reactores para llevar a cabo la desnitrificacién. Sin
embargo, durante la etapa de nitrificacidon se consume una parte importante
de la materia organica biodegradable presente en el afluente, reduciendo la
disponibilidad de carbono para el proceso desnitrificante. Como
consecuencia, suele ser necesario incorporar una fuente externa de
carbono, con el fin de proporcionar los electrones requeridos para una
desnitrificacion eficiente. Debido a esta caracteristica, la configuracion de
postdesnitrificacion se utiliza principalmente en sistemas que presentan
bajas relaciones DQO/N, donde la cantidad de materia organica disponible
resulta insuficiente para sostener la reduccién bioldgica de los nitratos.

Para el desarrollo experimental de este proyecto se adoptd una configuracién de
postdesnitrificacion. En una primera etapa, el sistema fue alimentado con un agua
residual sintética, formulada para reproducir la concentracién de amonio
caracteristica del efluente de interés, lo que permitié evaluar el desempeno del
proceso bajo condiciones controladas y reproducibles. Posteriormente, la estrategia
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de operacién contempla la incorporacidn gradual de un efluente industrial real, con
el propdsito de adaptar el funcionamiento del sistema a las caracteristicas propias
de este tipo de agua residual.

2.2.2. Nitrificacién parcial

El proceso de nitrificacion-desnitrificacion es un método convencional eficiente de
eliminacidn biolégica de compuestos nitrogenados, sin embargo, su aplicacion se
vuelve inviable a razones de DQO/N menores a 5 (Guerrero, 2023), debido a la
necesidad de aplicar una fuente externa de materia orgdnica, lo que eleva los costos
de operacidn. Para relaciones de materia organica (representada por la DQO) vy
nitrogeno menores a 5 (DQO/N<5), se recomienda la nitrificacion parcial-
desnitrificacion o nitrificacién parcial-Anammox (Guerrero, 2023). Para efectos del
estudio, se analiza el método avanzado de nitrificacién parcial o via nitrito, que
permite una reduccién del 25% de la demanda de oxigeno, 40% de reduccion de la
materia organica requerida y de biomasa producida, lo que se puede apreciar en la
Figura 8.

1 mol Nitrato
(NOs)

40% Materia organica

Nitrificantes

Nltrlﬂcacién-Aerabia_/

25% 0,

Heterdtrofas

| Denitrificacién-Anexica

1 mol Nitrito - - . 1 mol Nitrito

(NO,;) (NO.) 60% Materia organica

1 mel Amenio % mol Nitrégeno Gas
(NH,) (N;)

I

I

I

I

I

I

I

I /
| 75% O,
I

I

I

I

|

Nitrificacion-desnitrificacion

| Ventajas; i
4,6 g O./g NH,*-N oxididado == | 25% Reduccion de la demanda de O, H
7,5 g DQO/g NO4*N reducido | 40% Reduccion de la materia organica requerida :

|

qu% Reduccion de la biomasa producida

Figura 8: Esquema comparativo de nitrificacion total y parcial. Fuente: (Campos et al., 2009)

Para lograr controlar el proceso de nitrificacién y lograr la conversiéon parcial de
amonio a nitrito evitando la conversion a nitrato, se requiere de conocer los factores
y pardmetros clave que afectan la oxidacién y la actividad de las BAO y BNO, de modo
en que se pueda favorecer la velocidad de oxidacién de las BAO por sobre las BNO.
Para estos efectos se cuenta con la Ecuacién 6, que define la velocidad de
crecimiento bacteriano (1) en el proceso de nitrificacién (Campos et al., 2009):
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Ecuacion 6

o 0, S 1

u — M . . .

max K02+02 K5+S <NH3>
INH;

En donde:

02: Concentracién de oxigeno disuelto disponible [mg O2/L]

Umax: Velocidad de crecimiento maxima a una temperatura determinada (T)
S: Concentracién del sustrato limitante. NH4* para las BAO y NO; para las
BNO. [mg N/L]

NHs: Concentracion de amoniaco libre [mg N-NHs/L]

Ki: Constante de semisaturacion para el componente i (coni=020S) [mgi/L]
Kinuz: Constante de inhibicidn por amoniaco libre (sensibilidad de las
bacterias ante el amoniaco) [mg N-NH3/L]

A partir de la Ecuacion 6 se puede concluir que los principales parametros que
regulan el crecimiento bacteriano son la concentracién de amoniaco en el medio, la
concentracién de oxigeno disuelto y la temperatura. Andlogamente, se requiere de
controlar parametros complementarios (Ge et al., 2015):

pH: influye en el equilibrio entre NH;*/NHs y NO,”/HNO,. Al modificar la
concentracion de amoniaco libre y acido nitroso libre, puede favorecer la
actividad de las BAO e inhibir selectivamente a las BNO.

Control de aireaciéon en tiempo real: consiste en ajustar la aireacidon de
acuerdo con la respuesta del proceso (por ejemplo, mediante sensores),
evitando la oxidacion completa del nitrito a nitrato y reduciendo el consumo
energético.

Tiempo de retenciéon de sélidos o lodos (TRS): al operar con un TRS
suficientemente bajo es posible favorecer el crecimiento de las BAO mientras
se dificulta la permanencia de las BNO, debido a que estas Ultimas presentan
una menor velocidad de crecimiento.

Compuestos inhibidores: empleo de inhibidores (como la concentracion de
amoniaco libre (NHs3) y de 4cido nitroso libre (HNO)) para suprimir
selectivamente la actividad de las BNO.

Operacién alternada andxica/aerobia: consiste en alternar fases andxicas y
aerobias para afectar preferentemente a las BNO y favorecer la acumulacion
de nitrito

En este sentido, se recomienda mantener el sistema en un rango de pH entre 7,0 y
8,0, ya que bajo estas condiciones la concentracion de amoniaco libre (NHs) puede
alcanzar niveles suficientes para inhibir selectivamente la actividad de las BNO. De
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igual forma, la temperatura constituye un factor determinante, puesto que valores
superiores a 30 [°C] favorecen el crecimiento de las BAO. Esto se debe a que la
reaccidon de oxidacion del amonio presenta una mayor energia de activacion en
comparaciéon con la oxidacién de nitrito, lo que incrementa la velocidad de
crecimiento de las BAO respecto de las BNO. Sin embargo, esta estrategia solo resulta
factible en sistemas que operan de manera natural o controlada a temperaturas
cercanas a dicho valor. Con respecto a los compuestos inhibitorios, el amoniaco libre
(FA) desempeiia un papel fundamental, ya que, si bien puede afectar tanto a las
bacterias oxidantes de amonio (BAO) como a las BNO, estas Ultimas presentan una
sensibilidad significativamente mayor. En las BAO, los efectos inhibitorios se
manifiestan generalmente a concentraciones de FA entre 10 y 150 [mg NHs /L],
mientras que las BNO pueden verse inhibidas con concentraciones comprendidas
entre 0,1 y 1 [mg NHs /L] (Anthonisen et al., 1976). Esta diferencia en la tolerancia
permite establecer condiciones operacionales que favorezcan la actividad de las BAO
y limiten el crecimiento de las BNO, promoviendo asi la acumulacién de nitrito. De
forma similar, el 4cido nitroso libre (FNA) también actiia como un inhibidor selectivo,
afectando la actividad de las BNO en concentraciones entre 0,2 y 2,8 [mg HNOy/L]
(Yuan et al., 2021), y pudiendo disminuir hasta en un 50% la actividad de las BAO con
concentraciones entre 0,42 y 1,72 [mg HNO2/L] (Zhao et al., 2022). Su concentracion
aumenta a medida que disminuye el pH del medio, por lo que el control de esta
variable operacional resulta igualmente relevante para mantener la nitrificacién
parcial (Anthonisen et al., 1976). Por otra parte, la disponibilidad de oxigeno disuelto
también desempena un papel fundamental, ya que las BNO presentan una mayor
constante de afinidad por este compuesto (Ko2 = 1,1 [mg/L]) en comparacion con las
BAO (Ko2 = 0,3 [mg/L]). En consecuencia, operar con bajas concentraciones de
oxigeno disuelto (0,5-1,5 [mg 02/L] (Ge et al., 2015)) afecta preferentemente la
actividad de las BNO, favoreciendo la acumulacién de nitrito y evitando su posterior
oxidacién a nitrato. Para estos efectos se cuenta con los graficos de la Figura 9
(Campos et al., 2009).
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Figura 9: Parametros de control para nitrificacion parcial. Fuente: (Campos et al., 2009)
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2.2.3. Desnitrificacion autotrofa

En las aguas residuales suele haber compuestos de carbono, nitrégeno y azufre, y
para el tratamiento de estos es posible aprovechar las interacciones entre los ciclos
de dichos compuestos, como se aprecia en la Figura 10.

Eliminacion

Desnitrificacion ) ] al'lal_!fclblﬂ l:k_!
heterdtrofa - / materia organica

Eliminacion
aerobia de \
materia organica Reduccion
anaerobia de

‘ 02‘ sulfato

Nitrificacion
utdtrofa -

Oxidacion aerobia
de compuestos
~reducidos de azufre

Desnitrificacion
autotrofa

Figura 10: Interacciones bioldgicas entre los ciclos de carbono,
nitrégeno y azufre. Fuente: (Campos et al., 2009)

Ademas de la desnitrificacion heterdtrofa, se tiene la interaccion bioldgica de los
ciclos de nitrégeno y azufre de la Figura 11, dada por la desnitrificacion autétrofa,
gue consiste en la oxidacion de los éxidos nitrosos a nitrégeno gaseoso usando
compuestos reducidos de azufre (52032, S° y/o H,S) como donadores de electrones.

Nitrogen Cycle
ogen Cyc| N,

Figura 11: Sinergia del ciclo del nitrégeno y azufre. Fuente:
(Campos et al., 2009)
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Esta interaccion genera sulfato como producto final, que es menos perjudicial para
el ambiente que el nitrato, segun las reacciones de las Ecuaciones 9, 10y 11 (Campos
et al., 2009).

Ecuaciéon 7

55,0,°” + 8N03;~ + H,0 — 10S0,%” + 4N, + 2H*

Ecuacion 8

$2~ +8N0O;~ 4+ 8H* - 550,%” + 4N, + 4H,0

Ecuacion 9
55° + 6NO;™ 4 2H,0 — 550,%” + 3N, + 4H*

La desnitrificacion autdtrofa (DA) es un proceso bioldgico llevado a cabo por una
amplia diversidad de microorganismos, entre los que destacan bacterias
pertenecientes a los géneros Thiobacillus, Thiomicrospira, Paracoccus, Thiosphaera,
Ferrobacillus, Gallionella, Leptothrix y Sphaerotillus. Estos microorganismos emplean
diferentes compuestos inorganicos como donadores de electrones, tales como
hidrégeno (H;), azufre elemental (S°), sulfuro (S*7), bisulfuro (HS"), tiosulfato (S,0s%")
y hierro ferroso (Fe?*). Mientras que algunas especies presentan un metabolismo
estrictamente autétrofo, otras son facultativas, como Paracoccus denitrificans y
Thiobacillus denitrificans, las cuales pueden utilizar tanto compuestos inorganicos
como materia organica como fuente de electrones (Burghate y Ingole, 2014).

Las bacterias desnitrificantes autétrofas se desarrollan éptimamente en un intervalo
de pH entre 7 y 8 y corresponden, en su mayoria, a microorganismos mesofilos, cuyo
rango optimo de temperatura se encuentra entre 25 y 35 °C. A diferencia de la
desnitrificacion heterdtrofa, este proceso requiere la incorporacién de una fuente de
carbono inorganico, generalmente bicarbonato (HCOs™), para la sintesis de biomasa.
Ademas, el bicarbonato, o en algunos casos el carbonato de calcio (CaCOs), actua
como fuente de alcalinidad, permitiendo neutralizar los protones (H*) generados
durante las reacciones de oxidacion de los donadores de electrones y evitando, de
esta manera, la acidificacion del medio.

Las principales bacterias desnitrificantes pertenecen a los géneros Thiobacillus y
Thiomicrospira, y estas pueden utilizar ademas al oxigeno como aceptor de
electrones para la oxidacion de compuestos azufrados, dejando entonces a la
concentracién de oxigeno como factor determinante de la oxidacién. Como en este
caso se busca la eliminacidn de nitrato, se debe evitar la presencia de oxigeno en la
desnitrificacidn, ya que “a concentraciones de O bajas (< 0,1 mg 0,/L) se produce
una oxidacion parcial a S° mientras que a altas concentraciones se produce sulfato”

20



(Campos et al., 2009) segun las reacciones de las Ecuaciones 12 y 13,
respectivamente.

Ecuacioén 10

2HS™ + 0,50, > S° | +H,0

Ecuacion 11

2HS™ + 40, —» 2505~ + 2H*

En la desnitrificacion se posee una amplia variedad de donadores de electrones, en
donde la eficiencia depende de la biodisponibilidad del sustrato de los
microorganismos, la afinidad microbiana y el rendimiento energético, los que
determinan la tasas y la eficiencia global de la desnitrificacion (Di Capua et al., 2019).
Los balances estequiométricos segun el donador de electrones se presentan en la
Tabla 1.

Tabla 1: Donadores de electrones en la desnitrificacion autotrofa. Fuente: Elaboracion propia a partir de (Burghate
y Ingole, 2014)

Donador de e Balance estequiométrico
Hidrogeno 2NO;~ +5H" > N, + 4H,0 + 20H~
Hierro ferroso NO;~ + 5Fe?* - 0,5N, + 5FeO0H + 9H™
Sulfuro 14N0O;~ + 5FeS, + 4H* —» 7N, + 1050,*~ 4 5Fe?* 4+ 2H,0
Tiosulfato 0,141N0O5;~ + 0,1255,05*" + 0,643C0, + 0,1H,0
— 0,0129CsH,NO, + 0,064N, + 0,2550,%~
+ 0,109H*
Azufre elemental 10NO;~ + 11S° + 4,1HCO;™ + 0,5C0, + 1,7INH,* + 2,54H,0
- 0,92CsH,NO, + 5,4N, + 1150,*~ + 9,62H*

La desnitrificacion autdtrofa posee las siguientes ventajas frente a la desnitrificacion
heterétrofa convencional (Campos et al., 2009):

e “No requiere de una fuente orgdnica de carbono orgdnica”
o “El azufre elemental puede ser usado como fuente de electrones econémica”
e “la produccion de lodos es reducida, por lo tanto, el coste asociado a la

gestion de los mismos es bajo”

Sin embargo, posee la desventaja de generar sulfato (504%), que en concentraciones
elevadas puede alterar las propiedades organolépticas del agua, ademas de la
necesidad de aplicar un control de pH mediante soluciones tampédn, a causa de la
acidificacion que genera el proceso (Di Capua et al., 2019).
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2.2.4. Desnitrificacion mixotrofica

La desnitrificacién mixotréfica corresponde a la integracion de las rutas metabdlicas
tanto heterdtrofas como autodtrofas permitiendo complementar las deficiencias de
cada una, reduciendo la dependencia de la adicidn de fuentes externas de carbono
de la via heterétrofa y optimizando el arranque lento de la via autétrofa (Zhang et
al., 2023). En base a esto es que se posee la Figura 12, que muestra el intercambio
electrénico y las reacciones oxido-reductoras del proceso mixotrdéfico, lo que se
sustenta en la utilizacion de materia organica e inorganica como donadores de
electrones.

Autotrophic Heterotrophic
denitrifiers denitrifiers

S

Organic
carbon

SO

Figura 12: Acoplamiento de desnitrificacion autdtrofa y
heterdtrofa. Fuente: (Zhou y Wang, 2024)

En comparacién con los procesos de desnitrificacion heterétrofa y autétrofa cuando
operan de manera independiente, la desnitrificacion mixotrofica ofrece diversas
ventajas operacionales y ambientales. Una de las principales corresponde a la
disminucion de la produccidn de sulfatos en el efluente, problema habitualmente
asociado a la desnitrificacién autétrofa basada en compuestos reducidos de azufre,
donde las concentraciones generadas pueden superar los limites establecidos por la
normativa vigente. La combinacién de rutas metabdlicas heterdtrofas y autétrofas
favorece un uso mas eficiente de los donadores de electrones y reduce la formacion
de este subproducto, debido a la interaccién y complementariedad entre ambas
comunidades microbianas. Adicionalmente, la desnitrificacion mixotrofica presenta
un proceso de puesta en marcha mas rapido, elevadas eficiencias de remocién de
nitrégeno y una menor produccidon de lodos biolégicos en comparaciéon con los
procesos convencionales (Zhang et al., 2023).
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2.2.5. Nitrificacidn-Desnitrificacién simultdnea (SND) (mezcla de lodos)

El proceso de nitrificacion-desnitrificacion simultanea consiste en desarrollar
conjuntamente ambos procesos biolégicos dentro de un mismo reactor, mediante la
coexistencia de bacterias nitrificantes y desnitrificantes en una biomasa mixta. Esta
configuracién resulta especialmente adecuada para el tratamiento de aguas
residuales con una baja relacién carbono/nitrégeno (C/N < 5), ademas, permite
ahorrar costos, eliminando la necesidad de disponer de un reactor andxico
independiente (Rahimi et al., 2020).

El proceso SND se puede llevar a cabo gracias a un mecanismo fisico y uno bioldgico.
El mecanismo fisico tiene relacién con los gradientes de oxigeno disuelto y su
difusidn a través de los fléculos de los lodos de fangos activados y biopeliculas. En la
Figura 13, se aprecia el perfil de oxigeno disuelto dentro de los fléculos y cémo el
tamanio y la difusidn de oxigeno influyen en la formacidn de una zona andxica y una
zona aerobia. En la zona de la periferia (zona aerobia), en donde las concentraciones
de OD estan por sobre 1-2 [mg 0,/L], se encuentran las bacterias autétrofas; y en la
zona interior (zona andxica), en donde las concentraciones inferiores a 0,5 [mg O2/L],
se ubican las bacterias desnitrificantes (Zhu et al., 2008). A medida que aumenta el
tamaiio del fléculo, se incrementa la cantidad de bacterias nitrificantes presentes en
su zona periférica, lo que intensifica el consumo de oxigeno disuelto en las capas
externas. Como consecuencia, la concentracion de oxigeno disminuye
progresivamente hacia el interior del fléculo, favoreciendo el desarrollo de regiones
anoxicas de mayor extension en su nucleo (Zhu et al., 2008).

Perfil de oxigeno disuelto
dentro del fléculo
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Figura 13: Perfil de OD dentro del fléculo. Fuente: (Pochana y Keller, 1999)

Por otro lado, en la Figura 14, se puede apreciar el mecanismo bioldgico, que
responde a la actividad de oxidacion de amonio de las bacterias nitrificantes
heterotroficas, y su relacion con los microorganismos desnitrificantes, que pueden
realizar la reduccion de nitritos y nitratos en condiciones aerobias de alta saturacion
de OD.
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Figura 14: Reacciones asociadas al proceso de nitrificacion-
desnitrificacion simultanea. Fuente: (Huynh et al., 2023)

Entonces, los factores que condicionan el proceso de nitrificacién-desnitrificacion
simultdnea son:

2.3.

Carbono orgdnico: Resulta un pardmetro de control vital, ya que un exceso
inhibe a las bacterias autdtrofas nitrificantes y una concentracion baja
provoca déficit de dador de electrones para las bacterias desnitrificantes
(Tam et al., 1992).

Oxigeno disuelto: Como la nitrificacidon y desnitrificacién poseen
requerimientos opuestos de oxigeno, su concentracién afecta en doble
sentido. En bajas concentraciones se suprime la nitrificacion, y en altas, se
inhibe el proceso de desnitrificacion. Y se tiene que en concentraciones de
alrededor de 0,5 [mg O2/L] las velocidades de nitrificacion y desnitrificacion
son iguales (Miinch et al., 1996).

Tamariio del fléculo: el proceso de nitrificacién-desnitrificacidon simultanea
(SND) ocurre principalmente en fléculos con didmetros superiores a 125 um,
donde las limitaciones en la difusidn del oxigeno disuelto generan gradientes
de concentracién que favorecen la formacidn de zonas andxicas en su interior
(Bedoya, 2012)

Bacterias reductoras de sulfato (SRB)

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) corresponden a un grupo de microorganismos
anaerobios estrictos capaces de utilizar el sulfato (S04%7) como aceptor final de
electrones durante su metabolismo respiratorio. Como resultado de este proceso, el
sulfato es reducido hasta sulfuro, principalmente en forma de sulfuro de hidrégeno (H.S)
y bisulfuro (HS™), empleando como donadores de electrones hidrogeno molecular (H,),
acidos grasos volatiles de bajo peso molecular, acetato y otros compuestos organicos
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derivados de la degradacién de la materia organica (Guerrero et al., 2017; Varjani y
Gnansounou, 2017).

Como se observa en la Figura 15, las SRB forman parte de la comunidad microbiana
responsable de la degradacidn anaerobia de la materia organica. Durante este proceso,
los polimeros complejos son transformados mediante hidrdlisis y fermentacion en
compuestos de menor peso molecular. Estos productos constituyen los principales
sustratos utilizados por las bacterias sulfato reductoras, las cuales reducen sulfato a
sulfuro mientras obtienen la energia necesaria para su crecimiento (Varjani y
Gnansounou, 2017).
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Figura 15: Ruta metabdlica de bacterias sulfato reductoras (SRB).
Fuente: (Varjani y Gnansounou, 2017)

Desde el punto de vista de la interaccién con las bacterias desnitrificantes. Ambos
grupos principales de bacterias pueden utilizar los mismos donadores de electrones,
tales como acetato, metanol, etanol o hidrdgeno molecular, estableciéndose una
competencia metabdlica por estos compuestos (Guerrero et al., 2017). Sin embargo,
cuando el nitrato se encuentra disponible, las bacterias desnitrificantes presentan una
ventaja energética, ya que la reduccion de nitrato genera un mayor rendimiento
energético que la reduccidon de sulfato. En consecuencia, el nitrato es utilizado
preferentemente como aceptor final de electrones, limitando el desarrollo de las BSR y
reduciendo la formacion de sulfuro de hidrégeno.

La competencia entre ambos grupos microbianos puede analizarse mediante
parametros cinéticos de crecimiento, principalmente la velocidad especifica maxima
(umax) Y la constante de saturacion (Ks), en donde esta ultima, expresa la afinidad del
microorganismo por el sustrato limitante, mediante relacién inversa. En conjunto, estos
parametros permiten predecir qué poblacién dominara bajo determinadas condiciones
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operacionales, constituyendo una herramienta de interés para el disefio y control de
procesos bioldgicos de tratamiento (Guerrero et al., 2017).

La diferencia metabdlica sitia a ambos grupos bacterianos en etapas opuestas del ciclo
del azufre. Mientras las BSR transforman sulfato en sulfuro bajo condiciones anaerobias,
las bacterias desnitrificantes autdtrofas oxidan el sulfuro, el azufre elemental o el
tiosulfato nuevamente hasta sulfato durante la desnitrificacion. En consecuencia, el
equilibrio entre ambas poblaciones determina en gran medida la distribucion de las
especies de azufre presentes en el sistema de tratamiento.

Por otro lado, en procesos de desnitrificacion mixotroéfica, una oxidacién excesiva de
compuestos reducidos de azufre puede incrementar la concentracion de sulfato en el
efluente, mientras que el predominio de bacterias sulfato reductoras favorece la
formacion de sulfuro de hidrégeno, compuesto asociado a problemas de toxicidad,
corrosiéon y generacion de olores. Por ello, el control de las condiciones operacionales
resulta fundamental para favorecer el desarrollo de comunidades desnitrificantes y
optimizar simultdneamente la remocién de nitrégeno y compuestos de azufre (Zhang et
al., 2023; Zhou y Wang, 2024).

2.4. Uso de zeolita chilena

El mineral de la zeolita pertenece a la familia de los aluminosilicatos hidratados, y esta
formado por estructuras tridimensionales de tetraedros de AlOs y SiOs4 que se unen
entre si compartiendo los atomos de oxigeno. Su estructura genera la formacién de
huecos y canales, favoreciendo la movilidad de moléculas de agua y cationes alcalinos
y/o alcalinos térreos, lo que analogamente facilita el intercambio idnico. Las unidades
estructurales basicas de la zeolita se pueden apreciar en la Figura 16, en donde A)
corresponde a un tetraedro con un dtomo de Si (circulo negro) en el centro y &tomos de
oxigeno en los vértices; B) es un tetraedro con dtomo de Al sustituyendo el Si y unido a
un catién monovalente para compensar la diferencia de carga entre el Siy el Al; y C) seria
un atomo para balancear las cargas entre el Al y el Si en una cadena multiple de
tetraedros (Curi et al., 2006).

Figura 16: Unidades estructurales basicas de la zeolita. Fuente: (Curi et al., 2006)
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Las zeolitas influyen favorablemente en las transformaciones microbianas y enzimaticas
de variadas sustancias, tales como: amonio, azufre, carbohidratos y compuestos
fendlicos (Montalvo et al., 2012), esto gracias a las propiedades derivadas de su
estructura particular, entre las que destacan:

e Adsorcion: Fendémeno en que los atomos, iones o moléculas son atrapados en la
superficie de los sélidos, lo que en las zeolitas estd directamente relacionado con
la superficie interna y externa. Las fuerzas de atraccidn de la superficie interna
de las zeolitas se encuentran en equilibrio, en cambio, las de la superficie externa
tienen un desbalance, generando fuerzas netas de atraccién o repulsién hacia las
moléculas. Para una adhesidn estable, se debe de alcanzar la distancia éptima
entre la superficie de la zeolita y la molécula, en el que las fuerzas de atraccién
de la superficie externa alcancen el equilibrio con las fuerzas de repulsiéon de la
superficie interna.

e Intercambio iénico: El intercambio idnico corresponde a la sustitucién isomérfica
de los atomos de silicio de la estructura cristalina de la zeolita, por atomos de
aluminio, generando una carga negativa en la estructura, que se compensa con
la incorporacién de otros cationes de fuera de la estructura. La magnitud o
cantidad de cationes que puede retener la zeolita por unidad de masa se conoce
como capacidad de intercambio idnico, y estd directamente relacionada con la
cantidad de aluminio en la red, en donde, mientras menor sea la relacion
SiO4/AlO4, mayor serd el grado de sustitucion y la capacidad de intercambio
iénico (Curi et al., 2006). Esta propiedad adquiere importancia en los procesos
de nitrificacidn-desnitrificacion ya que al incorporar iones de amonio puede
alterar la concentracién de amoniaco libre.

e Soporte para poblaciones bacterianas: Los microorganismos usados para la
remocion de contaminantes en efluentes, se adhieren a la zeolita formando una
biopelicula que favorece la retencidn de biomasa (Basaul, 2013). Mientras mayor
sea la superficie en la zeolita, mayor sera la cantidad de microorganismos
adheridos, por lo que la porosidad de esta juega un rol fundamental en el
mecanismo de transferencia de materia. La zeolita posee una superficie interna
extremadamente grande en comparacién a la superficie externa (Vasquez,
2010), gracias a la presencia de microporos (diametros menores a 2 [nm]), los
gue permiten una mayor interaccién entre la particula y las paredes del poro, y
por consiguiente un buen confinamiento de las moléculas (Curi et al., 2006).

Las zeolitas son un mineral que suele encontrarse en rocas cercanas a volcanes activos
o extintos. Las composiciones mineraldgicas varian dependiendo de la estructura y la
composicion de Si/Al, existiendo cerca de 50 tipos de zeolita natural. En la Figura 17 se
puede apreciar una imagen amplificada de la zeolita chilena “Ch-zeolite” tomada por un
microscopio electronico de barrido por Englert y Rubio, quienes en 2005 caracterizaron
la zeolita chilena. Los estudios a la zeolita chilena concluyeron que posee un drea
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superficial especifica bastante alta, ademas de que estd compuesta principalmente por
clinoptilolita y mordenita, que corresponden al tipo de zeolita natural mas utilizados en
la industria debido a su pureza (Englert y Rubio, 2005; Montalvo et al., 2012).

Figura 17: Imagen topografica amplificada de zeolita chilena. Fuente:
(Englerty Rubio, 2005)

2.5. Biopelicula

El 90% de los microorganismos poseen la caracteristica microbiolégica de producir
biopeliculas, las que se definen como comunidades de microorganismos que crecen
agregados y rodeados a una matriz extracelular que ellos mismos producen, en donde
la matriz estd conformada por proteinas, ADN extracelular y exopolisacaridos (EPS)
(Ortega y Hernandez, 2018). La biosintesis de biopeliculas es un proceso complejo que
ocurre en cuatro fases, como se describe en la Figura 18.
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Figura 18: Proceso de biosintesis de biopelicula microbiana. Fuente: (Ortega y Hernandez, 2018)
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1. Adhesidn: Fase en que los microorganismos se depositan sobre la superficie gracias
a la atraccién y adhesion. La atraccion es un proceso reversible y consiste en la
atraccion de los microorganismos en estado plancténico por parte de una superficie
inerte, mediante distintos tipos de fuerzas fisicoquimicas propias de las paredes
microbianas o de la superficie. Posteriormente ocurre la adhesidn, que consiste en
un proceso irreversible por moléculas constitutivas de la pared microbiana: pili,
flagelos, acidos teicoicos y moléculas que los microorganismos expresan bajo
circunstancias de estrés (Ortega y Hernandez, 2018).

2. Agregacioén: Esta fase ocurre cuando se agregan mas células microbianas a los
microorganismos ya adheridos. Durante la agregacion, el metabolismo microbiano
genera concentraciones elevadas de metabolitos secundarios, los cuales son utiles
para la comunicacién microbiana.

3. Maduracidn: En esta fase los microorganismos agregados comienzan a multiplicarse
y andlogamente se tiene una produccidn excesiva de EPS, proteinas y liberacién de
ADN extracelular, los que servirdn para la formacién de la matriz extracelular y el
crecimiento de biopeliculas (Allewell, 2016). Ademads, la liberacién de ADN
extracelular es util para dar rigidez a la biopelicula y ayudar a los microorganismos a
adquirir nutrientes del medio. Por otro lado, en esta fase se forman canales de agua
a través y alrededor de la biopelicula, para la excrecién y transporte de moléculas.

4. Disgregacién: Cuando la densidad microbiana en el interior de la biopelicula
aumenta significativamente y los microorganismos han producido cantidades
importantes de metabolitos, se induce la sintesis de enzimas capaces de degradar
los componentes de la matriz extracelular. Como consecuencia, la estructura de la
biopelicula pierde estabilidad, favoreciendo el desprendimiento de agregados
microbianos y de células individuales, las cuales pueden colonizar nuevas superficies
e iniciar un nuevo ciclo de formacidon de biopeliculas (Cheung et al., 2014).
Adicionalmente, ademas de las enzimas responsables de la degradacién de la matriz
extracelular, existen moléculas senalizadoras que participan en este proceso de
dispersion. Entre ellas destaca el éxido nitrico (NO), el cual actia como un mediador
capaz de inducir la disgregacion de la biopelicula, favoreciendo la transicion de las
bacterias desde el estado sésil al estado plancténico y facilitando su dispersion hacia
nuevos sitios de colonizacion (Barraud et al., 2015).
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2.6. Reactores aerobios y anaerobios

En el tratamiento bioldgico de aguas residuales, los reactores pueden clasificarse en dos
categorias principales: reactores de biomasa adherida (lecho fijo) y reactores de
biomasa en suspensién. Esta clasificacion es aplicable tanto a procesos aerobios como
anaerobios y depende de la forma en que los microorganismos se desarrollan dentro del
sistema, caracteristica que influye directamente en aspectos como la eficiencia del
tratamiento, el disefio hidraulico y las condiciones de operacién del reactor (Metcalf y
Eddy, 2001).

En los reactores de lecho fijo, los microorganismos forman biopeliculas adheridas a un
medio soporte, el cual puede estar constituido por materiales naturales o sintéticos,
como piedras, plasticos u otros elementos especialmente disefiados para favorecer el
crecimiento microbiano. En contraste, los reactores de biomasa en suspension
mantienen a los microorganismos dispersos en el licor mezcla, condicidn que se logra
mediante sistemas de aireacidn y/o agitacion mecanica, los cuales aseguran la
transferencia de oxigeno y una adecuada homogeneizacion del contenido del reactor
(Metcalf y Eddy, 2001).

Entre los principales reactores biolégicos aerobios empleados a escala industrial se
encuentran:

e (CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor o reactor de mezcla completa):
corresponde a la configuracién tradicional de los sistemas de lodos activados, en
la cual la biomasa permanece suspendida en el licor mezcla gracias a la accién
conjunta de la aireacién y la agitacion. Estas condiciones favorecen una
distribucién uniforme del sustrato y del oxigeno, promoviendo el desarrollo de
los procesos bioldgicos.

e SBR (Sequencing Batch Reactor): opera en régimen discontinuo mediante ciclos
sucesivos que comprenden las etapas de llenado, reaccidn, sedimentacion y
descarga del efluente. Esta modalidad de operacién permite trabajar con
elevadas relaciones sustrato/biomasa y facilita la incorporacién de diferentes
condiciones operacionales dentro de un mismo reactor.

e Filtros percoladores: corresponden a sistemas de biomasa adherida en los que
el agua residual es distribuida sobre un medio soporte mediante un sistema de
aspersion. A medida que el afluente atraviesa el lecho, entra en contacto con la
biopelicula desarrollada sobre el material de relleno, donde ocurre Ia
degradacion bioldgica de la materia organica.

e MBBR (Moving Bed Biofilm Reactor): combina las ventajas de los procesos de
biomasa suspendida y biomasa adherida mediante el empleo de soportes
moviles sobre los cuales se desarrolla la biopelicula. Estos elementos
permanecen en constante movimiento gracias a la aireacion o a la agitacion,

30



incrementando el drea disponible para el crecimiento microbiano y favoreciendo
el contacto entre los microorganismos y el agua residual.

Los reactores anaerobios pueden clasificarse de acuerdo con su evolucidon tecnoldgica
en reactores de primera y segunda generacidon. Los reactores de primera generacion
presentan tiempos de retencién hidraulico (TRH) y de sdélidos (TRS) similares, lo que
limita la acumulacién de biomasa activa y, en consecuencia, la eficiencia del proceso. En
contraste, los reactores de segunda generacién incorporan mecanismos que favorecen
la retencion de biomasa, permitiendo que el TRS sea considerablemente mayor que el
TRH. Esta caracteristica posibilita el tratamiento de mayores cargas organicas y mejora
el rendimiento del sistema al mantener una elevada concentracidon de microorganismos
en el interior del reactor (Metcalf y Eddy, 2001; Guerrero et al., 2017).

Entre los reactores anaerobios de mayor aplicacion en el tratamiento de aguas
residuales se encuentran:

e UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket): corresponde a uno de los reactores
anaerobios mas utilizados a escala industrial debido a su elevada eficiencia en la
remocién de materia orgdnica y a su capacidad para retener biomasa mediante
la formacién de lodos granulares. El afluente ingresa por la parte inferior del
reactor y asciende a través del manto de lodos, favoreciendo el contacto entre el
sustrato y los microorganismos responsables de la degradacién anaerobia
(Metcalf y Eddy, 2001).

e EGSB (Expanded Granular Sludge Bed): constituye una evolucién del sistema
UASB, disefiada para operar con mayores velocidades de flujo ascensional. Estas
condiciones permiten la expansidon parcial del lecho granular, mejorando la
transferencia de masa entre el agua residual y la biomasa, lo que favorece el
tratamiento de efluentes con altas cargas orgdnicas y una mayor eficiencia del
proceso (Guerrero et al., 2017).

e Reactor anaerobio de lecho fijo (RALF): en este sistema los microorganismos
crecen adheridos a un medio soporte, formando una biopelicula estable que
permanece retenida en el reactor. El agua residual circula a través del lecho,
generalmente en flujo ascendente, favoreciendo el contacto con la biomasa
adherida. Ademas del crecimiento sobre el soporte, es posible la acumulaciéon
de biomasa en los intersticios del material de relleno e incluso la presencia de
floculos en suspension, contribuyendo a incrementar la capacidad de
tratamiento del sistema (Metcalf y Eddy, 2001; Guerrero et al., 2017).
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2.6.1. Reactor secuencial por lotes (SBR)

El Sequencing Batch Reactor (SBR) es un sistema biolégico de operacion discontinua
cuyo funcionamiento se basa en la ejecucién secuencial de las distintas etapas del
tratamiento dentro de un Unico reactor. Al igual que en los sistemas convencionales
de lodos activados, en este tipo de reactores se desarrollan procesos de aireacion,
reaccion bioldgica, sedimentacidén y separacion del efluente. Sin embargo, a
diferencia de los sistemas de flujo continuo, donde cada proceso se lleva a cabo en
unidades independientes, en un reactor SBR todas las operaciones se realizan de
manera sucesiva en el mismo estanque, lo que simplifica el disefio de la instalacién
y proporciona una mayor flexibilidad operacional (Metcalf y Eddy, 2001).

Como se muestra en la Figura 19, un ciclo tipico de operacion comprende cinco
etapas consecutivas: llenado, reaccién, sedimentacidn, vaciado y una fase inactiva o
de espera. La duracién de cada una de ellas puede ajustarse en funcion de las
caracteristicas del afluente y de los objetivos del tratamiento (Metcalf y Eddy, 2001).
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Figura 19: Secuencia de operacion en reactor SBR. Fuente: (Tauseef et al.,
2013)

Llenado: corresponde a la incorporacién del agua residual al reactor hasta alcanzar
el volumen de operacion establecido. Dependiendo de la estrategia de control, esta
etapa puede desarrollarse con o sin agitacién y, en algunos casos, bajo condiciones
anoxicas o anaerobias. Generalmente representa cerca del 25 % del tiempo total del
ciclo.

Reaccidn: durante esta fase se llevan a cabo los procesos bioldgicos responsables de
la remocién de contaminantes. La operacién puede realizarse bajo condiciones
aerobias, mediante suministro de oxigeno, o alternar con periodos andxicos o
anaerobios, favoreciendo procesos como la nitrificacion y la desnitrificacién.
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Habitualmente, esta etapa corresponde aproximadamente al 35 % del tiempo de
operacion del ciclo.

Sedimentacion: una vez finalizada la reaccidn bioldgica, cesan la aireacidén y la
agitacién para permitir la decantacion de los sélidos biolégicos. Al desarrollarse en
ausencia de perturbaciones hidrdulicas, la separacion entre la biomasa y el efluente
suele ser mas eficiente que en los sistemas continuos de lodos (Metcalf y Eddy,
2001).

Vaciado: consiste en la extraccidn del sobrenadante clarificado sin alterar el manto
de lodos sedimentado. La duraciéon de esta etapa depende de factores como el
volumen util del reactor, el caudal de descarga y la calidad del efluente requerida,
pudiendo representar entre un 20 % y un 50 % del tiempo total del ciclo.

Fase inactiva: corresponde al intervalo comprendido entre el término del vaciado y
el inicio de un nuevo ciclo. En reactores Unicos, este periodo puede aprovecharse
para realizar la purga de lodos excedentes o tareas de operacidon y mantenimiento.
En configuraciones con multiples reactores, esta etapa permite sincronizar los ciclos
de funcionamiento entre las distintas unidades. No obstante, dependiendo de la
estrategia operacional implementada, esta fase puede reducirse o incluso eliminarse
(Metcalf y Eddy, 2001).

Debido a la variabilidad que puede tener el proceso en la industria, y la existencia de
la purga de lodos, el tiempo de operacidn del ciclo se define como en la Ecuacién 14:

Ecuacion 12

TCiclo = Tcarga + Treacci()n + Tsedimentacién + Tdescarga

La operacién secuencial de los reactores SBR les confiere una serie de ventajas
operacionales frente a los sistemas convencionales de lodos activados. Entre las
principales ventajas de esta configuracién se encuentran (Tantak et al., 2014):

e La posibilidad de regular la estrategia de alimentacion y la intensidad de
aireacién, lo que contribuye a controlar el crecimiento de bacterias
filamentosas responsables del incremento del volumen de lodos. Asimismo,
estas condiciones favorecen la respiracién enddgena de la biomasa,
promoviendo el consumo del sustrato remanente y mejorando procesos
como la nitrificacidn, la desnitrificacidon y la remocidn bioldgica de fésforo.

e Lacapacidad de desarrollar procesos de nitrificacion y desnitrificacién dentro
de un mismo reactor mediante la alternancia de periodos con y sin aireacidn,
evitando la necesidad de disponer de unidades independientes para cada
etapa del tratamiento.
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e Una elevada resistencia frente a variaciones bruscas en la carga hidraulica y
orgdnica del afluente, permitiendo mantener un funcionamiento estable
incluso bajo condiciones de operacion fluctuantes.

e La integracién de las funciones de ecualizacidn, reaccidon bioldgica y
sedimentacion en una sola unidad, eliminando la necesidad de incorporar
estanques de ecualizacién y clarificadores secundarios independientes. Esta
configuracién simplifica el disefio del sistema y reduce el flujo de sélidos
asociado a la etapa de clarificacidon respecto de los procesos convencionales.

e La posibilidad de remover nutrientes biolégicamente sin requerir la adicién
de reactivos quimicos, ya que la secuencia de operacién permite controlar de
manera precisa el suministro de oxigeno y las condiciones aerobias, andxicas
o anaerobias necesarias para favorecer los distintos procesos microbiolégicos
involucrados (Tantak et al., 2014).

2.6.2. Reactor de biopelicula por lotes secuenciales (SBBR)

El Secuencing Batch Biofilm Reactor (SBBR) es una variable de los reactores SBR, que
combina los beneficios de la biomasa suspendida con la biomasa adherida, la cual
estd presente en soportes inertes, como la zeolita. La configuracion se puede
apreciar en la Figura 20, y al contar con biomasa adherida y suspendida, permite
mejorar la eficiencia de retencidn de biomasa, ademas de brindar mayor estabilidad
operativa en el interior del reactor ante posibles fluctuaciones del afluente.

PRI et

1. Tanque de alimentacion
2. Puerto de efluente

3. Minutero

4.Bomba de aire

5. Piedra porosa

6. Biopelicula

Figura 20: Configuracion de operacion en reactor SBBR. Fuente:
(Rekabietal., 2021)

Los reactores SBBR suelen disefiarse con una relacion largo/ancho cercana a 1,5:1,
configuracién que favorece una distribucion uniforme de los portadores sobre los
cuales se desarrolla la biopelicula. En comparacién con los sistemas convencionales
de lodos activados, esta tecnologia ofrece diversas ventajas operacionales,
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alcanzando eficiencias similares en la remocién de materia orgdnica y en los
procesos de nitrificacion y desnitrificacién, pero utilizando un menor volumen de
reactor. Esta caracteristica se debe tanto a la elevada concentracién de biomasa que
puede mantenerse mediante el crecimiento adherido sobre los soportes como a la
operacion secuencial del sistema, que integra las etapas de reaccion bioldgica,
sedimentacion y clarificacidon dentro de una misma unidad. Asimismo, la coexistencia
de biomasa suspendida y biomasa adherida incrementa la estabilidad del proceso y
favorece una mayor capacidad de remocién de nitrégeno, incluso frente a
variaciones en la carga orgdnica e hidrdulica del afluente (Lewandowski y Boltz,
2011).

2.7. Parametros de operacién y control de reactores

Para regular las condiciones de operacién de forma en que se pueda controlar los
reactores y las reacciones asociadas, se cuenta con distintos parametros que estan
relacionados con la velocidad de crecimiento, la actividad metabdlica de los
microorganismos, la disponibilidad de nutrientes y el grado de acidez o alcalinidad de
los reactores. En base a esto es que se fijaron valores de los pardmetros de operacion
segun los requerimientos especificos de la reaccion de nitrificacién y desnitrificacion.

2.7.1. Temperatura

Como se ha mencionado previamente, la temperatura es un parametro de control
fundamental, que es clave en la velocidad de crecimiento de los microorganismos
del sistema. En el arreglo de laboratorio se cuenta con un calefactor de aire eléctrico
y un controlador que mantienen la temperatura del ambiente fijada a 40,0 [°C],
asumiendo una temperatura interna del reactor de 30,0 [°C] por las posibles
pérdidas y transferencias de calor. Esta temperatura se encuentra dentro del rango
Optimo de entre 25 y 30 [°C] para favorecer el crecimiento de las bacterias amonio
oxidantes, y por consiguiente la nitrificacidn parcial (Campos et al., 2009).

2.7.2. Potencial de hidrégeno (pH)

El potencial de hidrogeno permite determinar el grado de acidez o alcalinidad del
reactor, segun los iones hidronio (H*) o hidroxilo (OH"), respectivamente. Este
parametro de control estd relacionado con la relacion de NH4*/NHs y NO,7/HNO, y
mediante la concentracion de amoniaco libre y 6xido nitroso libre permite favorecer
la nitrificacion parcial (Ge et al., 2015).

El rango de operacion de pH recomendable es entre 7 y 8 de modo en que se inhibe
la actividad de las Nitrobacter, segun lo que se puede apreciar en la Figura 21.
Ademas, este rango es el recomendable para las bacterias encargadas de
desnitrificacion autoétrofa.
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Figura 21: Concentraciones de FAy FNA segun pH. Fuente: (Guerrero, 2023)

Para el arreglo de laboratorio se utiliza una solucién tampoén de fosfato y
bicarbonato, manteniendo cada reactor en un rango entre 7 y 8 de pH.

2.7.3. Oxigeno disuelto (OD)

El oxigeno disuelto (OD) constituye uno de los principales pardmetros de operacion
en los procesos biolégicos de nitrificacidon y desnitrificacion, ya que regula la
actividad metabdlica y el crecimiento de las comunidades microbianas responsables
de la eliminacion del nitrégeno. En la etapa de nitrificacion se recomiendan
concentraciones de oxigeno disuelto entre 1 y 3 [mg 0,/L], rango que permite
mantener una adecuada actividad de las bacterias nitrificantes sin que el oxigeno
constituya un factor limitante (Campos et al., 2009; Metcalf y Eddy, 2001). En
contraste, durante la desnitrificacion se requieren condiciones andxicas,
manteniendo concentraciones de oxigeno disuelto inferiores a 0,2 [mg O/L], de
modo que el nitrato actie como el principal aceptor de electrones (Metcalf y Eddy,
2001)

Ademads de regular la velocidad de nitrificacién, el oxigeno disuelto influye en la
competencia entre las BAO y BNO. Debido a que las BAO presentan una mayor
afinidad por el oxigeno, son capaces de mantener elevadas tasas de crecimiento
incluso a bajas concentraciones de OD. En cambio, las BNO requieren mayores
concentraciones de oxigeno para alcanzar velocidades de crecimiento similares. Por
esta razon, operar con concentraciones moderadamente bajas de oxigeno disuelto
favorece la actividad de las BAO e inhibe selectivamente a las BNO, promoviendo la
acumulacién de nitrito y, con ello, la nitrificacion parcial (Ge et al., 2015).

En sistemas donde la nitrificacion y la desnitrificacion ocurren de manera
simultanea, concentraciones de oxigeno disuelto cercanas a 0,5 [mg O,/L] favorecen
el desarrollo conjunto de ambos procesos, al permitir la coexistencia de zonas
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aerobias y andxicas dentro de los fléculos o biopeliculas microbianas (Miinch et al.,
1996). Desde un punto de vista estequiométrico, la oxidacion completa del nitrégeno
amoniacal hasta nitrato requiere aproximadamente 4,57 [g O,/ g de N-NH,4*], valor
que representa la demanda tedrica de oxigeno del proceso de nitrificacion
(Knobelsdorf, 2005; Mohan et al., 2016).

Para el desarrollo experimental, durante la etapa de nitrificacidn los reactores se
operaron con concentraciones de oxigeno disuelto entre 1 y 3 [mg O,/L], valor
determinado por la capacidad del sistema de aireacién disponible en el laboratorio
y suficiente para asegurar que el oxigeno no constituyera un factor limitante para la
oxidacién del amonio. Posteriormente, durante la etapa de desnitrificacion, el
suministro de aire fue suspendido, manteniendo concentraciones de oxigeno
disuelto inferiores a 0,2 [mg O,/L], con el propdsito de garantizar condiciones
anoxicas que favorecieran la actividad de las bacterias desnitrificantes y el desarrollo
de la desnitrificacion mixotroéfica.

2.7.4. Razdn de Azufre y Nitrogeno (S/N)

La razén del azufre con el nitrégeno es uno de los principales pardmetros de disefio
y operacion, y tiene directa relacidn con la desnitrificacién autétrofa, en donde, la
razon S/N representa la disponibilidad de azufre inorganico como donador de
electrones por cada unidad de nitrégeno oxidado, para la reduccién bioldgica de los
nitritos y nitratos. Este parametro tiene influencia en la eliminacién de sulfuro, la
velocidad de desnitrificaciéon, la acumulacion de azufre elemental y la estabilidad
operacional (Dolejs et al., 2014), representando si es que existen electrones
suficientes para completar la desnitrificacion. No obstante, a niveles muy elevados
de S/N se puede producir reduccion disimilatoria del nitrato hacia amonio (DNRA),
que consiste en la reduccién preferente del nitrato (NO3s") al ion amonio (NH4*) ante
el nitrégeno gas (N2), a causa de que algunas bacterias encuentran enérgicamente
mas favorable conservar el nitrégeno en forma de NH4* en lugar de liberarlo como
N2 (Dolejs et al., 2014).

Para efectos del laboratorio se utiliza alimentacién sintética en la desnitrificacion
mixotréfica a partir de los niveles de nitrito y nitrato con una razén de S/N de 1,5
[mol/mol], valor que se encuentra en el rango inferior a 2,8 para no inhibir la
desnitrificacion autdtrofa y cercana a los requerimientos estequiométricos (Dolejs et
al., 2014).
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2.7.5. Razén de Carbono y Nitrégeno (C/N)

La relacion carbono/nitrégeno (C/N) constituye uno de los principales parametros
operacionales en los procesos biolégicos de desnitrificacién, ya que determina la
disponibilidad de materia orgadnica como fuente de carbono para la sintesis celular y
como donador de electrones durante la reduccién de nitrato y nitrito hasta
nitrégeno gaseoso. En consecuencia, este parametro influye directamente sobre la
velocidad de desnitrificacidn, la actividad metabdlica de la biomasa y la eficiencia
global de eliminacidon de nitrégeno (Fu et al., 2022).

Cuando la relacién C/N es insuficiente, la disponibilidad de carbono biodegradable
limita el crecimiento de las bacterias desnitrificantes heterétrofas, disminuyendo la
velocidad de reduccion de nitrato y favoreciendo la acumulacién de especies
nitrogenadas oxidadas en el efluente. En contraste, un exceso de carbono promueve
un mayor crecimiento microbiano, incrementando la produccién de lodos y el
consumo de fuentes externas de carbono, sin generar mejoras significativas en la
eficiencia de remocién de nitrégeno una vez satisfecha la demanda estequiométrica
del proceso (Fu et al., 2022).

Los procesos de desnitrificacion mixotréfica presentan un desempeno favorable en
efluentes con relaciones C/N comprendidas aproximadamente entre 1y 3, intervalo
en el cual ambas rutas metabdlicas contribuyen de manera complementaria a la
remocion de nitrogeno. Para efectos del laboratorio se utiliza una relacién C/N de 2,
ya que permite mantener una actividad heterdtrofa suficiente para favorecer el
arranque y la estabilidad del proceso, al mismo tiempo que promueve la
participacién de bacterias desnitrificantes autétrofas oxidantes de azufre,
reduciendo la necesidad de incorporar carbono externo y limitando la produccién
de lodos (Fu et al., 2022; Zhang et al., 2023; Zhou y Wang, 2024).

2.7.6. Tiempo de retencién hidrdulico (TRH)

El tiempo de residencia hidraulico (TRH) corresponde al tiempo promedio que
permanece el agua residual dentro de un reactor biolédgico y constituye uno de los
principales pardmetros de disefio y operacion en los procesos de tratamiento de
aguas residuales. Este pardametro determina el tiempo disponible para que los
microorganismos entren en contacto con el sustrato y desarrollen las
transformaciones bioldgicas responsables de la eliminacién de los contaminantes
presentes en el afluente. Para reactores de operacién continua, el TRH se define
como la relacidn entre el volumen Util del reactor y el caudal de alimentacién segun
la Ecuacion 15 (Metcalf y Eddy, 2001):
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Ecuacion 13

TRH =~
Q

En donde:

e TRH: tiempo de residencia hidraulico [d]
e V:volumen util del reactor [L]
e Q:caudal de alimentacion [L/d]

En reactores SBR, el afluente es incorporado Unicamente durante la etapa de
llenado, por lo que no existe un caudal continuo de alimentacidn. En estos sistemas,
el caudal medio puede expresarse como la razén entre el volumen alimentado por
ciclo y la duracién total del mismo. Considerando que el tiempo de ciclo (T()
corresponde a la suma de las etapas del ciclo batch, calculado mediante la Ecuacion
14 de la seccidén 2.6.1, la expresion clasica del TRH puede adaptarse segun la
Ecuacién 16 (Huilifir et al., 2020):

Ecuacion 14

TRH—TC V.
=V

En donde:

e T.: duracidn total del ciclo [d]
e V1 volumen efectivo del reactor [L]
e Vi volumen de afluente alimentado al reactor por ciclo [L]

La seleccién del tiempo de residencia hidraulico influye directamente sobre la
eficiencia de los procesos de nitrificacion y desnitrificacion, ya que determina el
tiempo de contacto entre los microorganismos y los compuestos nitrogenados
presentes en el afluente. Para efectos del laboratorio, se utiliza un tiempo de
residencia hidraulico de un dia para la etapa de nitrificacion y un dia para la etapa
de desnitrificacion, permitiendo evaluar ambos procesos de forma independiente
bajo condiciones controladas.
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2.8. Actividad microbiana (Test ADA y ADH)

La actividad microbiana corresponde a la capacidad metabdlica de una comunidad de
microorganismos para llevar a cabo las transformaciones bioldgicas propias de un
determinado proceso. En sistemas de desnitrificacion, esta actividad puede evaluarse
mediante ensayos de actividad desnitrificante, los cuales permiten cuantificar el
potencial metabdlico de las bacterias responsables de la reduccidn de nitrato y nitrito
presentes en el reactor. Generalmente, estos ensayos se desarrollan en modo batch
utilizando medios sintéticos formulados para favorecer selectivamente el crecimiento
de distintos grupos microbianos. En este contexto, es posible emplear una alimentacién
con compuestos reducidos de azufre para determinar la Actividad Desnitrificante
Autotrofa (ADA) y otra con una fuente de carbono organico para evaluar la Actividad
Desnitrificante Heterotrofa (ADH).

La determinacion de la actividad desnitrificante se basa en la cuantificaciéon del
nitrégeno gaseoso (N,) generado durante la reduccién bioldgica de nitrato o nitrito. En
sistemas cerrados, la produccion de este gas provoca un incremento de la presion
interna del reactor, permitiendo estimar indirectamente la velocidad de desnitrificacion
y, por consiguiente, la actividad metabdlica de la biomasa presente (Dapena et al., 2007).
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3. Metodologia y materiales

3.1. Etapas de Puesta en marcha y operacion

Esta memoria abarca la puesta en marcha y operacion estable de dos reactores
secuenciales por lotes (SBR), configurados en el laboratorio para contrastar el
comportamiento de un reactor sin medio de soporte (RC) con un reactor con zeolita
chilena como medio de soporte (RZ) y su desempefiio en nitrificacion total y parcial. La
puesta en marcha de los reactores inicia con un enriquecimiento de la poblacién de
bacterias nitrificantes establecido previamente hacia nitrificacién total (Etapa I) y
considera los ciclos hasta una operacidn estable del proceso en nitrificacion parcial
(Etapa Il). Para analizar los procesos bioldgicos en cada reactor se lleva registro de
pardmetros de control como temperatura, pH, oxigeno disuelto, carbono organico total
y concentracion de compuestos nitrogenados y azufrados.

3.1.1. Configuracién de reactores

Los reactores utilizados corresponden a recipientes de acrilico transparente, con un
volumen efectivo de 1,5 [L], cuyas caracteristicas y especificaciones se presentan en
la Figura 22. Estos fueron redisefiados respecto de botellas de color dmbar utilizadas
previamente en el laboratorio, con el propdsito de mejorar el sistema de aireaciony
facilitar el control de las condiciones de oxigeno disuelto durante la operacién. Cada
reactor dispone de las conexiones de “Salida” y “Purga”, destinadas a la extraccién
delliquido sobrenadante después de la etapa de sedimentacion y a la purga de lodos,
respectivamente, cuando esta sea requerida. Asimismo, cuentan con una conexion
para la salida de gases y cuatro conexiones destinadas a la instalacién de difusores
ceramicos porosos de aire, alimentados mediante una bomba de acuario. Este
sistema permite mantener concentraciones de oxigeno disuelto entre 1y 3 [mg O,/L]
durante la etapa de nitrificacién, de acuerdo con las condiciones de operacidn
establecidas en la seccién 2.7.3 de la presente memoria.

En la parte superior de cada reactor se disponen tres aperturas. Dos de ellas
presentan el mismo didmetro: una se encuentra ubicada en el centro del reactor y
estd destinada a la instalacidén de un agitador mecanico, operado a una velocidad de
90-100 [rpm], con el propdsito de favorecer la homogenizacion del licor y mejorar
el contacto entre la biomasa y el sustrato durante la disminucidn de la concentracién
de oxigeno disuelto en la etapa de nitrificaciéon y durante la desnitrificacion. La
segunda apertura se encuentra ubicada hacia el borde del reactor y permite la
instalacion de un embudo para la incorporacién del sustrato durante las distintas
etapas de operacion. Finalmente, la apertura de mayor didmetro se encuentra
destinada a mantener fijo el sensor de medicién de oxigeno disuelto, permitiendo su
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posicionamiento en la parte superior del reactor durante el seguimiento de
condiciones de operacién.
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Figura 22: Esquema técnico de reactores. Fuente: Elaboracién propia

Los reactores se encuentran aislados en una cadmara recubierta de poliestireno

expandido a temperatura constante de 40 [°C], como se define en el punto 2.7.1.

En

la Figura 23 se aprecia el montaje de los reactores, en donde, a la izquierda se tiene
al reactor de control (RC) y a la derecha al reactor con zeolita (RZ). Ambos reactores
fueron recubiertos con aluminio para disminuir su exposicién a la radiacién solar,
debido a que la irradiancia puede afectar la actividad bacteriana y modificar los
procesos asociados al ciclo del nitrogeno en sistemas acuaticos (Niels O.G.
Jorgensen, 1998). Ademads, la exposicién a intensidades elevadas de luz puede
generar efectos inhibitorios sobre las bacterias nitrificantes, siendo las BNO

particularmente sensibles a este efecto (Vergara et al., 2016).

Figura 23: Arreglo de reactores en laboratorio.
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3.1.2. Inéculo

Los reactores fueron inoculados con 550 [mL] de una mezcla de lodos cada uno. La
mezcla contiene 50 [mL] de lodo nitrificante usado previamente en el laboratorio en
reactores de nitrificacién-desnitrificacién con y sin zeolita, enriquecidos para su
funcionamiento mediante nitrificacion total y con la condicion de sdlidos
suspendidos totales (SSV) indicada en la Tabla 2.

Tabla 2: Concentracion de los sdlidos suspendidos volatiles (SSV) en lodo nitrificante anterior.

Origen SSV RC SSV Rz
Lodo nitrificante
anterior (Nit. 20.512 [mg/L] 20.522 [mg/L]
Total)

Los 500 [mL] restantes inoculados son una mezcla compuesta de lodos provenientes
de la industria, en base a una proporcién 70/30 [v/v] de lodo nitrificante y
desnitrificante, respectivamente. En donde, 150 [mL] son de lodo desnitrificante
proveniente de una laguna anaerobia de la empresa agricola AASA y 350 [mL] son
una mezcla de lodos nitrificantes. La mezcla nitrificante esta conformada por una
combinacion de igual proporcién (175 [mL] c/u) entre un lodo proveniente de
efluentes de la empresa Sopraval y de una planta de tratamiento de aguas de Esval.
En la Tabla 3 se puede apreciar la concentracién de sdlidos suspendidos volatiles y
los promedios correspondientes de cada lodo.

Tabla 3: Concentracion de los sdlidos suspendidos volatiles (SSV) en la mezcla de lodos nitrificante y
desnitrificante.

Promedio SSV

Tipo de lodo Origen SSV [mg/L

P g [mg/L] [mg/L]
Esval 14.426

. .- e 2 . 1
Nitrificante Sopraval 32,900 3.663
Desnitrificante AASA 20.716 20.716
Concentracion mezcla total (70/30 v/v Nit. /Des.) 22.779
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3.1.3. Zeolita

La zeolita utilizada para la operacién proviene de la Regién del Maule, segun las
caracteristicas de la Tabla 4. Para su utilizacion en el reactor primero se realiza un
tamizado para obtener tamano de particula de 1 [mm] y luego se requiere de un
proceso de secado, que se realiza mediante una estufa a 105 [°C] por 48 horas.

Tabla 4: Caracteristicas de la zeolita usada. Fuente: (ZeoMaule, 2025)

Identificacion del producto

Nombre Zeolita natural

Marca registrada Fertosa

Descripcion Zeolita natural Clinoptilolita —
Mordenita granulada

Nombre quimico Aluminosilicato calcico potasico

magnésico hidratado
Caracteristicas mineralégicas

Componente principal de la zeolita Clinoptilolita - Mordenita

Otros componentes Plagioclasa, Esmectita y Cuarzo

Color Marfil
Caracteristicas fisicoquimicas

Composicién quimica SiO;: 64,19 %

Ti02: 0,51 %
Al,0s5: 11,65 %
Fe,05: 2,53 %
MnO: 0,03 %
MgO: 0,66 %

Ca0:3,42 %
Na;0: 0,75 %

K20: 1,60 %

PzOsZ 0,03 %

Cl: 14,64 %
Capacidad de intercambio catidnico 86,82 a 112,88 [cmol/kg]
(ClC)
Superficie especifica (método BET) 446 a 480 [m?/g]
Estabilidad térmica <450 [°C]
Estabilidad quimica (pH) 8,9

Para la puesta en marcha del reactor con medio de soporte (RZ) se considerd la
adicién de zeolita en base a los sélidos suspendidos volatiles de la mezcla de lodos,
ya que representa la biomasa suspendida en el reactor disponible para adherirse al
medio de soporte. Andlogamente, el inéculo de lodo del afio 2025 ya contenia zeolita
segln una proporcidn de 15 [g de zeolita/g SSV], por lo que, para el calculo de la
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cantidad de zeolita a afiadir a RZ, sdlo se considerd los SSV de la mezcla nitrificante
nueva manteniendo la proporcién ya utilizada. En base a esta relacidon y los SSV de la
Tabla 2 del punto 3.1.2, se tiene que el inéculo de lodo del afio 2025 contiene 15,4
[g] de zeolita, por lo que fue necesario afiadir aproximadamente 150 [g] de zeolita a
la mezcla de RZ.

3.1.4. Sustrato

Para la operacién de los reactores se utilizd alimentacién sintética, la cual fue
preparada en laboratorio para reproducir las caracteristicas tipicas de la industria
(Bellenger, 2023). Para la nitrificacién se disefid la alimentacién simulando la
concentracién del sobrenadante de un digestor anaerobio, asumiendo que el RIL
proviene de tratamiento primario y secundario. Los compuestos y concentraciones
respectivas se presentan en la Tabla 5:

Tabla 5: Composicidn alimentacidn sintética nitrificacion. Fuente: Modificado de (Bellenger, 2023)

Compuesto Férmula Concentracion [g/L]
Cloruro de amonio NH4CI 0,200
Bicarbonato de sodio NaHCOs3 0,614
Fosfato dipotasico K2HPO4 11,952
Fosfato monopotasico KH2PO4 4,278
Cloruro de sodio NacCl 0,200
Sulfato de magnesio MgS04-7H,0 0,024

Los compuestos de fosfato son agregados en base a la ecuacién Henderson-
Hasselbalch del punto A del Anexo, que permite obtener las concentraciones de un
acido y su base conjugada para formar la soluciéon tampdn fosfato que regula el pH.
Por otro lado, con el propdsito de representar de manera mas cercana las
caracteristicas de un efluente proveniente de una industria salmonera, se modificé
la composicion de la alimentacién sintética utilizada en la presente memoria,
eliminando la adicién de sulfato de magnesio y disminuyendo la concentracién de
cloruro de sodio incorporada. Ademas, para asegurar el desarrollo correcto de las
rutas metabdlicas se afiade bicarbonato en base a la proporcidn estequiométrica de
la reaccién global de nitrificacion y 1 [mL] de una solucién de micronutrientes
compuesta segun la Tabla 6:

Tabla 6: Composicion solucion micronutrientes nitrificacion. Fuente: Modificado de (Bellenger, 2023)

Compuesto Férmula Concentracion [g/L]
Cloruro de calcio CaCly-2H,0 5,5
Cloruro de cobalto CoCl-6H,0 1,6
Cloruro de magnesio MgCl;-5H,0 5,0
Cloruro de manganeso MnCl,-4H,0 5,0
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Cloruro férrico FeCl3-6H,0 5,0
EDTA C10H16N208 5,0
Molibdato de amonio (NH4)sM07024-4H,0 1,1
Sulfato de cobre CuS04-5H,0 1,5

Durante la etapa de desnitrificacidn, se consideran las concentraciones de nitrato y
nitrito obtenidas al finalizar la fase aerobia, debido a que estos compuestos
constituyen los principales sustratos disponibles para el desarrollo del proceso
desnitrificante. A partir de las concentraciones de nitrato y nitrito, expresadas como
nitrégeno, se determina la cantidad de acetato de potasio y sulfuro de sodio
requerida para la alimentacion como en la Tabla 7, considerando relaciones C/N y
S/N de 2 y 1,5, respectivamente. Para la dosificacién de sulfuro de sodio se
contempla, ademas, un 70 % adicional respecto de la cantidad tedrica calculada, con
el propdsito de compensar la pureza del reactivo y las posibles pérdidas de sulfuro
asociadas a su preparacidon y manipulacion. Ademas, al igual que en la etapa de
nitrificacion, se anade 1 [mL] de solucidon de micronutrientes compuesta segun la
Tabla 8 para favorecer la actividad metabdlica de las bacterias desnitrificantes.

Tabla 7: Composicion alimentacién sintética desnitrificacion. Fuente: Modificado de (Palacios, 2023)

Compuesto Férmula Concentracion [g/L]
Acetato de potasio CH3CO2K Variable
Sulfuro de sodio Na,S Variable
Bicarbonato de sodio NaHCOs3 1,5
Fosfato dipotasico K2HPO4 2,3
Fosfato monopotasico KHPO4 5,75

Tabla 8: Composicidon solucion micronutrientes desnitrificacion. Fuente: Modificado de (Palacios, 2023)

Compuesto Férmula Concentracion [g/L]
Molibdato de sodio Nax:Mo04-2H,0 2,0
dihidratado
Sulfato ferroso (l) FeS04-7H,0 30
heptahidratado
Cloruro de zinc ZnCly 1,0
Carbonato de calcio CaCOs 2,0
Tetrahidrato de cloruro MnClz-4H,0 1,5
de magnesio (ll)
Sulfato de cobre (I1) CuCS04-5H,0 0,25
pentahidratado
Cloruro de cobalto CoCl-6H,0 0,25
hexahidratado
Acido clorhidrico HCI (37%) 50
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Cloruro de niquel (I1) NiCl,-6H,0 0,25
hexahidratado
Acido bérico H3BOs 0,25

3.2. Estrategias de operacion

El sistema consiste en la operacion de nitrificacion-desnitrificacién, considerando
desnitrificaciéon mixotrofica, y una etapa inicial de nitrificacion total seguida de una de
nitrificacion parcial. El proceso de laboratorio se dividié en dos etapas: una fase inicial
de puesta en marcha que considera la adaptacion de los microorganismos de
nitrificacion total, seguido de una etapa de estabilizacidn en nitrificacion parcial. Este
proceso se realizd adaptando los pardmetros de operacidn favoreciendo la transicion
desde nitrificacion total a parcial, evaluando la diferencia de respuesta entre los
sistemas y su relacién con la eficiencia de remocién de los compuestos azufrados y
nitrogenados.

Para alcanzar los objetivos planteados, los reactores fueron operados durante un
periodo de 83 dias, equivalente a 41 ciclos, considerando un TRH de 1 dia para cada
etapa del proceso segun la Tabla 9:

Tabla 9: Distribucion de tiempo de operacidon en procesos de nitrificacion y desnitrificacion

Etapa Tiempo [h]
Nitrificacion
Llenado 0,25
Reaccion (Nit.) 12
Caida de OD 10
Sedimentacidon 0,5
Vaciado 0,25
Desnitrificacion
Llenado 0,25
Reaccion (Des.) 24
Sedimentacion 0,5
Vaciado 0,25
Duracién total del ciclo 48
TRH total [d]
2

En cada ciclo, los reactores fueron alimentados con 1 [L] de solucidn sintética para la
etapa de nitrificacion, cuya composicion y concentracion de micronutrientes se
presentan en las Tablas 5 y 6 del punto 3.1.4, respectivamente. Posteriormente, se
permitio el desarrollo de la reaccién durante el tiempo establecido, seguido de las
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etapas de sedimentacidn y vaciado. Una vez finalizada la etapa de nitrificacién, se
obtuvo una muestra del efluente para determinar las concentraciones de nitrito y
nitrato, expresadas como nitrégeno. A partir de estos resultados se calcularon las
cantidades de sulfuro de sodio y acetato de potasio requeridas para la etapa de
desnitrificacién, considerando las relaciones S/N y C/N establecidas previamente en los
puntos 2.7.4 y 2.7.5, respectivamente. La alimentacion desnitrificante se preparé
incorporando los componentes indicados en la Tabla 7 del punto 3.1.4, junto con los
micronutrientes correspondientes, y se completé con agua hasta alcanzar un volumen
total de 1 [L].

Durante la etapa de nitrificacién se mantuvo la aireacion con el propdsito de favorecer
la oxidacién de los compuestos nitrogenados. Asimismo, durante la etapa de
disminucion del oxigeno disuelto (caida de OD), se activé el agitador mecéanico con el
objetivo de mantener homogéneo el licor de mezcla y favorecer el contacto entre la
biomasa y el sustrato. En la etapa de desnitrificacidn, la agitacion mecdnica se mantuvo
durante todo el periodo de reaccién, permitiendo una adecuada distribucion de los
sustratos y facilitando su contacto con la biomasa suspendida y adherida al soporte,
segln correspondiera a cada configuracion del reactor.

La temperatura en los reactores se mantuvo por sobre los 30 [°C] segun lo descrito en el
punto 2.7.1. durante las dos etapas de trabajo en laboratorio, con el objetivo de que
durante la primera etapa las BNO se comenzaran a inhibir adaptando el lodo desde una
nitrificacion total, y posteriormente lograr mantener la estabilizacién en nitrificacion
parcial. Asimismo, se regula el pH con solucién tampdn fosfato para mantener un
ambiente ligeramente basico con valores promedio de 7,5 durante las dos etapas. Este
rango de operacion de pH permitié trabajar los reactores en la Zona 2 del grafico de Ia
Figura 21 del punto 2.7.2. (Guerrero, 2023), requiriendo menores concentraciones de
amoniaco libre (FA) para inhibir a las BNO.

3.2.1. Estrategia nitrificacion total

Esta etapa considera la puesta en marcha del reactor y la adaptacion de los
microorganismos para la posterior transicidn a nitrificacidon parcial en un total de 33
dias (16 ciclos), con el objetivo de evaluar la eficiencia de remocién de compuestos
nitrogenados y azufrados. Para lograr este objetivo se modificaron los parametros de
operacion permitiendo inhibir de manera selectiva las bacterias nitrificantes sin
afectar la actividad de las bacterias desnitrificantes de la mezcla. Luego de la
caracterizacién de lodos y la adicion de zeolita al reactor correspondiente, se
operaron los reactores en las condiciones de temperatura, pH y OD que favorecieran
la cinética de las BAO e inhibiera la de las BNO, ya que, al contar con lodos
previamente enriquecidos hacia la ruta metabdlica de nitrificacion total, fue
necesario adaptar la mezcla cuidando ademas no afectar la actividad de las bacterias
anaerobias de la desnitrificacion durante el ciclo de nitrificacién.

48



Como se menciona en el punto 2.7.3 el nivel de OD puede ser un factor definitorio
con respecto a la actividad de las bacterias tanto en la nitrificacién, como en la
desnitrificacidon, participando ademas en la inhibicidn selectiva de las bacterias
nitrificantes. Debido a las limitaciones del arreglo de laboratorio, los niveles de OD
marcados en el sensor utilizado son superiores a los reales del interior del reactor,
no obstante, las mediciones permitieron representar la tendencia de oxigeno
disuelto al interior de los reactores. En base a esto, durante la etapa de nitrificacidn
total se fijé la aireacién de los reactores para marcar niveles de 6 [mg 02/L], lo que
equivale a mantener los reactores en concentraciones de oxigeno disuelto entre 0,5-
1,5 [mg 0/L], rango que afecta preferentemente la actividad de las BNO,
favoreciendo la acumulacién de nitrito y evitando su posterior oxidacién.
Andlogamente, en el periodo de caida de OD se conservo los ajustes para que el OD
disminuyera hasta valores promedio de 0,5 [mg O,/L], favoreciendo el ambiente
anoxico para la desnitrificacion posterior, en niveles de OD inferiores a 0,2 [mg O,/L],
de modo que el nitrato actue como el principal aceptor de electrones. Como la
mezcla de lodos ya venia con una cinética establecida, se operd con valores inferiores
a los recomendados de OD para nitrificacién total, con el objetivo de evolucionar a
una nitrificacion parcial, esto en base a la diferencia en la afinidad entre las BAO y
BNO, tal como se puede confirmar con las constantes de afinidad presentes en la
Figura 9 del punto 2.2.2. (Campos et al., 2009). Por otro lado, se conservaron los
ajustes en el periodo de caida de OD para disminuir a valores promedio que
aseguraran una concentracién que permita llegar hasta el limite esperado de la
reaccion en donde la actividad nitrificante es igual entre BAO y BNO.

3.2.2. Estrategia nitrificacion parcial

Una vez finalizada la etapa de nitrificacion total, se inicio la etapa de nitrificacién
parcial hasta lograr la estabilizacion de los reactores en un total de 50 dias (25 ciclos).
Al igual que en la etapa anterior, el objetivo es contrastar el desempefio del reactor
RC con el RZ analizando la implicancia del uso de soporte microbiano. Ademas, se
buscdé comparar la eficiencia de remociéon entre ambas rutas metabdlicas de Ila
nitrificacion.

Para esta etapa se mantuvo las condiciones de operacidn de los reactores de la etapa
anterior. Con respecto a los pardametros de operacion, se mantuvieron los TRH, pHy
temperatura, debido a que son las condiciones que favorecen la nitrificacién parcial.
Por otro lado, se aumentaron los niveles de OD, ya que a pesar de que esta
nitrificacion requiere de menos OD que la de la etapa anterior, se estaba trabajando
en el limite inferior del OD requerido para inhibir selectivamente las bacterias y
mantener una actividad adecuada, en base a esto es que los valores marcados en el
sensor se aumentaron a niveles de 8 [mg 0,/L], lo que equivale a valores de 1-3[mg
0/L] al interior de los reactores, rango que permite mantener una adecuada

49



actividad de las bacterias nitrificantes sin que el oxigeno constituya un factor
limitante.

3.2.3. Estrategia desnitrificacion

La desnitrificacién mixotréfica se llevd a cabo en los reactores RC y RZ durante las
Etapas | y I, manteniendo las mismas condiciones operacionales en ambas etapas.
Para ello, se utilizé la alimentacidn sintética que incorpora sulfuro de sodio y acetato
de potasio, con el propdsito de mantener las relaciones S/N y C/N establecidas en
1,5 y 2, respectivamente. Ademas, al igual que para la nitrificacién, se agregd
solucion tampdn de fosfato para amortiguar las variaciones de pH durante el proceso
y mantener dentro del rango de entre 7 y 8.

Respecto al oxigeno disuelto (OD), se buscé mantener concentraciones inferiores a
0,2 [mg O0,/L] para favorecer las condiciones anodxicas requeridas para la
desnitrificacion. Sin embargo, este parametro no se midié directamente durante esta
etapa. Adicionalmente, se monitorearon las especies nitrogenadas y azufradas, el
carbono organico total y el nitrégeno total para evaluar el desempefiio del proceso
en ambos sistemas.

3.2.4. Parametros por controlar y mediciones

Durante la operacion de los reactores se realizd el seguimiento de los principales
parametros de calidad en los afluentes y efluentes de cada ciclo, con el propdsito de
evaluar el desempefio de los procesos bioldgicos y la remocién de los contaminantes
de interés. La frecuencia de monitoreo se establecié de acuerdo con el parametro
analizado y la etapa del proceso en la que este resulta relevante. En particular, los
compuestos azufrados fueron determinados durante la etapa de desnitrificacidn,
debido a su participacién como sustratos en el proceso desnitrificante mixotréfico.
Los métodos analiticos utilizados, junto con el objetivo y la frecuencia de medicion
de cada parametro, se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Parametros por controlar en la operacion de reactores. Fuente: Elaboracién propia

Parametro | Analito | Método analitico Objetivo Frecuencia
Compuestos | NHa4*, Espectrofotometria | Eficiencia de la | Diaria
nitrogenados | NOy, SND

NOs"
Sulfato SO4* Espectrofotometria | Eficiencia de la | Diaria (sdlo para
desnitrificacion | desnitrificacion)
Sulfuro S Electrodo-Selectivo | Eficiencia de la | Diaria (sdlo para
desnitrificacion | desnitrificacion)
Potencial de | pH Electrodo-Selectivo | Control Diaria
hidrégeno operacional
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Oxigeno oD Electrodo-Selectivo | Control Diaria (cada 10

disuelto operacional minutos;  sélo
para
nitrificacion).

Sélidos SST Gravimetria Crecimiento Cada 7 dias

suspendidos microbioldgico

totales

Sélidos SSV Gravimetria Crecimiento Cada 7 dias

suspendidos microbioldgico

volatiles

Asimismo, los procedimientos de cdlculo empleados para la determinacién de los
distintos pardmetros se detallan en el Anexo, de acuerdo con los métodos
establecidos en Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA et al., 2017).

Por otro lado, se realizé la medicion de la actividad microbiana a la mezcla de lodos
de cadareactor al final del proceso, mediante los ensayos de actividad desnitrificante
autotrofa y heterdtrofa con el fin de analizar el crecimiento microbioldgico vy
comprobar que el proceso de desnitrificacion funcionara siguiendo ambas rutas
metabdlicas. Para esto, se realizaron los ensayos ADA y ADH segun los
procedimientos descritos en el Anexo, midiendo con un electrodo selectivo
(mandmetro) el aumento de presion en los viales, lo que resulta equivalente a la
generacion de nitrégeno gaseoso por las bacterias desnitrificantes.
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4. Resultados y discusiones
4.1. Nitrificacion-Desnitrificacion
4.1.1. Actividad nitrificante

La actividad nitrificante se operd acorde a las condiciones de operacién para
nitrificacion parcial adaptando una mezcla de lodos previamente enriquecido para
nitrificacion total. En base al arreglo de laboratorio establecido se operd durante 33
dias en nitrificacidn total (Etapa I) con condiciones que inhibieran la actividad de las
BNO sin afectar la de las desnitrificantes, y posteriormente se operd durante 50 dias
los reactores en condiciones de operacién para nitrificacion parcial (Etapa Il)
buscando la estabilizacion de la actividad nitrificante y la desnitrificante mixdtrofica.
No obstante, el enriquecimiento previo afectd la concentracion de compuestos
nitrogenados de interés en los primeros ciclos, conteniendo remanentes en la mezcla
de lodos de ambos reactores, por lo que para evitar alterar los resultados finales se
descartd los valores de concentracion y remocién del primer ciclo. Ademas, al dia 25
de operacién, hubo un problema al calibrar los sensores de OD y la bomba de
aireacion, por lo que se tuvo una aireacidon deficiente entre los dias 25 y 50,
aproximadamente. Por otro lado, en la puesta en marcha del reactor RZ se generd
una emulsién de color grisaceo, conformada por material inorganico propio de la
zeolita y por proteinas, ADN extracelular y exopolisacaridos, derivados de la
liberacion de la biopelicula formada en la zeolita del lodo antiguo. Esta emulsidn se
generd debido a la falta de un periodo de adherencia en la puesta en marcha de RZ,
y perdurd durante 17 dias (8 ciclos), hasta que se purgd completamente en los
efluentes de la desnitrificacién.

Para identificar el inicio de la Etapa Il se analizé diariamente las concentraciones de
nitrito y nitrato buscando que comenzara a disminuir la produccién de nitrato y a
aumentar la de nitrito. Para el analisis se realizaron los graficos de la Figura 24 que
muestran la distribucion de nitrito y nitrato al final de la nitrificacion en base al total
de la concentracion de nitrégeno oxidado para RCy RZ, respectivamente. A partir de
estos se identificd que ya para el dia 33 la distribucién de nitrato habia comenzado a
disminuir y la de nitrito a aumentar en ambos reactores. En base a esto es que se
inici6 la Etapa Il de operacion.
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Figura 24: Distribucion de nitrégeno oxidado en RCy RZ

Por otro lado, se puede apreciar en los graficos anteriores, que los niveles de nitrato
se mantuvieron por sobre los de nitrito en toda la Etapa | y posterior a los cambios
de oxigenacion realizados en la Etapa ll, los niveles de nitrito comenzaron a aumentar
y los de nitrato a disminuir hasta alcanzar la estabilizacion en nitrificacidn parcial.

Al comparar el comportamiento entre ambos reactores, se puede apreciar que en la
Etapa | (hasta el dia 33) los niveles de nitrato son mas variables en RC, y que los
niveles de nitrito tienden a ser proporcionalmente mayores que en RZ, lo que se
puede justificar con la estabilidad que otorga a los microorganismos el uso de
soporte microbiano, por lo que se podria decir que la inhibicidn selectiva inicial tardd
mas en hacer efecto en RZ debido al uso de zeolita. Andlogamente, se puede apreciar
que al iniciar la Etapa Il (desde el dia 34), los niveles de nitrito comienzan a aumentar
en ambos reactores, sin embargo, se observa una tendencia de produccién
proporcional de nitrito mayor en los primeros ciclos de RZ, que también se deriva de
la robustez que brinda el uso de soporte microbiano ante el problema de operacion
de aireacion deficiente entre los dias 25 y 50, ya que inicialmente en esta etapa se
afectd tanto a las BAO como a las BNO alterando la produccion de nitrito y nitrato,
sin embargo, se puede concluir que el uso de la zeolita permitié afectar en menor
grado a las bacterias nitrificantes de RZ.

Por otro lado, para evaluar el comportamiento de la actividad nitrificante se analizé
la evolucién de las concentraciones de amonio durante la nitrificacidon vy
desnitrificacion, lo que se puede apreciar en los balances de las Figuras 25y 26.
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Figura 25: Concentraciones de amonio en el tiempo en RC
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Figura 26: Concentraciones de amonio en el tiempo en RZ

A modo general, de los graficos previos se puede concluir que los niveles de amonio
no aumentan significativamente en la nitrificacién o desnitrificacion, por lo que se
puede asumir que la concentracion de azufre no era tan elevada como para generar
reduccidn disimilatoria de nitrato hacia amonio (DNRA). Ademas, se puede apreciar
gue en el periodo de los dias 25 al 50 aproximadamente, los niveles de amonio se
mantienen constantes en los ciclos de ambos reactores, lo que se deriva de la
aireacion deficiente y refleja una baja actividad nitrificante, sin embargo, conforme
se identifica y se soluciona el problema operacional, las concentraciones toman un
comportamiento estable de remocidén de amonio. Por otro lado, se observa que a
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partir del dia 50 (posterior a los problemas operacionales), se logra el
comportamiento esperado de remocién de nitrégeno amoniacal seglin el objetivo
del proceso, alcanzando los porcentajes de remocién con valores maximos en el ciclo
completo de 64 % para RCy de 53 % para RZ en la Etapa |, y de 93 % para RCy de 95
% para RZ en la Etapa Il. Estos resultados reflejan un comportamiento estable, el cual
resultd afectado por los problemas operacionales, pero que logré retomar la
actividad de remocion. Por otro lado, se puede apreciar que RZ inicia con una baja
efectividad de remocién de amonio, derivada de los problemas en las condiciones
de operacion y sedimentacion del reactor de la Etapa I, sin embargo, en la Etapa Il
este logré aumentar la eficiencia de remocidn, incluso superando a RC con un
maximo alcanzado de 95%. Este comportamiento de mejora de RZ se puede justificar
con la influencia que ejerce el uso de soporte microbiano, que permitié a los
microorganismos superar las deficiencias en las condiciones de operacién con mayor
robustez.

A pesar del comportamiento general descrito previamente, se puede apreciar que
existen algunos ciclos en ambos reactores en el cual las concentraciones de amonio
de los primeros ciclos son mayores en el efluente (remociones de 0%), tanto en la
Etapa | como en la Etapal ll, lo que se puede explicar con concentraciones de amonio
remanentes de ciclos previos, las que pudieron haber quedado entre la mezcla de
lodos al interior de los reactores, sumandose ademas la deficiencia de aireacidn, lo
gue afectd la oxidacién de amonio en la nitrificacién, ademas, en RZ los iones de
amonio tienden a mantenerse mas tiempo al interior debido a la atraccién por la
capacidad de intercambio idnico de la zeolita y a la emulsién formada durante los
primeros ciclos, que afecté a la sedimentacién.

4.1.1.1. Etapa I: Nitrificacion total

El proceso de nitrificacion total tuvo un periodo de 33 dias, equivalente a 16 ciclos
desde el 15 de abril hasta el 17 mayo de 2026. Para el analisis de la actividad
nitrificante se consideran los balances de nitrito y nitrato en la entrada y salida de Ia
nitrificacion segun su concentracion en forma de nitrégeno. A partir de la evaluacion
de los balances se pudo observar que la mezcla de lodos utilizada para alimentar la
puesta en marcha de los reactores tenia remanentes de nitréogeno inorganico en
forma de nitrito y nitrato, lo que alterd los balances iniciales. Los reactores iniciaron
con concentraciones de aproximadamente 8 [mg N-NOz /L] en RCy RZ, y de 23 [mg
N-NOs7/L] en RCy 28 [mg N-NOs7/L] en RZ. En base a esto se obtuvo que en el efluente
del primer ciclo de ambos reactores se alcanzé la mayor concentracion de nitrito de
toda la etapa. Y con respecto al nitrato, se tuvo que la presencia de este compuesto
se mantuvo relativamente constante al interior de los reactores, ya que el
enriguecimiento selectivo previo afectd la actividad nitrificante, condicionando los
reactores a mantener el nitrégeno inorganico en forma de nitrato al interior de los

55



reactores. No obstante, este remanente de nitrégeno inorganico tanto en su forma
de nitrito como de nitrato se fue purgando en los efluentes de cada ciclo. Para
efectos de un analisis mas representativo no se consideraron los valores del primer
ciclo de operacién en los calculos de concentracion y remocién de compuestos de
interés.

Para el analisis del comportamiento del nitrégeno en forma de nitrito en la Etapa |
se cuenta con los datos presentados en el grafico de la Figura 27.
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Figura 27: Concentraciones de nitrito en RC y RZ en la Etapa |

Como se puede apreciar en el grafico anterior, en ambos reactores existe un
comportamiento general similar, el cual consiste en un primer ciclo con
concentraciones elevadas, derivado de los remanentes de nitrégeno inorganico del
enriguecimiento previo; para luego disminuir las concentraciones en un periodo en
el cual comienza a aumentar la concentracion en el efluente respecto del afluente
(dia 10 en adelante), es decir, se logra la produccién de nitrito, alcanzando
concentraciones maximas de 7,41 [mg N-NO2/L] en RC (dia 12), y de 1,53 [mg N-
NO2/L] en RZ (dia 18). Luego, en el periodo de aireacidn deficiente (dia 25 al 50), se
mantuvieron valores constantes de nitrito de entre 0,10 y 0,20 [mg N-NOy/L] a la
entrada y salida. En este ultimo periodo existe una diferencia entre RC y RZ, en
donde, a pesar de la aireacién deficiente, la nitrificacién de RZ desde el dia 27
comienza a aumentar las concentraciones de nitrito en el efluente alcanzando un
maximo de 3,03 [mg N-NO2/L] (dia 28), lo que se puede justificar con la robustez que
brinda el uso de soporte microbiano, que permite que la disminucién de oxigeno sea
menos dafiina para las bacterias, y, por lo tanto, se puede concluir que algunas BAO
pudieron realizar igualmente la nitrificacion de manera efectiva.
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Generalmente las concentraciones de nitrito en el afluente se mantuvieron por
debajo del efluente o constantes entre si en ambos reactores. El caso de aumento
en las concentraciones corresponde a la reaccion efectiva de la nitrificacién, en
donde, se oxidd el nitrdgeno amoniacal hacia nitrito. Por otro lado, en el caso de los
ciclos en donde se mantuvo la concentracion de nitritos constante en valores
cercanos a cero, se puede concluir que estas no aumentaron porque no se logré la
reaccion de nitrificacion efectiva o que las concentraciones alcanzadas estan por
debajo del limite de deteccidn del equipo de medicidn. Ademas, en RZ existe un ciclo
en donde la concentracidn de nitrito es mayor en la entrada que en la salida (dia 8),
sin embargo, esto sélo ocurre luego de los primeros ciclos, en donde las
concentraciones alcanzadas en el efluente son las mas altas de toda la etapa, por lo
gue se puede concluir que, en ese ciclo no hubo una oxidacién efectiva de nitrégeno
amoniacal hacia nitrito y la concentracién marcada corresponde al remanente que
pudo haber quedado en el lodo. Esto no se da en el caso de RC debido a que la
sedimentacion de RZ fue afectada por la emulsidn de zeolita formada, lo que provocé
gue quedara remanente de nitréogeno inorganico al interior del reactor.

Para el analisis del comportamiento del nitrogeno en forma de nitrato en la Etapa |
se cuenta con los datos presentados en el grafico de la Figura 28.
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Figura 28: Concentraciones de nitrato en RC y RZ en la Etapa |
Al analizar los balances de nitrato del grafico anterior, se observa un comportamiento

general similar entre ambos reactores, iniciando con oscilaciones hasta mostrar
indicios de estabilizacion debido a la adaptacidn de los microorganismos, para luego,
a causa del periodo de deficiencia de aireacién, disminuir las concentraciones de
nitrogeno en forma de nitrato en el afluente hasta cero y en el efluente hasta 0,49
[mg N-NOs/L] aproximadamente. Al analizar el comportamiento individual de cada
reactor se puede observar que en RC la concentracion de nitrato inicial tiende a
mantenerse hasta el dia 27 en el afluente entre 20 y 26 [mg N-NOs/L], lo que se
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deriva de los remanentes de nitrégeno inorganico del enriquecimiento previo que
no lograron ser purgados completamente con el efluente de la desnitrificacidn. En
estos ciclos de RC se puede observar que hubo tanto aumento como diminucién de
la concentracidn de nitrato en el efluente de la nitrificacidn, alcanzando un maximo
en el efluente de 29,24 [mg N-NOs/L] (dia 6) y un minimo de 10,96 [mg N-NOs/L] (dia
8). Este comportamiento se debe al enriquecimiento selectivo previo y las
condiciones de operacién de inhibicidn selectiva, en donde, los ciclos de aumento
de la concentracidn en el efluente de RC reflejan generacién efectiva de nitrato
mediante nitrificacion completa, y la presencia de ciclos con disminucién de
concentracién de nitrato en el efluente reflejan la ausencia de oxidacién de nitrito a
nitrato a causa de la afectacion por los remanente de nitrato y la inhibicidn selectiva
de las BNO, alterando la nitrificacion general de forma en que no se pudo estabilizar
el proceso en toda la etapa. Por otro lado, en RZ se mantuvo un comportamiento
oscilatorio en las concentraciones del afluente, con un comportamiento general de
disminucion de las concentraciones de nitrato en el efluente, lo que se debe, al igual
gue en RC, a los condiciones operacionales deficientes de la Etapa |, ademas de la
afectacion por la emulsion de zeolita en los primeros 17 dias de operacion,
analogamente, la formacién de biopelicula en la zeolita permitié ademas, la
nitrificacion-desnitrificacidén simultdanea durante el ciclo de nitrificacion de RZ, lo que
se refleja en una disminucion de los niveles de nitrito y nitrato en el efluente para
formar nitrégeno gaseoso.

4.1.1.2. Etapa ll: Nitrificacién parcial

El proceso de nitrificacion parcial tuvo un periodo de 50 dias, equivalente a 25 ciclos
desde el 18 de mayo hasta el 6 de julio de 2026. Para el anadlisis de la actividad
nitrificante se consideran los balances de nitrito y nitrato en la entrada y salida de Ia
nitrificacion segun su concentracién en forma de nitrégeno. Los reactores inician la
etapa con el problema operacional de aireacion deficiente que perdurd hasta el dia
50, lo que derivé en una puesta en marcha de la Etapa Il con concentraciones muy
bajas de los compuestos nitrogenados de interés, sin embargo, tanto el nitrito como
el nitrato se fueron estabilizando conforme se soluciond el problema de aireacién,
alcanzando al final ciclos con produccién efectiva de compuestos oxidados de
nitrégeno, tal como se aprecia en los graficos de las Figuras 29 y 30.
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Figura 29: Concentraciones de nitrito en RC y RZ en la Etapa Il
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Figura 30: Concentraciones de nitrato en RC y RZ en la Etapa Il

Al comparar las concentraciones alcanzadas entre etapas se puede apreciar que
aumentaron las concentraciones de nitrito y disminuyeron los niveles de nitrato
generales, tanto en RC como en RZ. Este comportamiento se deriva de la transicién
hacia nitrificacion parcial, lo que implica la reduccién de la produccién de nitrato
reduciendo el consumo de oxigeno llevando la reaccién hasta sélo formar nitrito,
ademds, tal como se puede observar en las Figuras 29 y 30, en esta etapa se logré
alcanzar la estabilizacion del proceso de nitrificacién, aumentando las
concentraciones del efluente respecto del afluente hasta valores maximos de 9,30
[mg N-NOy/L] para RC (dia 82) y de 13,55 [mg N-NO,/L] para RZ (dia 82), y de 4,35
[mg N-NOs/L] para RC (dia 58) y de 4,97 [mg N-NOs/L] para RZ (dia 66).
Andlogamente, se puede apreciar que luego del periodo de deficiencia de oxigeno,
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en ambos reactores existe una tendencia de aumento en la produccién de
compuestos nitrogenados de interés en el efluente de la nitrificacién, lo que podria
implicar una estabilizacién de la actividad de los microorganismos nitrificantes y un
aumento de su poblacién.

4.1.2. Actividad desnitrificante

Para la operacion del ciclo de desnitrificacion se mantuvieron las mismas condiciones
en ambas etapas del proceso y fueron fijadas de forma en que se favoreciera la
desnitrificacion mixotrdfica, agregando en la alimentacidn sintética los nutrientes y
sustratos necesarios para la nitrificacién autoétrofa y heterétrofa. Para la evaluacién
se analizd las concentraciones de compuestos nitrogenados de interés, segun los
resultados que se pueden apreciar en los graficos de las Figuras 31 a la 34.
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Figura 31: Concentraciones de nitrito durante la desnitrificacién en RC y RZ en la Etapa |
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Figura 32: Concentraciones de nitrato durante la desnitrificacion en RC y RZ en la Etapa |
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Figura 33: Concentraciones de nitrito durante la desnitrificacion en RC y RZ en la Etapa Il
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Figura 34: Concentraciones de nitrato durante la desnitrificacion en RC y RZ en la Etapa Il

Como se puede apreciar en los graficos previos, hay un comportamiento general
similar entre ambos reactores. Respecto a la remocidn de compuestos nitrogenados
en la Etapa |, se puede apreciar que el comportamiento erratico causado por los
problemas operacionales que afectaron la nitrificaciéon no generd un gran impacto
en la eficiencia de remocién de nitrito o nitrato, sin embargo, la presencia de
periodos con concentraciones cercanas o iguales a cero de nitrito pudo haber
inhibido la actividad de los microorganismos nitrificantes. En la Etapa Il se puede
apreciar que luego del periodo de deficiencia de oxigeno, existe al principio una
tendencia de aumento en las concentraciones de entrada y en conjunto a estas, las
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de salida, manteniendo el comportamiento de remociéon de los compuestos
nitrogenados de interés. Y luego, se logra apreciar que la concentracién de los
afluentes tiende a disminuir mientras que las del afluente siguen subiendo, lo que
implica una tendencia a la estabilizacion del proceso, y al igual que en el caso de la
nitrificacion, un posible aumento en la poblacidon desnitrificante.

En la Etapa | y Il se alcanzaron porcentajes de remocion de un maximo de 100% y
minimo del 0% en ambos reactores, equivalente a lo que se aprecia en las Tablas
resumen 12y 13.

Tabla 11: Resumen de porcentajes de remocion de nitrito.

Etapal Promedio Mdximo Desv. Est. (%)
RC 68% 100% 0,41
RZ 65% 100% 0,40
Etapalll Promedio Mdximo Desv. Est. (%)
RC 70% 100% 0,33
RZ 62% 100% 0,28

Tabla 12 Resumen de porcentajes de remocion de nitrato.

Etapa | Promedio Maximo Desv. Est. (%)
RC 81% 100% 0,33
RZ 77% 100% 0,38
Etapalll Promedio Maximo Desv. Est. (%)
RC 68% 100% 0,32
RZ 51% 100% 0,36

Estos resultados reflejan un comportamiento general de remocidon de compuestos
nitrogenados similar entre ambos reactores, sin embargo, RZ reactivo la produccion
de concentraciones de nitrito y nitrato en la nitrificacién mas rdpido durante todo el
proceso, lidiando ademds con problemas en la sedimentacidn, lo que facilité la
presencia de compuestos remanentes, y analogamente pudo haber afectado los
resultados generales de eficiencia, demostrando la robustez que brinda el uso de
zeolita para el proceso.

Por otro lado, también se evalud el comportamiento de los compuestos azufrados
de interés, analizando las concentraciones de sulfuro y sulfato con el objetivo de
oxidar el sulfuro a sulfato, que es un contaminante menos perjudicial, mediante la
desnitrificacion autotrofa, en la cual se usa al sulfuro como donador de electrones.
Los resultados se pueden ver en los graficos de las Figuras 35 y 36.
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Figura 35: Concentraciones de sulfuro durante la desnitrificacion en RCy RZ
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Figura 36: Concentraciones de sulfato durante la desnitrificacion en RC y RZ

Tal como se aprecia en los graficos previos, en ambos reactores existe gran
variabilidad en las concentraciones de sulfuro en el afluente, con una remocién
completa durante la desnitrificacion. Lo primero se puede explicar con que las
concentraciones variables de nitrito y nitrato alcanzadas en la nitrificacion
requirieron de distintas cantidades de sulfuro de sodio en la alimentacion sintética
para mantener la relacién de S/N en la desnitrificacién. Y la alta eficiencia de
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remocion, se puede explicar con la participacion del sulfuro como donador de
electrones en la desnitrificacion autdtrofa y con la volatilidad del sulfuro de
hidrégeno, el cual se libera en forma gaseosa al ambiente, reduciendo las
concentraciones de azufre en forma de sulfuro de la mezcla.

Con respecto al sulfato, se mantuvo un comportamiento de generacion durante los
ciclos. En base a estos resultados y el grafico de la Figura 36, se puede asumir un
comportamiento general similar entre ambos reactores, con una tendencia de
produccién efectiva en los primeros ciclos, para luego disminuir las concentraciones
y mantenerse relativamente constante en cero durante el periodo de problemas
operacionales, y, por ultimo, aumentar las concentraciones con una tendencia de
estabilizacion al final del proceso.

Segun la composicién de la alimentacién sintética y las reacciones esperadas en el
lodo de mezcla, no deberia de haber sulfato en el afluente de la desnitrificacion, sin
embargo, como se puede apreciar en los graficos analizados en este punto y en el
4.1.1., el sulfato en el afluente aumenta conforme aumentan los niveles de sulfuro
(agregado en forma de cloruro de azufre), y los niveles de sulfuro a agregar
aumentan conforme aumentan los niveles de nitrégeno al interior del reactor (nitrito
y nitrato generados en la nitrificacién). Como hubo desnitrificacidn efectiva en todos
los ciclos en que se generd nitrificacion efectiva, se puede concluir que las
concentraciones de sulfato de la entrada no son indicio de problemas con la
desnitrificacion autétrofa, ya que, tal como se puede comprobar mas adelante con
los balances de TOC y las pruebas de ADA y ADH (puntos 4.1.6 y 4.2.
respectivamente), existe desnitrificacion efectiva tanto por la via autétrofa, como
heterétrofa. En base a esto se puede afirmar que la presencia de sulfato en el
afluente de ambos reactores es a causa de sulfato remanente de ciclos anteriores,
gue pudo haber quedado al interior después del proceso de sedimentacién, lo que
ademas permite explicar los ciclos en que el sulfato era menor en el efluente vy la
desnitrificacidn si ocurrié.

Ademas, los ciclos en que hay presencia de sulfato en el afluente, también coinciden
con los ciclos en que quedaron concentraciones de nitrito y nitrato remanentes en
el afluente de la desnitrificacién anterior, lo que podria implicar que ese remanente
de nitrégeno inorganico se desnitrificé por la via heterdtrofa en el periodo de caida
de OD de la nitrificacion, lo que explicaria las bajas concentraciones de nitrito y
nitrato que se alcanzaron en ciertos ciclos al final de la nitrificacion. Esto se vuelve
un circulo vicioso, combinado al hecho de que el sulfato remanente de ciclos
anteriores puede ser transformado por bacterias sulfato reductoras a sulfuro,
permitiendo la generacién de donadores de electrones para la desnitrificacidon por la
via autétrofa en la nitrificacion.
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4.1.3. Potencial de hidrégeno (pH)

Para favorecer la reaccion de nitrificacidon-desnitrificacion es necesario mantener el
reactor en un pH ligeramente bdsico en valores de entre 7 y 8. Por otro lado, lo que
se espera que ocurra por la reaccién es que en el ciclo de nitrificacion se aumente
los niveles de pH ya que la oxidacién del amoniaco a nitrato libera protones (H*),
acidificando el medio. En la desnitrificacién el pH deberia de aumentar, ya que la
reduccién del nitrato a N2 consume protones, lo que quiere decir que aumenta la
alcalinidad o la capacidad del medio de consumir sustancias que acidifican. Es por
estas reacciones por lo que se le agrega solucion tampdn en la alimentacién, lo que
permite mantener el pH en un valor promedio de 7,5 durante todo el ciclo.

Las mediciones de pH se realizaron al inicio y final de cada parte del ciclo, y se logré
mantener las condiciones dptimas buscadas para la operacién tanto para RC como
para RZ, tal como se puede apreciar en las Tablas 14 y 15, respectivamente.

Tabla 13: Resumen de valores de pH en RC.

Etapa RC Promedio | Maximo | Minimo Desv. Est.

Etapa | (Nit. Total) 7,504 7,764 7,332 0,090

Etapa Il (Nit. Parcial) 7,493 7,685 7,319 0,077
Tabla 14: Resumen de valores de pH en RZ.

Etapa RZ Promedio Maximo | Minimo | Desw. Est.

Etapa | (Nit. Total) 7,499 7,692 7,362 0,089

Etapa Il (Nit. Parcial) 7,497 7,740 7,302 0,091

A partir de las tablas previas se puede concluir que en general se logré mantener las
condiciones esperadas de pH en ambos reactores, resultando efectivo el uso de
solucién tampdn de fosfato para regular el pH, logrando mantener los reactores
entre 7 y 8, con un promedio en cada ciclo de 7,5.

Por otro lado, al analizar el comportamiento individual de cada ciclo, se poseen los
graficos de ejemplo de a continuacién, contando con uno representativo por cada
etapa, correspondientes a las Figuras 37 y 38, respectivamente.
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Figura 37: Comportamiento del pH en ciclo de ejemplo de Etapa |
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Figura 38: comportamiento del pH en ciclo de ejemplo de Etapa Il

De las Figuras 37 y 38, se puede concluir que en RC las reacciones alteraron el pH al
interior del reactor segun lo esperado, comenzando con una disminucién de los
niveles en el periodo de nitrificacién (primeros dos puntos de la curva) y
aumentando en la desnitrificacion (ultimos dos puntos de la curva), tanto para la
Etapa | como para la ll, correspondientes a los ciclos de nitrificacion total y parcial,
respectivamente. En cambio, al analizar RZ, se pude apreciar una alteracion de los
niveles esperados en la Etapa | del ciclo, lo que se puede justificar con el problema
ocurrido con la zeolita en la puesta en marcha del reactor, en donde, la emulsién con
zeolita y su propiedad de intercambio idnico, pudo haber contribuido a amortiguar
parcialmente la acidificacién del medio asociada a la nitrificacion, mediante la
interaccién e intercambio de H* con los sitios catidnicos y la liberacion de especies
alcalinas del mineral, tal como se aprecia entre los puntos iniciales de las curvas de
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RZ. Este periodo alterado de flujo de pH se mantuvo durante 17 dias, sin embargo,
no significé un problema significativo para la eficiencia de remocién de compuestos
de interés en el proceso en general, ya que, no se presentan alteraciones del ciclo de
desnitrificacion, ademas, se puede observar que conforme la emulsidon se fue
purgando del reactor en las descargas de la desnitrificacidn, la relacion de pH se fue
regulando, hasta estabilizarse y funcionar de manera correcta en la Etapa Il.

4.1.4. Oxigeno disuelto (OD)

Al adaptar el proceso de bacterias ya condicionadas en nitrificacion total hacia una
mezcla de nitrificacion parcial se tiene una tendencia de aumento de
concentraciones de oxigeno disuelto en ambos reactores durante todo el proceso
(desde el 15 de abril hasta el 5 de julio de 2026). Iniciando con valores de OD que
inician en 6 [mg O,/L] y aumentan hasta valores de 8 [mg O,/L], lo que se justifica
con la equivalencia entre la medicion del sensor y la concentracidn al interior de los
reactores.

Por otro lado, en los graficos de las Figuras 39 y 40, se puede apreciar una medicion
de ejemplo de las concentraciones de OD de la Etapa I, que muestra la tendencia de
comportamiento del oxigeno disuelto al interior del reactor durante el periodo de
nitrificacion en ambas etapas del proceso de laboratorio.

Concentracién OD [mg O,/L]

1

0
5650 5670 5690 5710 5730 5750 5770 5790

N° medicion

Figura 39: Concentraciones de oxigeno disuelto (OD) en RC en ciclo de ejemplo de Etapa Il
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Figura 40: Concentraciones de oxigeno disuelto (OD) en RZ en ciclo de ejemplo de Etapa Il

En estos graficos se puede apreciar una clara diferencia en la forma de las curvas
entre el grafico del reactor RC con el de RZ (Figuras 39 y 40, respectivamente), esto
a causa de las limitaciones del laboratorio, que hacian que el sensor de medicion del
reactor RZ quedara directo en el flujo de burbujas generado por la bomba de
aireacion, lo que se refleja en un periodo de valores constantes hasta el momento
de apagar las bombas. Sin embargo, el grafico de la Figura 39 permite observar
adecuadamente el comportamiento de las concentraciones de oxigeno disuelto en
ambos reactores, presentando inicialmente una tendencia de disminuciéon de OD
desde el encendido de las bombas de aireacidn hasta el momento de su apagado, lo
gue se justifica con el comportamiento bacteriano aerobio, que utiliza el oxigeno
disuelto para su metabolismo, lo que a su vez sirve como una representacion de la
oxidacién de los compuestos de nitréogeno. Luego, se aprecia un aumento repentino
del nivel de OD y una nueva tendencia de disminuciéon del OD hasta valores
aproximados de 0,5 [mg O,/L]. Este aumento repentino refleja el momento de
encendido de los agitadores mecanicos y el inicio del periodo de caida de OD de la
nitrificacion, ya que la agitacion dispersa las burbujas que quedan atrapadas entre
las particulas mas grandes de biomasa suspendida y adherida, permitiendo que las
bacterias nitrificantes utilicen la mayor parte del oxigeno que queda al interior del
reactor, disminuyendo los niveles de OD hasta dar las condiciones para iniciar la
desnitrificacion. Esto también se puede corroborar, comparando entre los graficos
de ambos reactores, ya que se observa que el periodo de caida de OD inicia
exactamente en el mismo punto entre ambos (punto 5720 de los graficos). Esta
similitud entre ambos graficos permite ademds confirmar que la tendencia de
mantener las concentraciones de OD en el periodo de aireacién en RZ se debe
solamente a las limitaciones del laboratorio y que es correcto considerar el
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comportamiento del grafico del reactor RC como representativo del
comportamiento del reactor RZ en el periodo de aireacién de la nitrificacién.

4.1.5. Sélidos suspendidos volatiles (crecimiento microbiano-biomasa
suspendida)

Los sélidos suspendidos volatiles (SSV) sirven como representacién de la biomasa
suspendida presente en los reactores, lo que refleja una equivalencia de los
microorganismos presentes en la mezcla de lodos disponibles para realizar la
remocion de compuestos nitrogenados y de azufre. Las mediciones se iniciaron unos
dias después partir la primera etapa con fecha 20 de abril de 2026, dandole unos
ciclos de adaptacién a los microorganismos al arreglo de reactores y a la zeolita en
RZ. Posteriormente, se fue registrando semanalmente su evolucién con el fin de
analizar el crecimiento bacteriano y la adherencia a la zeolita de los
microorganismos.
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Figura 41: Evolucion de la biomasa suspendida en RCy RZ

Del grafico de la Figura 41 se puede concluir generalmente que existe una tendencia
de disminucién general de la concentracién en ambos reactores de hasta mas de un
50% del SSV inicial hasta alcanzar la estabilizacion. Se puede apreciar que la
estabilizacion inicia en ambos reactores desde aproximadamente el dia 34 (18 de
mayo), fecha que corresponde al primer ciclo de la segunda etapa del proceso, en la
cual se termina la adaptacion de los microorganismos y se busca la estabilizacién. Es
por esto por lo que se puede justificar que la inhibicidon de bacterias a partir de las
condiciones de operacion fue efectiva y generd una disminucion selectiva de la

biomasa suspendida, y luego se logr6 mantener una poblacion estable de
microorganismos.
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La Figura 41 muestra la evolucién de los SSV de RC iniciando con concentraciones
aproximadas de 11,60 [g SSV/L] hasta alcanzar la estabilidad en concentraciones
aproximadas de 3,16 [g SSV/L]. Ademas, muestra la evolucion de los SSV de Rz, el
cual inicia con concentraciones aproximadas de 4,57 [g SSV/L] y alcanza la estabilidad
en concentraciones aproximadas de 1,83 [g SSV/L]. Al comparar el comportamiento
entre ambos reactores se puede apreciar que las concentraciones RC se encuentran
en todo el proceso por sobre los niveles de RZ, lo que se justifica con el hecho de que
en RZ la biomasa suspendida disminuye drasticamente porque los microorganismos
suspendidos se adhieren al material de soporte, generando una biopelicula en la
zeolita. Por otro lado, se puede apreciar que la biomasa suspendida de RZ tiene un
comportamiento errante y de gran dispersion en los inicios comparado a la tendencia
suave de disminucién de RC, lo que se deriva de que la zeolita no pasdé por un periodo
de adherencia en la puesta en marcha del reactor, por lo que en los primeros ciclos
se generd una emulsién de color gris, correspondiente a liberacién de polvillo de la
zeolita y restos de la biopelicula del lodo antiguo. Como se puede apreciar en la
Figura 42, el liquido del reactor RZ (a la izquierda de la imagen) posee un color
grisaceo, atribuible a la emulsion generada por la zeolita, en cambio, el liquido de RC
(a la derecha de la imagen) es del color café esperable para un efluente de este tipo
de tratamientos. Aunque, esta sustancia liberada en RZ puede no tener inferencia en
las reacciones de nitrificacién-desnitrificacién, puede haber afectado el area de
contacto entre los microorganismos y el sustrato, la velocidad de sedimentaciény la
estabilidad de pH al interior del reactor. No obstante, se aprecia que con el paso del
tiempo se logra la estabilizacion conforme se purga los sdlidos suspendidos de la
zeolita en el efluente de la desnitrificacién, lo que andlogamente se puede atribuir a
la estabilidad y robustez que brinda el uso de soporte microbiano.

Figura 42: Fotografia con comparacioén del efluente de RZy RC.
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4.1.6. Carbono organico total (TOC) y Nitrégeno total (TN)

La concentracién de carbono organico total (TOC) al interior de los reactores permite
analizar el comportamiento de las bacterias desnitrificantes heterétrofas, ya que
este es utilizado como donador de electrones en la reduccién de los compuestos
oxidados de nitréogeno para formar nitrogeno gaseoso. Como consecuencia, se
espera que ocurra una reduccién de los niveles en la desnitrificacién. Por otro lado,
la medicidn del nitrégeno total (TN) corresponde a la concentracion de todas las
especies conformadas por nitrégeno junto al nitrégeno organico en el licor de
mezcla, lo que permite analizar el comportamiento de los compuestos nitrogenados
de interés al interior del reactor. En base a esto es que se espera que en la
desnitrificacion disminuyan los niveles de TN, ya que el nitrito y nitrato son reducidos
a nitrégeno gaseoso (N2) y liberado a la atmésfera. Para el analisis del TOCy el TN se
considero los valores de la desnitrificacién de cada ciclo, midiendo con el equipo
multi N/C 3100, resultando en los datos de los graficos de las Figuras 43 y 44:
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Figura 43: Concentraciones de carbono organico total (TOC) en RCy RZ
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Figura 44: Concentraciones de nitrégeno total (TN) en RCy RZ

Como se puede apreciar en los graficos previos, el comportamiento general de
ambos reactores tanto del TOC como del TN sigue la misma tendencia, lo que refleja
gue se mantuvieron condiciones de operacién similares entre si y que las diferencias
en la eficiencia de remocidn de los compuestos de interés se pueden deber al uso de
soporte microbiano y las concentraciones variables alcanzadas en la nitrificacién de
cada ciclo.

Con respecto al TOC, se logré el comportamiento esperado de remocidn a causa de
la desnitrificacidon heterétrofa en ambos reactores, alcanzando porcentajes maximos
de remocion de mas del 70% en la Etapa | y de mds del 80% en la Etapa Il.
Andlogamente, se puede observar que, tanto en la Etapa I, como en la Etapa Il, RZ
alcanzdé un mayor nivel de eficiencia comparado con RC, lo que evidencia que los
problemas operacionales enfrentados no lograron afectar de forma critica la
remocion de materia organica, y podria implicar que la zeolita fue una contribucién
favorable para los microorganismos asociados, logrando alcanzar una mejora en la
eficiencia de remocién del TOC superando el valor maximo de RC con un 89% por
sobre un 82% en la Etapa Il.

Con respecto a los niveles de TN se puede observar que en ambos reactores el
periodo del dia 4 al 14 se obtuvieron valores de cero constante entre el inicio y final
de la desnitrificacion), lo que no es consistente con los niveles de nitrégeno
inorganico (NHs*, NO2 y NOs’) en cada ciclo. Esto se puede atribuir a que, en la
medicion de las fechas correspondientes, las concentraciones de nitrégeno
inorganico son muy bajas y las concentraciones de nitrégeno organico son casi nulas,
por lo que estan por debajo del limite de deteccidn del equipo. Por otro lado, se tiene
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un comportamiento de aumento en los niveles de TN en casi todos los ciclos de
ambos reactores (remocidon de 0%), lo que se puede atribuir a la porcién de
nitrégeno organico, ya que como se menciona previamente, el nitrégeno inorgdnico
posee un comportamiento general de remocion efectiva. Este aumento de nitrégeno
orgdnico se puede atribuir a una muerte celular, lisis o degradaciéon de materia
celular, lo que genera la liberacién del nitrégeno presente en la biomasa, lo que
andlogamente podria explicar la disminucién en los niveles de SSV de ambos
reactores en el tiempo. Ademas, se puede asumir que la inhibicion selectiva de
bacterias nitrificantes y la operacion en condiciones andxicas durante la
desnitrificacion afecté a las bacterias provocando un aumento en los niveles de
nitrégeno orgdnico.

4.2.  Test ADAy ADH

Para comprender el comportamiento metabdlico de las bacterias en la desnitrificacion
se realizé la prueba de actividad desnitrificante, la cual permite comprender la
capacidad metabdlica de una comunidad bacteriana especifica a través de la
equivalencia del aumento de presidn y la respectiva produccién de nitrégeno gaseoso.
El ensayo batch se realizé mediante el arreglo de laboratorio que se observa en la Figura
45, el cual permite diferenciar en la mezcla mixotréfica la actividad autétrofa de la
heterétrofa segun el test ADA y ADH, respectivamente.

Figura 45: Fotografia del arreglo de laboratorio para el ensayo ADA y ADH.

En los graficos de las Figuras 46 y 47 se puede observar los resultados de aumento de
presion hasta la estabilizacién para ambos reactores, diferenciando la actividad
heterotrofa de la autdtrofa segun la alimentacidn sintética selectiva realizada.
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Figura 47: Resultados de ensayo ADH en RCy RZ

A modo general se puede observar que existe una clara diferencia entre RC y RZ,
demostrando que en RC la actividad del indculo comienza y se estabiliza mas rapido que
en RZ, lo que se refleja en pendientes positivas de mayor magnitud. A partir de las curvas
obtenidas, se realizé la Tabla 18, que representa la produccion diaria de N; segun la
cantidad de biomasa suspendida en cada reactor.

Tabla 15: Produccidn diaria de nitrégeno gaseoso (Nz).

Reactor ADA ADH
RC[g N - N2/g SSV-d] 5,270 0,333
RZ [g N - N2/g SSV-d] 0,892 0,531
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A partir de la tabla anterior se puede concluir que efectivamente los reactores
funcionaron con una mezcla desnitrificante mixotréfica, ademas, se puede observar la
diferencia de actividad autétrofa ante la heterdtrofa en ambos reactores, con una clara
predominancia de la actividad autétrofa de RC. Sin embargo, estos resultados no son
suficientes para afirmar que la actividad autétrofa predomina ante la actividad
heterétrofa, debido a la baja sensibilidad del transductor de presién utilizado y la
inestabilidad de temperatura en el arreglo de laboratorio, no obstante, se logré el
objetivo de comprobar la coexistencia de ambos tipos de bacterias desnitrificantes en el
inéculo de cada reactor.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

La operacién de los reactores secuenciales con y sin zeolita permitié evaluar
comparativamente los procesos de nitrificacion total, nitrificacion parcial vy
desnitrificacion mixotréfica. En términos generales, el reactor control (RC) presenté
mejores eficiencias de remocién de compuestos nitrogenados durante la Etapa |,
principalmente debido a las dificultades operacionales experimentadas durante la
puesta en marcha del reactor con zeolita (RZ). Sin embargo, RZ mostré una mayor
capacidad de recuperacion frente a las perturbaciones y alcanzé una remocién maxima
de amonio de 95 % durante la Etapa Il, superando el 93 % obtenido por RC. En
consecuencia, la zeolita favorecié las eficiencias de remocién bajo las condiciones
evaluadas, aunque las diferencias no fueron generalizadas ni de gran magnitud. Su
principal aporte se relacioné con la retencién potencial de biomasa y una mayor
capacidad de recuperacidn operacional.

El pH se mantuvo en un promedio de 7,5, dentro del intervalo de 7-8, favorecido por el
uso de una solucidon tampédn de fosfato. Las condiciones operacionales equivalentes de
oxigeno disuelto (OD) fueron de 0,5-1 [mg O,/L] durante la Etapa | y de 1-3 [mg O,/L]
durante la Etapa Il. Durante un periodo de deficiencia de aireacién se observd una
estabilizacion de las concentraciones de amonio, junto con concentraciones nulas o
cercanas a cero de nitrito, nitrato, sulfuro y sulfato, evidenciando la importancia de
mantener una aireacion adecuada para sostener la actividad bioldgica. Asimismo, el
primer ciclo se excluyd de los calculos pertinentes debido a la presencia de nitrégeno
residual asociado al enriquecimiento previo del lodo bajo condiciones de nitrificacion
total.

Considerando el ciclo completo de nitrificacién-desnitrificacion, RC alcanzé remociones
maximas de amonio de 64 % en la Etapa | y 93 % en la Etapa Il, mientras que RZ alcanzd
53 % y 95 %, respectivamente. El menor desempefio inicial de RZ puede relacionarse
con su adaptacidn, los fendmenos de intercambio idnico de la zeolita y las dificultades
de sedimentacion. No obstante, la mejora durante la Etapa Il evidencia la recuperacion
de su desempefio operacional.

Durante la desnitrificacidn, ambos reactores alcanzaron remociones maximas de 100 %
para nitrito y nitrato. El analisis de la evolucion de las remociones mostré un
comportamiento estable durante el periodo experimental y una tendencia hacia
mejores resultados en la Etapa Il. Hacia el final de la operacion, las concentraciones de
salida de ambas especies tendieron a disminuir incluso cuando aumentaron sus
concentraciones de entrada, bajo condiciones en que se ajustaron las concentraciones
de los sustratos para mantener las relaciones S/N y C/N establecidas.
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El sulfuro disuelto presentdé consumo completo al finalizar los ciclos, aunque sus
concentraciones de entrada fueron variables debido a los ajustes de sulfuro de sodio
(NayS). La formacién de sulfato también varid entre etapas y reactores, con
concentraciones nulas o cercanas a cero durante el periodo de deficiencia operacional y
un posterior incremento hacia el final de la experimentacién. La presencia de sulfato al
inicio de determinados ciclos puede relacionarse con la acumulacion de especies
oxidadas provenientes de ciclos anteriores o con la oxidacién de sulfuro durante la
nitrificacion. La disminucién simultdnea de sulfuro, nitrito y nitrato es compatible con
una desnitrificacién impulsada por compuestos reducidos de azufre. Sin embargo, al no
disponer de un balance completo de las especies de azufre, no es posible atribuir todo
el sulfato a un unico ciclo ni afirmar que todo el sulfuro consumido se transformé
directamente en sulfato.

Respecto del carbono organico total (TOC), ambos reactores alcanzaron remociones
maximas superiores al 70 % durante la Etapa | y al 80 % durante la Etapa Il. RZ presentd
mayores eficiencias que RC en ambas etapas, alcanzando una remocién maxima de 89
% durante la Etapa ll, frente al 82 % de RC. Este comportamiento es compatible con el
desarrollo de la desnitrificacién heterétrofa y podria indicar una contribucion favorable
de la zeolita como soporte microbiano. Por otra parte, las variaciones del nitrégeno total
(TN) durante determinados ciclos podrian relacionarse con la incorporacion y liberacion
de nitrégeno asociado a la biomasa, incluida su liberaciéon por muerte, lisis y degradacién
celular. Por ello, los aumentos de TN no pueden explicarse exclusivamente a partir del
comportamiento de las especies nitrogenadas inorganicas.

Los sélidos suspendidos volatiles disminuyeron desde 11,60 hasta aproximadamente
3,16 [g SSV/L] en RC y desde 4,57 hasta aproximadamente 1,83 [g SSV/L] en RZ. Esta
variacion puede relacionarse con la adaptacién de la biomasa y las perturbaciones
operacionales. En RZ, también podria reflejar la retencién de microorganismos sobre la
zeolita, por lo que la concentracidon de SSV suspendidos no representa necesariamente
la biomasa total presente en el reactor. Los ensayos de actividad desnitrificante
autétrofa (ADA) y heterdtrofa (ADH) evidenciaron la coexistencia de ambas capacidades
metabdlicas, con una mayor actividad asociada a la ruta autétrofa. No obstante, estos
resultados constituyen evidencia complementaria y no permiten cuantificar de manera
concluyente la contribucién relativa de cada ruta al proceso global.

En relacion con los objetivos planteados, fue posible comparar el desempefio de ambos
reactores, determinar las concentraciones de especies nitrogenadas y azufradas y de
materia organica, evaluar las eficiencias de remocién y analizar las diferencias
operacionales entre RC y RZ. Si bien se presentaron desviaciones asociadas
principalmente a deficiencias de aireacién y dificultades de sedimentacion, se considera
gue los objetivos fueron cumplidos. En conjunto, los resultados muestran que la
incorporaciéon de zeolita favorecid determinadas eficiencias de remocion v,
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especialmente, la recuperacidon del sistema frente a perturbaciones operacionales,
aunque no fue posible cuantificar individualmente la contribucion de las rutas
desnitrificantes.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda incorporar un sistema de soporte fijo para la zeolita en el reactor RZ,
ubicado a una altura intermedia, que evite su desplazamiento durante las distintas
etapas del ciclo. Esto permitiria reducir la altura de descarga del efluente y retirar una
mayor proporcién del liquido, disminuyendo los remanentes entre ciclos y favoreciendo
condiciones operacionales mds reproducibles. Esta modificacion también deberia
implementarse en RC, con el propdsito de minimizar la influencia del liquido residual
sobre las concentraciones iniciales de cada etapa y facilitar la comparacion entre ambos
reactores.

Se recomienda establecer un periodo previo de adherencia y adaptacion de la biomasa
a la zeolita antes de iniciar la experimentacidén. Este acondicionamiento permitiria
favorecer la formacion de biopelicula y aumentar la proporcion de biomasa asociada al
soporte, lo que podria reducir los problemas de emulsién y sedimentacién observados
en RZ durante la puesta en marcha.

Se recomienda extender el periodo experimental y aumentar el nimero de ciclos
evaluados, especialmente en RZ, para caracterizar su desempefio una vez superada la
etapa inicial de adaptacidn. Esto permitiria distinguir entre una menor eficiencia inicial
y una mayor capacidad de recuperacién o robustez operacional, evaluando con mayor
claridad el efecto de la zeolita a largo plazo.

Se recomienda incorporar el seguimiento de especies intermedias de nitrégeno y azufre,
como el éxido nitrico (NO), el sulfuro de hidrégeno (H,S) y otras formas intermedias de
oxidacién del azufre. Estas mediciones permitirian complementar los andlisis realizados,
esclarecer las transformaciones del sulfuro durante la desnitrificacion y el origen del
sulfato detectado al inicio de algunos ciclos, ademas de distinguir entre oxidacién,
acumulacién de intermediarios, volatilizacidn e incorporacién a la biomasa.

Se recomienda complementar los ensayos ADA y ADH mediante pruebas de
respirometria que permitan caracterizar el consumo de oxigeno de la biomasa frente a
distintos sustratos y condiciones operacionales. En particular, la adicién controlada de
amonio durante estos ensayos podria ayudar a evaluar la actividad nitrificante y posibles
efectos inhibitorios, aportando informacion adicional sobre las capacidades metabdlicas
de la biomasa presente en RC y RZ. Ademas, se recomienda realizar os ensayos mas
frecuentemente en el proceso.
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Anexos

A) Procedimientos experimentales

Solidos Suspendidos Totales
Principio
Una muestra homogenizada se hace pasar a través de un filtro de fibra de vidrio,
los residuos retenidos en el filtro son secados en una estufa a una temperatura

de 103-105 [°C], |la diferencia de peso hace referencia a los sélidos suspendidos
totales (SST).

Su cuantificacion se realiza en base a lo establecido en el método 2540 D — Total
Suspended Solids Drie at 103-105 [°C] de “Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater” (APHA et al., 2017).

Equipo y materiales

e Filtro fibra de vidrio diametro 47 [mm]
e Bomba de vacio Rocker 6000

e Matraz Kitasato

e Embudo Biichner

e Placa Petri

e Pinzas

e Piseta con agua destilada

e Micropipeta

e Estufa con un rango de temperatura 103-105 [°C]
e Desecador con silica gel

e Balanza analitica con precisién 0,1 [mg]

Procedimiento

1. Poner el papel filtro en el aparato de filtracion, aplicando vacio y lavando con
20 [mL] de agua destilada tres veces hasta eliminar por completo el agua de
lavado, se retira el filtro con ayuda de pinzas y se coloca sobre una placa Petri
para ser llevado a la estufa a 103 - 105 [°C] por un periodo de 30 minutos,
posteriormente se espera hasta alcanzar una temperatura templada y se
enfria en el desecador para luego ser pesado en la balanza analitica, este
valor corresponde al peso A.

2. Colocar filtro de vidrio en aparato de filtracion y, humedecer levemente con
agua destilada, adicionar un volumen conocido de muestra homogenizada
en [mL] aplicando vacio hasta eliminar el agua residual del filtro.
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3. Retirar el filtro con la ayuda de una pinza y colocarlo sobre una placa Petri,
llevandolo a la estufa a 103-105 [°C] durante un periodo de una hora.

4. Transcurrido el tiempo, se retiran de la estufa hasta alcanzar la temperatura
templada y se lleva al desecador para enfriarlo, finalmente se utiliza la
balanza analitica para el registro del peso del filtro post estufa, este valor
corresponde al peso B.

Calculo

Para la obtencién de los sélidos suspendidos totales (SST) se utiliza la siguiente
ecuacion:

mg) _ B Dlmgl ;5 mk
L

ssT | i 100065

]

En donde:

SST: Sélidos suspendidos totales

e A: Masa del filtro inicial

e B: Masa del filtro con muestra homogeneizada seca
e V:Volumen de muestra

Solidos Suspendidos Volatiles
Principio
La muestra que queda adherida en los filtros correspondiente a los sélidos
suspendidos totales (SST), se almacena en crisoles de porcelana para ser llevados
a una mufla a 550 [°C], la muestra calcinada corresponde a la materia inorganica

de la muestra, mientras que la pérdida de peso, es decir, la parte que se volatilizé
corresponde a los sdélidos suspendidos volatiles (SSV).

Su cuantificacién se realiza a través de lo establecido en el método 2540 E — Fixed
and Volatile Solids Ignite at 550 [°C] de “Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater” (APHA et al., 2017)

Equipos y materiales

e Filtro fibra de vidrio didmetro 47 [mm]
e Bomba de vacio Rocker 6000

e Matraz Kitasato

e Embudo Biichner

e Placa Petri

e Pinzas

e Piseta con agua destilada

e Micropipeta
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e Crisol de porcelana para un volumen de 20 [mL]
e Estufa con un rango de temperatura 103-105 [°C]
e Desecador con silica gel

e Mufla con set-point de 550 [°C]

e Balanza analitica con precisién 0,1 [mg]

Procedimiento

e Poner el papel filtro en el aparato de filtracion, aplicando vacio y lavando
con 20 [mL] de agua destilada tres veces hasta eliminar por completo el
agua de lavado, se retira el filtro con ayuda de pinzas y se coloca sobre
una placa Petri para ser llevado a la estufa a 103 105 [°C] por un periodo
de 30 minutos, posteriormente se espera hasta alcanzar una 65
temperatura templada y se enfria en el desecador para luego ser pesado
en la balanza analitica, este valor corresponde al peso A.

e Colocar filtro de vidrio en aparato de filtracidon y, humedecer levemente
con agua destilada, adicionar un volumen conocido de muestra
homogenizada en [mL] aplicando vacio hasta eliminar el agua residual del
filtro.

e Retirar el filtro con la ayuda de una pinza y colocarlo sobre una placa
Petri, llevandolo a la estufa a 103-105 [°C] durante un periodo de una
hora.

e Transcurrido el tiempo, se retiran de la estufa hasta alcanzar la
temperatura templada y se lleva al desecador para enfriarlo.

e Retirar crisoles de la estufa hasta alcanzar una temperatura templada y
colocar en desecador para enfriarlos, posteriormente pesar en balanza
analitica, este valor corresponde al peso B.

e Con laayuda de unas pinzas, doblar cuidadosamente el filtro con muestra
homogenizada vy, colocarlo en un crisol previamente tarado,
posteriormente cerrar el crisol con una tapa de porcelana.

e Llevar crisoles con muestra a la mufla y esperar hasta que la temperatura
alcance los 550 [°C], posteriormente dejar los crisoles durante un periodo
de una hora.

e Transcurrido el tiempo, se dejan a la intemperie hasta alcanzar una
temperatura templada y son llevados al desecador para ser enfriados,
finalmente, utilizando la balanza analitica se registra el peso del crisol con
la muestra calcinada, este valor corresponde al peso C.

Calculo
Para la obtencidn de los sélidos suspendidos totales (SSV) se utiliza la siguiente

ecuacion:
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mg _A—(C—B)[mg]_ mL
T] = T 1000[—]

% [ .

En donde:

SSV: Sélidos suspendidos volatiles

A: Masa del filtro inicial

B: Masa del crisol sin muestra

C: Masa del crisol con muestra calcinada
V: Volumen de muestra

Concentracion de amonio NH4+

Principio

Se forma un compuesto de un color azul intenso, indofenol, el cual es
proporcional a la cantidad de amonio presente en la muestra, este se genera a
partir de la reacciéon del amonio con el hipoclorito y el fenol, utilizando como

catalizador el nitroprusiato de sodio.

Su cuantificacion se realiza a través de lo establecido en el método 4500 NHs3 F —
Phenate Method de “Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater” (APHA et al., 2017)

Equipos y materiales

Vaso precipitado

Piseta con agua ultrapura

Piseta con alcohol etilico al 95%

Matraces aforados de 25 [mL]

Matraces Erlenmeyer de 50 [mL]

Matraz aforado de 100 [mL]

Vaso precipitado de 1000 [mL]

Micropipeta

Probeta de vidrio de 100 [mL] con margen de error de 0,75 [mL]
Probeta de vidrio de 10 [mL] con margen de error de 0,2 [mL]
Parafilm

Botella ambar

Celdas de plastico de 1 [cm] de paso de luz

Espectrofotdmetro ultravioleta UV-VIS Optizen con un rango de
operaciéon de 600-700 [nm] con celdas de paso dptico de 1 [cm]
Centrifuga Hermle Z 206 A

Campana de extraccion de aire
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Reactivos y soluciones
Solucidn patrén de NH4* (1000 [mg/L])
Fenol liquificado
Nitroprusiato de sodio 0,5 %
Citrato alcalino
Hipoclorito de sodio solucidon comercial al 5%

Preparacién soluciones:

1.

4.

Solucién fenol liquificado 90%: A 10 [g] de fenol se les adiciona 1 [mL] de
agua destilada, posteriormente se extrae una alicuota de 11,1 [mL] de la
muestra preparada y depositar en un matraz de 100 [mL] y aforar con
etanol al 95%, es importante realizar este procedimiento bajo campana
para minimizar la exposicién a la sustancia, finalmente se almacena
refrigerado.

Nitroprusiato de sodio 0,5% m/v: En una balanza, pesar 0,5 [g] de la
sustancia y trasvasijar a un matraz de 100 [mL] para aforarlo, este debe
ser almacenado en una botella dmbar y tiene una duracién mdaxima de un
mes refrigerado.

Citrato alcalino: A un vaso precipitado de 1000 [mL] se afnaden 200 [g] de
citrato de sodio y 10 [g] de hidréxido de sodio, posteriormente afiadir 500
[mL] de agua destilada y homogenizar la mezcla, finalmente se incorpora
agua hasta los 1000 [mL] y se almacena la solucidn en una botella dmbar.
Solucién oxidante: Utilizando una probeta de vidrio de 100 [mL] se afiade
el citrato alcalino, incorporando 2 [mL] por cantidad de muestras, luego
utilizando una probeta de vidrio de 10 [mL] se afiade el hipoclorito de
sodio, incorporando 0,5 [mL] por cantidad de muestra, finalmente todo
se trasvasija en un vaso precipitado y se agita levemente para su
homogenizacion.

Procedimiento

Curva de calibracién:

o Utilizando una pipeta se extrae 1 [mL] de la solucién patron de
NH4*, posteriormente trasvasijar a un matraz de 100 [mL] y
completar el aforo con agua destilada (esta solucién posee una
concentracion de 10 [mg/L]).

o Calcular los volumenes de muestra correspondientes para
realizar la curva de calibracién en un rango de 0-0,6 [mg N —
NH4* /L].

Medicidn:
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o Tomar 25 [mL] de muestra previamente filtrada, la cual puede
ser diluida o no, e incorporar en un matraz Erlenmeyer de 50
[mL], posteriormente adicionar en el siguiente orden:

= 1 [mL] de fenol liquidificado
= 1 [mL] de nitroprusiato de sodio 0,5 % m/v
= 2,5[mL] de solucidn oxidante

o Entre cada reactivo agitar levemente el matraz, todo el
procedimiento debe ser realizado bajo campana extractora de
aire, finalmente sellar los matraces con parafilm y dejar reposar
durante un periodo de una hora a luz tenue a una temperatura
de 22-27 °C, la coloracion de la muestra tiene una duracion de
24 horas desde la adicién de los reactivos.

o Transcurrido el tiempo de reposo, se procede a realizar la
medicion en el espectrofotémetro, ingresando la longitud de
onda correspondiente al amonio (635 [nm]), medicidn realizada
en el modo Single Wave.

o Se lava tres veces la celda de plastico para acondicionamiento de
esta y finalmente se coloca en las celdas de paso dptico para
medir la absorbancia de la muestra.

o Posteriormente al tener los resultados de absorbancia, se
ingresa a la curva de calibracién ajustada mediante una
regresion lineal, esta tiene la siguiente forma:

myg

Absorbancia = m - Concentraciéon N — NH4+[T] +b

En donde:

e m: pendiente de la curva
e b:intercepto de la curva
o Finalmente, a partir de los parametros obtenidos en la curva de
calibracién y considerando el factor de dilucion aplicado (fd), se
determina la concentraciéon de amonio correspondiente
mediante la siguiente expresion:
mg Absorbancia — b
L1 m

Concentracion N — NH,* [
Concentracidn de nitrito NO2>
Principio

Se determina a partir de la formacion de un colorante azo rojizo purpura,
generado en un ambiente acido en un rango de pH entre 2,0 — 2,5 por
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acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con N — (1 — Naftil) etilendiamina
dihidriclorada (diclorhidrato de NED).

Su cuantificacion se realiza a través de lo establecido en el método 4500 NO;, B
— Colorimetric Method de “Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater” (APHA et al., 2017).

Equipos y materiales

Vaso precipitado

Piseta con agua ultrapura

Piseta con alcohol etilico al 95%

Matraces aforados de 25 [mL]

Vaso precipitado de 1000 [mL]

Micropipeta

Botella ambar

Celdas de pldstico de 1 [cm] de paso de luz

Espectrofotémetro ultravioleta UV-VIS Optizen con un rango de
operacion de 500-600 [nm] con celdas de paso éptico de 1 [cm]
Centrifuga Hermle Z 206 A

6.1.1.1. Reactivos y soluciones

Agua exenta de nitrito

Acido fosférico

Sulfanilamida

Permanganato de potasio

N-(1-Naftil)- etilendiamina dihidriclorada

Patron Nitrito

Preparacién del reactivo: Comenzar disolviendo 100 [mL] de acido fosférico
al 85% en 800 [mL] destilada, adicionando 10 [g] de sulfanilamida,
posteriormente disolver la solucién y adicionar 1 [g] de N-(1-Naftil)-
etilendiamina dihidriclorada, aforar hasta completar un litro y trasvasijar a
una botella dmbar. Guardar reactivo refrigerado.

Procedimiento

Curva de calibracién:
o Utilizando una pipeta se extrae 1 [mL] de la solucidn patrén de

NO2, posteriormente trasvasijar a un matraz de 500 [mL] y
completar el aforo con agua destilada (esta solucidon posee una
concentracion de 0,2 [mg/L]).

Calcular los volumenes de muestra correspondientes para realizar
la curva de calibracién en un rango de 0-1 [mg N — NO>/L].

91



e Medicidn:

o Tomar un volumen de muestra conocido previamente filtrado, la
cual puede ser diluida o no, e incorporar en un matraz aforado de
25 [mL], completando el aforo con agua ultrapura.

o Afadir 1 [mL] de reactivo de nitrito a la muestra aforada, luego
esperar un periodo de 10 minutos, tiempo necesario para que
ocurra la coloracién respectiva de la muestra.

o Transcurrido el tiempo de reaccidn, se procede a realizar la
medicidon en el espectrofotémetro, ingresando la longitud de
onda correspondiente al nitrito (543 [nm]), medicién que es
realizada en el modo Single Wave.

o Se lava tres veces la celda de plastico para acondicionamiento de
esta y finalmente se coloca en las celdas de paso dptico para
medir la absorbancia de la muestra.

o Posteriormente al tener los resultados de absorbancia, se ingresa
a la curva de calibracién ajustada mediante una regresion lineal,
esta tiene la siguiente forma:

mg

Absorbancia = m - Concentraciéon N — NOZ_[T] +b

En donde:

e m: pendiente de la curva
e b:intercepto de la curva
o Finalmente, a partir de los parametros obtenidos en la curva de
calibracién y considerando el factor de dilucién aplicado (fd), se
determina la concentracién de nitrito correspondiente mediante
la siguiente expresion:
Absorbancia — b

m
Concentracion N — NO,~ [Tg] = fd —

Concentracidn de nitrato NOs
Principio
La medicion de la muestra se basa en la técnica con luz ultravioleta, proceso en
el cual se mide la absorbancia a 200 [nm], rango apropiado para muestras con
un bajo contenido de materia organica disuelta, esto permite una medicién
rapida para estimar la cantidad de nitrato, ya que la materia organica no absorbe
esta longitud de onda, y por su contraparte el nitrato no absorbe la longitud a

275 [nm], por lo que se realiza una segunda medicidn a esta longitud para
corregir el valor de nitrato obtenido.

92



Su cuantificacion se realiza a través de lo establecido en el método 4500 NO3 B —
Ultraviolet Spectrophotomectric Screening Method de “Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater” (APHA et al., 2017).

Equipos y materiales

e \Vaso precipitado

e Piseta con agua ultrapura

e Piseta con alcohol etilico al 95%

e Matraces aforados de 25 [mL]

e Vaso precipitado de 1000 [mL]

e Micropipeta

e Botella ambar

e Celdas de cuarzo de 1 [cm] de paso de luz

e Espectrofotémetro ultravioleta UV-VIS Optizen con un rango de
operacion de 200-300 [nm] con celdas de paso éptico de 1 [cm]

e Centrifuga Hermle Z 206 A
6.1.1.2. Reactivos y soluciones

e Solucion stock de nitratos

e Solucién intermedia de nitratos

e Solucion HCI

Preparacién soluciones:

1. Solucién intermedia de nitrato: Se extraen 100 [mL] de la solucién stock
y se diluye en un litro de agua destilada, en donde cada mililitro de
solucidn contiene 10 microgramos de nitrato, al igual que solucién stock,
es necesario afiadir cloroformo para su preservacién. Esta mezcla es
utilizada para realizar la curva de calibracién.

2. Soluciéon HCL 1IN: La solucién se prepara a partir de 83 [mL] de HCI
concentrado, el cual posteriormente es aforado hasta completar un litro
almacenandolo en botella ambar, en paralelo se seca carbonato de sodio
en la estufa en un rango de temperatura de 206 — 270 [°C] durante una
hora, producto que sera utilizado como patrén primario para estandarizar
la solucién de HCL. El proceso debe realizarse bajo campana.
6.1.1.3. Procedimiento

e Curva de calibracion:

o Se preparan estandarizados de nitrato con la solucién intermedia
de nitratos afladiendo mediante una bureta volimenes conocidos
para realizar la curva de calibracion en un rango de 0-7 [mg N —
NOs /L].

e Medicidn:
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Tomar un volumen de muestra conocido previamente filtrado, la
cual puede ser diluida o no, e incorporar en un matraz aforado de
25 [mL], completando el aforo con agua ultrapura.
Anadir 0,5 [mL] de HCl a la muestra aforada, luego se procede a
realizar la medicién en el espectrofotdmetro, ingresando la
longitud de onda correspondiente al nitrato (210 - 275 [nm]),
medicion que es realizada en el modo Multi Wave.
Se lava tres veces la celda de cuarzo para acondicionamiento de
esta y finalmente se coloca en las celdas de paso déptico para
medir la absorbancia de la muestra.
Posteriormente al tener los resultados de absorbancia, se ingresa
a la curva de calibracién ajustada mediante una regresion lineal,
esta tiene la siguiente forma:

mg

Absorbancia = m - Concentraciéon N — N03_[T] +b

En donde:

e m: pendiente de la curva
e b:intercepto de la curva
Finalmente, a partir de los pardmetros obtenidos en la curva de
calibracién y considerando el factor de dilucion aplicado (fd), se
determina la concentracién de nitrato correspondiente mediante
la siguiente expresion:
Absorbancia — b

m
Concentracion N — NO;~ [Tg] = fd —

Concentracion de sulfuro S*

Principio

Se utiliza un electrodo selectivo para la medicién del sulfuro contenido en la

muestra.

Equipos y materiales

Agitador magnético

Matraces aforados de 50 [mL]
Vasos precipitados de 100 [mL]
Matraz Erlenmeyer 1000 [mL]
Botella dmbar

Piseta con agua ultrapura
Electrodo especifico para sulfuro
6.1.1.4. Reactivos y soluciones
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e Hidréxido de sodio
e Acido ascérbico
e EDTA disddica

Preparacién soluciones:

1. Solucién SAOB: Se anade 80 [g] de hidréxido de sodio a un matraz
Erlenmeyer 1000 [mL] y luego anadir 800 [mL] de agua ultrapura
agitdndolo hasta disolver. Luego, afiadir 35 [g] de dcido ascorbicoy 67 [g]
de EDTA, agitando y completando con agua hasta alcanzar el litro, la
solucion debe ser almacenada sin acceso a luz. El producto final es de
color transparente o amarillo palido, si es torna de color oscuro, se debe
descartar.

Procedimiento

Para la preparacién, en un matraz de 25 [mL] se afiade 12,5 [mL] de la solucién
SAOB, para la toma de muestra, si se trata del inicio de la desnitrificacion se toma
un volumen de muestra de 2,5 [ml], y si se trata del efluente de este proceso, la
muestra es de 10 [mL], finalmente se completa el aforo y se trasvasija a un vaso
precipitado de 100 [ml] aplicando agitacion. Medir la concentracion hasta que el
electrodo marque un valor estable.

Concentracidn de sulfato SO4*
Principio
El ion sulfato, en un medio acido, reacciona con el cloruro de bario formando
cristales de tamafio uniforme. La cantidad de estos cristales es directamente
proporcional a la concentracién de sulfato presente en el sistema, lo que permite

realizar su cuantificacion mediante la medicion de absorbancia a una longitud de
onda de 420 [nm].

Su cuantificacion se realiza a través de lo establecido en el método 4500 SO42- E
—Turbidimetric Method de “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater” (APHA et al., 2017).

Equipos y materiales

e Vaso precipitado

e Piseta con agua ultrapura

e Piseta con alcohol etilico al 95%
e Matraces aforados de 50 [mL]

e Vaso precipitado de 1000 [mL]
e Micropipeta
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Varilla de vidrio

Vaso precipitado de 100 [mL]

Probeta de 100 [mL]

Botella ambar

Celdas de plastico de 1 [cm] de paso de luz

Espectrofotémetro ultravioleta UV-VIS Optizen con un rango de
operaciéon de 400-500 [nm] con celdas de paso dptico de 1 [cm]
Centrifuga Hermle Z 206 A

6.1.1.5. Reactivos y soluciones

Solucion trazable de sulfatos P.A. Merck

Cloruro de bario di hidratado P.A. Merck

Solucién acondicionadora para sulfato

Preparacién soluciones:

1.

Solucién acondicionadora de sulfato: Su preparacion debe seguir un
orden especifico, comenzando con la adicion de 300 [mL] de agua
destilada a un vaso precipitado de 1 [L], luego 30 [mL] de acido clorhidrico
concentrado, 100 [mL] de alcohol isopropilico y 75 [g] de cloruro de sodio,
por ultimo, afiadir 50 [mL] de glicerol medido en una probeta y completar
el aforo en el vaso precipitado hasta alcanzar los 500 [mL]. Es importante
gue después de cada componente, la solucién debe ser agitada.

La adicion de este indicador a la hora de realizar la medicion es de vital
importancia, permitiendo la suspension de los iones sulfatos al ser leidos
en el espectrofotdmetro, de lo contrario, se produciria la precipitacién de
estos al adicionar el cloruro de bario.

Procedimiento

Curva de calibracién:

o Con la ayuda de una bureta, se afiaden concentraciones de
sulfato conocidas a matraces de 100 [mL], para al menos
obtener 6 calibraciones que vayan desde 0 [mg/L] a 40 [mg/L].

Medicidn:

o Se toma un volumen de muestra conocida y se deposita a un
matraz aforado de 50 [mL], completando el aforo con agua
ultrapura.

o Lasolucion se trasvasija a un vaso precipitado de 100 [mL],
afadiendo 2,5 [mL] de indicador agitando con una varilla de
vidrio.

o Alasolucién previamente homogenizada, se le afiade una pizca
de cloruro de bario, y nuevamente con la varilla de agitacion se
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mezcla, importante que luego de este paso, la muestra debe ser
medida dentro de un periodo de 5 minutos.

o Luego se procede a realizar la medicion en el espectrofotometro,
ingresando la longitud de onda correspondiente al sulfato (420
[nm]), medicidn que es realizada en el modo Single - Wave.

o Se lava tres veces la celda de plastico para acondicionamiento de
esta y finalmente se coloca en las celdas de paso dptico para
medir la absorbancia de la muestra.

o Posteriormente al tener los resultados de absorbancia, se
ingresa a la curva de calibracién ajustada mediante una
regresion lineal, esta tiene la siguiente forma:

mg

Absorbancia = m - Concentraciéon S — 5042_[7] +b

En donde:

e m: pendiente de la curva
e b:intercepto de la curva
o Finalmente, a partir de los parametros obtenidos en la curva de
calibracién y considerando el factor de dilucién aplicado (fd), se
determina la concentracién de sulfato correspondiente mediante
la siguiente expresion:
Absorbancia — b

m
Concentracion S — §0,% [Tg] = fd —

Ensayo de actividad desnitrificante autotrofa y heterétrofa (Test ADA

y ADH)

Principio

La estimacidn de la actividad desnitrificante autétrofa/ heterdtrofa se realiza en
un vial de vidrio, proceso llevado a cabo mediante ensayos batch. El objetivo es
medir la variacion de presion en un tiempo determinado mediante un
transductor de presion, variacion que corresponde a la generacién de nitrégeno
en el medio.

Equipo y materiales

Vial de vidrio de 120 [mL]

Sellos de aluminio

Jeringa ultrafina de 1 [mL] con aguja 30Gx5/16""
Barra magnética de agitacién

Placa de agitacion con calefactor

Gas helio
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e Vaso precipitado de 1000 [mL]
e Termometro
e Transductor de presiéon en [mbar]
e Soporte metdlico
e Crimper
6.1.1.6. Reactivos y soluciones
e Tampodn fosfato
e Alimentacion desnitrificante autétrofa
e Alimentacion desnitrificante heterétrofa

Preparacién soluciones:

1. Tampdn fosfato: Se aflade a un matraz aforado de 1 [L] 8,80 [g] de
K2HPO4 y 6,74 [g] de KH2PO4, luego con un agitador magnético se agita
la solucion junto con agua ultrapura diluyendo los componentes,
finalmente se completa el aforo con agua ultrapura.

2. Alimentacién desnitrificante autdtrofa: Se prepara una solucién, la cual
contiene nitrito de sodio (NaNO2) y sulfuro de sodio (Na2S), compuestos
gue entregaran la fuente de nitrégeno y azufre a la solucion.

3. Alimentacidn desnitrificante heterdtrofa: Se prepara una solucién, la cual
contiene nitrito de sodio (NaNO2) y acetado de potasio (C2H3KO2),
compuestos que entregaran la fuente de nitrégeno y carbén a la solucién.

Concentraciones para los ensayos:

En las Tablas 19 y 20 se detallan las concentraciones para ambos ensayos y
la concentracidn respectiva en los viales.

Tabla 16: Reactivos de test ADA y concentracion en el vial

Parametro Unidad Fuente de N Fuente de S
Concentracion [g/L] 100 150
Vial
Masa de reactivo [g] 0,493 0,365

Tabla 17: Reactivos de test ADH y concentracion en el vial

Parametro Unidad Fuentede N Fuente de C
Concentracion [g/L] 100 200
Vial
Masa de reactivo [g] 0,493 0,818
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Procedimiento

El proceso se inicia con el lavado del indculo extraido del reactor. Este se enjuaga
tres veces con la solucidn tampdn, con el objetivo de eliminar impurezas y
residuos de compuestos presentes. La concentracién de lodo en el vial debe
mantenerse en un rango de 1-3 [g SSV/L], por lo que es necesario calcular la
cantidad de lodo a emplear. Para el montaje experimental, se considera un
espacio de cabeza del 30%, correspondiente al volumen ocupado por el
nitrégeno generado en la desnitrificacién, dejando asi 72 [mL] de fase liquida y
48 [mL] de fase gaseosa.

Una vez completado el llenado, se incorpora el agitador magnético, la septa y el
sello de aluminio, cerrando herméticamente el vial con la ayuda de un crimper.
Posteriormente, se realiza un barrido con helio, introducido mediante una aguja
conectada al cilindro de gas inerte. Este procedimiento desplaza el oxigeno por
diferencia de pesos moleculares, mientras que una segunda aguja permite la
salida del oxigeno, evitando sobrepresiones en el sistema. El flujo de helio se
mantiene por aproximadamente 3 minutos, hasta que cesa el burbujeo en el
liquido, garantizando asi condiciones estrictamente andxicas.

Posteriormente, el vial se coloca en un soporte metalico provisto de un
controlador de presién y un termémetro de mercurio para registrar la
temperatura. Para mantener este pardmetro dentro del rango operativo de la
desnitrificacion, se utiliza un bafio maria con agua en un vaso precipitado de
1000 [mL], cuya temperatura se regula con un calefactor entre 36 + 3 [°C].

La alimentacién, compuesta por las fuentes de nitrégeno y azufre en proporcién
a la razén S/N definida en la operacién de los reactores, se inyecta con una
jeringa fina. Seguidamente, se libera levemente la presién interna del vial para
estabilizarla en 0 [mbar] antes del registro de datos. El monitoreo y la toma de
datos se realizan cada 2,5 minutos, registrando la presion registrada en el
sistema, valor atribuido a la generacién de nitrégeno gaseoso. El proceso finaliza
cuando la presidén del sistema alcanza valores constantes.

Medicidn
A partir de los datos obtenidos, se obtiene la ADA mdaxima que corresponde a la
mayor pendiente registrada en los resultados de presion en el tiempo
obtenidos en el experimento, valores que se fundamentan en la ley de gases
ideales.
dN, Ve

a Y RT

En donde:
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e dN,/dt: Generacién de nitrégeno en el tiempo [mol/min]

e a: Valor de la pendiente obtenida del experimento [atm/min]
e VG: Volumen ocupado por el gas en el vial [L]

e R: Constante de los gases ideales [atm L/mol K]

e T: Temperatura del experimento [K]

Con la obtencidn de este parametro, se obtiene el valor de la ADA de acuerdo
con la siguiente expresion:

dN,
, gN, =N dt [ ] min
ADA 6 ADH - 144
OADH [ ~ooy—al = x-v, 28 [morw, =]
En donde:

e X: Concentracion del indculo [g SSV/L]
e Vi: Volumen ocupado por el liquido en vial [L]

Ecuacion Henderson-Hasselbalch

La ecuacion de Henderson-Hasselbalch permite relacionar el pH de una solucién con
las concentraciones de un acido y su base conjugada (Bhagavan, 2002). Para el
desarrollo del experimento se utiliza para evaluar el sistema de amortiguamiento del
proceso biolégico, empleando una solucién de fosfato para su control, la expresién
se muestra a continuacion:

S|
[HA]

En la experiencia la solucidn tampdn cuenta con un pKa de 7,21, y se trabaja con un
pH amortiguado en 7,4 con una solucién 0,1 [M] para favorecer la actividad de la
nitrificacion parcial.

pH = pK, + log(
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B) Resultados experimentales

Balance de nitrogeno

Tabla 18: Balance de Nitrégeno en RC

Balance RC [mg N/L]

Ciclo| Afluente N-NH,* Efluente N-NH,* Efluente N-NO,~ Efluente N-NO,~ Balance (FNit-INit)
1 148,4697582 10,80925761 49,91010054 57,05995937 -30,69044066
2 49,34450337 17,95887868 0,226958433 17,15734582 -14,00132044
3 43,89140256 25,95675988 11,69647803 29,23933914 23,00117449
4 34,43936114 28,86508031 0,159322622 10,96074773 5,545789519
5 42,43724234 27,41092009 2,722036158 20,13207902 7,827792936
6 31,04632064 21,71545924 7,40667064 28,25538893 26,33119817
7 48,78707529 38,12323369 5,071770142 12,94695421 7,354882755
8 58,84501679 35,76022334 3,776129277 15,69286178 -3,615802392
9 45,09108474 39,33503388 2,638969485 20,75001232 17,63293095
10 45,63639482 32,73072289 3,765113061 22,79152359 13,65096473
11 41,69804423 39,15326385 1,206778754 18,73143938 17,39343775
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12

41,81922425

31,27656267

0,226328286

22,51626365

12,19993036

13 37,15379355 27,15644206 0,210751035 22,76858527 12,98198481
14 35,96219004 29,94358247 0,141111563 20,52062903 14,64313303
15 24,00576159 19,76446095 0,062309002 7,5879992 3,409007568
16 22,43042135 24,91461172 0 0,580339721 3,064530092
17 53,46462399 35,52998131 0 4,165600528 -13,76904215
18 43,16432245 40,98308212 0 0 -2,181240326
19 46,31500292 45,70910283 0,140195254 0,151392971 -0,314311866
20 45,83028285 47,64798312 0,283139434 2,101150927 4,201990633
21 59,28126485 43,40668248 0 2,26171923 -13,61286314
22 44,8608427 38,92302181 0,404092202 4,394983817 -1,138744867
23 42,67960237 34,92408122 0,680817475 2,743424136 -4,331279547
24 41,34662218 41,10426214 0,163102975 1,481816047 1,402558986
25 42,07370228 37,10532154 0,710139358 2,590196099 -1,668045285
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26

70,67218656

32,50048085

1,265422521

2,516793447

-34,38948973

27 48,8597833 33,34874098 1,243431108 2,512205781 -11,75540543
28 48,61742326 25,10849975 2,718688355 3,521492253 -17,2687429

29 38,31712172 22,56371937 4,269999237 4,349107159 -7,134295957
30 47,40562308 23,16961946 5,561994714 2,582855834 -16,09115307
31 40,37718203 19,17067886 4,732735206 4,005032226 -12,46873574
32 47,40562308 22,32135933 5,108421834 4,027970555 -15,94787136
33 47,89034315 29,71334044 3,546115246 2,032335941 -12,59855153
34 34,07582109 13,83875807 8,709515611 2,903992439 -8,623554973
35 32,98520093 7,537397126 6,602005258 1,321247745 -17,5245508

36 37,10532154 15,05055825 7,587037271 1,312072413 -13,15565361
37 37,83240165 19,4130389 7,193024466 1,734137665 -9,492200621
38 39,28656187 13,83875807 6,808174749 1,82589098 -16,81373807
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39 34,68172118 2,447836366 8,084134821 2,5664505171 -21,58524482
40 43,16432245 28,25918022 5,277938971 1,555218699 -8,071984556
41 41,71016223 19,4130389 9,298244047 3,82611326 -9,172766023
Tabla 19: Balance de Nitrégeno en RZ
Balance RZ[mg N/L]

Ciclo | Afluente N-NH,* Efluente N-NH,* Efluente N-NO,~ Efluente N-NO,~ Balance (FNit-INit)
1 71,15690663 59,88716495 16,65379226 26,80921094 32,19326152
2 51,76810373 51,28338366 0,025516037 8,118733391 7,659529355
3 79,6395079 93,57520998 0,026370641 14,66314644 28,62521916
4 68,36976621 86,30440889 0,049444952 5,555886323 23,53997395
5 80,12422797 80,366588 0,392629543 19,92613595 20,56112553
6 73,94404704 81,6995682 0,826646341 21,39061999 29,97278749
7 73,70168701 68,9756663 0,402701662 8,164498517 3,841179474
8 71,88398674 69,09684632 0,114272777 13,24442753 10,57155989
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9 44,37612263 40,37718203 1,530235778 20,1765541 17,70784928
10 49,58686341 39,40774189 0,7248003 20,81882731 11,36450609
11 45,95146286 36,1358814 0,200671638 20,65825901 11,04334918
12 40,98308212 42,92196241 0,203420565 20,36006073 22,50236159
13 41,34662218 42,67960237 0,19883902 20,91058063 22,44239984
14 43,04314243 40,25600201 3,032982291 21,02527227 21,27111414
15 47,04208303 42,67960237 2,122171295 6,681935209 4,441625851
16 43,64904252 45,22438276 0,547036383 0,488586406 2,610963024
17 50,07158348 46,67854297 0,536040677 3,867402253 1,010402422
18 53,46462399 44,37612263 0,468233822 0 -8,620267536
19 45,95146286 45,70910283 0,463652278 0 0,221292241
20 45,70910283 51,40456368 0,292302523 0,220207957 6,207971331
21 58,55418475 53,70698402 0,271227419 0,610159549 -3,965813756
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22

48,25388321

56,85766449

0,548869001

0,151392971

9,304043257

23 45,10320274 46,07264288 1,291079168 3,29394403 5,554463343
24 48,25388321 32,62166087 2,082770014 0,816604509 -12,73284781
25 48,98096332 27,16856006 4,073909143 2,145192519 -15,5933016

26 37,95358167 25,71439984 5,376900327 1,631373951 -5,23090755

27 40,49836205 27,28974008 5,419966843 3,562781245 -4,225873886
28 35,28762127 17,23179857 10,40010544 4,553717053 -3,102000206
29 35,52998131 19,29185888 7,65117889 2,055274269 -6,531669266
30 37,71122163 24,38141964 10,0335819 2,307595887 -0,988624206
31 34,43936114 17,11061856 10,9040753 2,835177452 -3,589489832
32 34,43936114 23,04843944 9,401328792 3,431574003 1,441981094
33 39,65010192 26,32029993 8,022283974 4,96844204 -0,339075977
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34

34,43936114

20,50365906

11,17896796

2,284657558

-0,472076564

35 35,16644125 18,68595879 10,50548096 1,917644296 -4,05735721
36 32,01576078 12,62695789 12,29686476 1,357949071 -5,73398907
37 42,1948823 16,98943854 8,594977005 1,734137665 -14,8763291
38 37,10532154 17,71651865 11,37597436 2,26171923 -5,751109305
39 29,95570047 10,6880776 4,732735206 2,415406033 -12,11948164
40 38,19594171 20,38247904 10,45508397 2,610381829 -4,747996863
41 34,92408122 15,05055825 13,54991711 3,654075794 -2,669530068

Balance de azufre

Tabla 20: Balance de azufre en RC

Balance RC [mg S/L]
Ciclo | Afluente | Efluente | Balance (FDes-IDes)
1 71,17 86,89 15,72
2 23,41 49,29 25,88
3 48,29 67,44 19,15
4 27,53 48,81 21,27
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5 67,57 63,23 -4,34
6 42,99 14,78 -28,21
7 37,98 3,44 -34,55
8 70,31 3,11 -67,20
9 66,01 5,70 -60,31
10 96,44 33,25 -63,19
11 42,09 11,54 -30,56
12 112,30 5,38 -106,92
13 54,06 5,38 -48,69
14 50,10 31,63 -18,47
15 31,57 0,10 -31,47
16 3,90 4,80 0,90
17 7,00 2,04 -4,96
18 3,60 0,00 -3,60
19 1,39 0,26 -1,13
20 3,27 0,19 -3,08
21 4,75 9,75 5,00
22 2,85 4,73 1,88
23 2,55 0,42 -2,13
24 1,15 0,00 -1,15

108




25 1,07 1,07 0,00
26 0,00 0,00 0,00
27 0,42 0,00 -0,42
28 0,00 0,00 0,00
29 0,00 0,00 0,00
30 0,00 0,00 0,00
31 0,00 0,00 0,00
32 71,77 115,38 43,61
33 15,15 23,43 8,28
34 28,08 12,23 -15,86
35 214,10 24,52 -189,59
36 248,00 47,28 -200,71
37 140,55 71,43 -69,12
38 172,22 162,95 -9,27
39 279,62 175,26 -104,36
40 300,76 170,89 -129,88
41 205,23 179,96 -25,27

Tabla 21: Blance de azufre en RZ

Balance RZ [mg S/L]

Ciclo Afluente Efluente | Balance (FDes-IDes)
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1 28,48170339 | 48,80635889 20,3246555
2 8,426956403 | 40,86641339 32,43945698
3 27,72518723 | 41,67661191 13,95142468
4 48,65762398 33,5746267 -15,08299728
5 58,29657688 67,77310626 9,476529384
6 40,71308992 13,48170339 -27,23138653
7 11,40834293 1,231501752 -10,17684118
8 46,05799066 | 8,944591669 -37,11339899
9 41,55565317 1,312521604 -40,24313157
10 64,61577968 16,38221409 -48,23356559
11 37,10883924 | 3,662097314 -33,44674192
12 87,04170027 0,745382639 -86,29631763
13 49,33568042 | 2,851898793 -46,48378163
14 52,99538264 | 4,148216426 -48,84716621
15 47,30110782 | 2,949122616 -44,35198521
16 32,73155936 | 32,76442818 0,032868818
17 6,072678474 | 7,486234332 1,413555858
18 4,083400545 1,490765278 -2,592635266
19 3,92136084 5,703797586 1,782436746
20 13,31966368 22,23184741 8,912183728
21 5,055638769 1,328725574 -3,726913195
22 2,463003503 5,217678474 2,754674971
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23

8,23616232

0,194447645

-8,041714675

24 0,194447645 9,106631373 8,912183728
25 19,6509638 3,597281432 -16,05368237
26 7,925978201 0,907422343 -7,018555858
27 3,094958349 | 2,527819385 -0,567138965
28 29,89354146 52,04252327 22,14898181
29 89,29734226 | 42,69051748 -46,60682478
30 103,4751106 | 39,73213546 -63,74297516
31 90,98055157 | 64,93625401 -26,04429756
32 156,4777732 | 85,09862291 -71,37915031
33 220,4694315 52,53327209 -167,9361594
34 229,1400598 53,29254384 -175,847516

35 249,8647816 | 35,04918801 -214,8155936
36 195,1408346 | 48,62001323 -146,5208213
37 139,8062725 77,42257064 -62,38370183
38 181,2193492 162,9471265 -18,27222266
39 201,6182281 175,262144 -26,35608408
40 240,1440124 175,262144 -64,88186843
41 226,478123 179,9612954 -46,51682757
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  2 N   H 4 + + 3   O 2 → 2 N   O 2 − + 2   H 2 O + 4   H + + E n e r g í a


  2 N   O 2 − +   O 2 → 2 N   O 3 − + E n e r g í a


  N   H 4 + + 2   O 2 → 2 N   O 3 − + 2   H + +   H 2 O


  N   H 4 + + 1 , 83   O 2 + 1 , 98 H C   O 3 − → 0 , 21   C 5   H 7 N   O 2 + 0 , 98 N   O 3 − + 1 , 04   H 2 O + 1 , 88   H 2 C   O 3


  4 N   O 3 − + 5 C + 4   H 2 C   O 3 → 2   N 2 + 5 C   O 2 + 2   H 2 O + 4 H   C O 3 −


  𝜇 =   𝜇  m a x ( T ) ∙     O 2      K  O 2 +   O 2 ∙   S    K  S + S ∙  1  1 +  (   N   H 3    K    I  N   H 3 )


  5   S 2     O 3  2 − + 8 N     O 3 − +   H 2 O → 10 S     O 4  2 − + 4   N 2 + 2   H +


    S  2 − + 8 N     O 3 − + 8   H + → 5 S     O 4  2 − + 4   N 2 + 4   H 2 O


  5   S 0 + 6 N     O 3 − + 2   H 2 O → 5 S     O 4  2 − + 3   N 2 + 4   H +


  2 H   S − +   0 , 50 2 →   S 0 ↓ +   H 2 O


  2 H   S − + 4  0 2 → 2   S O 4  2 − + 2   H +


  2 N     O 3 − + 5   H + →   N 2 + 4   H 2 O + 2 O   H −


  N     O 3 − + 5   F e  2 + → 0 , 5   N 2 + 5 F e O O H + 9   H +


  14 N     O 3 − + 5 F e   S 2 + 4   H + → 7   N 2 + 10 S     O 4  2 − + 5   F e  2 + + 2   H 2 O


  0 , 141 N     O 3 − + 0 , 125   S 2     O 3  2 − + 0 , 643 C   O 2 + 0 , 1   H 2 O → 0 , 0129   C 5   H 7 N   O 2 + 0 , 064   N 2 + 0 , 25 S     O 4  2 − + 0 , 109   H +


  10 N     O 3 − + 11   S 0 + 4 , 1 H C     O 3 − + 0 , 5 C   O 2 + 1 , 71 N     H 4 + + 2 , 54   H 2 O → 0 , 92   C 5   H 7 N   O 2 + 5 , 4   N 2 + 11 S     O 4  2 − + 9 , 62   H +  


    T  C i c l o =   T  c a r g a +   T  r e a c c i ó n +   T  s e d i m e n t a c i ó n +   T  d e s c a r g a


  T R H =   V  Q


  T R H =     T  c    V  F ∙   V  T


  S S T    [   m g  L ] =    ( B − A )  [ m g ]  V  [ m L ] ∙ 1000 [   m L  L ]


  S S V    [   m g  L ] =   A −  ( C − B )  [ m g ]  V  [ m L ] ∙ 1000 [   m L  L ]


  A b s o r b a n c i a = m ∙ C o n c e n t r a c i ó n   N − N     H 4 + [   m g  l ] + b


  C o n c e n t r a c i o n   N − N     H 4 +  [   m g  L ] = f d ∙   A b s o r b a n c i a − b  m


  A b s o r b a n c i a = m ∙ C o n c e n t r a c i ó n   N − N     O 2 − [   m g  l ] + b


  C o n c e n t r a c i ó n   N − N     O 2 −  [   m g  L ] = f d ∙   A b s o r b a n c i a − b  m


  A b s o r b a n c i a = m ∙ C o n c e n t r a c i ó n   N − N     O 3 − [   m g  l ] + b


  C o n c e n t r a c i ó n   N − N     O 3 −  [   m g  L ] = f d ∙   A b s o r b a n c i a − b  m


  A b s o r b a n c i a = m ∙ C o n c e n t r a c i ó n   S − S     O 4  2 − [   m g  l ] + b


  C o n c e n t r a c i ó n   S − S     O 4  2 −  [   m g  L ] = f d ∙   A b s o r b a n c i a − b  m


    d   N 2  d t = 𝛼 ∙     V  G  R ∙ T


  A D A   ó   A D H   [   g     N 2 − N  g   S S V   ∙ d ] =     d   N 2  d t  X ∙   V  L ∙ 28    [   g   N    m o l   N 2 ] ∙ 1440 [   m i n  d ]


  p H = p   K  a + log ⁡ (    [   A − ]   [ H A ] )

