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RESUMEN

El presente estudio surge a raiz del deterioro ambiental que ha traido consigo el desarrollo de la actividad
humana, afectando de diversas formas al ecosistema y contribuyendo a un desequilibrio de los ciclos
naturales. La descarga incontrolada de efluentes hacia los cursos de agua constituye una de las principales
fuentes de contaminacidn, cuyos compuestos mas frecuentes son los que contienen carbono orgdnico,
nitrégeno y azufre. Este estudio da continuacién a otros realizados anteriormente que forman parte del
proyecto Fondecyt N°1130108, “Simultaneous bio-elimination of nitrogen and sulphur in the presence and
absence of complex organic matter”.

La desnitrificacion simultdnea autétrofa-heterétrofa permite la eliminacién conjunta de materia organica,
nitrégeno y azufre, por lo que resulta interesante estudiar la coexistencia de estos microorganismos. Las
bacterias desnitrificantes heterdtrofas oxidan la materia organica a CO,, mientras que las autdtrofas oxidan
los compuestos reducidos de azufre, compitiendo ambas por la reduccién de compuestos nitrogenados.

Esta memoria consiste en la operacidn continua de un reactor anaerobio de lecho fijo ascendente (UAF) de
0,8 litros, utilizando zeolitas chilenas como soportes microbianos, con el objetivo de analizar la remocion de
nitrato, azufre y materia organica, a través de la desnitrificacién autétrofa-heterdtrofa simultanea a partir de
nitrato.

La operacién del reactor se llevd a cabo de forma continua durante 147 dias, se mantuvo a una temperatura
de 33 + 2°C y se alimentd con agua residual sintética, con una relacién C/N constante de 3,0 [g C/g N] y
relaciones de S/N que variaron de 4,6 a 3,9 y finalmente a 3,4 [g S/g N], disminuyendo el porcentaje en exceso
de azufre. La velocidad de carga nitrogenada (VCN) se aumentd gradualmente durante la operacién del UAF
solo mediante la variacién del caudal, comenzando con una VCN de 0,1 [kg N-NOs/m3/d] hasta alcanzar una
VCN de 2,0 [kg N-NO3/m3/d].

Durante la operacion del UAF el pH se mantuvo dentro de los rangos adecuados para la desnitrificacion
simultanea de 8,0 + 0,3 y se logrd la remocidn conjunta de los compuestos deseados con un maximo de
remocidn de nitrato de 99,69% a VCN 0,4 [kg N-NOs/m3/d], de acetato de 94,39% a VCN 0,6 [kg N-NOs/m?3/d]
y de tiosulfato de 66,15% a VCN 1,1 [kg N-NOs/m3/d]. El tiosulfato fue el compuesto para el cual se obtuvieron
tasas de eliminacion mas bajas durante toda la operacién y la razén S/N éptima encontrada resulté ser 3,4
[g S/g N], la mas cercana a la razdn estequiométrica.

La VCN recomendada para la remocién conjunta de estos tres compuestos de acuerdo a los datos obtenidos
es de 0,6 [kg N-NOs/m3/d], a la cual se alcanzaron remociones de 98,99% para el nitrato, 94,39% para el
acetatoy 61,71% para el tiosulfato.

Finalmente, se concluye que las condiciones en el reactor hacen posible la coexistencia de ambas bacterias y
el desarrollo de la desnitrificacion simultanea, siendo esta una opcidn interesante para el tratamiento de
aguas residuales. Pero inevitablemente unas bacterias se ven mas favorecidos que otras y en este caso la
desnitrificacion se llevd a cabo mayormente via desnitrificacion heterétrofa que autétrofa, con una mayor
remocion de acetato que de tiosulfato.
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Introduccidn y Objetivos

CAPITULO 1: INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 INTRODUCCION

El desarrollo de la actividad humana ha traido consigo un deterioro ambiental significativo que ha afectado
de diversas formas al ecosistema, contribuyendo a un desequilibrio de los ciclos naturales y causando efectos
negativos, tales como la lluvia acida, eutrofizacién y malos olores en el caso de los ciclos del nitrégeno (N) y
del azufre (S). La descarga incontrolada de efluentes hacia los cursos de agua, junto con la aplicacién intensiva
de fertilizantes son algunas de las principales fuentes de contaminacidn. Algunos residuos industriales
liquidos (Riles) presentan contaminantes como materia orgdnica, nitrogeno en sus diversas formas vy
compuestos de azufre y fosforo. Cabe destacar que la composicion de cada Ril varia dependiendo de la

industria de la cual proviene.

Dado que cada dia existen mayores exigencias en cuanto a la normativa ambiental y por lo tanto, mayor
control en el vertido de efluentes, se ha comenzado a investigar y desarrollar nuevas tecnologias para dar
solucidn a este problema. Ademas, la remediacién del agua es necesaria tanto para prevenir los impactos

ambientales, como la salud de la poblacidn.

El proceso convencional utilizado para la eliminacién de nitrato o nitrito en aguas residuales es la
desnitrificacidon heterdtrofa, sin embargo, tiene como desventaja que su eficiencia es limitada cuando existen
bajas cantidades de materia orgénica (baja relacion C/N), por lo que se debe adicionar una fuente de carbono
externa aumentando los costos. Asi surge la necesidad de buscar procesos alternativos mas eficientes, que
ademads permitan la eliminacidon simultdnea de contaminantes disminuyendo los costos y el nimero de

operaciones unitarias necesarias.

La presente memoria forma parte del proyecto Fondecyt N°1130108 que estudia diferentes biotecnologias
para la eliminacion simultdanea de compuestos de N y S en presencia y ausencia de materia orgdnica. En este
caso en particular, se estudiara el proceso de remocidn de nitrégeno, azufre y materia organica mediante
desnitrificacion autétrofa y heterdtrofa simultdnea a partir de nitrato en un reactor de lecho fijo con flujo

ascendente, utilizando zeolita como soporte microbiano.
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1.2 OBIETIVOS
1.2.1 OBIETIVO GENERAL

El objetivo principal de esta memoria es operar un reactor anaerobio de lecho fijo y flujo ascendente (UAF)
para llevar a cabo la desnitrificacién autétrofa-heterétrofa y con ello la remociéon simultanea de nitrégeno,

azufre y materia organica, utilizando nitrato, tiosulfato y acetato como sustratos base.

1.2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

v" Operar un reactor UAF de 0,8 litros de capacidad en condiciones andxicas a 35°C, utilizando zeolita

chilena como medio de soporte microbiano y agua residual sintética para su tratamiento.

v" Variar la velocidad de carga nitrogenada (VCN) de manera creciente para determinar la méaxima
capacidad de procesamiento del UAF, comenzando con una VCN de 0,1 [kg N/m3/d] y variando el caudal

mientras los demds pardmetros permanecen constantes.

v" Evaluar la influencia de la razén S/N en la remocién de tiosulfato, modificando la concentracién de la

fuente de azufre en la alimentacién (5-S,03) y manteniendo la VCN constante.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 RECURSO HIDRICO Y SU CONTAMINACION

El agua es un recurso natural Unico, escaso y esencial para el desarrollo de la vida, que pese a ser el
componente principal del planeta, solo alrededor del 3% corresponde a agua dulce y de ésta, solo una parte

se encuentra disponible.

Aungue Chile es un pais privilegiado en términos de disponibilidad de este recurso, el agua se encuentra
distribuida de manera desigual a lo largo del pais y no deja de ser un tema relevante, ya que la disponibilidad
y calidad del agua tiene directa relacién con la salud de las personas y su uso indiscriminado puede provocar
la contaminacion del recurso, ademas del consecuente deterioro de la calidad de los demas recursos naturales

(SINIA, 2016).

Con el pasar de los anos y el actuar desmedido del ser humano, los cuerpos de agua se han visto afectados
por diversos tipos de contaminantes. La contaminacidn hidrica es resultado indirecto de las actividades
domeésticas, industriales y agricolas, donde una de las principales fuentes de contaminacidon son los Riles, ya
que las industrias suelen descargar sus aguas cargadas de sustancias quimicas y diversos desechos del
proceso, incorporando sustancias ajenas a su composicién o bien aumentando su concentracion a niveles
desmedidos. Este es un problema que concierne a todos, ya que toda agua contaminada afecta la salud de

quienes estdn en contacto con ella, ya sea de manera directa o indirecta.

Algunos de los contaminantes frecuentes en los Riles son los compuestos que contienen carbono organico,
nitrégeno en sus diversas formas y compuestos de azufre, con lo que su descarga desmedida a los cursos de
agua sin previo tratamiento altera el equilibrio de tres importantes ciclos biogeoquimicos: el ciclo del

nitrégeno, del azufre y del carbono.

2.1.1 Ciclo del nitrégeno

El nitrégeno (N) es un elemento versatil que existe tanto en formas inorganicas como orgdnicas, asi como en
muchos estados de oxidacién diferentes. El movimiento del N entre la atmdsfera, la biosfera y la geosfera en
diferentes formas se describe por el ciclo del nitrégeno (Figura 1), uno de los principales ciclos biogeoquimicos
(Harrison, 2003). Las principales transformaciones bioldgicas existentes entre los diferentes estados de

oxidacion del nitrégeno en la naturaleza son: fijacién, amonificacién, asimilacién, nitrificacion, desnitrificacion
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y anammox. Cada una de ellas es realizada por un tipo determinado de microorganismos, particularmente
bacterias, por lo tanto, estas transformaciones tienden a ocurrir mas rapidamente que los procesos
geoldgicos, pero a su vez se ven afectados por factores ambientales que influyen en la actividad microbiana,

como la temperatura, la humedad y la disponibilidad de recursos.

Nitrificacion desnitrificacion

N
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Figura 1: Ciclo del nitrégeno
Fuente: Modificado de Offre et al. (2013)

La mayoria de los organismos asimilan N a partir de fuentes inorganicas de este elemento, como amoniaco
(NHs) y nitrato (NOs’), o bien de compuestos organicos que contienen nitrégeno. Sin embargo, estas fuentes
son escasas dentro de la biosfera y el mantenimiento de la mayoria de las formas de vida depende de procesos
gue produzcan continuamente compuestos nitrogenados adecuados a partir del gran reservorio de N, en la
atmoésfera. El nitrogeno atmosférico entra en la cadena alimenticia esencialmente a través de un proceso
biogeoquimico llamado fijacién de nitrégeno, que consiste en la reduccion de N, a NHs. El proceso se realiza
naturalmente por un consorcio microbiano, pero a su vez la fijacién industrial de nitrégeno a través del
proceso de Haber-Bosch produce cantidades similares de amoniaco que se utilizan como fertilizantes en la

agricultura, lo cual esta perturbando este ciclo (Offre et al., 2013).

El amoniaco no sélo es absorbido por la mayoria de los organismos e inmovilizado en su biomasa, también es
oxidado a nitrato en ambientes aerobios a través del proceso de nitrificacion, que consiste en dos pasos, la

oxidacion de NHs a nitrito (NOy) y su posterior conversion en NOs (Offre et al., 2013). En los suelos, la
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nitrificacion también es responsable de las pérdidas de nitrégeno, ya que NO, y NOs  son altamente solubles
y facilmente lixiviados a las aguas subterraneas, a diferencia del NH4* que al tratarse de un catidon se adhiere

a las particulas y materia orgdnica del suelo con carga negativa.

Para cerrar el ciclo, es necesaria la existencia de procesos que regeneren el N, atmosférico, ya que de lo
contrario todo el N de tierra se acumularia en el océano debido a la actividad de nitrificacién en curso. Su
produccidn se realiza a partir de compuestos nitrogenados inorganicos oxidados (NO, y NOs') a través de dos
procesos principalmente: desnitrificacién y anammox (anaerobic ammonium oxidation). La desnitrificacion
es una forma de respiracidon anaerobia que utiliza NO;” o NOs como aceptor de electrones y resulta en la
formacién secuencial de compuestos nitrogenados gaseosos, es decir, éxido nitrico (NO), éxido nitroso (N0)

\ Nz.

Los procesos antropogénicos que mas influyen en este ciclo son: la mineria, el uso de combustibles fosiles, la
fijacién del nitrégeno atmosférico mediante procesos quimicos (fertilizantes) y el cultivo de plantas fijadoras
de nitrégeno. Por otra parte, los problemas que origina el N en las aguas residuales van a depender de la
forma en que se encuentre. El nitrdgeno amoniacal plantea problemas como: eutrofizacion, toxicidad y
pérdida de oxigeno en las aguas. Mientras que los principales efectos producidos por el nitrito y nitrato son:

III

Metahemoglobinemia (“sindrome del nifio azul”) en nifios de corta edad, formacidn de compuestos
cancerigenos (nitrosaminas y nitrosamidas) a niveles altos de nitrato, alteraciones de los vasos sanguineos
durante exposiciones prolongadas a altas concentraciones y/o formacion de éxidos de nitrégeno, como NO y

N,O, que contribuyen a la destruccion de la capa de ozono y al efecto invernadero (Campos et al., 2009).

2.1.2 Ciclo del azufre

El azufre (S) es el décimo elemento mas abundante en la corteza terrestre, es un importante macronutriente
necesario para el crecimiento de las plantas y se encuentra en la naturaleza mayoritariamente como sulfato
de calcio (yeso), en forma de complejos metalicos (pirita) y como azufre elemental (Lens y Kuenen, 2001). Sus
compuestos circulan entre el suelo, los océanos, la atmdsfera y la materia viva, a través de reacciones
descritas en el llamado ciclo biogeoquimico del azufre (Figura 2). EI S experimenta transformaciones ciclicas
entre sus estados de oxidacion de -2 (HS) a +6 (S0.4?%), debido a procesos quimicos, geoldgicos y bioldgicos.
Los tres estados de oxidacion mds abundantes en la naturaleza son: -2 en forma del anién sulfuro de
hidrégeno (HS), 0 en forma de azufre elemental (So) y +6 en forma de sulfato (SO42). Una parte importante

de la movilidad de los compuestos de azufre se debe a que pueden encontrarse como gases o disueltos en
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liguidos y asi transportarse en la naturaleza. Las bacterias desempefian un importante papel en este ciclo,

tanto en su parte reductiva como oxidativa (Espinoza et al., 2010).
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metal

H.S

azufre azufre

2
Oxidacién\ Reduccidn
5

Oxidacion
——
azufre

LN

]
=

e

Figura 2: Ciclo del azufre
Fuente: Modificado de Offre et al. (2013)

Durante los procesos de reduccion, las bacterias sulfato reductoras (SRB) utilizan compuestos de S oxidados
(SO4%, S;05%, SO3%) como aceptores terminales de electrones en su respiracidn anaerobia, produciendo H,S.
Los sustratos o donadores de electrones tipicos para SRB son lactato, etanol, propionato y H.. Este proceso

se puede aplicar para eliminar altas concentraciones tanto de sulfato (5042) como de sulfito (SOs2).

Por otro lado, la oxidacion bioldgica se lleva a cabo mediante oxidacidn fototréfica o quimiotrofica. Las
bacterias fototrofas oxidan el sulfuro a azufre elemental y sulfato bajo condiciones de sulfuro limitante,
proceso que se realiza en condiciones anaerobias y requiere luz, CO; y nutrientes inorgdnicos (Syed et al.,
2006). Mientras que, del mismo modo la oxidacién de azufre elemental puede ser realizada por bacterias
oxidadoras de azufre obteniéndose como producto iones sulfato e hidrégeno, cerrando asi el ciclo y equilibrio

entre las especies (Janssen et al., 2001).

El aumento de la actividad antropogénica ha dado como resultado desequilibrios locales significativos en las
conversiones del ciclo del azufre, sobre todo en la industria del petrdleo, papel, curtiembres y durante la
digestion anaerobia de lodos y residuos organicos. Esto ha llevado a una serie de tipos de contaminacion ya

conocidas, como: olores molestos, corrosién, toxicidad de sulfuro, muertes de peces y lluvia acida, producto
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de las emisiones de SOy (Lens y Kuenen, 2001). Desde mediados de los afios setenta se ha prestado cada vez
mas atencion al S debido a su importante contribucién en la "deposicidén acida", producida principalmente
por la combustion de combustibles fésiles y la fundicién de minerales (Chesworth, 2007). Por otra parte, de
los diferentes compuestos de azufre contenidos en los efluentes, el sulfuro de hidrégeno (H,S) puede causar
un gran impacto en el ambiente y la salud. Es un gas incoloro conocido por su toxicidad, corrosion y mal olor,
incluso a concentraciones muy bajas, provoca serios problemas de salud, tales como el comay la inconsciencia
en concentraciones de 200 y 300 [mg/L] (Borkenstein y Fischer, 2006; Syed et al., 2006), presenta un fuerte
olor a huevo podrido y suele ser un problema importante en algunas plantas industriales. Ademas, su
combustion en presencia de oxigeno forma didxido de azufre (SO,), precursor de la lluvia acida vy

contribuyente a la acidificacion del suelo.

2.1.3 Ciclo del carbono

El carbono (C) es el cuarto elemento mas abundante, después del hidrogeno, helio y oxigeno. Este elemento
se presenta en la naturaleza en basicamente dos formas: orgdnica e inorgdnica. Al igual que los anteriores,
el ciclo del carbono (Figura 3) es un ciclo biogeoquimico por el cual el C se intercambia entre la bidsfera,
litosfera, hidrosfera y atmdsfera de la Tierra. Los conocimientos sobre este ciclo permiten apreciar la

intervencién humana y sus efectos sobre el cambio climatico.
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Figura 3: Ciclo del carbono
Fuente: Modificado de Offre et al. (2013)
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La degradacion catabdlica de sustratos organicos por quimioorganotréficos generalmente da lugar a la
produccién de CO; como principal producto. Sin embargo, la ausencia de receptores externos de electrones
(condiciones de fermentacion) o una limitacidn en la capacidad respiratoria estd asociada con la produccidn

de compuestos parcialmente oxidados ademds del CO,, como por ejemplo acidos orgdnicos o alcoholes.

El metano (CH.), un importante gas de efecto invernadero, es el principal producto del metabolismo de las
arqueas metanogénicas, las cuales son anaerobias estrictas. Por otra parte, los metandgenos
hidrogenotroéficos y las bacterias acetogénicas tienen requisitos similares, incluyendo condiciones andxicas,
una fuente de H, como donador de electrones y una fuente de CO, como aceptor de electrones. Ademas, las
metanogénicas participan en varias asociaciones sintréficas que implican la transferencia de electrones de un
organismo fermentativo al metandgenico a través de una molécula portadora, tal como H; o acetato. El
impacto biogeoquimico global de las interacciones sintréficas es considerable, ya que permiten la completa
degradacion de moléculas organicas complejas al diéxido de carbono y al metano (Offre et al., 2013). Luego,

para mantener el control de estas emisiones, el CH4 es oxidado de regreso a CO,.

Los efectos de la contaminacidon por materia organica en general son diferentes, segln se trate de materia
orgdanica biodegradable o no biodegradable. La primera provoca una disminucidn del oxigeno disuelto en el
agua, producto del consumo de éste en los procesos de descomposicidén. Estos procesos corresponden a
reacciones quimicas que requieren el oxigeno disuelto en el agua para su desarrollo, oxigeno procedente de
la atmdsfera que en condiciones normales es requerido por la flora y fauna del medio, lo cual al existir un
exceso de materia por degradar ocasiona que el equilibrio del medio se altere. Ademas, cuando se ha
consumido todo el oxigeno disuelto, la degradacién se torna anaerdbica, emanando generalmente malos

olores.

Finalmente, para prevenir estos problemas y los anteriormente mencionados la legislacion ha establecido
limites mdximos de vertido para materia organica, nitrogeno, azufre y algunos otros, los que se pueden

alcanzar mediante tratamientos fisico-quimicos o biolégicos.

2.2 NORMATIVA AMBIENTAL VIGENTE

La preocupacion por el medio ambiente en Chile desde el punto de vista juridico no es reciente, pero en los
ultimos afos ha tenido un avance significativo. A principios del siglo pasado se dictaron las primeras normas

con el objetivo de regular aspectos especificos de la incidencia de la actividad humana sobre el medio
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ambiente. Pero fue a partir del afio 2010 que la institucionalidad ambiental tuvo un salto sustantivo, cuando
la Comisidn Nacional del Medio Ambiente (CONAMA) fue reemplazada por el Ministerio del Medio Ambiente
(MMA) y un conjunto de organismos publicos, cuya funcidn principal es evaluar y fiscalizar conforme con la

legislacién ambiental vigente.

El MMA es el érgano del Estado de Chile encargado de colaborar con el Presidente de la Republica en el diseiio
y aplicacion de politicas, planes y programas en materia ambiental, asi como la proteccion y conservacion de
la diversidad biolégica y de los recursos naturales renovables e hidricos, promoviendo el desarrollo

sustentable, la integridad de la politica ambiental y su regulacidon normativa (MMA, 2016).

El concepto de normativa de caracter ambiental, o normativa ambiental aplicable, comprende aquellas
normas cuyo objetivo es asegurar la proteccién del medio ambiente, la preservacion de la naturaleza y la
conservacién del patrimonio ambiental, que imponen una obligacién o exigencia, cuyo cumplimiento debe

ser acreditado (SEA, 2016).

Una de las metas ambientales de Chile es mejorar la calidad de sus aguas, los avances que hasta hoy se
registran en proteccién del recurso hidrico sitian a nuestro pais a la cabeza de Latinoamérica. La
disponibilidad de este recurso, junto con su calidad, son parte de los temas relevantes para la gestién
ambiental del pais, no sélo para resguardar el desarrollo y la calidad de vida de sus habitantes, sino también

para posibilitar el adecuado equilibrio ambiental (SINIA, 2016).

La ley 19.300 corresponde a la ley General de Bases sobre el Medio Ambiente y establece tanto normas de
calidad como normas de emisidn. Las normas de calidad pueden ser primarias o secundarias, cuya diferencia
radica en el objetivo de proteccion. En las primeras, el objeto de proteccion es la vida o salud humana,
mientras que para las secundarias es la proteccién y conservacion del medio ambiente, o preservaciéon de la
naturaleza. Por su parte, las normas de emisidn limitan contaminantes medidos en el efluente de una fuente

emisora (SINIA, 2016).

En el presente estudio las normas que cobran mayor importancia son las de emision, cuyos limites estan
establecidos dependiendo del destino que vaya a tener el RIL. Estas y cada una de las normativas que

conciernen a este caso y a los residuos liquidos en general, se sefalan en la Tabla 1.
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Tabla 1: Normativa ambiental vigente en Chile aplicable a residuos liquidos

Normativa Organismo Materia

Ley N°19.300 L ,
o Ministerio Secretaria General . .
(Modificada por Ley . . Ley sobre Bases Generales del Medio Ambiente.
N°20.417) de la Presidencia

Ministerio Secretaria General L . L i
D.S. N°43 /2003 . . Norma de emisidn de residuos liquidos a aguas subterraneas.
de la Presidencia

L , Norma de emisidon para la regulacion de contaminantes
o Ministerio Secretaria General . . L
D.S. N°90 /2001 . . asociados a las descargas de residuos liquidos a aguas
de la Presidencia ] ] o
marinas y continentales superficiales.

Norma de emision para la regulacién de contaminantes
D.S. N°609 /2004 Ministerio de Obras Publicas  asociados a las descargas de residuos industriales liquidos a
sistemas de alcantarillado.

NCh. 1333 Of. 78

. Ministerio de Obras Publicas  Norma chilena sobre requisitos de calidad de agua.
(Modificada en 1987)

Fuente: Biblioteca del Congreso Nacional de Chile (2016)
Las normas de emisidén anteriormente mencionadas (D.S. N°43, 90 y 609) contribuyen a mantener la calidad
ambiental de las aguas y determinan las concentraciones maximas permitidas de los diferentes
contaminantes en los residuos liquidos que son descargados por la fuente emisora, ya sea a aguas
subterraneas, superficiales o alcantarillados. Estas aplican en todo el territorio nacional y se encuentran

resumidas en la Tabla 2.

Tabla 2: Limites mdximos establecidos por normativa para aguas subterrdneas, superficiales y alcantarillado

. Aguas superficiales Aguas subterraneas Alcantarillado
Parametro Unidad
RSD RCD Lacustre MDZP MFzZP VM VB SCPT SSPT

DBO5 mg0,/L 35 300 35 60 - - - 300 -
NTK mg/L 50 75 10 50 - 10 15 - -
N-NOs + N-NO, mg/L - - - - 10 15 - -
NH4* mg/L - - - - - - - 80 -
S042 mg/L 1.000 2.000 1.000 - - 250 500 1.000* | 1.000*
S2 mg/L 1 10 1 1 5 1 5 5 5
pH - 6,0-8,5 | 6,0-8,5 6,0-8,5 6,0-9,0 | 5,5-9,0 6,0-8,5 6,0-8,5 | 5,5-9,0 | 5,5-9,0
SST mg/L 80 300 80 100 300 - - 300 -
T °C 35 40 30 30 - - - 35 35

RSD: rios sin dilucién; RCD: rios con dilucién
MDZP: marino dentro de zona de proteccion litoral; MFZP: marino fuera de zona de proteccion litoral
VM: vulnerabilidad media; VB: vulnerabilidad baja
SCPT: sistema con planta de tratamiento; SSPT: sistema sin planta de tratamiento
*Se aceptaran concentraciones entre 1.000 y 1.500 mg/L cuando se cumple que: a) pH= 8-9; b) temperatura del RIL (°C) < temperatura de las aguas
receptoras.
Fuente: D.S. N°43, 90 y 609
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Finalmente, con el objetivo de lograr que la reduccién de los contaminantes provenientes de los procesos
industriales sea efectiva, no se debe usar como procedimiento de tratamiento la diluciéon de los Riles con
aguas ajenas al proceso industrial, incorporadas sélo con el fin de reducir las concentraciones. Ademas, si el
contenido natural del acuifero excede al limite maximo permitido en el decreto correspondiente, el limite

maximo de la descarga sera igual al contenido natural mencionado.

2.3 TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Los procesos utilizados para el tratamiento de Riles se pueden clasificar a grandes rasgos en tratamientos
fisicoquimicos y tratamientos bioldgicos, donde en comparacién con los primeros, los biotratamientos son
ventajosos debido al funcionamiento a bajas presiones y temperaturas, sumado a la ausencia de catalizadores
costosos (Tang et al., 2010). Ademas, se pueden agrupar por operaciones unitarias para proporcionar
distintos niveles de tratamiento (Figura 4), los que incluyen las siguientes categorias: pre-tratamiento,

tratamiento primario, secundario y terciario (Metcalf y Eddy, 1998).

Tratamicentos
Tratami ) Tratamicntos T 2 ) Fisicos,
ratamicntos Fisicos y/o ratamientos Quimicosy/o
Fisicos Quimicos Biolégicos Biolégicos
L J . J A J L = |
Ll L) L] Ll

RIL 2 A
PRE- TRAT. TRAT. TRAT.
-[rn,n.\.\m:.\—r( = privario |"™ | secunpario|™|  Avanzapo =

| | .

Sélidos de Sélidos Biomasa Biomasa,
gran tamarnio, suspendidos, cc_)mpucstos
arcnas grasas, ctc. nitrogenados, ctc.

Figura 4:Etapas de tratamiento de Riles
Fuente: Mufioz (2015)

Este estudio corresponde al tratamiento terciario, que implica la minimizacidn de contaminantes que se

puedan verter a cuerpos receptores de aguas, afectando el ecosistema acuatico.

La tecnologia mas extendida para la eliminaciéon de N en aguas residuales se basa en la combinacidn de dos
procesos bioldgicos: la nitrificacidn y la desnitrificacidn. El primero es realizado por un conjunto de bacterias
autétrofas oxidantes de amonio y de nitrito, mientras que el segundo es realizado por un amplio conjunto de
bacterias que tienen la posibilidad de emplear nitrato o nitrito como aceptores de electrones en una cadena

respiratoria, principalmente en ausencia de oxigeno. Las caracteristicas que describen ambos procesos obliga

11
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a realizarlos por separado, precisando un sistema aireado para llevar a cabo la nitrificacién y otro andxico
para la desnitrificacién (Khin y Annachhatre, 2004). Sin embargo, pese a que el proceso de nitrificacion-
desnitrificacién ha demostrado tener la viabilidad técnica suficiente, presenta un gran inconveniente: el alto
consumo de oxigeno necesario para realizar el proceso de nitrificacién, que incrementa los costos del sistema,
y que ademads requiere de suficiente cantidad de materia organica, co-sustrato del proceso de desnitrificacion

heteroétrofa.

Los microorganismos desnitrificantes son facultativos (pueden usar nitrato u oxigeno como aceptores de
electrones) y usan los tres tipos de fuentes de energia posibles: organica (heterétrofos), inorganica
(autodtrofos) y luz (fotdtrofos). Los sustratos organicos son la fuente de energia mas comdun, por lo que las
bacterias desnitrificantes son generalmente heterétrofas, sin embargo, un nimero limitado de bacterias son
capaces de llevar a cabo la desnitrificacién autétrofa, utilizando compuestos inorganicos como donadores de

electrones (Torrenté et al., 2010).

2.3.1 Desnitrificacion heterétrofa

La desnitrificacion heterdtrofa es una de las tecnologias mas ampliamente utilizadas para el tratamiento de
Riles contaminados con nitrato o nitrito y materia organica, debido a que es econémica, ambientalmente
amigable y versatil. Es el método convencional utilizado para la eliminacidn de estos compuestos de nitrégeno
producidos luego del tratamiento aerobio, en el cual también se reduce materia orgdnica por la alta relacidn

C/N requerida para llevarlo a cabo.

Corresponde a un proceso bioldgico en el cual se reducen el nitrato (NOs’) y el nitrito (NO2) a nitrégeno
gaseoso (N2), con una fuente de carbono organica como dador de electrones. Esto controla la fijacién de

nitrogeno y ayuda con la remocidn de materia organica en cuerpos de agua.

La reduccion del nitrato hasta N, sigue una serie de pasos que involucran la actividad de diferentes enzimas.
Los géneros desnitrificantes mas citados incluyen Alcaligenes, Paracoccus, Pseudomonas, Thiobacillus y
Thiosphaera, entre otros. La mayoria de ellos son heterétrofos, pero algunos pueden crecer autotréficamente
en hidrégeno y CO; o en compuestos sulfurados reducidos. Ademads, poseen la enzima nitrato reductasa para
reducir NOs a NO3’, a excepcidn de algunas especies como Pseudomonas aureofaciens que su producto final

es N,O.
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El proceso es de tipo anaerobio y es fuertemente inhibido en la presencia de oxigeno, sobre todo en la ultima
etapa de la desnitrificacion correspondiente a la reduccidon de N,O a N». Debido a esto, es importante evitar
la entrada de O; en el proceso, para no liberar N,O, gas que contribuye al efecto invernadero. Otra variable
ambiental que también puede influir en la acumulacidn de intermediarios indeseables es el pH. Se ha descrito
gue en condiciones acidas (pH 6 o menor) se acumula acido nitroso (HNO;), muy tdxico para las bacterias,
mientras que a valores de pH ligeramente alcalinos el nitrato es convertido en N,. El proceso de
desnitrificacién tiende a aumentar la alcalinidad por si solo, puesto que necesita los protones de hidrégeno

para su ejecucion (Sanchez y Sanabria, 2009).

Para obtener una alta eficiencia de desnitrificacion la razon C/N es el principal pardametro de control en el
biorreactor. La reaccion estequiométrica entre acetato y nitrato (relacion C/N igual a 1,07) se muestra en la

ecuacion [1] (Reyes-Avila et al., 2004):

1,25 CH;COOH+2N0O3~ - 25C0,+ N, +1,5H,0 +20H™
[1]

Por ultimo, cuando se utiliza al nitrito como aceptor de electrones la velocidad maxima de crecimiento es
menor que cuando se utiliza nitrato (1,5y 2,6 d}, respectivamente), lo que implica una menor produccién de
biomasa (Ciudad, 2007). Por otro lado, Gee y Kim (2004) mostraron que la desnitrificacién a partir de nitrito
es de 3 a 5 veces mas rapida que cuando se utiliza nitrato, reduciendo ademas el requerimiento de materia

organica.

2.3.2 Desnitrificacion autétrofa

La evolucion de las técnicas de depuracidn junto con el objetivo de reducir el consumo energético, los costos
de los procesos y la necesidad de eliminar nitréogeno de las aguas residuales han favorecido el desarrollo de
novedosos procesos de eliminacidn de nitrégeno. En estas aguas, ademas de los compuestos de nitrégeno y

carbono pueden estar presentes compuestos de azufre.

En la naturaleza existen ciertos microorganismos capaces de combinar los ciclos del nitrogeno y el azufre,
estos juegan un papel importante en los ecosistemas marinos, principalmente en el limite entre las interfaces
andxicas y aerobias (Fernandez-Polanco et al., 2001). La interaccidn biolégica o combinacion de estos dos
ciclos (Figura 5) implica la oxidacién de las formas reducidas de azufre y la reduccién de compuestos de

nitrégeno oxidados, tal como en el proceso de desnitrificacion autotrofa (DA).
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Figura 5: Combinacion ciclos del nitrégeno y azufre
Fuente: Adaptado de Fajardo (2011)

En el proceso de DA se lleva a cabo la reduccién de nitrato (NO3’) y/o nitrito (NO>) a N, con H, o compuestos
de azufre (S;0s%, Sy, S° S406%, SO3%) como donadores de electrones (Ecuaciones [2], [3] y [4]). Todo esto
ocurre por la accion de las bacterias oxidantes de azufre (SOB) con CO; y HCOs como fuente de carbono
(Fajardo, 2011). Estas bacterias pueden usar también el oxigeno como aceptor de electrones para la oxidacién
de compuestos azufrados, aunque si el propdsito del proceso es la eliminacion de NOs™ se debe evitar la
presencia de O,, ya que las bacterias lo usaran preferentemente como aceptor de electrones. A partir de la
ecuacion [2], se obtiene que la razdén molar estequiométrica entre el tiosulfato y el nitrato 5,03%/NOs” es igual
a 0,625 (Cardoso et al., 2006) y el producto final obtenido (SO4*) es menos perjudicial que el nitrato,

especialmente cuando se vierte al medio marino.

55,03 +8NO;~ + H,0 » 1050, + 4N, + 2 H*

[2]
552" +8N0;~ +8H* >550,° +4N, +4H,0

3]
55°+6N0;” +2H,0>580,°" +3N,+4H*

[4]

2.3.3 Desnitrificacién autétrofa y heterétrofa simultanea (SD)

En resumen, la desnitrificacion heterdtrofa es utilizada para la eliminacidn de compuestos de nitrégeno

(NOyz, NO3), en el cual también se reduce materia organica, mientras que la desnitrificacidn autétrofa se logra
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eliminar ademas el azufre. Interactuando asi los 3 ciclos anteriormente mencionados, como se observa en la

Figura 6.

Deznitrificacion
heterdtrofa

Desnitrificacion
autatrofa

Figura 6: Interacciones bioldgicas entre los ciclos de carbono, nitrégeno y azufre.
Fuente: Campos et al. (2009)

Al tratar residuos con altas concentraciones de estos compuestos mediante desnitrificacién autétrofa se
reduce el nitrégeno hasta su forma gaseosa, el azufre se oxida produciendo compuestos sulfatados y el medio
adquiere protones generados en la metabolizacidn, acidificando el medio. La materia orgdnica no es tratada
con este tipo de proceso e incluso puede mermar en la eficacia del tratamiento al ser un elemento inhibidor
si se encuentra en concentraciones elevadas. En cambio, si se aplica la desnitrificacion heterdtrofa se puede
reducir el nitrégeno a su forma gaseosa y oxidar la materia organica, generando hidroxilos que alcalinizan el

medio, pero los compuestos sulfurados no son tratados en absoluto.

Por ello, resulta de interés estudiar si es posible la coexistencia de microorganismos heterétrofos y autétrofos
para la eliminacion conjunta de materia organica, nitrégeno y azufre (Guerrero et al., 2016), ya que cuando
estdn presentes bacterias desnitrificantes autdtrofas y heterdtrofas en el mismo reactor compiten
significativamente por el suministro limitado de nitrato (Chen et al., 2008) y la produccién de protones por
parte del cultivo autdtrofo es compensada por la generacidn de hidroxilos asociada al cultivo heterétrofo, lo

gue genera un efecto tampdn, controlando cambios muy drasticos en el pH del medio.

Existen pocos estudios referidos a la desnitrificacion heterétrofa y autétrofa simultanea (SD), a continuacién

se mencionan algunos.
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Gommers et al. (1988) utilizaron un reactor de lecho fluidizado para estudiar el efecto del sulfuro y el acetato
en desnitrificacidon bajo condiciones limitadas de ambos sustratos. Los autores observaron que la reduccién
de nitrato fue parcial, debido a que se acumuld nitrito en el sistema. El acetato fue consumido a altas
eficiencias y el sulfuro fue completamente oxidado a sulfato. No obstante, no se determinaron todos los

productos finales de las reacciones bioldgicas.

Reyes-Avila et al. (2004) argumentaron que la velocidad de reaccién (NOs > NO;) es mayor via
desnitrificacién autétrofa (S, > S°) que via desnitrificacién heterétrofa (acetato > COy). Por el contrario, la
velocidad de reaccion (NO; = N;) es mayor via desnitrificacion heterdtrofa. Por tanto, con un indculo
suficiente de heterdtrofos y autdtrofos simbidticos y suministro de nitrato ilimitado lograron remover
simultaneamente nitrégeno (NOs” = Ny), sulfuro (S;” = S°) y carbono (acetato > CO?) en el mismo reactor
continuo de tanque agitado (CSTR) a velocidades de carga de 0,209 [kg N/m3d], 0,294 [kg S/m3d], y 0,303
[kg C/m3d]. Asi su uso combinado disminuye la acumulacién de productos intermediarios al acelerar

globalmente y especificamente la metabolizacion de los compuestos nitrogenados.

Chen et al. (2008) trabajaron con un reactor EGSB donde sulfuro, nitrato y acetato fueron simultdneamente
convertidos a S° N, y CO; a velocidades de carga de 3,0 [kg S/m3d], 1,45 [kg N/m3d] y 2,77 [kg Ac/m3d],
respectivamente. No se registrd inhibicidn por azufre hasta concentraciones de 800 [mg/L]. Se observé que
los granulos contenian Pseudomonas spp. y Azoarcus, heterdtrofos y autdtrofos trabajando juntos en

desulfurizacion y desnitrificacién simultanea.

Li et al. (2009) operaron un bioreactor anaerdbico de crecimiento adherido (AAGBR), llegando a remover
hasta un 99,9% de S y un 91,8% carbono organico, a velocidades de carga de 1.800 [mg S,/L d], 302,4
[mg C/L d] y 180 [mg N-NO,/L d]. Este proceso demostré la posibilidad de eliminar carbono orgénico en

presencia de nitrato y nitrito.

En otras dos publicaciones (Tang et al., 2010; An et al., 2010) se utilizd6 una colonia microbiana de un
yacimiento petrolifero. Tang et al. (2010) estudiaron el efecto de la velocidad de carga de azufre (VCS), la
velocidad de carga nitrogenada (VCN) y la proporciéon molar en las tasas de remocidon de sulfuro, nitrato y
acetato. La remocién de sulfuro y nitrato bajo condiciones autétrofas fue de 30 y 24,4 [mM/h],
respectivamente, y las mismas para nitrato y acetato bajo condiciones heterétrofas fueron 183,2 y 88 [mM/h],

respectivamente. Por otro lado, An et al. (2010) estudiaron el efecto de la VCS y de la relacién sulfuro/nitrato
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(S/N). Los resultados obtenidos indicaban que cortos tiempos de residencia y relaciones altas S/N promueven

la formacidn de S°.

Los estudios que se han realizado dentro del proyecto Fondecyt N°1130108, en el que se enmarca esta

memoria, han entregado los siguientes resultados:

Aguirre (2014) evalud el comportamiento de un reactor hibrido anaerobio de flujo ascendente con lecho para
filtro de lodos (UASFB) operando el proceso de desnitrificacion simultanea. Se corrobord experimentalmente
gue existen condiciones que permiten la coexistencia de ambos microorganismos desnitrificantes en un
reactor de biomasa granular. Se alcanzaron remociones mdximas de 99,5% de nitrato, 75,8% de materia

orgdnica y 32,5% de tiosulfato, para una razén DQO/N de 5,8 y una VCS de 0,25 [kg S/m3d].

Peirano (2016) modeld la remocidén de nitrato y acetato y la produccion de sulfato en relacion a la proporcidn
de bacterias heterdtrofas/autétrofas, la razén acetato/nitrato y la razén tiosulfato/nitrato dentro de los
reactores a través de ensayos batch, para lo cual se obtuvo que el rango éptimo de operacion recomendado
es una razén molar acetato/nitrato de 1,05, una razén de desnitrificantes heterdtrofos vs autétrofos de 0,37

y una razon de tiosulfato/nitrato de 0,8-0,9.

Jeria (2016) realizd la puesta en marcha de un reactor EGSB (Expanded Granular Sludge Bed), al que se le
inocularon microorganismos heterétrofos y autétrofos, mediante lo cual se alcanzaron remociones de nitrato
del 99,5%, de tiosulfato del 98,7% y de materia organica (DQO) de 73,0%, a una velocidad de carga
nitrogenada (VCN) de 0,1 [kg N/m3/d]. Ademas, se recalca la importancia de la temperatura y el pH en las

tasas de remocion.

Rodriguez (2016) analizo la capacidad de tratamiento de un reactor anaerobio de lecho de lodos con flujo
ascendente y filtro superior (UASBF), utilizando bacterias desnitrificantes autétrofas y heterétrofas. Los datos
obtenidos muestran que las condiciones proporcionadas hacen posible la coexistencia y eficacia de ambas
bacterias. A su vez se determind que el sistema no puede operar superados los 0,82 [g N-NOs7/L/d], con
relaciones de DQO/N de 3,7, S/N de 2,0 y un TRH de 1 [d]. Se obtuvo remociones con un promedio de: 90%
de nitrato, 88% de DQO y 99% de tiosulfato. Ademas, se presenta una posible inhibicion de funciones

metabdlicas del lecho microbiolégico por continua operacion con acumulacidn de ion sulfato.
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2.4 MICROORGANISMOS DESNITRIFICANTES

Principalmente bacterias y algunas archaeas constituyen la vasta mayoria de organismos capaces de realizar
desnitrificacién. Los géneros mas citados incluyen Alcaligenes, Paracoccus, Pseudomonas, Thiobacillus y
Thiosphaera (Aguirre, 2014). Estos microorganismos son principalmente meséfilos con dptimos de
temperatura entre 25 y 35°C y pH entre 7 y 8. La mayoria reducen el nitrégeno hasta su forma gaseosa,
aunque algunas soélo lo transforman a dxido nitroso, incluso existiendo especies que sélo pueden llevar a cabo

la reduccién hasta nitrito como producto final (Robertson y Kuenen, 1992).

2.4.1 Bacterias desnitrificantes autétrofas (BDA)

Las bacterias sulfo-oxidantes, o colourless sulphur bacteria, son microorganismos quimiolitotrofos obligados
y facultativos capaces de oxidar compuestos reducidos de azufre para obtener energia. Ademads, son
organismos que pueden crecer en ambientes meséfilos y termofilos, a pH neutro y bajo condiciones aerobias
o anaerobias. En la naturaleza se encuentran a menudo en la interfaz andxica y aerobia de los sedimentos y
el agua, donde las concentraciones de compuestos de azufre son también bajas, y en las aberturas
geotérmicas. Sin embargo, dentro de este grupo son pocos los microorganismos habilitados para realizar la
desnitrificacion autétrofa usando el azufre como donador y el nitrato/nitrito como aceptor de electrones. A

este reducido grupo se le conoce como bacterias desnitrificantes autdtrofas (BDA).

Las BDA son miembros del phylum Proteobacteria, que incluye a las familias Thiobacillus denitrificans,
Thiomicrospira denitrificans, Thiobacillus versutus, Tiosphaera pantatropha, Thioploca y Thiobacillus
thioparus (Tandukar et al., 2009; Madigan y Martinko, 2006), que pueden utilizar compuestos reducidos de
azufre, tales como el 572, S°, 5,0372, S4062 y SO372, como donadores de electrones para reducir el nitrato o

nitrito a nitrégeno gaseoso.

Dentro de este grupo de protobacterias destaca la Thiobacillus denitrificans, perteneciente a la clase B-
Protobacteria (Robertson y Kuenen, 1992). Es una bacteria caracterizada por tener forma de vastago (bacilo),
incolora, gram-negativa, no filamentosa y con movilidad a partir de flagelos polares o sin movilidad (Fajardo,
2011). Esta bacteria es una de las pocas sulfo-oxidantes anaerobias facultativas, capacitada para oxidar
tiosulfato y tiocianato bajo condiciones aerobias y ademas puede oxidar azufre elemental, sulfuros y
tetrationato bajo condiciones anaerobias. Las condiciones éptimas de crecimiento para esta bacteria son pH

6,9y 29,5°C de temperatura. Contrario a lo que ocurre durante la desnitrificacidon heterdtrofa, en este proceso
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se requiere de una fuente de alcalinidad (HCO5', CaCOs) para neutralizar los protones producidos (Fajardo,

2008).

2.4.2 lIdentificacidn de microorganismos

La identificacion de microorganismos consiste en un andlisis cualitativo, que indica la presencia de algun tipo
de microorganismo en un sistema determinado. Esta informacién se obtiene a través de diversas técnicas y
ensayos microbioldgicos. Es conveniente realizar la caracterizacion del indculo previo a cualquier
investigacion que involucre la accidon microbiana en su proceso, para asi conocer con que se esta trabajando,

sus parametros cinéticos, metabdlicos y todo aquello que ayude a optimizar el funcionamiento del sistema.

En estudios anteriores (Mufioz, 2015; Garrido, 2016) pertenecientes al mismo Fondecyt en el que se enmarca
este trabajo, se llevaron a cabo analisis microbianos para identificar las especies presentes en el indculo
utilizado. Bajo la premisa de estar favoreciendo el crecimiento de bacterias desnitrificantes autétrofas, como
Thiobacillus denitrificans y Thiomicrospira denitrificans en el sistema, se realizaron ensayos con el fin de
identificar y corroborar si estos microorganismos proliferaban al interior del reactor. Se realizd la
caracterizacién de las bacterias a través de tinciones (simple y Gram), pruebas bioquimicas y ademas se
efectuo la amplificacion de ADN por PCRy FISH. Mediante estos ensayos se pudo identificar las BDA presentes
en el reactor. La técnica PCR, permitid detectar enzimas nitrito reductasas, que son las responsables de llevar
a cabo el proceso de desnitrificacidon y de transformar compuestos de nitrato hasta nitrégeno gaseoso. Por
otra parte, la técnica de FISH arrojé como resultado que los microorganismos desnitrificantes autdtrofos
presentes son de la clase Betaproteobacteria y pertenecen al género Thiobacillus. Ademas, se realizd una
secuenciaciéon que arrojé como resultado el género Castellaniella, teniendo un 100% de identidad con

Castellaniella denitrificans strain ZU-I (Garrido, 2016).

El género Castellaniella pertenece al grupo Betaproteobacteria y se caracteriza por ser gramnegativos,
anaerobios facultativos y desnitrificantes. Las células son varillas mdviles cortas, de 1,3-2,0 [um] de largo y de
0,2- 0,8 [um] de ancho. El género contiene dos especies, Castellaniella defragrans y Castellaniella
denitrificans. Esta Ultima crece en ambientes entre 30 y 42°C, mientras que bajo los 4°C no hay crecimiento
(Kampfer et al., 2006). Se comporta como heterdtrofa, es decir utiliza compuestos de carbono organico como

fuente de carbono.
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2.5 REACTORES ANAEROBIOS

Actualmente existen a nivel mundial decenas de tipos de reactores o sistemas anaerobios, algunos ya
aplicados y otros se estdn estudiando con intensidad a escala laboratorio. Existen diferentes maneras de
clasificarlos, una de ellas es como reactores de primera o segunda generacion (Tabla 3). En los de primera
generacion el tiempo de retencién hidraulico es igual al tiempo de retencién de sdélidos, mientras que en los
de segunda generacion el tiempo de retencidn de los sélidos es mayor que el tiempo de retenciéon hidraulico
y como consecuencia el proceso es mucho mas eficiente (Montalvo y Guerrero, 2003). A su vez, los reactores
de segunda generacion se clasifican segln si su biomasa esta fija o suspendida, si es dispersa o granular y

segun el tipo de operacidn a la cual estd sujeta, es decir continuos o de operacién batch.

Tabla 3: Clasificacion de los sistemas o reactores anaerobios

2da Generacion
lera Generacion

Con biomasa adherida Con biomasa suspendida
UASB
Tanques sépticos Filtro anaerobio (flujo ascendente) EGSB
Lagunas anaerobias Reactor de lecho fijo (flujo descendente)* Circulacion interna
Minidigestores Lecho fluidizado Dos etapas
Digestores convencionales Lecho expandido Proceso Anaerobio Secuencial

Reactor con membrana

* Incluye aquellos con soporte ordenado y desordenado.
Fuente: Modificado de Montalvo y Guerrero (2003)

Se han realizado diferentes estudios sobre desnitrificacién utilizando principalmente reactores batch con
tiosulfato como compuesto reductor y en menor medida reactores continuos, utilizando sulfuro o azufre
elemental (Fajardo, 2011). La eleccién del tipo de reactor es un factor muy importante a la hora del disefio,
ya que determina la forma en la que la biomasa es retenida en el sistema. En la Tabla 4 se resumen algunos
estudios de desnitrificacidon autétrofa, heterdtrofa y simultanea, junto con los resultados obtenidos en cada

uno de ellos.
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Reactor Inéculo Donador/Aceptor Remocion Referencia
Electrones Maxima
REACTOR EMPACADO DE o R o .
AZUFRE (SPBR) - S°/ NOs™/Lixiviado 99% N Kim y Bae, 2000
i _ 97% N
SPBR - S°/ NO3/MeOH 90% C Oh et al., 2001
REACTOR CONTINUO DE
T. Denitrificans - - 95% S Manconi et.al,
MEZCLA PERFECTA bioaumentado 52,0372/ NOs 100% N 2007
(CSTR)
80%S
. - _
CSTR Lodo activado S72/NO; 100% N Dogan et al., 2012
100%S Beristain et al.
o g -2 ° -2 = 7]
FED BATCH Lodo enriquecido 572 5° 85,0372/ NO3 100% N 2006
FILTRO ANOXICO DE o
FLUJO ASCENDENTE Lodo metanogénico S72/NOs” 99% 5 Mahmood, et al.,
94% N 2009
(UAF)
Yamamoto-
UAF --- S$:03:7%/ NO>~ 90% N Ikemoto et al.,
2000
. . - _ 100%S Kleerebezemy
2
UAF Lodo Enriquecido $72/NOs3 100% N Meéndez, 2002
UAF Lodo anaerobio S°/NOs~, NO2~ 90% N Zhou et al., 2011
UAF Cultivos enriquecidos S72/ NOs /Acetato 99.7% S Tang et al., 2010
LECHO FIJO FLUJO . . - _ _ 87% S Moraes et al.,
VERTICAL Lodo enriquecido S2/NOs3", NO2 95% N 2012
LECHO EMPACADO . s o N N . Sun y Nemati,
FLUJO ASCENDENTE Lodo enriquecido $72 5°/NOs~, NO: 99% N 2012
99% S
LECHO EXPANDIDO
(EGSB) Lodo enriquecido S72/ NOs3 /Acetato 99% N Chen et al., 2012
94% C
LECHO EMPACADO Desnitrificacion por _ _ .
S°/NOs3~, NO 100% N U ketal., 2013
FLUJO ASCENDENTE proceso Bardenpho /NOs", NO: % yaniket at,
LE DE LOD
a0 ol Lodo anaerobio S2/NOs~/COD 100% S Chen et al., 2004

GRANULAR
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2.5.1 Filtro Anaerobio de Flujo Ascendente (UAF)

Los reactores anaerobios con lecho fijo (RALF) o empacado o filtro anaerobio (FA) corresponden a reactores
de segunda generacién con crecimiento en soporte. En ellos el agua residual pasa a través de un lecho con
material inerte sobre el cual se establecen y desarrollan los microorganismos que actuian sobre el sustrato.
De esta manera, los solidos bioldgicos se retienen dentro del reactor por un periodo largo de tiempo. Ademas,
el material de soporte actla como un separador gas-sdélido, ayuda a uniformar el flujo a través del reactor y
mejora el contacto entre el sustrato y la biomasa. Pero, por otro lado, debido al poco mezclado que existe en
el interior de este tipo de reactores, presentan una estratificacion de microorganismos en la direccion del
flujo y dentro de la biopelicula, la zona de entrada del afluente es la de mayor actividad biolégica. En los filtros
anaerobios que degradan materia organica, la zona de entrada del efluente se constituyen los
microorganismos de fase acidogénica, que hidrolizan y degradan la materia organica compleja, en la capa
intermedia los microrganismos anaerobios y productores de oxigeno y en la capa interior los metanogénicos

(Montalvo y Guerrero, 2003).

Segun el tipo de alimentacion, pueden ser de flujo ascendente, descendente o longitudinal. En los reactores
de lecho fijo o filtros anaerobio con flujo ascendente (UAF por sus siglas en inglés) la entrada de agua residual
a tratar se realiza por la zona inferior, siendo esta la mas activa, y asciende por el interior de la columna donde
los microorganismos realizan la depuracién. Por la parte superior se obtiene biogas y un efluente con menor
carga contaminante (Figura 7). Esta conformacion otorga al equipo una gran capacidad de filtracidn fisica.

Biogas >

Efluente
R

W N ”

AL O R N
AN AN A A A AN
BEMC O N M B M
LA L DL DC

GO O

E R R

Afluente

Figura 7: Esquema filtro anaerobio flujo ascendente
Fuente: Hernandez (2014)
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La recirculacién del efluente a la entrada del reactor aumenta ligeramente la eficiencia del proceso, sin
embargo, esta operacidon ayuda a reducir la alcalinidad y los requerimientos de nutrientes, mejora la
distribucidn de flujo a través del reactor y reduce la concentracién de acidos organicos en contacto con los

microorganismos en la zona de lodos.

Este tipo de reactores son los mas sencillos de mantener, porque la biomasa permanece como una biopelicula
adherida al material de soporte. Ademas, el desarrollo de los microorganismos sobre un medio sélido hace
que se logren tiempos de retencién celular muy elevados con bajos tiempos de retencién hidraulica, lo que
podria resultar en una mayor eficiencia (Moraes y Foresti, 2012). No obstante, estos sistemas pueden
presentar problemas de obstruccién y altas caidas de presién, debido al exceso de biomasa que provoca la
opresion del gas, limitando asi la transferencia de masa desde el liquido al biofilms (Fajardo, 2011). Ahora

bien, si el flujo es ascendente el riesgo de obstruccion disminuye considerablemente (Navarro, 2008).

Entre sus principales ventajas se encuentran su facil construccion y poco espacio utilizado, lo que lo hace
adecuado para la aplicacidn a pequefia y mediana escala, su operacién es simple, se caracteriza por soportar
altas cargas y con recirculacién es capaz de aceptar repentinos cambios de carga, rdpida aclimatacién a
diferentes aguas residuales, bajos tiempos de retencion hidraulica y rapido re-arranque después de fallos.
Pero también presenta inconvenientes como la dificultad en la puesta en marcha, el riesgo de atascamiento
y el encontrarse limitado a aguas residuales con bajo contenido de sélidos suspendidos (Montalvo et al.,

2012).

2.6 PARAMETROS OPERACION

A continuacion, se presentan algunos de los parametros operacionales mas importantes en la desnitrificacién,

cuyo control o ausencia de este pueden afectar significativamente en los resultados obtenidos del proceso.

2.6.1 Temperatura:

La temperatura afecta la velocidad de metabolizacién, se han documentado eficiencias de remocion de
compuestos hasta tres veces menor cuando se opera a 14°C que cuando se opera a 30-32°C (Volokita et al.,
1996). El rango 6ptimo de operacidn se encuentra entre 25 y 35°C, aunque debido a la capacidad de
adaptacion de las bacterias desnitrificantes se ha documentado operacidn en un rango de 2 a 50°C (Karanasios
et al., 2010). En el caso particular de las autétrofas, se ha documentado que cuando es superior a 40°C (Oh et

al., 2000) o inferior a 15°C la tasa de DA es insignificante (Yamamoto-lkemoto et al., 2000).

23



Marco teodrico

2.6.2  Potencial de Hidrégeno:
Una variable ambiental que también influye en el proceso de desnitrificacién, asi como en la acumulacién de

intermediarios indeseables es el pH.

En cuanto a los microorganismos autdtrofos, el rango de operacién de Thiobacillus denitrificans es entre 7 y
8 (Oh et al., 2000; Claus y Kutzner, 1985). En este intervalo de valores los productos finales son N, y SO47?,
mientras que a valores menores a 7 la desnitrificacién es incompleta y se detectan productos intermedios
tales como NO; y/o S°. A valores inferiores a 6 o superiores a 9 se observa inhibiciéon completa de la DA (Moon

et al., 2004; Oh et al., 2000).

Para el caso de los heterdtrofos, se ha descrito que en condiciones acidas, pH 6 o menor, se acumula acido
nitroso (HNO;), muy toxico para las bacterias. A valores de pH ligeramente alcalinos, el nitrato es convertido
en N,. Cabe destacar que estos estudios han sido realizados en cultivos batch, mientras que en cultivos en
continuo, no se observd acumulacion de intermediarios de la desnitrificacion en el intervalo de pHde 6a 9,
aun cuando se utilizé una velocidad de carga alta (1.000 mg N-NOs’/L/d), pero el proceso si fue totalmente

inhibido a un pH de 5 (Pérez, 1998).

2.6.3  Oxigeno:

El oxigeno y el nitrato son aceptores de electrones, donde la oxidacidn de los compuestos de azufre en
presencia de oxigeno es termodindmicamente mas favorecida que la oxidaciéon por nitrato, por lo que la
presencia de oxigeno disuelto puede significar que las bacterias, en base a capacidades facultativas, empleen
el O, como aceptor final de electrones, reduciendo su recuperacién. Por lo tanto, su presencia debe ser

evitada asegurandose de que el reactor y el sistema completo este completamente sellado.

Varios trabajos de investigacidn coinciden en que la concentracion minima de oxigeno disuelto que no causa
inhibicion de la desnitrificacion autotréfica es de entre 0,1-0,3 [mg O»/L]. Por encima de estas concentraciones
se inhibe la desnitrificacidon (Kimura et al., 2002; Gu et al., 2004). Fajardo (2011) también coincide que con
concentraciones superiores a los 0,3 [mg/L] se produce una inhibicion de la desnitrificacion y la formacién de

sulfato.

2.6.4 Razon C/NyS/N:
En el caso de Riles con compuestos sulfurados, nitrogenados y materia organica disuelta resulta primordial

tener en cuenta estas relaciones, donde las razones S/N y C/N representan la concentracién de carbono o
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azufre en la fuente respectiva, respecto a la concentracién de nitrégeno. Ambas entregan informacién sobre

la respuesta de un proceso de tratamiento simultaneo y el control del reactor bioldgico.

Se ha observado que la relacién S/N de la alimentacion juega un papel importante en la desnitrificacion
autétrofa y su control se requiere para conducir el proceso a los productos de interés. Oh et al. (2000)
ensayaron diferentes relaciones S/N con tiosulfato como donador de electrones y nitrato como aceptor de
electrones y encontraron que a relaciones inferiores a 6,51 [g S/g N] (limitacion de azufre) la desnitrificacion
sélo se llevd a cabo con nitrito. En el caso de relaciones S/N superiores a la estequiométrica, el compuesto de

azufre sélo se oxida a azufre elemental (Gadekar et al., 2006).

Campos et al. (2008) indican que en un reactor del tipo batch, utilizando razones menores a la
estequiométrica, en donde el compuesto limitante es el tiosulfato de sodio, la desnitrificacion es incompleta
produciéndose nitrito como producto final. Mientras que a razones estequiométricas o superiores, se observa
desnitrificacién total, produciendo N; con una fuente de nitrégeno correspondiente a nitrato en
concentracidn variable de 0,88 a 3,98 [g/L]. Por otro lado, Mufioz (2015) operando un reactor de tipo UASB
determind una relacién dptima de S/N de 4,6, con VCN de 2,2 [kg/m3/d], alcanzando remociones de nitrato y

tiosulfato de 91% y 82%, respectivamente.

Peirano (2016) analizé los efectos de la razén molar S;0s2/NOs™ (0,15; 0,625; 1,1) mediante ensayos batch,
manteniendo constante la concentracion de nitrato (10 mM NaNQOs) y variando la concentracién de tiosulfato.
Como resultados se obtuvo que en el caso de la razén tiosulfato-nitrato la maxima produccién de sulfato se

obtuvo a una razén S/N de 0,91. Sin embargo la maxima remocion de nitrato se obtuvo a razén S/N de 0,41.

Para la relacién C/N, Cardoso et al. (2006) demuestran que con H,S, acetato y NOs  como aceptor de
electrones y nitrato estequiométrico, se presenta completa oxidacion del acido sulfhidrico a sulfato. Mientras
que, a concentraciones bajo la estequiométrica se obtuvieron ratios de oxidacidn bajos. Esto radica en que la
concentracién de carbono impacta directamente la actividad de las bacterias heterotroficas. Por otra parte,
Chen et al. (2008) analiza el comportamiento de un reactor EGSB con indculo simultaneo, variando la relacién
C/N entre 0,85/1 y 2/1 (estequiométrica de 0,75/1), la remocidn de nitrato y acetato fue del 100% para una
razén de 0,85/1 hasta 1,05/1, sin embargo, para ratios de 2/1 se observa una baja de la remocion de azufre.
Esto se explica porque cuando existe exceso de acetato, las bacterias desnitrificantes heterdtrofas dominan
a las autétrofas. Finalmente, Aguirre (2014) evalud el comportamiento de un reactor UASFB operando el

proceso de desnitrificacion simultanea. Trabajo con dos condiciones de alimentacidon, comenzando con una
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relacién DQO/N igual a 3,6, y una VCS de 0,75 [kg S/m3d], para continuar con una relacién DQO/N igual a 5,8,
una VCS de 0,25 [kg S/m3d], alcanzando remociones maximas de 99,5% de nitrato, 75,8% de materia organica

y 32,5% de tiosulfato con las segundas condiciones.

2.6.5 Compuestos inhibidores:

Existen ciertas especies que pueden inhibir las capacidades desnitrificantes de las bacterias, como lo es el
nitrito, compuesto altamente téxico. Se debe controlar su aparicion como producto intermedio de la reaccion,
ya que esta especie representa ser un inhibidor natural de los procesos de remocién de nitrégeno de aguas
residuales (Cardoso, 2002). La enzima nitrito reductasa es relativamente sensible a condiciones del medio, lo
gue vuelve al sistema propenso a la acumulacién de NO;, aunque algunos autores documentan buena

remocion del nitrito por parte de las bacterias a pesar de la inhibicidn (Liu et al., 2014).

También se ha informado de la inhibicién de la desnitrificacién por nitrato a concentraciones de 660
[mg N-NOs/L], mientras que el nitrito parece ser un fuerte inhibidor incluso a bajas concentraciones de entre

36-60 [mg N-NO,/L] (Oh et al., 2000; Oh et al., 2002).

La materia organica no tiene efecto inhibitorio sobre el proceso, pero afecta la oxidacidn de las especies de
azufre, disminuyendo la formacidn de sulfato (Kim y Son, 2000; Oh et al., 2002). El sulfato es un producto del
proceso y se ha informado que provoca una inhibicion parcial a concentraciones de 500 [mg S-SO4/L] y un

agotamiento de la actividad total a 6400 [mg S-SO4/L] (Claus y Kutzner, 1985).
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1 ENRIQUECIMIENTO POBLACIONES MICROBIANAS

Este proceso fue realizado por separado para autétrofos y heterdtrofos. El enriquecimiento de las bacterias
heterdtrofas desnitrificantes fue realizado por Moraga (2016), para lo cual se utilizé lodo de un reactor
anaerobio UASB de la planta de tratamiento British American Tobacco Chile. Esto se hizo en un reactor
anaerobio a 35°C, alimentado de forma batch con agua residual sintética, cuya composicidn se indica en la

Tabla 5y Tabla 6.

Tabla 5: Agua residual sintética enriquecimiento heterdtrofo

MEDIO ENRIQUECIMIENTO CONCENTRACION [g/L]

CHsCOOK 1,52
NH.CL 0,1
KH,PO, 0,3
K2HPO, 1,84

KNOs 1,43

MICRONUTRIENTES 1 [ml]

Fuente: Moraga (2016)

Tabla 6: Micronutrientes enriquecimiento heterdtrofo

COMPONENTE CONCENTRACION [g/L]
Naz:Mo04-2H,0 1,0
FeS04-7H,0 30
ZnCl 1,0
CaCOs3 2,0
MnCl,-4H,0 1,5
CuS04-5H,0 0,25
CoCl,-6H,0 0,25
HCI (37%) 50
NiCl,-6H,0 0,25
HsBO3 0,5

Fuente: Moraga (2016)

Por otro lado, el enriquecimiento de las bacterias autétrofas desnitrificantes se habia realizado para

investigaciones anteriores en el laboratorio a partir de lodo proveniente de una laguna anaerobia de la
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empresa Agricola AASA, mediante el mismo procedimiento y cambiando Unicamente la composicidn del agua
residual sintética (Tabla 7). Los resultados obtenidos alcanzaron los 20.220 [mg SSV/L] y una remocién de
NOs del 98,37% para las heterdtrofas y 24.460 mg [SSV/L] y 96,94% de remocidn para las autétrofas (Moraga,
2016).

Tabla 7: Agua residual sintética enriquecimiento autdtrofo

MEDIO ENRIQUECIMIENTO CONCENTRACION [g/L]

Na»S$,03-5H,0 5,0
KNOs 1,43
NaHCOs 1,5
Na;HPO4 1,5
KH,PO4 0,3
NH4CI 0,1
MICRONUTRIENTES 1 [ml]

Fuente: Peirano (2016)

3.2 DESCRIPCION DEL EQUIPO

La tecnologia utilizada para la desnitrificacion simultdnea en este estudio corresponde a un reactor de lecho
fijo a escala de laboratorio, especificamente un filtro anaerobio de flujo ascendente o UAF por sus siglas en

inglés, con recirculacion.

El equipo fue disefiado de manera tal, que el ingreso de la alimentacion y de la recirculacién se encuentran
en la parte inferior del equipo, para obtener asi un flujo ascendente. Mientras que la salida, tanto del efluente
como de la recirculacién se encuentran en la parte superior del mismo, donde ademas cuenta con una salida
de gas. Esta uUltima es controlada por una valvula anti retorno, que junto con el sellado hermético del reactor
evitan el ingreso de oxigeno de manera de mantener las condiciones andxicas requeridas. En la zona central
cuenta con un lecho empacado que contiene zeolita chilena de granulometria promedio 5 mm, la cual es
utilizada como medio de soporte. Su volumen de trabajo es de 0,8 litros. Su configuracién y dimensiones se

detallan a continuacion en la Figura 8 y la Tabla 8.
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1 1
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4: Salida gas
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Figura 8: Configuracion del reactor UAF
Fuente: Modificado de Mufioz (2015)
Tabla 8: Dimensiones del reactor UAF
CARACTERISTICA VALOR CARACTERISTICA VALOR UNIDAD
H cilindro ‘ 16 H relleno 10 cm
A cilindro ‘ 74 A flujo 30 cm?
V total ‘ 1,5 V atil 0,8 L

Fuente: Moraga (2016)
En reactor UAF fue montado en un soporte universal y conectado mediante mangueras a dos bombas
peristdlticas, una para la alimentacidn y otra para la recirculacién. Ademds, contaba con tanques de
alimentacién y descarga, donde el de alimentacién se mantuvo permanentemente agitado mediante un
agitador magnético, para que el Ril sintético se mantuviera homogéneo. Por otro lado, la bomba de
alimentacién fue conectada a un temporizador que se programaba conforme al caudal diario necesario en el
reactor y el entregado por la bomba. Todo lo anterior debid sellarse herméticamente para evitar fugas e

ingreso de oxigeno.
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El sistema completo, a excepcién de los tanques de alimentacién y descarga, fue implementado en una
camara cerrada, la cual se mantuvo a una temperatura de 33°C aproximadamente. Esta temperatura es la
6ptima para el crecimiento de los microorganismos utilizados y se mantuvo controlada mediante un
termoventilador regulado por un controlador de temperatura (termocupla) que se encarga de accionar su

funcionamiento para mantener el set point fijado. Ver Figura 9 y Figura 10.

Carmara Térmica GAS

RECIRCULACION DESCARGA

* ; /| MUESTRAS
TKALIMENTACION © BBAALIM. \—x—/éE ACTOR TK DESCARGA

.Q LIAF

BBA RECIRC

Figura 9: Diagrama de flujo del reactor UAF utilizado
Fuente: Mufioz (2015)

Figura 10: Reactor UAF y equipos adicionales
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La bomba de alimentacion debid ser calibrada (Anexo A) para que su configuracion correspondiera realmente
al caudal que se deseaba entregar y de esta forma poder controlar la VCN. Este y los demas equipos

observados en la figura anterior son detallados en la Tabla 9.

Tabla 9: Equipos utilizados en la implementacion del reactor

EQUIPO DESCRIPCION
Bomba peristaltica (recirculacién) Lead Fluid YZ15, BT300L
Bomba peristaltica (alimentacién) Lead Fluid YZ15, BT301S
Mangueras MasterFlex, silicona, #15 y #18
Controlador de temperatura Barnant Company
Temporizador CT6S Autonics
Termoventilador Somela, 1800 watts
Agitador mecanico CATR18
Estanques Material: pldstico, Capacidad: 20 L
Cdmara adiabatica Material: polietileno expandido

Fuente: Modificado de Moraga (2016)

3.3 PUESTA EN MARCHA

La puesta en marcha del reactor operado en la presente investigacion fue realizada en una memoria anterior
por Moraga (2016). Para montar el reactor UAF se afiadid el medio de soporte microbiano correspondiente a
zeolita natural chilena de granulometria promedio de 5 mm, se sellé herméticamente, se realizd un barrido
con gas inerte (Ar) a fin de asegurar las condiciones andxicas y finalmente se inoculd para lograr la adherencia
de los microorganismos a la zeolita. La razdn en masa de bacterias heterdtrofas sobre autétrofas (H/A)

utilizada es de 0,54, relacién optima alcanzada por Peirano (2016) para la remocion de nitrato.

La puesta en marcha propiamente tal se dividié en dos etapas: la primera consiste en el enriquecimiento del
reactor UAF, donde el reactor fue operado por lotes alimentados (fed batch) esperando la adherencia de los
microorganismos a la zeolita hasta que se forme una biopelicula, mientras que la segunda corresponde a la
operacién en continuo del reactor comenzando con una VCN de 0,02 [kg N/m3/d] hasta llegar a 0,1
[kg N/m3/d]. Los pardmetros de control utilizados y con los que se recibid el reactor para continuar con su

operacion se indican en la Tabla 10.
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Tabla 10: Parametros de control puesta en marcha

PARAMETRO VALOR UNIDAD
Volumen reactor 0,8 L
Temperatura 33-35 °C
pH 80,3 -
[N] 0,1038 g/L
S/N 4,6 p/p
C/N 3,0 p/p

Fuente: Moraga (2016)

Los resultados obtenidos durante la puesta en marcha fueron de hasta 99,84% de reduccién de nitratos,
96,1% de remocidn de tiosulfato y 98,36% de reduccién de acetato en la etapa fed batch, mientras que en la
operacion en continuo se alcanzd una maxima remocion de nitrato de 99,91%, de tiosulfato de 96,51% y de
acetato de 98,21% a VCN 0,02 [N-NOs/m3/d], llegando a VCN 0,1 [N-NOs/m3/d] con un 99,18% de remocidn

de nitrato, 12% de remocién de tiosulfato y 89,74% de remocién de acetato.

3.4 ESTRATEGIA DE OPERACION
3.4.1 Alimentacién

El sustrato o medio de alimentacion del reactor corresponde a agua residual sintética, la que es preparada en
el laboratorio a partir de un conjunto de macro y micro-nutrientes, cuya composicidon permite satisfacer los
requerimientos de las bacterias desnitrificantes, tanto autétrofas como heterétrofas, ademds de conocer y

tener el control sobre lo que se esta alimentando.

La composicion inicial con la que se operd el reactor fue la misma con la que se realizé la puesta en marcha,
la cual se basd en el resultado del estudio previo realizado por Aguirre (2014), donde se indican las
concentraciones dptimas para los requerimientos particulares en la desnitrificacién simultanea autétrofa y

heteroétrofa.

La composicion inicial sufri6 modificaciones durante el transcurso de la operacion, como la modificacién del

tampdn de fosfato y de la razén S/N, que seran detalladas mas adelante. Ver Tabla 11 y Tabla 12.
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Tabla 11: Composicion agua residual sintética

COMPUESTO INICIAL 1R CAMBIO 2°° CAMBIO  3ff CAMBIO UNIDAD
Na;$,03-5H,0 2,6 2,6 2,2 1,95 mg/L
KNO; 1,06 1,06 1,06 1,06 mg/L
CHsCOOK 1,81 1,81 1,81 1,81 mg/L
NaHCO; 1,5 1,5 1,5 1,5 mg/L
NH,4CI 0,056 0,056 0,056 0,056 mg/L
K;HPO,4 0,07 0,07 0,07 0,07 mg/L
KH,PO4 - 0,027 0,027 0,027 mg/L
MICRONUTRIENTES 1 1 1 1 mL/L

Tabla 12: Composiciéon micronutrientes

COMPUESTO CONCENTRACION [g/L]
Na:Mo04:2H,0 1,0
FeSO,4-7H,0 30
ZnCl; 1,0
CaCOs 2,0
MnCI2-4H20 1,5
CuS04-5H,0 0,25
CoCl,-6H,0 0,25
HCl (37%) 50
NiCl,-6H,0 0,25
H3BO3 0,5

El nitrato (NOs) que actla como aceptor de electrones es incorporado como nitrato de potasio (KNOs),
mientras que el azufre es incorporado en forma de tiosulfato (S,032) como donador de electrones. Estos
compuestos son fundamentales, ya que deben estar presentes en el medio para poder evaluar su remocién
de acuerdo a los objetivos planteados. La relacidon S/N en la puesta en marcha y comienzo de la operacion fue

de 4,6 (Mufioz, 2015), que corresponde a un 60% en exceso de azufre.

Por otra parte, la presencia tanto de carbono organico (CH;COOK) como inorganico (NaHCOs) también es
necesaria para el metabolismo de las bacterias heterétrofas y autdtrofas respectivamente. La relacion tedrica
de C/N utilizada es de 3,0 (Aguirre, 2014) considerando sélo el carbono organico, la cual se mantuvo constante

durante toda la operacion.

Ademas, al RIL se le afiadié un tampdn de fosfato (K;HPO,4 y KH2PO4) para mantener el pH en el rango deseado

(8,0 £ 0,3). Este fue calculado mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (Harris, 2007).
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3.4.2 Operacién en continuo

Una vez iniciada la operacion en continuo, la estrategia principal de operacién del reactor UAF consiste en
variar la velocidad de carga nitrogenada (VCN) gradualmente de manera creciente, para determinar la
maxima capacidad de procesamiento del reactor, comenzando bajo las condiciones establecidas en la puesta

en marcha.

La VCN estd dada por la siguiente expresion:

m3 kg N
VCN[ o ]_Q [W]IC m3‘]
m3 - dial V,.[m3]

Donde, Q corresponde al caudal de la alimentacion, C a la concentracidn de nitrégeno en la misma y Vr al
volumen del reactor. Para el aumento de la VCN durante la operacién se modificé Unicamente el caudal, de
manera ascendente, mientras los demas parametros permanecieron constantes. Los valores de los
pardmetros recién mencionados se presentan en la Tabla 13, donde para efectos de cdlculo se utiliza la
concentracién de nitrégeno experimental, obtenida del promedio de las mediciones realizadas en el

laboratorio durante la puesta en marcha.

Tabla 13: Pardmetros para el cdlculo de la VCN

PARAMETRO SIGLA VALOR UNIDAD
Volumen util del reactor ‘ Vr 0,0008 m?3
Concentracién N tedrica \ C teo 0,1470 kg N/m?3
Concentraciéon N experimental \ Cexp 0,1038 kg N/m3
Caudal inicial (VCN = 0,1) Qi 0,0008 m3/dia

Se comienza con una VCN de 0,1 [kg N/m3/d] y se va aumentando en 0,1 hasta alcanzar un valor de 0,6
[ke N/m3/d]. Los cambios se realizan una vez que el reactor alcanza su maxima remocion de nitrato y

permanece estable por al menos 5 TRH. Esta primera etapa se extendio por 4 semanas.

El Tiempo de Residencia Hidraulico (TRH) es inversamente proporcional al caudal, por lo tanto, a medida que

aumenta Q el TRH disminuye acelerando los cambios de VCN al estabilizarse la remocion.

v,
TRH = —
Q
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La segunda etapa consiste en realizar cambios en la razén S/N manteniendo la VCN constante, para encontrar
la razén éptima para una mayor remocioén de tiosulfato. Dado que el nitrato corresponde al reactivo limitante,
la razén se modificd cambiando la concentracion de tiosulfato en la alimentacion. La razén estequiometria
corresponde a 2,9 [g S/g N], con lo que la relacidn inicial correspondia a un 60% en exceso, el cual fue reducido

a los valores que aparecen en la Tabla 14.

Tabla 14: Razones de S/N utilizadas

S/N [g/g] EXCESO ALIMENTACION [g/L]
4,6 | 60% 2,60
3,9 | 35% 2,20
3,4 | 20% 1,95

Luego de 77 dias en que se trabajd en la segunda etapa se continla con la siguiente, donde se vuelve a
aumentar la VCN, pero esta vez a razdén S/N 3,4 [g S/g N] buscando la maxima capacidad de procesamiento
del reactor. Nuevamente se modifica Unicamente el caudal de alimentacién en 0,1 hasta alcanzar una VCN de
1,2 [kg N/m3/d], para luego aumentar mds bruscamente a 1,5 [kg N/m3/d] y finalmente a 2,0 [kg N/m3/d]

concluyendo la operacién.

Finalmente, los pardmetros de operacion que deben mantenerse constantes y controlados durante toda la

operacion del reactor son los siguientes (Tabla 15).

Tabla 15: Parametros de operacion reactor UAF

PARAMETRO VALOR UNIDAD
TEMPERATURA | 3342 °C
pH | 8+0,3 -
[N] | 0,1038 g/L
C/N | 3,0 p/p
H/A | 0,54 p/p

3.5 PARAMETROS DE CONTROL Y METODOS ANALITICOS

Para el correcto seguimiento de la operacién es necesario medir ciertos parametros claves en la
desnitrificacién simultdnea, como son el nitrato, tiosulfato y materia orgdnica que se desean remover, el
sulfato y el nitrito que corresponden a productos final e intermedio de estas reacciones y el pH que es un
factor muy influyente en la actividad de los microorganismos utilizados. Para esto se monitorea su

composicion tanto en el afluente como en el efluente.
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Los métodos analiticos utilizados, junto con la frecuencia de medicidn de cada pardmetro se mencionan en la
Tabla 16 y se detallan en Anexos.

Tabla 16: Parametros de control y métodos analiticos

PARAMETRO METODO ANALITICO FRECUENCIA ANEXO
Nitrato (NOs) Espectrofotometria UV-VIS (205 nm) Diariamente B
Nitrito (NOy) Espectrofotometria UV-VIS (543 nm) Diariamente C

Espectrofotometria UV-VIS /
DQO i . 3 veces por semana D
Volumetria por reflujo cerrado
Tiosulfato (S,0s2) | Titulaciéon yodométrica 3 veces por semana E
Sulfato (SO47?) Espectrofotometria UV-VIS (420 nm) 3 veces por semana F
Acetato Cromatografia de supresion idnica 1 vez por semana G
pH Potenciometria Diariamente H

La medicién del pH se efectud tanto en la alimentacion como la descarga para controlar la estabilidad del
reactor y verificar que el valor se mantenga dentro del rango éptimo de operacién, para favorecer el
crecimiento de las bacterias desnitrificantes. Esta es una variable critica, ya que al bajar de 6,5 el medio se

considera acidificando y la poblacién de bacterias podria disminuir, al igual que su capacidad de degradacién.

Los demas parametros de control también fueron medidos tanto en la alimentaciéon como en la descarga, a

excepcion del nitrito que se midié solamente en el efluente.

Para el caso de la DQO se mencionan 2 métodos analiticos diferentes, ya que en un principio se midié por
espectrofotometria UV-VIS, pero los resultados de los triplicados para una misma muestra presentaban una
desviacidn estandar demasiado grande, lo cual se puede deber a interferencias de otros compuestos. Es por
esto que se decidié cambiar al método tradicional de volumetria por reflujo cerrado, el que conlleva un mayor

error del operador, pero aun asi los triplicados presentaban una menor desviacion.

Producto de esta incertidumbre se decidié medir ademas acetato, para lo cual se comenzé a tomar muestras
durante la segunda etapa de operacion, las cuales fueron analizadas en el Centro de Biotecnologia "Dr. Daniel

Alkalay" mediante cromatografia de supresién idnica.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan y analizan los datos obtenidos de la operacién del reactor UAF para cada uno

de los pardmetros de control indicados anteriormente.

De acuerdo a la estrategia de operacién se realizaron variaciones graduales de la VCN de manera creciente,
comenzando con una VCN de 0,1 [kg N/m3/d], que corresponde a la alcanzada durante la puesta en marcha
(Moraga, 2016), y finalizando con un méximo de 2,0 [kg N/m3/d]. Adem3s, se realizan cambios de la razén
S/N, disminuyendo el porcentaje en exceso de azufre de 60% a 35% y luego a 20% para evaluar el
comportamiento del sistema con respecto a la remocidn de tiosulfato. La etapa de operacidn completa se

llevod a cabo durante 147 dias y no presentd mayores complicaciones.

En la Tabla 17 se presentan las variaciones de carga realizadas y sus respectivos parametros de operacion.

Tabla 17: Variaciones de Velocidad de Carga Nitrogenada (VCN) y razén S/N durante operacion del reactor UAF

DiAS DE VCN S/N EXCESO CAUDAL TRH
OPERACION [kg N/m3/d] [g S/g N] AZUFRE [mL/d] [d]
1 0,1 0,0008 1,04
2-7 0,2 0,0015 0,52
8-13 0,3 4,6 60% 0,0023 0,35
14-21 0,4 0,0031 0,26
22-28 0,5 0,0039 0,21
29-60 4,6 60%
61-86 0,6 3,9 35% 0,0046 0,17
87 - 105 3,4 20%
106 — 111 0,7 0,0054 0,15
112 - 117 0,8 0,0062 0,13
118 - 123 0,9 0,0069 0,12
124 -127 1,0 . 0,0077 0,10
128 - 132 1,1 34 20% 0,0085 0,09
133-138 1,2 0,0093 0,09
139 — 142 1,5 0,0116 0,07
143 - 147 2,0 0,0154 0,05

4.1 POTENCIAL DE HIDROGENO

Se midié diariamente el pH como indicador de la concentracidn de protones al interior del reactor, con el
objetivo de controlar la estabilidad del mismo y verificar que se estén llevando a cabo las reacciones quimicas

esperadas, dada la incidencia de este parametro en la actividad enzimatica de los microorganismos presentes.

37



Resultados y Discusidn

Los resultados obtenidos para el efluente con respecto a las variaciones de la VCN realizadas se muestran en
la Figura 11. Se puede observar que se trabajé principalmente dentro de los rangos establecidos, con un pH
Optimo de 8,0 £ 0,3 para favorecer el crecimiento simultdneo de ambos cultivos. No se presenta ninguna
medicion con pH superior a 9,0 ni inferior a 6,5, puntos criticos tanto para la inhibicién completa de la DAy
acumulacién de intermediarios, como para la acidificacién del medio y disminucién de la capacidad de
degradacion, respectivamente. El pH promedio del sistema fue de 8,1, fluctuando entre un minimo de 7,5y

un maximo de 9,0.
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Figura 11: Comportamiento del pH del efluente con respecto a la VCN durante la operacion del reactor

Durante la operacién se observd que frente a cualquier alteracion el pH tendia a aumentar, lo que se puede
deber a la mayor estabilidad y adaptabilidad de las bacterias heterdtrofas por sobre las autétrofas. Por lo
tanto, la producciéon de protones se ve superada por la de hidroxilos alcalinizando el medio, como se explicé
anteriormente. Debido a la tendencia al alza observada durante el primer mes de operacién, el dia 30 se
realizé un cambio en la composicién del agua residual sintética afiadiendo KH,PO,4 (Tabla 11) de acuerdo a la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch (Harris, 2007) para formar un tampdn de fosfato, controlar los cambios

bruscos y mantener el pH en el rango deseado.

A pesar de que el sistema se mantuvo en el rango éptimo para llevar a cabo el proceso de SD, se observé que
en cada cambio de VCN se producia un leve aumento del pH que era rapidamente estabilizado, pero no se

percibié un aumento considerable en el tiempo.
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En cuanto al pH del afluente el promedio registrado fue de 8,3. El reactor fue alimentado con RIL sintético, al
cual no se le modificé la concentracién de bicarbonato, ni se debiod recurrir a otro tipo de medidas para el

control del pH ademas del tampdn de fosfato antes descrito.

4.2 NITRATO

La remocion de nitrato es uno de los principales objetivos de este estudio, por lo que este parametro se midid
diariamente tanto en el afluente como el efluente. Una vez obtenidos los resultados de las mediciones su
remocion se calculaba inmediatamente para observar su evolucién y de acuerdo a esto efectuar los cambios

de VCN.

Las remociones obtenidas durante los 147 dias de operacion continua del UAF con respecto a las variaciones
de la carga nitrogenada se muestran en la Figura 12. La alimentacidon de NOs; promedio fue de 645 [mg/L]
actuando como reactivo limitante, equivalentes a 146 [mg/L] de N-NOs™ para cumplir con la relacién C/N
establecida previamente. La remocidn de nitrato fue en promedio de 94% y la maxima se alcanzé a VCN 0,4
[kg N-NO3/m3/d] con un 99,69%, manteniendo una eficiencia elevada en comparacion al 99,91% alcanzado a

VCN 0,02 [kg N-NOs/m3/d] durante la puesta en marcha (Moraga, 2016).
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*Remocidn tedrica NOs: cdlculo con concentraciones experimentales del efluente con respecto a concentracion tedrica del afluente.
**Remocion nitrato: célculo con datos experimentales tanto para del afluente como del efluente.

Figura 12: Remocion de nitrato con respecto a la VCN durante la operacion del reactor UAF
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La remocidn de nitrato se ve afectada por el aumento de la VCN, experimentando una caida temporal luego
de cada cambio. Este efecto se atribuye a la capacidad de la biomasa a adaptarse a la carga nitrogenada, pero
su recuperacion se aprecia inmediatamente en la siguiente medicidén. Los aumentos de VCN eran realizados
cuando la remocidn de nitrato se estabilizaba por al menos 5 TRH, llevandose a cabo un total 13 cambios.
Ademads, se observa una tendencia a la disminucidén de la remocién a medida que aumenta la carga
nitrogenada, donde en las Ultimas mediciones a VCN 2,0 [kg N-NOs/m?3/d] se registré un promedio de 89%.
Esto se debe a que a medida que se aumenta la carga mediante el incremento del caudal, el tiempo de
residencia hidrdulico disminuye. En este estudio se comenzd la operacién con un TRH de 24,9 [h] y se terminé

con 1,2 [h], sin observar una caida significativa de la eficiencia, lo que representa una tecnologia estable.

El dia 29 de operacidn se alcanzé una VCN de 0,6 [kg N-NOs/m3/d], la cual se mantuvo constante mientras se
realizaban variaciones de la razén S/N. Se disminuyé el porcentaje en exceso de azufre de 60% a 35% y luego

a 20%, sin que la remocién de NOs™ se viese afectada.

Las reacciones de desnitrificaciéon pueden simplificarse como: NOs> = NO; = N,. Para corroborar si la
conversion se estaba llevando a cabo en su totalidad se midié la concentracién de nitrito en el efluente. Su
presencia indica que no todo el nitrato es transformado a nitrégeno gaseoso, con un promedio de 548 [ug/L]
de NO; generado durante la operacion (0,17 [ug N-NO,/L]), que representa el 0,0001% del nitrégeno
alimentado. Se observa una leve tendencia al aumento de la concentracién de nitrito con el transcurso del
tiempo, contraria a la disminucidn de la remocidn de nitrato. Y aunque el nitrito representa un compuesto
téxico e inhibidor para la desnitrificacidn, las concentraciones de NO; registradas se encuentran muy por

debajo de las necesarias para que ocurra este fendmeno.

La concentracién promedio de nitrito en el efluente corresponde a 0,17 [ug N-NO,/L] y la de nitrato a 34
[mg N-NOs7/L], que en conjunto alcanzan un 5% del nitrégeno de la alimentacidn. Por lo tanto, de acuerdo al
balance de N el 95% restante del nitrégeno alimentado (N-NOs’) se convertiria a nitrégeno molecular como

principal producto de la reaccién y otros productos intermedios como NO y N,O, que no fueron medidos.

La reduccidn del éxido nitroso (N.O—>N,) es la etapa mas lenta durante la reduccién de NOs™ a N,y también
es fuertemente inhibida en la presencia de oxigeno, por lo que existe la probabilidad de acumulacion de N,0,
gas que contribuye al efecto invernadero. Es por esto que es importante evitar la entrada de O, en el proceso.
Ademas, el oxigeno al igual que el nitrato actiua como aceptor de electrones y en su presencia los

microorganismos desnitrificantes (facultativos) prefieren el O,, reduciendo su recuperacion. Por lo tanto, se
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prestd especial atencidon en mantener las condiciones andxicas del sistema, el cual experimento una fisura en
una manguera que al ser identificada a tiempo y ser inmediatamente reemplazada, permitié que el sistema

se recuperara rapidamente y continuara con su operacién normal.

4.3 MATERIA ORGANICA

La fuente de carbono orgdnico presente en el RIL sintético necesaria para que se lleve a cabo la desnitrificacion
heterdtrofa corresponde a acetato de potasio (CH;COOK) y la fuente de carbono inorganica para la DA a
bicarbonato de sodio (NaHCOs). Por lo tanto, se calculé la remocién de materia orgdnica a través de la
medicion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) tanto en el afluente como el efluente. Se midié la DQO
total y no la soluble, ya que no se observaba turbiedad ni sélidos en suspensidn a simple vista en la muestra
y ademas durante la puesta en marcha se realizaron mediciones de DQO total y soluble para una misma

muestra obteniéndose los mismos resultados.

En un comienzo se continué con el método de medicién utilizado durante la puesta en marcha
correspondiente a espectrofotometria UV-VIS, pero como se puede observar en la Figura 13 los valores en un

principio mostraban un comportamiento errdtico y la desviacidn entre los triplicados era significativa.
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Figura 13: Valores de DQO del efluente registrados durante la operacion del UAF mediante ambos métodos de medicion
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Por este motivo se decidid modificar el método de medicidn por volumetria por reflujo cerrado a partir del
dia 47 de operacidn y como se puede observar el comportamiento de los datos obtenidos cambié

significativamente. Lo mismo se percibid para las mediciones de DQO del afluente.

En la Figura 14 se muestra la degradacion de la materia orgdnica con respecto a la variacion de la VCN, con
un promedio de 31% hasta el dia 46 y un promedio de 51% luego del cambio de método, alcanzando un

maximo de remocién de 92,66% a VCN 0,6 [kg N-NOs/m3/d].
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Figura 14: Remocion de DQO con respecto a la variacion de la VCN durante la operacion del reactor

A pesar de que la remocién maxima alcanzada es alta, no permanece constante y existe una gran brecha entre
esta y el promedio. Ademas, su comportamiento a VCN constante de 0,6 [kg N-NOs-/m3/d] indica que las
fluctuaciones no se deben Unicamente a lo susceptibles que pueden ser las bacterias heterdtrofas frente a
cambios de carga nitrogenada. Una posible explicacidn es el arrastre de materia orgdnica correspondiente a
bacterias muertas que no alcanzaron a ser degradadas por otras hacia el efluente, cuyo aporte no es
constante y puede influir en la variacién de las mediciones de DQO en la descarga y por ende en la remocion.
Fendmeno que se incrementa a medida que aumenta el caudal y disminuye el TRH, por lo que no fue
detectado durante la puesta en marcha. Por lo tanto, se recomienda la filtraciéon de las muestras obtenidas

del efluente, para la medicién de la DQO soluble en vez de la total y la eliminacidn de posibles interferencias.
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Por otra parte, producto de la incertidumbre acerca de la remocidén de materia orgdnica, se realizaron también
mediciones de acetato a través del método de cromatografia de supresion idnica, para lo cual las muestras
fueron filtradas con membranas de 0,45 [um] y luego ultracongeladas para su andlisis. Los resultados se
muestran en la Figura 15, donde se puede observar un comportamiento significativamente mas constante en
los datos, con una concentracion promedio del efluente de 133 [ppm] y correspondiente a un 88% de
remocion, que fluctia entre un minimo de 77,36% y un maximo de 94,39%. Esto demuestra que las bajas
remociones presentadas anteriormente se pueden deber a errores de medicién y no a una baja actividad de

las bacterias heterétrofas.
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Figura 15: Concentracion acetato en el afluente y efluente junto a su remocion
En cuanto a posibles inhibiciones, la materia organica no tiene efecto inhibitorio sobre el proceso, pero si
afecta la oxidacidon de compuestos de azufre disminuyendo la formacion de sulfato (Kim y Son, 2000; Oh et

al., 2002).

4.4 COMPUESTOS DE AZUFRE

Esta corresponde a la parte mds compleja de la investigacidn, ya que a diferencia del nitrato que es degradado
por ambos tipos de bacterias (autotrofas y heterétrofas), el azufre es utilizado como sustrato solo por las
autétrofas que no tienen la misma capacidad de adaptabilidad que las heterétrofas. Como se menciond

anteriormente, la fuente de azufre contenida en el agua residual sintética corresponde a tiosulfato (S,0s72), el
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cual actia como donador de electrones en la DA para obtener como producto sulfato (SO42). Ambos

pardmetros, tanto el tiosulfato como el sulfato, fueron medidos en el afluente y efluente.

La Figura 16 muestra los porcentajes de remocidn de tiosulfato obtenidos durante toda la operacién del UAF
con respecto a las variaciones de la relacién S/N. La operacién del reactor comenzé con una razén S/N [g/g]
de 4,6 que corresponde a un 60% en exceso de azufre, razon dptima encontrada por Muioz (2015) y utilizada
durante la puesta en marcha (Moraga, 2016). Con esta relacidon se obtuvo un promedio de remocion de
tiosulfato de 23% con una alimentacién de 1.174,41 [mg S;0s%/L] y una concentracién promedio en el

efluente de 901 [mg S,03%/L], alcanzando un méaximo de 50,37% de remocidn.
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Figura 16: Remocion de tiosulfato con respecto a la variacion de la VCN y la razén S/N durante la operacion del reactor

Luego se realizaron variaciones de la razén S/N con el objetivo de mejorar la remocion de tiosulfato. Estudios
anteriores indican que la relacion éptima para llevar a cabo la desnitrificacion autdtrofa a partir de nitrato es
cercana a la estequiometria (Cardoso et al., 2006), la que corresponde a 2,9 [g S/g N], mientras que otros
estudios muestran que cuanto la relacién S/N es mayor a la estequiométrica la conversidn a sulfato decae
debido a la formacion de compuestos de azufre menos oxidados como el azufre elemental o el sulfito (An et
al., 2010). Por otro lado, Aguirre (2014) quien trabajé con razones inferiores a la estequiométrica alcanzo un
remocién maxima de 32,5% de tiosulfato, mientras que Peirano (2016) propone como 6ptimo para la

desnitrificacion simultanea el rango entre 3,7 y 4,1 [g S/g N] (C/N=1,05 y H/A=0,37).
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Por lo tanto, se realizan dos modificaciones disminuyendo el porcentaje en exceso de azufre a 35% y 20% a
una VCN constante de 0,6 [kg N-NOs/m3/d] entre los dias 29 y 105 de operacidn, siempre trabajando sobre
la razén estequiométrica. El resumen de los cambios realizados y los resultados obtenidos se encuentra en la

Tabla 18.

Tabla 18: Remocion de tiosulfato y generacion de sulfato para las diferentes razones S/N estudiadas

DIAS DE RAZON % EXCESO % REMOCION S05 CONCENTRACION SO [mg/L]
OPERACION S/N AZUFRE Promedio Méxima | Promedio Maxima
29-60 4,6 60% 24,28% 46,60% 900,126 2.082,284
61 -86 3,9 35% 27,21% 59,92% 784,896 2.299,052
87 -105 3,4 20% 27,25% 61,71% 923,742 2.446,392

La razdn a la cual se obtuvieron mejores resultados para esta VCN corresponde a la con menor porcentaje en
exceso, 3,4 [g S/s N], con un promedio de 27% y alcanzando una remocion maxima de 61,71%. Se continda
operando con esta relacion S/N constante y se comienza a aumentar la VCN nuevamente, alcanzando la

remocién maxima de tiosulfato a VCN 1,1 [kg N-NOs/m3/d] con un 66,15%.

A pesar del aumento experimentado, el promedio de remocién de S,052 se mantiene bajo con un 28%, esto
se puede deber a la alta relacién C/N utilizada (C/N=3,0), porque cuando existe exceso de acetato las bacterias
desnitrificantes heterdtrofas tienden a dominar a las autétrofas (Chen et al., 2008). El crecimiento equilibrado
de ambos grupos de bacterias en el reactor no es facil de mantener, debido a las tasas de crecimiento muy

diferentes (Show et al., 2013).

Por otra parte, el sulfato es un producto esperado del proceso y las concentraciones obtenidas durante la

operacion del reactor se indican en la Figura 17.

Las mediciones al igual que las de tiosulfato son bastante variables, con un promedio de 714 [mg SO4%/L] y
un maximo de 2.446,392 [mg SO4%/L], que corresponden a 238 [mg S-SO4%/L] y 816,483 [mg S-SOs%/L]
respectivamente. Pero a pesar de esto en la Tabla 18 se observa que la razén S/N 3,4 no solo presenta los
valores mas elevados para la remocidn de tiosulfato, sino también lo mds elevados en la generacion de

sulfato, lo que coincide con la tendencia esperada.

Se ha reportado la inhibicidn parcial de las BDA a concentraciones de 500 [mg S-SO4%/L] (Campos et al., 2009),
valor que es superado en algunas ocasiones durante la operacidn, sin embargo no se percibe el efecto en Ia

remocion de nitrato.
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Figura 17: Concentracidn de SO42 y S-SO42 en [mg/L] en el efluente con respecto a la razén S/N durante la operacion
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La operacidn continua del reactor UAF bajo condiciones andxicas y utilizando Ril sintético se logré realizar con
éxito durante 147 dias, manteniendo una temperatura y pH adecuados. Se corrobord experimentalmente
gue existen condiciones que permiten la coexistencia de microorganismos desnitrificantes autétrofos y

heterdtrofos, permitiendo llevar a cabo la desnitrificacién simultanea en el reactor.

Este tipo de reactores con biomasa adherida son relativamente sencillos de mantener y la zeolita chilena
resultd ser un buen soporte microbiano, ya que su estructura porosa permite una buena adherencia de las

bacterias permitiendo alcanzar altas velocidades de carga nitrogenada.

Se logro la remocidn conjunta de los compuestos deseados con un maximo de remocidn de nitrato de 99,69%
a VCN 0,4 [kg N-NOs/m3/d], de acetato de 94,39% a VCN 0,6 [kg N-NOs/m3/d] y de tiosulfato de 66,15% a VCN
1,1 [kg N-NOs/m3/d].

La remocidn de nitrato se mantuvo alta durante toda la operacidn, con un promedio de 94%. Ademas, se
obtuvieron buenas remociones a altas cargas nitrogenadas y bajos tiempos de residencia, alcanzando un 89%
de remocién de nitrato a VCN de 2,0 [kg N-NOs/m3/d] (méxima VCN operada) y TRH de 1,25 [h], lo que

representa una tecnologia estable.

La remocion de tiosulfato se mantuvo baja con un promedio de 28%, por lo que merece especial atencién. Se
modificé la razén S/N a VCN constante de 0,6 [kg N-NOs/m?3/d], obteniendo mejores resultados a medida que
se disminuia el porcentaje en exceso. La mayor remocidn de tiosulfato y mayor produccién de sulfato se

obtuvieron para una razén S/N de 3,4 [g S/g N], 20% en exceso de S.

La VCN recomendada para la remocién conjunta de estos tres compuestos de acuerdo a los datos obtenidos
es de 0,6 [kg N-NOs/m3/d], a la cual se alcanzaron remociones de 98,99% para el nitrato, 94,39% para el

acetato y 61,71% para el tiosulfato.

Por lo tanto, se puede concluir que las condiciones proporcionadas en el reactor hacen posible la coexistencia
de ambos tipos de microorganismos, convirtiéndola en una opcidn viable para el tratamiento de Riles con
nitrato, tiosulfato y acetato. Pero inevitablemente unas bacterias se ven mas favorecidos que otras y en este

caso la desnitrificacién simultanea se llevd a cabo mayormente via desnitrificacion heterdtrofa que autotrofa.
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5.2 Recomendaciones

De acuerdo a lo observado durante el estudio y a los resultados obtenidos se realizan las siguientes

recomendaciones para futuras investigaciones:

v" Realizar mediciones en el efluente de productos intermediarios de las reacciones de nitrato y
tiosulfato para poder realizar los balances correspondientes.

v" Revisar y modificar el disefio del reactor para poder efectuar la toma de muestras gaseosas, ya que
por problemas de presion al intentar sacar muestras para el analisis del gas con bolsas Tedlar estas
se llenaban con agua.

v" Continuar con el método de medicidn de acetato que resulta mas certero y realizar mediciones de
DQO soluble en lugar de total, ya que a medida que el caudal aumenta arrastra materia orgdnica que
interfiere en las mediciones.

v" Cambiar de método o bien mejorar la técnica utilizada para la medicidn de tiosulfato, dado que los
valores obtenidos son muy variables y sujetos a errores de medicién, lo que puede afectar la
representatividad de los datos.

v Buscar una nueva VCN dptima para la remocién de nitrato a una razén S/N con menor exceso de
azufre y mas cercana a la estequiométrica, comenzando por la éptima encontrada en la presente
investigacion: 3,4 [g S/s N].

v Buscar una relacién C/N menor a 3,0 que permita el equilibrio entre las bacterias autétrofas y
heterdtrofas, para asi aumentar la remocidn de azufre sin perjudicar la de materia organica. O bien,

cambiar la razén H/A aumentando la cantidad de bacterias autétrofas.
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ANEXOS

A. CURVA CALIBRACION BOMBA DE ALIMENTACION

Caudal vs RPM
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Figura 18: Curva de calibracion de la bomba de alimentacion

B. NITRATO: ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
(APHA, 2012; Rivera y Barahona, 2016)

El nitrato presente tanto en la alimentacion como en el efluente fue determinado mediante el
espectrofotdmetro presente en el laboratorio, mediante el cual se mide su absorbancia con luz ultravioleta.
La longitud de onda utilizada para determinar el nitrato en aguas que presentan baja carga orgdnica es de
220 nm, ya que la materia orgdnica no absorbe a esa magnitud, luego ese valor es corregido por otra medicion
a 275 nm, dado que a esa longitud absorbe solo la materia orgdnica y no el nitrato. En este caso se realizé una
pequefia modificacion de acuerdo a lo descrito por la metodologia estdndar, registrdandose a 205 nm en

vez de a 220 nm, para evitar las interferencias del tiosulfato.

A 50 ml de muestra se le agrega 1 mL de acido clorhidrico 1 N para eliminar posibles interferencias, se mezcla
y se mide en celdas de cuarzo frente a un blanco, el cual es preparado solo con agua destilada y HCI. La curva
de calibracion verifica la ley de Lambert-Beer hasta 1 [mg N/L]. Por lo tanto, para que las muestras se
encuentren dentro de la curva fue necesario considerar diluciones, correspondientes a 0,1:50 para la

alimentacién y 1:50 para el efluente.
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Equipos v materiales:

- Espectrofotémetro UV-VIS.
- Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso éptico.

- Material de uso comun en laboratorio.

Reactivos:
- Agua destilada o desionizada (exenta de nitrato).
- Acido Clorhidrico (HCI) 1 N.
- Solucién patrén NO5™ (1000 mg/L) o Nitrato de Potasio (KNO)

Curva de calibracion:

Para realizar la curva de calibracién del espectrofotometro para el nitrato es necesario preparar una solucion
stock de nitratos. Se pipetea 1 mL de la solucién patréon de NOs y se afora a 100 mL, si no se cuenta con
solucidn patrén se debe secar nitrato de potasio (KNOs) en el horno a 105°C durante 24 horas, luego se

disuelven 0,7218 g en agua y se diluye a 1 L (concentracidén = 10 mg/L).

A continuacién, se toman 100 mL de la solucidn anterior y se diluyen a 1 L de agua destilada para obtener la
solucién intermedia de nitratos. Finalmente, mediante volimenes conocidos de esta solucion se preparan los
estandares de calibrado en un rango de 0 a 7 [mg N-NO37/L] y se miden en el espectrofotdmetro frente a un

blanco al igual que las muestras (1 mL=100 microgramos N-NOs’).

Se recomienda el andlisis de inmediato de las muestras, de lo contrario congelar no mas de 4 dias.

C. NITRITO: ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
(APHA, 2012; Rivera y Barahona, 2016)

El nitrito presente en la descarga fue determinado mediante el espectrofotémetro presente en el laboratorio,
mediante el cual se mide su absorbancia. Se fundamenta en base a la formacidn de un colorante azo purpura
rojizo, el cual se produce en un pH acido por acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con N-(1-Naftil)-

etilendiamina dihidriclorada (diclorhidrato de NED).

El rango de aplicacion de este método va desde los 10 a 1000 [pg/L] y la longitud adecuada para su

determinacion es a 543 nm.
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A 50 mL de muestra se le agregan 2 mL de reactivo de color (reactivo de NED), se mezcla y se deja actuar por
10 minutos. Luego se mide en celdas de 1 cm de paso dptico frente a un blanco, el cual es preparado
reemplazando la muestra por agua destilada. El sistema de color obedece la ley de Lambert-Beer hasta 180
[ug/L]. Por lo tanto, para que las muestras se encuentren dentro de la curva es necesario considerar

diluciones, en este caso 3:25.

Equipos v materiales:

- Espectrofotometro UV-VIS.
- Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso éptico.

- Material de uso comun en laboratorio.

Reactivos:
- Agua destilada o desionizada (exenta de nitrito).
- Acido fosférico (H3PO4)
- Sulfanilamida
- Permanganato de potasio (KMnQ,)
- N-(1-Naftil)- etilendiamina dihidriclorada

- Solucién patrén NOy

Preparacion del reactivo:

Para la preparacion del reactivo de color se disuelven 100 mL de acido fosférico al 85% en 800 mL de agua
destilada y se agregan 10 gramos de sulfanilamida, una vez disuelto completamente se agrega 1 g de N-(1-

Naftil)-etilendiamina dihidriclorada y se afora a 1 litro.

Curva de calibracion:

Para realizar la curva de calibracién del espectrofotdmetro para el nitrito es necesario preparar una solucién
stock de nitrito, para la cual se pipetean 0,1 mL de la solucién patrén de NO, (1000 mg/L) y se aforran a 500
mL, con lo que se obtiene una solucién con concentracién de 200 [pug/L] (preparar en el momento). En caso
de no contar con solucidn patrén, se disuelven 1,232 g de NaNO; (1 mL=250 ug), previamente secado a 105°C
por una hora, al menos y después 20 minutos en desecador y ser retrovalorado con permanganato de potasio.

Aforar a 1000 mL.

Se recomienda analizar dentro de un plazo maximo de 48 horas para prevenir la conversién bacterial de nitrito

a nitrato, refrigerada a 4°C, de lo contrario congelar no mas allad de 1-2 dias.
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D. DQO: ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS / VOLUMETRIA POR REFLUJO CERRADO
(APHA, 2012; Rivera y Barahona, 2016)

La demanda quimica de oxigeno (DQO) se define como la cantidad de un oxidante especifico que reacciona
con la muestra bajo condiciones controladas, esta cantidad se expresa en términos de su equivalencia en

oxigeno.

El procedimiento consiste en agregar en un tubo de DQO 1,5 mL de solucidon digestora y posteriormente 3,5
mL de solucidn catalitica, la cual debe ser agregada cuidadosamente por las paredes del tubo para evitar su
mezcla y lograr observar la separacién de fases. Luego se agregan 2,5 mL de muestra, en este caso se utilizé
una dilucién de 2:50 tanto para la alimentacidn como para la descarga, ya que para valores de DQO sobre 900
ppm es necesario la dilucion de la muestra. Ademas, se realizan blancos para compararlos con los tubos
digeridos, a los cuales en vez de muestra se les agrega 2,5 mL de agua destilada. Se sellan los tubos con teflén,
se cierran herméticamente con las tapas, se agitany se colocan en un digestor previamente calentado a 150°C
por 2 horas, transcurrido ese tiempo se dejan enfriar a temperatura ambiente. Para la DQO soluble es el

mismo procedimiento, pero se debe filtrar la muestra previamente.

Por sus propiedades quimicas, el oxidante utilizado es dicromato. Cuando una muestra es digerida, el ion
dicromato oxida la materia organica presente en la muestra, esto resulta en un cambio del cromo en estado

hexavalente (Cr*®) a un estado trivalente (Cr*3).

Para la conservacién y almacenamiento de las muestras si aun no se ha realizado la digestion se recomienda
refrigerar la muestra previa acidificacion con unas gotas de acido sulfurico concentrado (duracién maxima de
5 dias entre 2 a 5°C), de lo contrario congelar sin acidificar. Para el caso en que se haya realizado la digestién

se puede mantener refrigerada hasta un maximo de 4 semanas.

Solucion digestora:

Se disuelven en 500 mL de agua destilada: 10,216 g de dicromato de potasio (K,Cr,07) previamente secado
por 2 horas a 105°C, 167 mL de 4cido sulfurico concentrado y 33,3 g de sulfato de mercurio (HgSO4). Dejar

enfriar y aforar.

Solucidn catalitica:

Se disuelven en 1 L de 4cido sulfurico 10,7 g de sulfato de plata (AgS0.,), agitar por 48 horas.
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D.1. Espectrofotometria UV-VIS (Rivera y Barahona, 2016)

Equipos vy materiales:

- Tubos digestores.

- Digestor (150°C)

- Espectrofotémetro UV-VIS.

- Celdas plasticas de 1 cm de paso 6ptico.

- Material de uso comun en laboratorio.

Reactivos:
- Agua destilada o desionizada (exenta de nitrito).
- Solucidn catalitica.

- Solucién digestora.

Se prepara una solucidn patrén de DQO, para lo cual se disuelven 0,1 g de Ftalato acido de potasio ligeramente
aplastado y secado a 105°C hasta peso constante. Esta solucién tiene una concentracién de 1176 mg DQO
aproximadamente, con lo que se calculan los volimenes de solucién patrén y se realiza la preparacién de los

tubos y digestion como se menciond anteriormente.

Luego se realiza la medicidn espectrofotométrica a 605 nm, traspasando cuidadosamente el contenido de los
tubos a las celdas y contrastando con el blanco correspondiente. Muestras y estandares se tratan de la misma

manera. Medir a temperatura ambiente.

D.2. DQO: Volumetria por reflujo cerrado (APHA, 2012)

Equipos vy materiales:

- Tubos digestores.

- Digestor (150°C)

- Bureta graduada 50 mL.

- Matraces Erlenmeyer de 50 mL.

- Material de uso comun en laboratorio.
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Reactivos:
- Agua destilada o desionizada (exenta de nitrito).
- Solucién catalitica.
- Solucién digestora.
- Ferroina (indicador).

- Sulfato de hierro Il y amonio (FAS)

Preparacion reactivos:

Para la solucién de sulfato ferroso amoniacal (FAS) 0,0250 N se disuelven 9,8 g de Fe(NH4),-6H,0 en 500 mL
de agua destilada, afiadir cuidadosamente 20 mL de H,SO,4 concentrado. Dejar enfriar y aforar a 1 L. Esta
solucidn debe ser valorada con solucién patrén de dicromato de potasio (K,Cr,05).

Luego para la solucién de ferroina (indicador) se disuelven 1,486 g de sulfato de fierro heptahidratado

(FeS04-7H,0) en 50 mL de agua destilada. Aforar a 100 mL.

Para medir se traspasa el contenido de los tubos a temperatura ambiente cuantitativamente a matraces
Erlenmeyer de 50 mL enjuagando los tubos con pequefias porciones de agua destilada. Se agrega al matraz
una gota de indicador ferroina y se valora con FAS 0,0250 N hasta el viraje del indicador a rojo. Realizar el

mismo procedimiento para los blancos.

Valoracién FAS:
Se pipetean 10 mL de la solucién patrén de dicromato 0,0250 N, se agregan 3 mL de H,SO,, una gota del

indicador y se titula de la misma manera que los anteriores. Anotar el gasto y calcular segun lo siguiente:

10- Npatrén dicromato

Npas =
VEas

Finalmente,

@] _ (Vblanco - Vmuestra) 8000 - Npys - FD
L

DQO [ o
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E. TIOSULFATO: TITULACION YODOMETRICA
(Harris, 2007; Rivera y Barahona, 2016)

La determinacidn del tiosulfato presente tanto en la alimentacién como en la descarga se realiz6 por
yodometria (valoracién oxido-reduccién). Este corresponde a un método volumétrico indirecto en que se
determina los oxidantes al hacerlos reaccionar con un exceso de iones de ioduro, con lo cual se cuantifica el

iodo liberado con un reductor estdndar, como lo es el tiosulfato de sodio.

La muestra previamente filtrada en el caso de la descarga, se coloca en un matraz Erlenmeyer y se titula con
una solucién de yodo 0,1 N hasta percibir un cambio de incoloro a amarillo. Posteriormente se agregan 3
gotas de la solucién de almiddn y se valora con tiosulfato de sodio 0,1 N hasta que varie a incoloro

nuevamente. Lo ultimo para eliminar el exceso de yodo.

Equipos vy materiales:

- Buretas de 30 mL para iodo y tiosulfato.
- Matraces Erlenmeyer de 50 mL.

- Material de uso comun en laboratorio.

Reactivos:
- Agua destilada o desionizada.
- Tiosulfato de Sodio pentahidratado 0,1 N (Nax S; Os: 5H,0).
- Cloroformo (CHCIs).
- Yoduro de Potasio 10% (KI).
- Yodato de Potasio 0,1 N (KIOs).
- Soluciényodo 0,1 N.

- Solucién almidon al 1%.

Solucidn tiosulfato de sodio (Na;S,0s - 5H,0):

Se pesa en la balanza 25 g de Na;S;03-5H,0 y se transfieren a una botella dmbar de 1 L mediante embudo
utilizando agua recién hervida y enfriada. Se agregan 10 gotas de cloroformo y se lleva a volumen, se

homogeniza y se deja reposar un par de dias para su posterior estandarizacion.

Solucidon yodo 0,1 N:

Se pesan 20 g de yoduro libre de yodato en 30-40 mL de agua destilada en matraz aforado de 1 L con tapa

esmerilada. Luego e pesan en la balanza 12,7 g de yodo resublimado sobre vidrio reloj y se traspasa
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cuantitativamente al matraz de aforo. Se tapa y se deja en agitacién hasta que el yodo se haya disuelto, se

deja en reposo por 20 minutos y se lleva a aforo. Conservar en lugar frio y oscuro.

Soluciéon almiddn:

Se realiza una pasta con 1 g de almiddn soluble y una pequefia cantidad de agua y se agrega con buena
agitacién, 100 mL de agua a ebullicion y se hierve durante un minuto. Se deja enfriar y se agregan 3 g de

yoduro de potasio.

Para efectos de calculo, conociendo el volumen de iodo agregado a la muestra se tienen los moles totales de
iodo y al saber el iodo consumido por la solucion de tiosulfatos como patrdn primario se calculan los milimoles
totales consumidos por la solucidon estandar. Al restar ambas cantidades se obtienen los milimoles

consumidos por la muestra, de acuerdo con la siguiente relacién:

1 [ml] 12 = 0,1581 [g] Na25203 " 5H20

m V V. -2 M -2 PM —2
5203_2 _g] = << L MIZ) —< 520 ~ . _ 520 >> 5203 ~ .. 108

L 1000 1000 2 Vi

Donde, V corresponde a volumen en [ml], M a molaridad [mol/L] (que en este caso corresponde a la mitad
de la normalidad) y PM a peso molecular de los compuestos respectivos, ademas Vu es el volumen de la

muestra.

Se recomienda que su almacenamiento refrigerado (4°C) no debe extenderse por mas de 2 dias, de lo

contrario congelar por no mas de 1 semana.

F. SULFATO: ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
(APHA, 2012; Rivera y Barahona, 2016)

El sulfato presente en las muestras fue determinado mediante el espectrofotémetro presente en el
laboratorio, mediante el cual se mide su absorbancia. El ion sulfato precipita en medio acido con cloruro de
bario formando cristales de sulfato de bario de tamafio uniforme, cantidad que es proporcional a la

concentracién de sulfatos presentes en la muestra.

El rango de aplicacion de este método es hasta 40 [mg/L] y la longitud adecuada para su determinacién es a
420 nm, en caso de presentar una concentracion mayor es necesario diluir. En este caso se realizaron

diluciones de 1:50 tanto para la alimentaciéon como para el efluente.
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Los 50 mL de muestra ya diluida se transfieren a vasos precipitados de 100 mL, se adicionan 2,5 mL de solucidn
acondicionadora y se agitan mediante varilla de vidrio. Luego se adiciona una punta de espatula de cristales
de cloruro de bario y se agita nuevamente hasta la completa disolucién de los cristales. Una vez disueltos se
miden en el espectrofotémetro frente a un blanco, teniendo en cuenta que una medida critica de este método
es que debe ser leido antes de 5 minutos. La solucién acondicionadora de sulfato proporciona un método de
suspensidn para los iones sulfatos al ser leidos en el espectrofotdmetro, de no usarla precipitaria todo el

analito al momento de la adicion del cloruro de bario.

Equipos y Materiales:

- Espectrofotometro UV-VIS.
- Celdas plasticas de paso éptico 1 cm.

- Material comun de vidrio de uso en laboratorio.

Reactivos vy soluciones:

- Solucién trazable de sulfatos
- Cloruro de bario di hidratado

- Solucién acondicionadora para sulfato

Solucidn acondicionadora:

La preparacion debe ser en orden, agregando: 300 mL de agua destilada, 30 mL de HCl concentrado, 100 mL
de alcohol isopropilico y 75 g de NaCl. Finalmente agregar 50 mL de glicerol medidos en probeta, mezclar

todo y llevar a volumen final 500 mL con agua destilada.

Curva de calibracidn:

Para realizar la curva de calibracién del espectrofotdmetro para el sulfato se utilizé el método de adiciones
estandar, en el cual se agregan voliumenes crecientes de solucién trazable de sulfatos mediante bureta a

matraces aforados de 100 mL para obtener al menos seis calibraciones entre los 0 y 40 mg/L.

No es necesario realizar una curva de calibracién cada vez que se mide, basta con comprobar la validez de la
existente. Para esto se prepara un patron de 20 mg/L de la solucion trazable de sulfatos y se lee como muestra

normal, si el resultado presenta una desviacién menor o igual al 10% se considera que la curva es valida.

Dado que ciertas bacterias pueden reducir el sulfato a sulfuro, especialmente en muestras contaminadas, se

recomienda almacenar refrigerado a 6°C por un periodo maximo de 28 dias.
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G. ACETATO: CROMATOGRAFIA DE SUPRESION IONICA

Condiciones de operacion:

- Equipo: Cromatdgrafo Liquido (Marca Agilent Technologies, modelo 1100).
- Columna: Zorbax SB-Aq 4.6 mm ID x 150 mm (5 um)

- Fase Movil: 1% ACN/99% [mM)] NaHPO, (pH=2.0)

- Flujo: 1 [mL/min]

- Temperatura columna: 35°C

- Detector: UV (210 nm)

Para la determinacidn de acido acético deben ser filtrados alrededor de 7 mL de muestra a través de una
membrana de 0,45 um mediante la ayuda de una jeringa (filtro tipo pirinola) y luego ser ultracongeladas para
su posterior andlisis. Cabe destacar, que este procedimiento debe realizarse el mismo dia en que es tomada
la muestra, una vez congelada se almacenan varias muestras para su medicion, en la cual se utiliza una

columna Zorbax SB-Aq y un sistema de deteccion de diodo.

H. PH: POTENCIOMETRIA
(APHA, 2012)

Equipos y Materiales:

- pH Thermo Scientific Orion 370® LogR Meter

- Material comun de vidrio de uso en laboratorio.

Reactivos vy soluciones:

- Soluciones calibracion buffer pH 4, 7 y 10.

- Agua destilada o desionizada.

Primero debe realizarse la calibracién del pH-metro para los valores de los buffers, para lo cual se destapa el
electrodo, se enjuaga, se seca y se introduce en la solucion de calibracion de interés. Repetir el mismo
procedimiento con el siguiente buffer. Una vez listo sumergir el electrodo en la muestra de interés y esperar

a que se estabilice la medicién.
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