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Resumen

La alta concentracién de nitrogeno en aguas residuales representa un problema ambiental
significativo con impactos adversos en los ecosistemas acuaticos y la salud humana,
especialmente en un contexto de cambio climatico y sequias. Para abordar esta
problematica, se investigaron los procesos de remocién de nitrégeno, destacando la
importancia de la desnitrificacion mixotrofica. Este proceso ofrece ventajas como alta
eficiencia en la remocion de nitrégeno, asi como la capacidad de eliminar materia organica
y compuestos azufrados, resolviendo las desventajas de los procesos de desnitrificacion
autotrofa y heterotrofa por separado.

El proposito de esta memoria, enmarcada dentro del proyecto Fondecyt N°1201258, es la
implementacion y puesta en marcha de un sistema de desnitrificacion mixotrofica en un
filtro anaerobio de flujo ascendente (UAF) disefiado para tratar aguas residuales con
presencia de nitrdgeno, azufre y materia organica.

Para ello, se realiz6 el montaje de dos reactores UAF de un volumen total de 800 mL, en
donde se inocularon biomasas desnitrificantes autotrofas y heterétrofas previamente
enriquecidas por separado en reactores SBR de 3L, y luego se alimentaron con un sustrato
sintético que contenia nitrato, acetato y tiosulfato, con una relacion C/N de 2,62 mol/mol y
S/N de 2,85 mol/mol. La puesta en marcha de los reactores UAF se dividié en dos etapas;
primero en formato fed batch para la adherencia microbiana y luego en operacién continua
hasta la estabilizacion, la cual se logra obteniendo un porcentaje de remocion de nitrato
superior al 90% estable por al menos 3 tiempos de residencia hidraulicos (TRH).

El enriquecimiento desnitrificante heterétrofo se operd por 111 dias, con una relacion de
C/N de 2,62 mol/mol, en donde se alcanz6 un maximo de remocién de nitrato de 87,11% y
un maximo de remocién de materia organica de 98,43%.

Los reactores UAF se operaron por 114 dias, donde el primer reactor logré una remocion
méaxima de nitrato del 99,78% para una velocidad de carga nitrogenada (VCN) de 0,046
kgN/(m?3-d), asi como una remocidon maxima de tiosulfato del 98,99% y acetato de 100%.
El segundo reactor alcanzd una remocion maxima de nitrato del 95,38% para la misma
VCN, una remocion maxima de tiosulfato del 47,54% y una remocién maxima de acetato
del 100%.



La competencia entre las biomasas autétrofa y heterdtrofa se analiz6 mediante la
participacion relativa en la desnitrificacion mixotrofica, la cual fue calculada bajo el
supuesto de que el sulfato se producia Unicamente a partir de la desnitrificacion autotrofa,
dando como resultado la cantidad de nitrato removido por ambas biomasas por separado.
Se establecié como criterio que el rango de 40% a 60% era indicio de equilibrio en la
desnitrificacion. En el primer reactor, la participacion promedio en la desnitrificacion de la
biomasa autotrofa y heterotrofa fue de 45,75% y 54,25%, lo que indic6 un buen equilibrio
segun el criterio dado. En el segundo reactor, la participacion promedio fue de 23,4% y
76,6% de la biomasa autotrofa y heterétrofa, respectivamente, lo cual indicé mayor
dominancia de esta ultima, lo que sugirio que la alimentacion no fue 6ptima para favorecer
la biomasa autotrofa, por lo que la recomendacion que nace es de aumentar la relacion S/N
durante la etapa de operacion para potenciar la desnitrificacion autétrofa.

Ambos reactores completaron la puesta en marcha, ya que lograron una desnitrificacion
completa de manera estable, aunque el segundo reactor presentd problemas de fuga que
alteraron sus resultados.

En conclusion, la implementacion de un reactor de desnitrificacion mixotréfica demostro
ser efectiva para reducir los niveles de nitrégeno en las aguas residuales, lo que contribuye
a mejorar la calidad del agua y a mitigar los impactos ambientales negativos asociados con

la contaminacidn por nitrégeno.
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CAPITULO 1

1. Introduccion

El cambio climético es un problema mundial que ha adquirido cada vez mas relevancia en las
Gltimas décadas. Este fendmeno ha sido atribuido principalmente a la actividad humana al
aumentar los gases de efecto invernadero y ha provocado una serie de impactos en diversos
ecosistemas y en la vida de las personas (Kant, 2020). En particular, se ha observado un
aumento en la frecuencia y magnitud de eventos climaticos extremos, como sequias,
inundaciones y tormentas, que han generado pérdidas econdmicas y sociales significativas
(Hartley y Tandon, 2022).

A pesar de que se han propuesto medidas para mitigar y adaptarse al cambio climatico, su
implementacién ha sido limitada y no ha logrado frenar el aumento de las emisiones de gases
de efecto invernadero (Sachs et al., 2019). Ademas, la percepcion y comprension del cambio
climatico varian significativamente entre las personas y los grupos sociales, lo que dificulta la

toma de decisiones y la implementacion de politicas efectivas (Creutzig et al., 2023).

Ademas, el deterioro de la calidad del agua se ha convertido en un problema ambiental y
socioecondémico global que afecta especialmente a zonas de escasos recursos. A nivel mundial,
el acceso al agua potable es limitado y se calcula que alrededor de 1.200 millones de personas
consumen agua contaminada (IPCC, 2018). Ademas, la extraccion del agua dulce a una
velocidad mayor que la velocidad de reposicion ha generado una necesidad imperiosa de tratar
y reutilizar las aguas residuales (Reddy et al., 2023).

Entre los principales contaminantes del agua se encuentra el nitrégeno, cuyo ciclo natural se
ha visto alterado por la actividad humana (IPCC, 2018). La acumulacién de compuestos
nitrogenados en las aguas puede provocar toxicidad para la fauna acuética, disminucion del
oxigeno disuelto y disminucion del pH. Por ello, la reduccion del contenido de nitrogeno se ha
convertido en uno de los objetivos principales del tratamiento de aguas, especialmente en

paises europeos (Sarrazin et al., 2023).



En este contexto, la presente memoria, enmarcada en el Fondecyt N°1201258 “Development
of advanced biotechnological processes for the removal of ammoniacal nitrogen in the
presence of sulfur and organic matter, by using chilean natural zeolites”, se enfoca en la puesta
en marcha de un reactor UAF para la desnitrificacion autétrofa-heterétrofa simultanea. Para
ello, se llevara a cabo una alimentacion sintética en un reactor SBR para el enriquecimiento de
dichos microorganismos a partir de un inéculo proveniente de una laguna anaerobia que trata
purines de cerdo y se operara con una alimentacién fed batch del reactor UAF hasta lograr la
adherencia celular, para posteriormente operar en alimentacién continua hasta estabilizar. Los
resultados de este estudio seran de gran relevancia para la optimizacion de la desnitrificacion
autétrofa-heterotrofa simultanea en sistemas de tratamiento de aguas residuales y contribuiran

a la basqueda de soluciones sostenibles a la problematica de la contaminacion del agua.

1.1.  Objetivo general

Realizar la puesta en marcha de dos reactores UAF para desnitrificacion a partir de lodos

autotrofos y heterétrofos previamente enriquecidos.
1.2.  Objetivos especificos

e Enriquecer los microorganismos desnitrificantes heter6trofos mediante una
alimentacion sintética que contiene nitrato y acetato como sustratos en un reactor
SBR.

e Operar con alimentacion fed batch el reactor UAF para lograr la adherencia celular y
el enriquecimiento en el lecho fijo.

e Operar en forma continua el reactor UAF hasta lograr su estabilidad, evaluando las
concentraciones de materia organica, compuestos de nitrogeno y azufre, como
también la participacion de las biomasas autétrofas y heterotrofas en la

desnitrificacion.



CAPITULO 2
2. Marco teérico

2.1.  Ciclo del nitrogeno

El ciclo del nitrégeno es un proceso natural en el que los compuestos de nitrégeno son

transformados y reciclados en diferentes formas en los ecosistemas terrestres y acuaticos. Es

un proceso esencial para la vida en la Tierra, ya que el nitrogeno es un elemento vital para la

sintesis de proteinas y el crecimiento de las plantas (Figura 1).
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Figura 1. El ciclo del Nitr6geno. Fuente: (Garrido, 2014)

El ciclo del nitrdgeno se compone de cinco etapas principales, que son la fijacion, la

nitrificacion, la desnitrificacion, la asimilacion y la mineralizacion. A continuacion, se

describen cada una de estas etapas.



2.1.1. Etapas del ciclo del nitr6geno

La fijacion del nitrégeno es la primera etapa del ciclo del nitrégeno y es el proceso por el
cual el nitrogeno atmosférico (N2) es transformado en compuestos nitrogenados maés
accesibles para las plantas. Este fendmeno es llevado a cabo por ciertos microorganismos
que tienen la capacidad de convertir el nitrdgeno gaseoso en amoniaco (NH3) o en iones de
amonio (NH4"), formas mas facilmente absorbibles por las plantas. La fijacion del nitrégeno
puede ser llevada a cabo por bacterias simbidticas que viven en las raices de las plantas

leguminosas o por bacterias libres en el suelo y en el agua (Du et al., 2021).

La nitrificacion es la segunda etapa del ciclo del nitrégeno y es el proceso por el cual los
compuestos de nitrdgeno son transformados en nitratos (NO3") a través de la actividad de
bacterias nitrificantes. La primera etapa de la nitrificacion es la oxidacion del amoniaco en
nitrito (NO2) por bacterias oxidantes de amoniaco, y la segunda etapa es la oxidacion del

nitrito a nitrato por bacterias oxidantes de nitrito (Cabrera, 2007).

La desnitrificacion es la tercera etapa del ciclo del nitrégeno y es el proceso por el cual los
nitratos son transformados en nitrégeno gaseoso por la actividad de bacterias desnitrificantes.
La desnitrificacion es un proceso importante para reducir el exceso de nitrogeno en los
ecosistemas acuaticos y terrestres, ya que el nitrégeno gaseoso es liberado a la atmosfera. La
desnitrificacion es llevada a cabo por bacterias desnitrificantes, que reducen los nitratos a gas
nitrégeno, lo que resulta en una disminucion de la disponibilidad de nitrgeno para las plantas
y otros organismos (Claros, 2012).

La asimilacién es la cuarta etapa del ciclo del nitrégeno y es el proceso por el cual los
compuestos de nitrogeno son absorbidos por las plantas y otros organismos para ser utilizados
en la sintesis de proteinas y otras moléculas organicas. Las plantas y otros organismos toman
el nitrogeno del suelo y del agua en forma de amonio, nitrato 0 como otros compuestos

nitrogenados (Pajares y Bohannan, 2016).

La mineralizacion es la ultima etapa del ciclo del nitrogeno y es el proceso por el cual los

compuestos nitrogenados organicos son descompuestos en amoniaco y otros compuestos



nitrogenados inorganicos por la actividad de microorganismos descomponedores. La
mineralizacion es importante para liberar el nitrégeno organico de los residuos de plantas y

animales y hacerlo disponible para ser utilizado por otros organismos (Cabrera, 2007).
2.2.  Ciclo del azufre

El ciclo del azufre es el proceso biogeoquimico por el cual el azufre es ciclicamente
transformado y reciclado en la biosfera, la litosfera, la atmosfera y los océanos. El azufre es
un elemento esencial para la vida, ya que es un componente fundamental de proteinas y otros
compuestos organicos, y también juega un papel importante en la formacion de compuestos

quimicos en la atmosfera.

El azufre puede presentarse de diversas maneras en la naturaleza, considerando sus distintos
estados de oxidacion. Estos van desde estados de oxidacion (+6) hasta (-2), y todos se pueden
reducir de forma bioldgica o quimica hasta su estado de oxidacion menor donde se encuentra
el sulfato (Espinosa et al., 2010). Se presentan en la Tabla 1 los estados de oxidacion mas

comunes;

Tabla 1. Los compuestos azufrados y sus diferentes estados de oxidacion. Fuente: (Fortt, 2014).

Estado de ,
L Compuesto y formula
oxidacion
-2 Sulfuros (S%)
-2 Azufres organicos (Sorg)

0 Azufre elemental (S°)

2 Tiosulfato (S203%)

4 Sulfitos (SOs%), Bisulfitos (HSO3")

6 Sulfato (SO4%), Tiosulfato atomo interno (S20s%)

En condicionas naturales, el ciclo del azufre se mantiene en equilibrio entre sus procesos
oxidativos y reductivos. En el primero los compuestos de azufre reducidos como los sulfuros,
azufre elemental y tiosulfato, cumplen la funcién de ser donantes de electrones de varias

bacterias fototroficas anaerdbicas. En el segundo los compuestos oxidados del azufre como



los sulfitos y sulfatos actan como receptores de electrones en las rutas metabdlicas de una

variedad de bacterias anaerdbicas (Janssen et al., 2007).
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Figura 2. El ciclo del Azufre. Fuente: (Espinosa et al., 2010)

2.2.1. Etapas del ciclo del azufre

La mineralizacién es la primera etapa del ciclo del azufre, por la cual los compuestos de
azufre organicos, como las proteinas y los aminoacidos, son descompuestos en compuestos
inorganicos, como el sulfato (S04%) y el sulfuro (S%), por la accién de microorganismos
descomponedores, como las bacterias sulfato-reductoras y las arqueas metandgenas (Cron et
al., 2019). La volatilizacion es la segunda etapa por la cual los compuestos de azufre son
liberados a la atmdsfera en forma de gas sulfhidrico (H2S), dioxido de azufre (SO.) y otros
compuestos volatiles mediante la accion de microorganismos y procesos quimicos. La
oxidacioén es la tercera etapa en donde los compuestos de azufre son transformados en
sulfatos por la accion de microorganismos oxidantes como las bacterias nitrificantes y las
arqueas oxidantes de azufre (Fike et al., 2015). Por ultimo, la reduccidn es el proceso por el
cual los sulfatos son reducidos a sulfuros por la accién de microorganismos reductores de

sulfato como las bacterias sulfato-reductoras (Wang et al., 2020)



2.3.  Ciclo del carbono

El ciclo del carbono es el proceso a través del cual el carbono se mueve a través de la biosfera,
la atmdsfera, los océanos y la geosfera (Bao, 2023). Este ciclo es fundamental para la vida y

afecta la concentracion de gases de efecto invernadero.

El ciclo bioldgico del carbono se compone de las siguientes fases principales: la fijacion, la
respiracion, la fotosintesis y la descomposicion. La fijacion es el proceso por el cual los
organismos convierten el didxido de carbono (CO2) en compuestos organicos a través de la
fotosintesis. La respiracion es la fase en la que los organismos liberan CO; a través del
proceso de oxidacién de compuestos organicos para obtener energia. La fotosintesis y la
respiracion son procesos opuestos, y juntos mantienen un equilibrio en el ciclo del carbono.
La descomposicion es la fase en la que los organismos descomponen la materia organica

muerta y liberan CO> al ambiente (Wang et al., 2022).
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Figura 3. El ciclo biol6gico del carbono. Fuente: (Maldona, 2020)

El ciclo geoldgico del carbono es un proceso mucho més lento que el ciclo bioldgico, y se
compone de las siguientes fases principales: la meteorizacion, la erosion, la sedimentacion,
la diagénesis y la subduccién. En la fase de meteorizacion, el carbono se libera de las rocas

a través de la disolucion y la oxidacion. En la fase de erosion, el carbono se mueve a través



del agua y el viento y se deposita en los océanos. En la fase de sedimentacion, el carbono se
deposita en los sedimentos geologicos y se convierte en roca sedimentaria. En la fase de
diagénesis, la materia organica se descompone y se convierte en petrdleo, gas y carbon. En
la fase de subduccidn, las placas tectdnicas se mueven y el carbono se vuelve a depositar en
la tierra (Liu y Zhang, 2023).
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Figura 4. El ciclo geolégico del carbono. Fuente: (Zita, 2022).



2.4. Laproblematica actual de descargas de nitrogeno y

azufre

La contaminacidn por nitrégeno en los cuerpos de agua se ha convertido en una preocupacion
global debido a su impacto negativo en la calidad del agua y el medio ambiente en general.
Los contaminantes de nitrégeno incluyen el amonio, nitrato y nitrito, que son producidos por
actividades humanas como la agricultura intensiva y la eliminacion de aguas residuales
(Torrento, 2010). En Chile, el uso intensivo de fertilizantes en la agricultura ha resultado en
la acumulacion de nitrégeno en el suelo, lo que a su vez ha aumentado la cantidad de

nitrégeno en los rios y lagos del pais (Meza, 2009).

El problema ocurre debido a que se descontrolan la relacion entre el carbono y el nitrégeno
en los cuerpos de agua. En aquellos que no estan alterados, los nutrientes limitan la
produccidn de algas y microorganismos acuaticos, en cambio con emisiones antropogénicas,
los cuerpos de agua se saturan en nutrientes provocando problemas como la eutrofizacion,

gue a su vez provoca una baja en el oxigeno disuelto del agua (Weigelhofer, 2018).

El nitrato también puede afectar a las reservas de agua potable, las altas concentraciones de
este pueden provocar problemas como la metahemoglobina, una condicion potencialmente
mortal en bebés, en donde la conversion de nitrato a nitrito genera el compuesto
metahemoglobina al unirse a la hemoglobina de la sangre, provocando cianosis debido a la
incapacidad de la sangre de transportar el oxigeno (Agarwal et al., 2019). Ademas, la
exposicion a nitratos puede generar en adultos problemas de salud como tumores cerebrales,
hipertension, cancer de estomago y trastornos nasofaringeos y tiroideos. En animales la

exposicion puede generar dolores abdominales y debilidad muscular (Singh, 2022).

Por otro lado, el ciclo del azufre también se ve alterado por actividades antropogénicas, como
actividades mineras, la industria petroquimica, plantas de celulosa y papel, fabricas textiles
y durante digestion anaerébica de materia organica (Jing et al., 2009; Oliveira et al., 2014;
Tang et al., 2010; Whaley-Martin et al., 2020).



El sulfuro de hidrégeno es un gas toxico para la salud, la exposicidn a este puede provocar
sintomas oculares, respiratorios hasta neurosicoldgicos(neurotoxicidad) (Simonton y King,
2013). El sulfato es un compuesto mucho menos nocivo que los sulfuros, pero aun asi en
grandes concentraciones en el agua potable puede generar malestares como la diarrea y
deshidratacion (Kumar et al., 2023).

2.5.  Procesos biologicos de remocion de nitrogeno

Dentro de los procesos utilizados para los tratamientos de agua residuales, los tratamientos
terciarios corresponden a aquellos buscan eliminar los excedentes de biomasa que dejan los
tratamientos secundarios, microorganismos patégenos, material recalcitrante y nutrientes,
entre ellos el nitrogeno, los cuales pueden ser eliminados mediante procesos fisicoquimicos
y biologicos (Metcalf y Eddy, 2014). En general, la preferencia al usar los tratamientos
bioldgicos por sobre los fisicoquimicos para la eliminacién de nutrientes se debe a su mejor
rendimiento, menor costo y una minima dependencia de las variables ambientales (Flores-
Morales et al., 2021; Hasan et al., 2021).

La eleccion del proceso bioldgico mas adecuado para la eliminacion de nitrégeno viene dada
por la relacion entre la demanda quimica de oxigeno (DQO) y el nitrogeno (N) en el agua

residual (Campos et al., 2009);

e Si DQO/N > 20: Eliminacion por asimilacion por bacterias heterétrofas.
e Si 20>DQO/N>5: Eliminacion por asimilacion, nitrificacion y desnitrificacion.
e Si DQO/N<5: Eliminacion por nitrificacion parcial—desnitrificacion o nitrificacion

parcial-Anammox.

2.5.1. Nitrificacion y desnitrificacion convencional

La nitrificacion es el proceso mediante el cual el amonio (NH4") es oxidado a nitrito (NO2))
y luego a nitrato (NO3) en presencia de oxigeno y bacterias nitrificantes. La nitrificacion es
un proceso importante en el ciclo del nitrdgeno y es fundamental para mantener la calidad
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del agua en sistemas acuaticos naturales y en sistemas de tratamiento de aguas residuales
(Santa et al., 2017).

Las bacterias responsables del proceso de nitrificacién convencional son las del género
Nitrosomonas y Nitrosococcus, también participan arqueas como las del género
Nitrosotenius, Nitrosocosmicus y Nitrosospharea (Lu et al., 2021). Los microorganismos

oxidan el amonio a nitrato segun las reacciones (1) y (2):

NH; + 1,50, » NO; + 2H* + H,0 (1)
NO; + 0,50, » NO3 (2)
Ambas reacciones son necesarias para completar el proceso de nitrificacion convencional.

La nitrificacion puede verse inhibida por varios factores, como una alta concentracion de

amonio en el medio y una salinidad elevada (Jamse y Vijayanandan, 2023).

Por otro lado, la desnitrificacion es el proceso mediante el cual los nitratos (NOz) son
reducidos a gas nitrégeno (N2) en ausencia de oxigeno y con la ayuda de bacterias
desnitrificantes. La desnitrificacion es un proceso importante en el ciclo del nitr6geno y en
el tratamiento de aguas residuales, ya que permite la eliminacidn de nitrégeno del agua antes

de su descarga al medio ambiente (George, 2021).

Las bacterias encargadas del proceso de desnitrificacion convencional son principalmente
del género Pseudomonas. Estas bacterias utilizan los nitratos como aceptor de electrones para
donadores de electrones organicos o inorganicos, hasta reducirlo a nitrégeno gaseoso (Riffat,

2013). La ecuacion ( 3) describe las etapas del proceso;

NO3; = NO; - NO - N,0 - N, (3)

La desnitrificacion se realiza en presencia de nitrato y en un ambiente andxico, junto con
materia organica disuelta (Riffat, 2013), la ecuacidn ( 4 ) muestra una reaccidn tipica con

acido acético;
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5CH;COOH +8NO3 = 4N, + 10 CO, + 6 H,0 + 8 OH™ (4)

La desnitrificacion puede verse inhibida por las condiciones ambientales como la baja
relacion C/N, pH alcalino menor a 5, presencia de oxigeno (Zhang et al., 2023b), ademas de
la falta de iones como cobre (Bennett et al., 2019) o molibdeno (Ge et al., 2018). El éxido
nitroso (N20) es un producto intermediario que también puede inhibir la desnitrificacion. La
formacion de NO;y™ es lenta en comparacion con su reduccion a nitrégeno gaseoso, por lo que
puede acumularse. La acumulacion de NO2™ puede conducir a una disminucion en el proceso
de desnitrificacion, aumentando la produccion de N2O, generando posibles problemas de
emision, la cual se incrementa en presencia de sulfuros y bajo condiciones acidas (Lv et al.,
2022; Yu et al., 2023)

El proceso en conjunto se realiza en dos etapas, la cuales pueden configurarse de dos formas.
La primera configuracion llamada predesnitrificante, implica que el afluente ingresa a un
reactor anaerobio que lleva a cabo el proceso de desnitrificacion utilizando la materia
organica del afluente, para luego pasar a un reactor aerobio que realiza la nitrificacion. De
este reactor se recircula una corriente rica en nitrito y/o nitrato al primer reactor de
desnitrificacion. En la segunda configuracién llamada postnitrificante, el afluente ingresa al
reactor aerobio para realizar la nitrificacion y luego al reactor anaerobio para realizar la
desnitrificacion. Dado que la materia organica se oxida en el primer reactor aerobio, en esta
configuracidn sera requerida la adicién de materia organica para alcanzar la desnitrificacién
en el segundo reactor. La eleccidén de una configuracion u otra dependera de la relacion
DQO/N del afluente (Campos et al., 2009).
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Figura 5. Distintas configuraciones del proceso de Nitrificacion-Desnitrificacién Convencional. Fuente: (Fortt, 2014)
2.5.2. Nitrificacion y desnitrificacion parcial

La nitrificacion y desnitrificacion parcial, también llamada nitrificacion y desnitrificacion via
nitrito, o nitritacion-desnitrificacion, consiste en el uso del NO2", un compuesto intermedio en
lanitrificacion y en la desnitrificacion, permitiendo un acortamiento en ambos procesos (Riffat,
2013). La reaccion ( 5) muestra la nitrificacion parcial hasta la produccion de nitrito, mientras

que la reaccién ( 6 ) muestra la desnitrificacion a partir del nitrito producido;

NHf +150, > NO; +2H* + H,0 (5)
NO; +4H*+3e~ - 0,5N, + 2 H,0 (6)

Este proceso tiene la ventaja de reducir el consumo de oxigeno en la nitrificacion un 25% y

reducir el requerimiento de materia organica en la desnitrificacion un 40% (Peng et al., 2012).

Para lograr la nitrificacion parcial y desnitrificacion, se deben regular parametros como la

concentracion de amonio en el medio, el pH, la temperatura, la concentracion de oxigeno
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disuelto, la duracion de la aireacion y el tiempo de residencia celular (TRC). La idea se basa
en enriquecer aquellas bacterias oxidantes de amoniaco e inhibir las bacterias oxidantes de
nitrito durante la nitrificacion, por lo que el proceso también se puede regular con ciertos
inhibidores (Yang et al., 2007)

2.5.3. Anammox

El Anammox (del inglés "anaerobic ammonium oxidation™ u oxidacion anaerobia del amonio)
es un proceso bioldgico de eliminacion de nitrégeno que convierte el amonio y el nitrito en
nitrégeno gaseoso en ausencia de oxigeno. Este proceso es llevado a cabo por un grupo
especifico de bacterias llamadas bacterias Anammox, que pueden utilizar el amonio como

fuente de energia y el nitrito como aceptor de electrones (He et al.,2023).

El proceso Anammaox esta precedido por nitrificacion parcial, que convierte parte del amonio
en nitrito, por lo que el proceso en conjunto no requiere la adicion de materia organica en lo

absoluto (Zhou et al., 2023b). La reaccion (7)) corresponde al proceso Anammox;

NH; + NO; - N, + 2 H,0 (7)

Algunos inhibidores del Anammox incluyen los mismos sustratos, amonio y nitrito, materia
organica toxica y no toxica, la salinidad del medio, metales pesados, fosfatos y sulfuros. Estos
inhibidores pueden afectar la actividad de las bacterias Anammox y reducir la eficiencia del
proceso de eliminacion de nitrégeno, por lo que es crucial mantener un control de los

parametros mencionados (Jin et al., 2012).
2.5.4. Desnitrificacion autotrofa

Existen dos tipos de desnitrificacion: la desnitrificacion heterédtrofa y la desnitrificacion
autétrofa. La desnitrificacion heterétrofa se lleva a cabo por bacterias heterotrofas que utilizan
compuestos organicos como fuente de energia, mientras que la desnitrificacion autétrofa se
Ileva a cabo por bacterias autotrofas que utilizan el dioxido de carbono como fuente de carbono

y compuestos reducidos de azufre como fuente de energia (Zhang et al., 2023a).
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Las ventajas de la desnitrificacion autotrofa con respecto a la heterétrofa son significativas. En
primer lugar, no demanda la adicién de una fuente externa de materia organica, lo que
simplifica el proceso y elimina la necesidad de insumos adicionales. Ademas, destaca por
generar una menor cantidad de lodos, lo que conlleva una reduccién notable en los costos
asociados con la gestion de estos residuos. Otro aspecto clave es el poder utilizar azufre
elemental como un donador de electrones econémico, segun lo sefialado por Campos et al.
(2009), lo que agrega un componente de eficiencia y viabilidad econdmica al sistema de

desnitrificacion autétrofa.

Algunos de los compuestos reducidos de azufre usados para la desnitrificacion autotrofa son
azufre elemental (S°), sulfuros (S%) y tiosulfatos (S;0s%). También se han utilizado otras
fuentes inorganicas para el proceso, como el gas hidrogeno (Hz), sulfitos (SOs%), tiocianato
(SCN"), pirita (FeSy), 6xido ferroso (Fe?*) y arsénico (As**) (Di Capua et al., 2019).

El uso de compuestos reducidos en azufre es ventajoso debido a que el producto final es sulfato,
el cual es menos perjudicial para el medio, ademas que de los limites normativos son
notoriamente menos estrictos en comparacion con los otros contaminantes (Campos et al.,
2009). Algunas de las reacciones de desnitrificacion, se presentan segun fuente de azufre, como

sigue.

55,02~ +8NO3 + H,0 - 1050~ + 4N, +2H* (8)
552~ +8N0O; +8H* - 5502 4+ 4N, +4H,0 (9)
55°4+6N0; +2H,0 > 5502 +3N,+4H* (10)

En la desnitrificacion autétrofa impulsada por estos compuestos, las bacterias del género
Thiobacillus son las que predominan en la mayoria de los casos (Zhou et al., 2023a). Otros
autores también respaldan este hallazgo, como el trabajo de Chung (2014) y Moraes et al.
(2012).

El trabajo de Beristain-Cardoso (2011) indica que, de las reacciones presentadas, la que posee

una mayor velocidad de desnitrificacion es la que utiliza S;03? como donador de electrones.
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Ademas, segun indican Liu et al. (2023), la desnitrificacion autétrofa que se basa en el
tiosulfato puede impulsar rapidamente la desnitrificacion de otras fuentes de azufre, como S,
sulfuro ferroso (FeS) y SCN", dando oportunidad a la investigacién de estos procesos. De aqui

radica entonces la importancia del uso de tiosulfato en la presente investigacion.
2.5.5. Desnitrificacion mixotrofica

La desnitrificacibn mixotrofica corresponde a la combinacion de los procesos de
desnitrificacion autotrofa y heterotrofa, lo que permite remover materia organica, nitrégeno y

azufre de forma simultanea en las aguas residuales (Xu et al., 2015).

El uso de ambos procesos es una estrategia atractiva que ayuda a resolver las desventajas que
presentan ambos procesos por separado. La desnitrificacion heterétrofa por su parte requiere
un alto consumo de materia organica para lograr una desnitrificacion éptima, que resulta en la
generacion de grandes cantidades de lodos. Por otro lado, la desnitrificacion autétrofa tiene
limitaciones en la remocion de nitrégeno, ademas de producir excedentes de sulfato y consumir
alcalinidad (Ma et al., 2023). Segun el estudio de (Sun et al., 2020), para potenciar la eficiencia
de estos procesos se utilizan donadores de electrones como acetato y tiosulfato. El estudio
también destaca que la abundancia de donadores de electrones permite una mejora significativa

en la desnitrificacion, al tiempo que disminuye las concentraciones de sulfato y 6xidos nitrosos.
2.6.  Reactores anaerobios

A lo largo de los afios se han desarrollado varias tecnologias para los tratamientos de aguas
residuales. El proceso anaerobio ha dado paso a diferentes reactores que han ido mejorando
con el tiempo, estos se pueden clasificar como reactores de primera y segunda generacion.
Estos se diferencian en que en la primera generacion el tiempo de residencia hidraulico es igual
al tiempo de residencia celular, mientras que en el segundo el tiempo de residencia celular es
mayor al tiempo de residencia hidraulico, aumentando notoriamente la eficiencia de estos y
disminuyendo los volumenes y costos de estos (Montalvo y Guerrero, 2022). En la Tabla 2 se

presenta la clasificacion de estos;

16



Tabla 2. Clasificacion de los reactores anaerobios por generacion. Fuente: (Montalvo y Guerrero, 2022)

Reactores de 29 Generacion

Reactores de 1™ Generacion Con biomasa Con biomasa Con biomasa
adherida dispersa granular
, .. Reactor de
Tanques Sépticos Lecho fijo contacto UASB
Didestores convencionales Filtro anaerobio con Reactor con Reactor de
g carbon activado membranas circulacion interna
Mini digestores Lecho Fluidizado o

j ) ASBR EGSB

Lagunas anaerobias expandido

2.7. Reactor UAF

Un reactor UAF (Upflow Anaerobic Filter, por sus siglas en inglés) es un tipo de reactor
bioldgico utilizado para la remocién de materia organica. Es de los primeros reactores que
eliminaron la necesidad de tener una etapa adicional de separacion de solidos, ya que el

mismo filtro otorga una alta retencion de estos (Hassan et al., 2013).

CHy & coz

I

EFFLUENT

SUPPORT
MEDIA

INFLUENT |

Figura 6. Prototipo esquematico de un reactor UAF. Fuente: (Hassan et al., 2013)

De acuerdo con McCormick (2022) y Montalvo y Guerrero (2022), los pardmetros de disefio
y operacion que deben considerarse al construir y operar un reactor UAF para SDA son los

siguientes:
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e Velocidad del liquido: La velocidad del fluido al ascender por el lecho es de suma
importancia, ya que mantenerla a un nivel bajo y controlado evitard que este
desprenda la biomasa que esta adherida. De igual forma la tasa de recirculacion debe
mantenerse controlada por la misma razon.

e Relacion diametro(d) — profundidad(p): Este factor es de suma importancia para
cualquier tipo de filtro, ya que una relacion alta genera canalizaciones, impidiendo
una buena distribucion de la fase liquida en el filtro. Por otro lado, una relacion muy
baja puede obstruirse con facilidad. Recomendable una relacién d/p entre 0,5 — 2.

o Areasuperficial: El area especifica que tenga el soporte microbiano es de importancia
para la adherencia de estos, aunque valores altos no necesariamente aseguran un gran
rendimiento, por lo que aumentarlo supondria un mayor costo. Un valor cercano a los

100 m?/m?3 es suficiente para el proceso.

2.8. Zeolita

Las zeolitas son minerales aluminosilicatos cristalinos con una estructura de tetraedros
conectados, que han ganado interés en aplicaciones bioldgicas y médicas debido a su
distintiva estructura porosa y capacidades de intercambio i6nico. Su marco tridimensional
consiste en unidades tetraédricas (TO4) de silicio y aluminio, que generan una carga negativa
neutralizada por cationes intercambiables como sodio, potasio o calcio, junto con la presencia
de humedad acuosa en los espacios porosos. Estos tetraedros TOs se vinculan mediante
oxigeno para formar marcos zeoliticos con orificios y camaras bien definidos debido a la
conexién espacial entre los tetraedros SiO4y AlO4 en el sistema tridimensional (Li et al.,
2022).

Estas propiedades porosas hacen que la zeolita funcione como tamices moleculares que
pueden absorber y separar selectivamente especies moléculas de tamafio, formay polaridades
especificas, por lo que tienen un alto rendimiento en procesos de separacion complejos, como

las separaciones de hidrocarburos, desalinizacion y deshidratacion. Ademas, la zeolita puede
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funcionar como catalizadores solidos, capaces de catalizar reacciones complejas e

inaccesibles para otros catalizadores convencionales (Liy Yu, 2021).
2.8.1. Zeolita Chilena

La zeolita chilena, denominada "Ch-zeolita" segun la revision de Montalvo et al. (2012), ha
sido detalladamente caracterizada en términos de su composicion quimica y mineraldgica la
cual se detalla en la Tabla 3. Esta zeolita estda mayormente compuesta por clinoptilolita y
mordenita, destacando su area superficial especifica considerablemente alta, un parametro
crucial para los procesos de adsorcién. Los poros intracristalinos ocupan entre el 20% v el
50% del volumen total, con diametros en el rango de 3 a 10 A (Fajardo, 2011). En el contexto
de la investigacion en curso, se planea utilizar la zeolita chilena como medio de soporte
microbiano, basandose en los estudios previos que también han explorado su aplicacion en

diversos reactores rellenos.

Tabla 3. La composicion quimica y mineraldgica de la zeolita chilena. Fuente: (Montalvo et al., 2012)

Composicion quimica Composicion mineraldgica

Compuesto % Tipo %
SiO; 67,74 Clinoptilolita 53
Fe203 3,6 Mordenita 40
CaO 3,46 Otros 7
AlO3 13,01

MgO 0,78

K20 0,53

Cenizas 10,5
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CAPITULO 3
3. Metodologia

La preparacion del reactor UAF comienza con el enriquecimiento de los in6culos desnitrificantes
autétrofos y heterétrofos por separado, para luego proceder a mezclarlos e inocularlos en el

reactor.

3.1. Enriquecimiento Autotrofo

El enriquecimiento de las bacterias autotrofas se realizd en una investigacion previa a esta de
Avila (2023), utilizando un reactor SBR con un tiempo de residencia hidraulico (TRH) de 3 dias.
El inoculo utilizado para este enriquecimiento proviene de la empresa Agricola AASA, de una
laguna anaerobia que trata purines de cerdo. La concentracién inicial del inéculo fue de 68,7
gSSVIL, este se aliment6 con agua residual sintética preparada segin Garrido (2014); donde la
fuente de azufre era tiosulfato de sodio pentahidratado como donador de electrones y nitrato de
potasio como fuente de nitrogeno y aceptor de electrones, reduciéndose hasta el nitrégeno
gaseoso. Este enriquecimiento alcanz6 un porcentaje de remocion de nitrato que fluctda entre el
96,9y 98,1%.

3.2.  Enriguecimiento Heterdtrofo
3.2.1. Configuracion del reactor

Se inicia con el montaje de un reactor SBR para el enriquecimiento de bacterias desnitrificantes
heterétrofas. El disefio se muestra en la Figura 7,este reactor consiste en una botella &mbar de
laboratorio de un volumen de 3 L y un volumen util de 1,6 L, el cual tiene un agitador
electromecénico en la parte superior el cual funciona a una velocidad de 150 RPM, una salida
para la descarga del sobrenadante, una entrada para la alimentacion y una salida de gases con
valvula antirretorno. El reactor fue sellado herméticamente para mantener condiciones anoxicas
y se mantuvo a temperatura controlada 33°C utilizando un calefactor y sensor de temperatura,

dentro de una camara aislada.
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Figura 7. Disefio del reactor SBR para el enriquecimiento heterotrofo.

La estrategia de operacion utilizada fue similar a la de autores como Garrido (2014) y Fajardo

(2011). Esta consistio en una operacion fed batch con un TRH de 6 dias al inicio y posteriormente

de 3 dias. Al finalizar cada ciclo, se detiene al agitador para sedimentar la biomasa por 1 hora, se

retira 1 L de sobrenadante y luego se adiciona 1 L de alimentacion. Finalmente se vuelve a

encender el agitador.

3.2.2. Inéculo

Al igual que en el enriquecimiento autétrofo, el in6culo utilizado para este enriquecimiento

proviene de la empresa Agricola AASA, de su laguna anaerobia que trata purines de cerdo. Se

utilizaron en total 600 mL de lodo, donde en la Tabla 4 se indican sus caracteristicas iniciales.

Tabla 4. Caracterizacion del indculo para el enriquecimiento heterotrofo.

Caracterizacion Inéculo

Parametro Valor Unidad
pH 8,6 -
DQO Total 15382,4 mg/L
DQO Soluble 1200,9 mg/L
SST 16400,0 mg/L
SSsV 10733,3 mg/L
ST 19700,0 mg/L
SV 10733,3 mg/L
Amonio 1157,3 mg/L
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3.2.3. Alimentacion

La alimentacion utilizada para este enriquecimiento es similar a utilizada por autores como Moraga (2016) y Lillo (2017)
correspondiente a una mezcla mineral base compuesta principalmente por acetato de potasio, como fuente materia
organica y nitrato de potasio como fuente de nitrégeno, y elementos trazas. La relacion C/N de esta alimentacion es de
2,19 mol/mol. La Tabla 5y

Tabla 6 detallan las composiciones de este medio.

Tabla 5. Alimentacion sintética para el enriquecimiento desnitrificante heterotrofo.

Alimentacién Heterétrofa

Compuesto Cantidad  Unidad
KNO3 1,43 g/L
K2HPO4 1,84 g/L
KH2PO4 0,30 g/L
CH3COOK 1,52 g/L
NH4CI 0,10 g/L

Micronutrientes 1,00 mL/L

Tabla 6. Micronutrientes de la alimentacion para el enriquecimiento desnitrificante heterdtrofo.

Micronutrientes

Compuesto Cantidad  Unidad
Na2MoOjs-7H20 0,7287 g/L
FeSO4-7H.0 30 g/L
ZnCl2-4H.0 0,6542 g/L
CaCO3 2 g/L
MnClz-4H.0 1,5 g/L
CuS04-5H20 0,25 g/L
CoCl2-6H20 0,25 g/L
HCI 50 g/L
NiClz-6H20 0,25 g/L
H3BOs 0,5 g/L
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3.3. Puesta en Marcha del Reactor UAF

3.3.1. Configuracion del Reactor

Se montaron dos reactores UAF que consisten en cilindros verticales de acrilico de 16 cm de
alto, 10 cm de diametro y 3 mm de espesor. Estos cuentan con tres salidas de unos 6 — 7 mm
de didmetro exterior para la fase liquida. En su interior contienen soportes para el lecho
empacado, el cual tiene una altura de 10 cm. Los lechos se mantienen empaquetados entre
dos mallas metélicas de acero inoxidable. Los cilindros se cierran por el extremo superior
con tapas de acrilico con sellos de silicona, estas tienen 10 cm de didmetro y 3 mm de espesor,
ademas cuentan con salidas para la fase gaseosa mediante valvulas antirretorno. Por los
extremos inferiores se cierran con embudos de polipropileno de 6 — 8 cm de altura con salidas
para la fase liquida en la parte inferior. Los embudos y los cilindros se unen mediante flanges
y se sellan con silicona. En la Figura 8 se ilustra el disefio de los reactores.

el

5mm<1 .

Figura 8. Disefio del reactor UAF. Fuente: (Fortt, 2014)

23



Los reactores se sostuvieron en soportes universales, con mangueras para la fase liquida
conectadas a bombas peristalticas. Se mantuvieron a temperatura controlada a 33°C

utilizando un calefactor y sensor de temperatura, dentro de una camara aislada.

Para los lechos de los filtros se utilizo zeolita natural chilena hasta completar el volumen para
el filtro, esta tenia una granulometria en el rango de 3 — 5 mm, previamente lavada varias
veces con agua destilada y secada en estufa por 24 h a 105°C. En la Tabla 11 del Anexo A

se indican las caracteristicas de la zeolita entregadas por el proveedor ZeoMaule.

Los volimenes para cada fase liquida se midieron manualmente, considerando el volumen
total de cada reactor y el espacio utilizado por el lecho de zeolita; para el reactor 1 fue de 660

mL y para el reactor 2 de 680 mL.

Por ultimo, se enlista los equipos complementarios utilizados, los cuales estan indicados en
la Tabla 12 del Anexo A.

3.3.2. Inéculo

El indculo utilizado fue la mezcla de las biomasas enriquecidas autétrofas y heterétrofas
obtenidas previamente, esto para generar proceso desnitrificacién mixotrofica. La cantidad
de indéculo de cada tipo se basa en la relacion identificada por Peirano (2020), la cual
determina que para alcanzar el 6ptimo en la remocién de nitrato, la relacion de biomasa
heterotrofa respecto a la autétrofa (H/A) debe ser de 0,54 gSSV/gSSV.

Considerando este parametro y las mediciones de obtenidas de cada enriquecimiento, en la

Tabla 7 se determina entonces el volumen de lodo a inocular de cada una;

Tabla 7. Célculo del volumen de in6culo autoétrofo y heterotrofo para el reactor UAF.

Tipo Biomasa SSV mg/L  VolumenmL SSVg Relacion H/A
Heterotrofa 40900,0 71,0 2,90 054
Autotrofa 41644,4 129,0 5,37 ’

El in6culo fue introducido directamente en el lecho al momento del montaje, cuando el

reactor fue llenado al 50% de zeolita.
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3.3.3. Alimentacion

La alimentacion utilizada para el proceso de desnitrificaciébn mixotrofica consiste en una
combinacién de los sustratos utilizados para los dos tipos de enriquecimiento. En ambos
casos, la concentracion de los compuestos fue ajustada, ya que en los reactores SBR se
suministraba 1 L de alimentacion, la cual se diluia en el volumen util de 1,6 L. Este factor de
dilucidn se consider6 para mantener las biomasas en las mismas condiciones que tenian y asi
evitar la desestabilizacion del UAF. En la Tabla 8 y la Tabla 9 se describe la alimentacion

resultante;

Tabla 8. Concentraciones de la alimentacion desnitrificante mixotréfica para el reactor UAF.

Alimentacién UAF

Compuesto Cantidad Unidad
KNO3 0,89 g/L
K2HPO4* 11,51 g/L
NaH2PO4* 1,54 g/L
NaS203-5H,0 3,13 g/L
NaHCO3 0,94 g/L
CH3COOK** 1,14 g/L
NH.CI 0,06 g/L

Micronutrientes 1,00 mL/L

* La molaridad de la solucion tampdn se vari6 entre 0,1M y 0,05M (Ver Anexo I).
**Concentracion ajustada en base a la concentracion final de acetato en el enriquecimiento desnitrificante heterétrofo (Ver 4.1)

Tabla 9. Micronutrientes de la alimentacion desnitrificante mixotréfica para el reactor UAF.

Micronutrientes

Compuesto Cantidad  Unidad
Na>Mo0QO4-7H20 0,7287 g/L
FeSO4-7H20 30 g/L
ZnCl;-4H0 0,6542 g/L
CaCOs3 2 g/L
MnCl2-4H.0 1,5 g/L
CuS04-5H20 0,25 g/L
CoClz-6H0 0,25 g/L
HCI 50 g/L
NiCl2-6H20 0,25 g/L
H3BO3 0,5 g/L
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La relacion C/N de esta alimentacion es de 2,62 mol/mol ligeramente mayor a la de autores
como Lillo (2017) y Moraga (2016), debido al aumento de acetato de potasio durante el
enriquecimiento (Ver 4.1). Por otro lado, la relacion S/N es de 2,85 mol/mol, similar a la de
autores como Mufioz (2015), Hernandez (2014), Fortt (2014) y Fajardo (2011) siendo el

nitrato el reactivo limitante en ambos casos.

3.3.4. Estrategia de Puesta en Marcha

La puesta en marcha del reactor UAF consta de dos fases. La primera fase implica el
enriquecimiento del filtro, realizado mediante un proceso fed batch, con el objetivo de que la
biomasa se adhiera al soporte de zeolita. En esta etapa, se alimento el reactor cada 3 dias,
manteniendo el mismo TRH que la biomasa tenia en sus enriquecimientos anteriores para
preservar las condiciones y evitar la desestabilizacién. Esta fase se mantuvo hasta que se

observo visualmente un color negro en el filtro, indicando una alta adherencia de la biomasa.

La segunda fase corresponde a la operacion continua, donde se mantiene un flujo constante
de alimentacion. Esta fase se prolong6 hasta lograr una remocién estable durante al menos 3
TRH (Mufioz, 2015), ademas de que dicha remocion sea superior al 90%. La velocidad de

carga nitrogenada (VCN) con la que se oper0 en esta etapa viene dada por la ecuacion ( 11);

vy ol <[]
VeN [f d N Vrdeactor [Lrn]g
(11)
gN C[ﬂ]
Ven [L : d] - TRHL[d]

Relacionando la VCN con el TRH, se obtiene el valor de VCN con la que se operaba el
reactor en la primera etapa fed batch, la cual era de 0,046 kgN/(m®3-d). Con este valor se
despeja el caudal de la ecuacion inicial, entregando el caudal de operacién para la etapa
continua de ambos reactores, de forma que se mantiene la misma VCN evitando una posible

desestabilizacion.
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3.3.5. Parametros de medicion y control

Los parametros controlados en el estudio se describen la Tabla 10, en donde se indica junto
a cada pardmetro la metodologia asociada y la referencia correspondiente. Todos los
parametros se midieron periodicamente cada 3 dias, siguiendo los ciclos descritos en la

estrategia descrita anteriormente.

Tabla 10. Parametros de control y metodologia de andlisis utilizada en los reactores UAF.

Analisis Metodologia Referencia Anexo
Nitrato Espectro UV-VIS (205 nm) SM 4500-NO3™ B B
Nitrito Espectro UV-VIS (543 nm) SM 4500-NO2" B C

Amonio Espectro UV-VIS (640 nm) SM 4500-NH3 F D
Sulfato Espectro UV-VIS (420 nm) SM 4500-SO4* E E

Tiosulfato Yodometria F
CoT Combustion a Alta Temperatura SM 5310 B G
pH Potenciometria SM 4500-PH H

La toma de muestra se realizo al cumplir el TRH correspondiente en ambas etapas, para ello
se utilizaron dos Tubos Falcon de 50 mL para cada reactor. Se tomaron muestras de la

alimentacion de los reactores y de la descarga de ambos.

3.3.6. Analisis de la participacion en la

desnitrificacion

La determinacidn de la participacion en el proceso de desnitrificacion por parte de la biomasa
autotrofa y biomasa heterétrofa es esencial para evaluar que la desnitrificacion mixotréfica

se esta llevando a cabo correctamente y de forma equilibrada.

Para analizar dicha participacion, se asume que todo el sulfato producido proviene
exclusivamente de la desnitrificacion autotrofa. Este supuesto permite calcular la cantidad de
nitrato removido por la biomasa autétrofa mediante la ecuacion ( 8 ) de desnitrificacion

autotrofa. Esta cantidad se diferencia con el nitrato total removido, obtenido por los anélisis
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de laboratorio, resultando en la cantidad de nitrato removido por la biomasa heterotrofa. Con
estos datos, se puede obtener entonces un porcentaje de participacion relativo en el proceso

total de la desnitrificacion.

NO; Removido NO; Alimentacién NO; Descarga

(12)

NO; Removido NO; Removido por B.Heterétrofa t NO; Removido por B.Autétrofa

Los resultados obtenidos permiten obtener de forma cuantitativa la contribucion de ambas
biomasas en la desnitrificacion mixotrofica. Considerando que el ideal es que ambas
biomasas trabajen en equilibrio, se estima que el rango en que refleja una participacion

equitativa se sitGa alrededor de 40-60% para cada tipo de biomasa.
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CAPITULO 4
4. Resultados

4.1.  Enriquecimiento para Desnitrificacion Heterotrofa

La etapa de enriquecimiento de la biomasa heter6trofa dur6 en total 111 dias, donde se midio
principalmente los pardmetros de pH, concentracion de nitrato, concentracién de amonio y DQO
en la alimentacion y descarga del sobrenadante, ademas de la concentracion de nitrito en la

descarga.

Los resultados obtenidos del pH a lo largo de esta etapa son los que se observan en la Figura 9.
Se observo en el primer ciclo que el pH se mantuvo sobre 8,5 lo cual se contrasta con los valores
de remocidn de nitrato en este ciclo, los cuales fueron cercanos a cero. Esto se debio6 a que el
indculo traia una alta concentracién de amonio como se indicé en la Tabla 4 y la solucion tampon
no fue suficiente para mantener el pH dentro del rango 6ptimo para la desnitrificacion. Por lo que
se aumentd la concentracion de la solucién tampon a la definida en la Tabla 5 siguiendo la
ecuacion de Henderson-Hasselbach para los siguientes ciclos, de ahi en adelante el pH se

mantuvo dentro del rango 6ptimo para la desnitrificacion.

9
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Figura 9. Comportamiento del pH en el enriquecimiento desnitrificante heterétrofo durante el tiempo de operacion.
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Los resultados de la concentracion de nitrato y nitrito se indican en la Figura 10. Se observo
que, una vez ajustado el pH, la remocion fue alta en los primeros ciclos, pero luego decay6 a
un 50% aproximadamente. Esta caida puede tener algunas razones, una de ellas puede ser el
aumento en la concentracion de nitrito, inhibiendo el proceso de desnitrificacion. La
concentracion de nitrito también decae luego de un tiempo, indicando desnitrificacion
completa, pero la remocion de nitrato no vuelve a subir, posiblemente a que la biomasa quedo
aletargada debido a la inhibicion, tal como se indica en la revision de Albina et al. (2019),

gue incluye diferentes investigaciones.

Independiente de la razén, en el dia 90 se optd por aumentar la concentracion de acetato de
potasio, de 1,52 g/L a 1,82 g/L, aumentando la relacion C/N a un valor de 2,62 mol/mol,
acercandose mas al optimo de la relacion C/N para la desnitrificacion heterétrofa indicado
por la teoria. El cambio al aumentar la materia organica fue notorio, la remocion del nitrato
aumento hasta estabilizarse cerca del 85% durante 3 TRH, con lo cual se concluyd el

enriguecimiento. EI maximo de remocidn de nitrato obtenido fue de 87,11%.
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Figura 10. Concentracion y remocion de los compuestos nitrogenados en el enriquecimiento desnitrificante heterétrofo
durante el tiempo de operacion. (Linea punteada indicada el aumento de la materia organica).

Los resultados del comportamiento de la DQO en la entrada y salida del reactor, junto con la
remocion de esta se aprecian en la Figura 11. Se observé que, en el primer ciclo, la DQO de

la descarga fue mayor a la de la alimentacion, lo que tiene sentido si se considera el aporte
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de DQO inicial proveniente del indculo, esto sumado a que la agitacion pudo romper los
floculos del indculo para dar paso al enriquecimiento, aportando mas DQO al sobrenadante.
Luego se observo que el porcentaje de remocion fue en aumento en los primeros ciclos, hasta
mantenerse sobre el 85% de remocion de materia organica en casi toda la etapa, a pesar de
que el nitrato era el reactivo limite y este no tuvo una alta remocion. EI maximo de remocion
obtenido fue de 98,43%. Valores similares se obtuvieron en la investigacion de Guerrero et
al. (2014), en donde obtuvieron en promedio una remocion del 99,3% utilizando una relacion
C/N mucho més alta de 5,5 y en la investigacion de Huang et al. (2021), donde obtuvieron
una remocién cercana al 100%.
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Figura 11. Concentracion y remocion de la DQO en el enriquecimiento heterétrofo durante el tiempo de operacion.
(Linea punteada indicada el aumento de la materia organica).

La alta remocion de DQO, incluso cuando el reactivo limite agregado para la reaccion (4 )
es el nitrato, indica que hubo otros mecanismos de remocién de la materia organica, como
puede ser la sintesis de biomasa, tal como lo propone Guo et al. (2023) en su investigacion.
Dicha investigacién concluye que el exceso de materia organica es asimilado por otros
géneros de bacterias heterotrofas que se enriquecen en conjunto con las bacterias
desnitrificantes heterotrofas, las cuales estan presentes dentro del consorcio, en este caso, el

indculo proveniente de la laguna anaerobia.
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4.2. Puesta en Marcha UAF

La puesta en marcha comenzo con la etapa de enriquecimiento del filtro. Esta tuvo en total
99 dias operando en modo fed batch, alimentando a los reactores en ciclos de 3 d. En la
Figura 12 y la Figura 13 se ve el progreso de la adherencia de los microorganismos a la
zeolita, en donde las etapas de la formacion de biopelicula se pueden distinguir de forma
cualitativa.

Figura 13. Etapas de formacion de la biopelicula en el reactor UAF 2.

De forma cualitativa, similar a lo que describié Moraga (2016), se observ6 que el reactor 1
completd su enriquecimiento entre el dia 54 y 71, rango de tiempo semejante a lo obtenido
por Gonzélez (2019), ya que en ese momento se observo el desprendimiento de la biomasa.
Este reactor se mantuvo operando en el mismo modo hasta que el reactor 2 complet6 su

enriquecimiento en el dia 95. La diferencia se pudo deber a los problemas de fugas que tuvo
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mayormente el reactor 2. Una vez alcanzado este punto se inicid la operacion continua hasta
el dia 114.

4.2.1. Potencial de Hidrogeno (pH)

Se midio el pH durante toda la operacion de ambos reactores para mantener el seguimiento
de las condiciones Optimas para la desnitrificacion. Los resultados se muestran en la Figura
14. Se observo que al inicio de la operacion los valores de pH fueron acidos, coherente con
la actividad de baterias desnitrificantes autotrofas, incluso bajando de 5 que es el rango
Optimo para la desnitrificacion. Fue necesario ir a ajustando de manera gradual la
concentracion de la solucion tampon para mantener a ambos reactores dentro del pH 6ptimo.

Una vez entrado en el rango, se mantuvo estable dentro del rango 7 — 8.
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Figura 14. Comportamiento del pH en los reactores UAF durante el tiempo de operacion. (Linea punteada indicada el
cambio de etapa).

4.2.2. Compuestos de nitrogeno

Las concentraciones de nitrato y nitrito son los principales compuestos en el proceso de
desnitrificacion, que permiten realizar un seguimiento de la reaccién global y los compuestos
intermediarios. En la Figura 15 se aprecian las concentraciones de estos en el reactor 1. Se

observd que el porcentaje de remocidn de nitrato inicié en el rango de 80 a 85%, el cual fue
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aumentando a medida que la biomasa se fue adhiriendo a la zeolita. El dia 95 el reactor
alcanzd6 su maximo de remocion con un valor del 99,78% para una VCN de 0,046
kgN/(m?3.d). Valores similares obtuvo Moraga (2016), donde obtuvo un méaximo de 99,18%
a una VCN de 0,02 kgN/(m?*-d) y Jeria (2016), quien obtuvo un méaximo de 99,5% para una
VCN de 0,1 kgN/(m®-d). Considerando las diferencias en el tipo de reactor utilizado y la
procedencia de las biomasas con los autores indicados, es razonable decir que la propuesta
presentada en esta memoria fue efectiva. Posteriormente, iniciada la operacion continua, el
alto porcentaje obtenido se mantuvo estable cercano al valor de 95% por al menos 3 TRH,
con lo cual se concluyé la puesta en marcha siguiendo el criterio dado. La concentracién de
nitrito se mantuvo cercana a cero durante toda la operacion, indicando una desnitrificacion
completa por parte de las bacterias. EI maximo de concentracion de nitrito fue de 158 ug
N/L, el cual es un valor bajo que no alcanza a inhibir el proceso de desnitrificacion, segun lo
indicado por An et al. (2012).
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Figura 15. Concentracion y porcentaje de remocion de los compuestos nitrogenados en el reactor UAF 1 durante el
tiempo de operacion. (Linea punteada indicada el cambio de etapa).
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Por otro lado, las concentraciones de nitrato y nitrito en el reactor 2 se ven en la Figura 16.
De igual forma se observo que el porcentaje de remocion de nitrato inicid en el rango de 75
a 85%, el cual también fue en aumento a medida que la biomasa se fue adhiriendo a la zeolita.
El dia 114 el reactor alcanz6 su maximo de remocion con un valor del 95,38% para una 0,046
kgN/(m?3-d), valor comparable con los autores Moraga (2016) y Jeria (2016) ya mencionados.
Otros autores que han obtenido resultados similares con otras tecnologias son Lillo (2017)
quien obtuvo una remocion maxima de 99,4% para una VCN de 0,55 kgN/(m3-d) y Giuras
(2015) que alcanzd una remocion maxima de 85,3% para una VCN de 0,28 kgN/(m?-d).
Luego, iniciada la operacién continua, el porcentaje de remocion logro estabilizarse cercano
al valor de 95% por al menos 3 TRH, con lo cual también se concluyo la puesta en marcha
de este reactor. De la misma manera que el reactor 1, la concentracion de nitrito se mantuvo
cercana a cero durante toda la operacion, donde el maximo concentracién de nitrito fue de
156 pg N/L, valor que no alcanza a inhibir el proceso de desnitrificacion segin An et al.

(2012), indicando también desnitrificacion completa en este reactor.
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Figura 16. Concentracion y porcentaje de remocion de los compuestos nitrogenados en el reactor UAF 2 durante el
tiempo de operacion. (Linea punteada indicada el cambio de etapa).
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4.2.3. Compuestos de azufre

La concentracion de azufre y tiosulfato permiten realizar un seguimiento de la
desnitrificacion realizada por la biomasa autotrofa. Para el reactor 1 estos valores se muestran
en la Figura 17. La remocion de tiosulfato en la mayoria de la etapa fed batch se mantiene
dentro del rango de 40 — 60%. Considerando que el tiosulfato se afiadié en exceso en la
alimentacion, el resultado es coherente, ya que no se puede remover todo el tiosulfato por
desnitrificacion. El resultado es similar al obtenido por Guerrero et al. (2014) donde lograron
un méaximo de remocién de solo el 32,5%, pero que fue razonable debido a que el tiosulfato
también fue afiadido en exceso. Pasado el dia 83 la remocién aument6 hasta el rango 80 —
100%, donde alcanz6 su méaximo 98,89% en los dias 95 y 99, para luego estabilizarse a un

valor cercano al 87%.

El aumento de remocion se pudo deber a dos razones, la primera es el aumento de la actividad
desnitrificante autétrofa, la cual se puede confirmar observando la concentracion de sulfato
en el reactor que también aumentd en esa fecha, alcanzando su maximo de 1071 mg/L de
sulfato producido (357 mg S-SO47/L). La investigacion de Hernandez (2014) obtuvo un salto
similar, desde el 60,1% al 98,9% de remocién al aumentar la VCN en su reactor, aunque
aclara que sus dispersos valores del sulfato producido no terminan de confirmar la hipotesis.
Debido a esto la segunda razon se pudo deber a que el tiosulfato se remueve mediante otros
mecanismos, como su conversion a azufre elemental y sulfitos debido a presencia de oxigeno,
similar a lo observado por Moraga (2016), quien obtuvo un maximo de 96,51% de remocion
y notd la formacidn de un precipitado blanco en el lecho del reactor, que indica una posible
presencia de azufre elemental. El mismo precipitado fue observado por Gonzalez (2019). La
investigacion de Houghton et al. (2016) confirma que la especie bacteriana Thiomicrospira
thermophila convierte el tiosulfato a azufre elemental a valores de pH entre 5,5y 8, por otro
lado, la investigacién de Cron et al. (2019) confirma la formacién de precipitado de azufre
elemental a partir de tiosulfato por parte de la especie Sulfuricurvum kujiense en condiciones
anaerobias, posiblemente mediante un proceso de organomineralizacion. Ambas
investigaciones podrian confirmar de formacion de azufre elemental en el reactor y explicar

la alta remocion del tiosulfato.
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Figura 17. Concentracion y porcentaje de remocion de los compuestos azufrados en el reactor UAF 1 durante el tiempo
de operacién. (Linea punteada indicada el cambio de etapa).

En la Figura 18 se muestra el balance de masa del azufre para el reactor 1, en donde se aprecia
de mejor forma el comportamiento ya sefialado de los compuestos de azufre, en donde al
inicio solo una parte del tiosulfato se convertia en sulfato, mientras que el resto se descargaba
por el efluente. Desde el dia 83 comenzd el aumento de la conversion del tiosulfato a sulfato,
pero el resto del tiosulfato se convertia posiblemente a otras formas de azufre, como sulfitos,
azufre elemental y sulfuros, debido a los mecanismos ya mencionados anteriormente. Estas
otras formas de azufre terminaron descargandose o pudieron quedar en el lecho de zeolita sin
la posibilidad de ser medidas en el efluente. Para el caso de los sulfuros, la investigacion de
Yu et al. (2022) menciona que la zeolita tiene buenas propiedades adsorbentes de este

compuesto, lo que podria respaldar lo mencionado.

La recomendacion que nace entonces de esta falta de informacion es la adicion de analisis
para parametros como el azufre elemental y sulfitos, que permitan completar el balance de
azufre y permitan entender los diferentes mecanismos en los participa el tiosulfato, ademas

de un andlisis de ADN para lograr verificar la presencia de estas otras especies que interfieren
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con el tiosulfato, para asi finalmente optimizar de mejor manera el proceso de

desnitrificacion.
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Figura 18. Balance de masa del azufre del reactor UAF 1 en el tiempo de operacién. (Linea punteada indicada el cambio
de etapa).

Para el reactor 2 estos valores se ven en la Figura 19. El porcentaje de remocion de tiosulfato
en la mayoria de la etapa se mantiene dentro del rango de 20 — 40%. Considerando que el
tiosulfato se afiadié en exceso en la alimentaciéon, el resultado es coherente, ya que no se

puede remover todo el tiosulfato por desnitrificacion, similar a lo obtenido por Guerrero et

al. (2014).

Se observa que en los primeros dias la remocion tuvo un valor alto cercano al 60%, donde el
primer ciclo fue el maximo de remocién en toda la operacion con un valor de 74,67%, pero
la produccion de sulfato fue baja bastante baja en comparacion con el reactor 1 y los dias
posteriores. Este aumento en la remocion se puede explicar con problemas de fuga durante
el armado, que permitio la entrada de una gran cantidad oxigeno al reactor, generando otros
procesos de remocion de tiosulfato como se menciond anteriormente. Pasado el dia 20 la
remocion se mantuvo en el rango mencionado, donde alcanzd su segundo maximo con un
valor de 47,54% el dia 92. La produccidn de sulfato también se mantuvo baja en comparacion

con el reactor 1, con un maximo de 614 mgSO4/L (205 mg S-SO47/L).

38



1000 ; 100
~ 800 i o ‘!““‘§§=;“000“‘Q“00i‘f +3 3¢ee 7180 S
D : I = | 1 S
> L - ] i
Ee0}f = _"® "= . . a® "a " {160 g
S I 3 s " np®" ma® s ", = k
§ L n .". H 3
£ 400 | e e S04 40 @
3 : [ i s 5 5}
S a i o0y 0%, o 1% S
o - S ' ‘9, o : =
200 1 ai i ®% 7 1. 1 L ¢ 120 8
r m A .-' v i, 1la A__ _ = -
A o *% @iz ARA T A
A > zd !
0 1 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 0
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (d)
¢ Tiosulfato alimentacion ®  Tiosulfato reactor 2
Sulfato reactor 2 @+ Remocion Tiosulfato

Figura 19.Concentracion y porcentaje de remocion de los compuestos azufrados en el reactor UAF 2 durante el tiempo
de operacidn. (Linea punteada indicada el cambio de etapa).
En la Figura 20 se muestra el balance del azufre para el reactor 2, donde se aprecia que la mayor
parte del tiosulfato se descargada en el efluente, una fraccion se convierte a sulfato y solo una
pequefia parte se transforma en otras especies de azufre, lo que indica un balance mas completo
en este caso.
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Figura 20. Balance de masa del azufre del reactor UAF 2 en el tiempo de operacion. (Linea punteada indicada el cambio de
etapa).
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La diferencia en los resultados entre ambos reactores posiblemente se debid a los problemas
de fuga en el reactor 2, que impidieron una buena adaptabilidad de los microorganismos al
lecho desde el inicio, lo que se comprueba con la mayor duracion de la etapa de adherencia,
ademas de que dichas fugas permitieron mayor entrada de oxigeno al reactor, lo que produjo

esa leve baja en la eficiencia, en comparacion con el reactor 1.
4.2.4, Materia organica

Se analizé la concentracion de carbono organico total (COT) para verificar la remocion del

acetato en los reactores, producto de la biomasa heterdétrofa.

En la Figura 21 se muestra la concentracion de entrada y salida de COT, ademas de los
porcentajes de remocion de ambos reactores. Se observa que en ambos reactores la remocion
de COT fue de 100% o valores muy cercanos durante toda la operacion. El resultado es
razonable, ya que la remocion de materia organica en el enriquecimiento heterétrofo también
fue cercana al 100%, lo que significa que ain después del enriquecimiento e inoculacion al
reactor UAF, existen otros géneros de bacterias heterétrofas asimilando la materia organica,
que se enriquecieron en conjunto con las bacterias heterétrofas convencionales, tal como lo

proponen Guo et al. (2023).
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Figura 21. Concentracion y porcentaje de remocion del Carbono Orgéanico Total en los reactores UAF durante el tiempo
de operacién. (Linea punteada indicada el cambio de etapa).

4.2.5. Participacion de las biomasas

Para medir el porcentaje de participacion que tienen las biomasas en la desnitrificacion
mixotrofica, fue necesario saber la cantidad de nitrato que remueven por separado. Para ello
bastaria con realizar los balances por elemento, sin embargo, esto no es factible, ya que
existen otros procesos que interactian con cada elemento e impiden obtener un balance

completo.

Para el caso del nitrégeno, si bien se conoce la concentracion de nitrato de entrada y salida,
se desconoce la concentracion de nitrogeno gaseoso producido por la desnitrificacion, por lo
que no se puede confirmar que todo el nitrato fue removido debido este proceso, ademas que
este balance por si solo no diferencia la biomasa autétrofa de la heterétrofa. De manera
similar ocurre con los compuestos de azufre, en donde se observd que la remocién de
tiosulfato fue alta en comparacién con la produccion de sulfato, implicando que hubo otros

procesos de remocién de tiosulfato. Esto ultimo aplica de la misma forma con la materia
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organica en el balance de carbono. Se opt6é entonces por utilizar la ecuacién ( 8 ) de la
desnitrificacion autétrofa, ya que se asume que el sulfato es el Unico compuesto que no se ve
afectado por otros procesos.

Como se analiz6 la concentracion de sulfato en el efluente y se asume que este se formo
Unicamente a partir de la desnitrificacidn autétrofa, por estequiometria se puede conocer la
concentracion de nitrato que fue utilizado por la biomasa autotrofa. Como ademas se conoce
la remocidn total de nitrato en ambos reactores, por diferencia se obtiene la concentracion de
nitrato utilizado por la biomasa heterdtrofa. Si ambos valores se comparan con el total de
nitrato removido, se obtiene el porcentaje de participacion de cada biomasa en la

desnitrificacion.

En la Figura 22 se ve el porcentaje de participacién en la desnitrificacion de ambas biomasas
en el reactor 1. Se observa que, en promedio para todo el tiempo de operacion, el porcentaje
de participacion de la biomasa autotrofa fue de una 45,75% y de la biomasa heterétrofa
54,25%. Segun el criterio indicado en metodologia, estos valores indican que ambas
biomasas compitieron por el nitrato de manera similar y reflejando un buen equilibrio en la

desnitrificacion.
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Figura 22. Porcentajes de participacion en la desnitrificacion de las biomasas del reactor UAF 1.
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Ademas, si se analiza solo el dltimo periodo desde el dia 83 en adelante, el porcentaje de
participacion autdtrofa aumenté a un 61,73%. Esto indica que en ese periodo hubo un
aumento en la actividad desnitrificante autétrofa. Si bien, el porcentaje de participacion de la
biomasa heter6trofa en este caso bajé a un 38,27%, no implica que su actividad
desnitrificante haya bajado, este hecho se confirma con el aumento en la remocién de nitrato

en este mismo periodo como se mostro en la Figura 15.

Del mismo modo en la Figura 23 se observa que, en promedio, el porcentaje de participacién
de las biomasas en la desnitrificacion del reactor 2 son de un 23,4% y 76,6%, para la biomasa
autotrofa y heterotrofa respectivamente. En este caso es evidente que la mayor parte de la
desnitrificacion la realiza la biomasa heterétrofa, ya que ademas la produccion de sulfato fue
baja en comparacion con la del reactor 1. Esta diferencia con el reactor 1 se pudo deber a la
alta remocion de tiosulfato, por los otros mecanismos distintos a la desnitrificacion ya
mencionados, en los primeros ciclos del reactor 2, causando que la biomasa autotrofa redujera
su actividad desde el inicio al estar menos estimulada por la baja concentracion de este
compuesto. Para lograr un mejor equilibrio, se recomienda aumentar la relacién S/N durante

la etapa de operacidn para potenciar la desnitrificacion de la biomasa autétrofa.
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Figura 23. Porcentajes de participacion en la desnitrificacion de las biomasas del reactor UAF 2.
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CAPITULO 5

5. Conclusiones

En esta investigacion se realizd la puesta en marcha de dos reactores UAF para
desnitrificacion mixotrofica a partir de lodos autotrofos y heterétrofos previamente

enriquecidos.

El enriquecimiento heterétrofo se oper6 por 111 dias, con una relacién final de C/N de 2,62
mol/mol, en donde se alcanz6 un méximo de remocién de nitrato de 87,11% y un maximo de

remocion de materia organica de 98,43%.

Los reactores UAF se operaron en formato fed batch por 95 dias para la formacion de
biopelicula, en donde en ambos se logré percibir, de forma cualitativa, la adherencia
microbiana en todas sus etapas al soporte de zeolita. EI mantener el mismo TRH desde la
operacion fed batch a la operacidn continua fue crucial para evitar desestabilizacion en ambos

reactores. La puesta en marcha concluyé al cabo de 114 dias.

El reactor UAF 1 se puso en marcha de forma exitosa, en donde se alcanzé un maximo de
remocion de nitrato de 99,78% a una VCN de 0,046 kgN/(m3-d), un maximo de remocion de
tiosulfato de 98,99% y una remocion de acetato de 100%. Ademas, el porcentaje promedio
de participacion en la desnitrificacion de la biomasa autétrofa y heterétrofa fue de 45,75% y
54,25%, respectivamente, indicando una buena competencia por parte de ambas biomasas,

considerando que el rango aceptable es de 40-60%.

El reactor UAF 2 se puso en marcha de forma satisfactoria, en donde se alcanzé un maximo
de remocion de nitrato de 95,38% a una VCN de 0,046 kgN/(m?3-d), un maximo de remocion
de tiosulfato de 47,54% y una remocion de acetato de 100%. En este caso, el porcentaje
promedio de participacion en la desnitrificacion de la biomasa autétrofa y heterétrofa fue de
23,4% y 76,6%, respectivamente, lo cual no indic6 un buen equilibrio entre las biomasas,
segun el criterio dado, lo que se concluye que la alimentacion no fue adecuada en este caso

y el aumento en la relacion S/N es recomendable.
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Anexos

A. Materiales complementarios.

Tabla 11.Caracteristicas de la zeolita del lecho del reactor UAF.

Propiedad Magnitud
Mineralogia Clinoptilolita-Mordenita.
Granulometria 3,0-50mm
SiOy :64,19 CaO :3,42
TiO2 :0,51 Na.O :0,75
. oo AlOs :11,65 K>O :1,60
Composicion quimica
Fe,O3 :2,53 P,Os :0,03
MnO :0,03 PxC :14,64
MgO :0,66
Capacidad de intercambio cationico (CIC) 86,82 a 112,88 cmol/kg

Superficie especifica (método BET)

Estabilidad quimica (pH)

446 a 480 m?/g
8,9

Tabla 12. Listado de equipos complementarios utilizados para el montaje del reactor UAF.

Listado de equipos Descripcion Cantidad
Bomba peristaltica LongerPump BT300-2J con 2 cabezales 2
Bomba peristaltica LongerPump BT300-2J con 2 cabezales 2
Mangueras De gomal/silicona, 5 mm interior 2m
Controlador de temperatura Barnant Company 1
Calefactor Somela 2000W 1
Temporizador - 1
Estanque de plastico, 6L 2
Céamara aislada de polietileno expandido 1
Soporte Universal - 2
Nuez y aro - 2
Pinza de bureta - 2
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B. Determinacion de nitrato. Método espectrofotométrico
ultravioleta (APHA, 2023).

Principio

Este procedimiento se fundamenta en la utilizacion de la técnica con luz ultravioleta, donde
se evalua la absorbancia del nitrato a 200 nm, siendo apropiada para aguas con una baja
presencia de materia organica. La curva de calibracion confirma la Ley Lambert-Beer hasta
1 mg N/L. La medicion a 220 nm facilita la rapida determinacion del nitrato, ya que la materia
organica no absorbe en esa magnitud y el nitrato no lo hace a 275 nm, permitiendo asi una
segunda medicion para corregir el valor de nitrato. La correccion puede variar segun la
naturaleza de los distintos tipos de aguas. Se afiade 1 mL de acido clorhidrico 1 N para
eliminar posibles interferencias. Se sugiere realizar el analisis inmediato de las muestras o,

en su defecto, congelarlas lo més pronto posible.

Equipos y materiales

e Espectrofotébmetro ultravioleta UV-VIS para trabajar 200 a 300 nm.
e Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso optico.
e Solucion patron NOs™ (Merck art.1.19811.0500)

e Material de uso comun en laboratorio.

Reactivos

e Agua sin nitratos: Emplear agua bidestilada o destilada y desionizada de la
maxima pureza para la preparacion de todas las soluciones y diluciones.

e Solucion intermedia de nitrato: Diluya 100 mL de la solucién de nitrato principal a
1000 mL con agua; 1,00 mL equivalente a 10,0 pug de N-NOgz". Conserve también con
2 mL de CHCI3/L. Esta solucion permanece estable durante 6 meses. La solucién
patron se puede preparar sometiendo nitrato de potasio (KNO3) a un proceso de

secado en un horno a 105°C durante 24 horas. Luego, se disuelven 0,7218 g en agua
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y se diluyen a 1000 mL; 1,00 mL equivale a 100 pg de N-NOs". Conservar afiadiendo
2 mL de CHCI3/L. Esta solucion se mantiene estable durante al menos 6 meses.

e Solucion de acido clorhidrico, HCI 1N. Este se prepara diluyendo 83 mL de HCI
concentrado a 1000 mL con agua. Conservar en botella &mbar y estandarizar con

carbonato de calcio, previamente secado a 206-270°C por una 1 h.

Preparacién de la curva estandar:

Se preparan estandares de calibracion de N-NOgz™ en el rango de 0 a 7 mg N-NOs”/L mediante
la dilucién a 50 mL de los siguientes volumenes de la solucion intermedia de nitrato: 0; 1,00;
2,00; 4,00; 7,00... 35,0 mL. Se trata los estandares de NO3™ de la misma manera que las

muestras.

Procedimiento

a. Tratamiento de la muestra: A 50 mL de muestra clara, filtrada si es necesario, se
afiade 1 mL de solucion de HCI y mezclar bien.

b. Medicion espectrofotométrica: Se mide la absorbancia o transmitancia frente a agua
bidestilada ajustada a absorbancia cero o transmitancia 100%. Utilizar una longitud
de onda de 220 nm para obtener la lectura de NOs™ y una longitud de onda de 275 nm

para determinar la interferencia debido a la materia organica disuelta.
Calculo

Para las muestras y estandares, reste dos veces la lectura de absorbancia a 275 nm de la
lectura a 220 nm para obtener la absorbancia debido a NO3". Construya una curva estandar
graficando la absorbancia debido a NOs™ frente a la concentracion de N-NOz™ del estandar.
Utilice las absorbancias corregidas de las muestras para obtener las concentraciones de las
muestras directamente a partir de la curva estandar. NOTA: Si el valor de correccion es mas

del 10% de la lectura a 220 nm, no utilice este método.
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C. Determinacién de nitrito. Método Colorimétrico
(APHA, 2023).

Principio:

La determinacion de nitrito (NO>) se realiza mediante la formacion de un tinte azopUrpura
rojizo producido a un pH de 2,0 a 2,5 mediante el acoplamiento de sulfanilamida diazotizada
con N-(1-naftil)-etilendiamina dihidriclorada (diclorhidrato de NED). El rango aplicable para
mediciones espectrofotométricas es de 10 a 1000 ug de N-NO2/L. El sistema de color sigue
la ley de Beer hasta 180 ug de N/L con una trayectoria de luz de 1 cm a 543 nm. Para

concentraciones mas altas de NO2™ puede determinarse diluyendo la muestra.

Tratamiento de la muestra

Se deben eliminar los sélidos suspendidos mediante filtracion. Nunca ha de usarse
conservantes acidos para muestras que se analizardn para NO.. Se debe realizar la
determinacidn rapidamente en muestras frescas para evitar la conversion bacteriana de NO2
a NO3z™ 0 NHas. Para la conservacion a corto plazo durante 1 a 2 dias, congelar la muestra a

—20°C o almacenarla a 4°C.

Equipos y materiales

e Espectrofotémetro ultravioleta UV-VIS para trabajar entre 500-600 nm
e Celda de 1 cm de didmetro (se pueden utilizar celdas plasticas).

e Material de vidrio de uso habitual en laboratorio.

Reactivos y soluciones

e Agua exenta de nitrito

e Acido fosforico (Sigma Aldrich art. 100317)

e Sulfanilamida (Merck art. 100731)

e Permanganato de potasio (Merck art. 105084)

e N-(1-Naftil)- etilendiamina dihidroclorada (Merck art. 106237)
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e Patrén Nitrito (Merck art. 106549)

Procedimiento

a. Preparacion de reactivo de color: A 800 mL de agua, agregar 100 mL de acido
fosforico al 85% y 10 g de sulfanilamida. Después de disolver completamente la
sulfanilamida, afiadir 1 g de N-(1-naftil)-etilendiamina dihidroclorada. Mezclar para
disolver y luego diluir a 1 L con agua. La solucion es estable durante
aproximadamente un mes cuando se almacena en una botella oscura en el
refrigerador.

b. Solucion stock de nitrito: Diluir 0,1 mL de la solucién patrén de NO2 (1000 mg/L) a
500 mL de agua (esta solucién tiene una concentracion de 200 pg/L). Preparar en el
momento. En caso de no contar con solucion patrén, se deben disolver 1,232 gramos
de NaNO; (1 mL = 250 pg), previamente secado a 105°C por una hora, al menos, y
enfriar en desecador (20 minutos), luego revalorar con permanganato de potasio.
Aforar a 1000 mL.

c. Tratamiento de la muestra: Si la muestra contiene sélidos suspendidos, filtrar a través
de un filtro de membrana con un diametro de poro de 0,45 um. Si el pH de la muestra
no esta entre 5y 9, ajustar a ese rango con HCI 1N o NH4OH segun sea necesario. A
50,0 mL de muestra, 0 a una porcion diluida a 50,0 mL, afiadir 2 mL de reactivo de
color y mezclar. Entre 10 minutos y 2 horas después de agregar el reactivo de color a

las muestras y estandares, mida la absorbancia a 543 nm.
Calculo

Construir una curva estandar graficando la absorbancia de los estandares frente a la
concentracion de NO_". Calcular la concentracion de la muestra directamente a partir de la

curva.
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D. Determinacion de Amonio. Método de fenol (APHA,
2023).

Principio

Se forma un compuesto intensamente azul, indofenol, mediante la reaccion de amoniaco,
hipoclorito y fenol catalizado por nitroprusiato de sodio. La complejacion de magnesio y
calcio con citrato elimina la interferencia producida por la precipitacion de estos iones a un
pH elevado. No hay interferencia de otras formas trivalentes de nitrégeno. Elimine la turbidez
interferente por destilacién o filtracion. Si hay presencia de sulfuro de hidrégeno, eliminelo
acidificando las muestras a un pH de 3 con HCI diluido y aireando vigorosamente hasta que

no se pueda detectar mas el olor a sulfuro.

Equipo y Materiales

e Espectrofotometro para uso a 640 nm con una longitud de trayectoria de luz de 1 cm
0 Més.

e Hipoclorito de sodio, solucién comercial, aproximadamente 5 (Esta solucion se
descompone lentamente una vez que se rompe el sello del tapon de la botella.
Reemplazar aproximadamente cada 2 meses).

e Solucion patron NH4 (1000 mg/L).

Reactivos vy soluciones

e Solucion de Fenol: Mezclar 11,1 mL de fenol licuado (>89%) con alcohol etilico al
95% v/v hasta alcanzar un volumen final de 100 mL. Preparar semanalmente. Se debe
usar guantes y proteccion ocular al manipular fenol; utilizar una buena ventilacién
para minimizar la exposicién del personal a esta sustancia volatil toxica.

e Nitroprusiato de sodio, 0.5% p/v: Disolver 0,5 g de nitroprusiato de sodio en 100 mL
de agua desionizada. Almacenar en una botella &mbar por hasta 1 mes.

e Citrato alcalino: Disolver 200 g de citrato trisddico y 10 g de hidréxido de sodio en

agua desionizada. Diluir a 1000 mL.
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e Solucién oxidante: Mezclar 100 mL de solucion de citrato alcalino con 25 mL de

hipoclorito de sodio. Preparar diariamente.

Procedimiento

a. A una muestra, filtrada de ser necesario, de 25 mL en un matraz Erlenmeyer de 50
mL, afiadir, mezclando bien después de cada adicién, 1 mL de solucién de fenol, 1
mL de solucidn de nitroprusiato de sodio y 2.5 mL de solucion oxidante.

b. Cubrir las muestras con film de plastico o pelicula de parafina.

c. Permitir que el color se desarrolle a temperatura ambiente (22 a 27°C) en luz tenue
durante al menos 1 hora. El color es estable durante 24 horas.

d. Medir la absorbancia a 640 nm.

Para la curva de calibracion, preparar un blanco y al menos otros dos estandares diluyendo
la solucidn estandar de amoniaco en el rango de concentracion de la muestra. Tratar los

estandares de la misma manera que las muestras.
Calculo

Calcule la concentracion de la muestra comparando la absorbancia de la muestra con la curva

estandar.

E. Determinacion de sulfatos. Método turbidimétrico
(APHA, 2023).

Principio

El ion sulfato (SO4%) se precipita en un medio de acido acético con cloruro de bario (BaCly)
para formar cristales de sulfato de bario (BaSO4) de tamafio uniforme. La absorbancia de la
suspension de BaSO4 puede ser medida mediante espectrofotometria y la concentracion de

S04 se determina mediante la comparacion de la lectura con una curva estandar.
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La presencia de color o materia suspendida en grandes cantidades puede interferir. Se puede
eliminar algo de materia suspendida mediante filtracion. Concentraciones de silice superiores
a 500 mg/L pueden interferir, y en aguas que contienen grandes cantidades de material
organico, puede ser dificil precipitar BaSO4 satisfactoriamente. En aguas potables, no hay
iones, aparte de SOs*, que formaran compuestos insolubles con bario en condiciones
fuertemente acidas. Realice la determinacion a temperatura ambiente; la variacion en un

rango de 10°C no causara un error apreciable.

Equipo y Materiales

e Material comun de vidrio de uso en laboratorio, ejemplos: varillas de vidrio, vasos
precipitados, volumétricos.

e Espectrofotébmetro, para usar a 420 nm, con una trayectoria de luz de 1 cm.

Reactivos

e Solucion acondicionadora: se utiliza como método de suspension para los iones
sulfato al ser leidos en el espectrofotometro. Es de vital importancia, ya que al no
usarla precipitaria todo el analito en el momento de la adicion de cloruro de bario. La
preparacion debe ser en orden, agregando a un vaso precipitado de un litro y
mezclando después de cada adicion: 300 mL de agua destilada, 30 mL de &cido
clorhidrico concentrado, 100 mL de alcohol isopropilico, 75 gramos de cloruro de
sodio. Finalmente, afiadir 50 mL de glicerol medidos en probeta, mezclar todo y llevar
a volumen final de 500 mL con agua destilada. Esta solucién es estable durante seis
meses en frasco &mbar a temperatura ambiente.

e Cristales de cloruro de bario, BaClz, de 20 a 30 mesh. En la estandarizacion, se
produce turbidez uniforme con este rango de mallas y el amortiguador adecuado.

e Solucion estandar de sulfato: Preparar una solucion estandar de sulfato como se
describe a continuacion; 1,00 mL = 100 pg de SO4%. Disolver 0,1479 g de Na2SO4
anhidro en agua destilada y diluya a 1000 mL.
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Procedimiento

a. Formacion de turbidez de sulfato de bario: Medir 100 mL de muestra, 0 una porcién
adecuada hasta completar 100 mL, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Afiadir 20
mL de solucion amortiguadora y mezclar en el aparato de agitacion. Mientras se agita,
agregar una cucharada de cristales de BaCl> y comenzar a cronometrar
inmediatamente. Agitar durante 60 + 2 s a velocidad constante.

b. Medicion de la turbidez de sulfato de bario: Después de que se ha terminado el
periodo de agitacion, verter la solucion en la celda de absorcion del fotdbmetro y medir
la turbidez a los 5 + 0.5 minutos.

c. Preparacion de la curva de calibracion: Estimar la concentracion de SOs% en la
muestra comparando la lectura de turbidez con una curva de calibracion preparada
llevando estandares de SOs* a través de todo el procedimiento. Espaciar los
estandares en incrementos de 5 mg/L en el rango de 0 a 40 mg/L de SO4%. Por encima
de 40 mg/L, la precision disminuye y las suspensiones de BaSO4 pierden estabilidad.
Verificar la confiabilidad de la curva de calibracion ejecutando un estandar con cada
tres o cuatro muestras.

d. Correccion por color y turbidez de la muestra: Corregir el color y la turbidez de la

muestra ejecutando blancos a los que no se agreg6 BaCl..
Calculo

La concentracion puede ser leida directamente en la ecuacion de la recta obtenida a partir de

la curva de calibracion, pero es necesario considerar la dilucion.

F. Tiosulfato (Harris, 2016).

Principios

Se determina el tiosulfato presente en las muestras mediante Yodometria, un método
volumétrico indirecto en el cual los oxidantes reaccionan con un exceso de iones ioduro, y el
iodo liberado se determina con un reductor estdndar, como el tiosulfato de sodio. La

conservacion y almacenamiento deben realizarse en envases de vidrio o polipropileno. Su
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almacenamiento en refrigerador no debe extenderse por mas de dos dias (4°C); de lo

contrario, congelar no mas alla de siete dias.

Equipo y Materiales

Matraces Erlenmeyer de 50 mL
Bureta de 30 mL para el Tiosulfato
Bureta de 30 mL para Yodo

Pipeta aforada de 10 mL y 20 mL
Gotero

Matraz de aforo de 1 L

Botella &mbar de 1 L

Matraces de aforo de 100 mL

Reactivos vy soluciones

Solucion de tiosulfato de sodio pentahidratado (Na.S203-5H20) 0,1 N.
Yoduro de potasio (KI) al 10%.

Cloroformo (CHCIs).

Solucion de almidén al 1%.

Solucion de yodo 0,1 N.

Yodato de Potasio (KIOs) 0,1 N, patron primario.

Yoduro de Potasio libre de Yodato (KI).

Procedimiento

La muestra se toma en envases de polipropileno y se analiza en el transcurso de unos
minutos; no se almacena. De la muestra, tomada en triplicado, se extraen 10 mL,
previamente filtrados, y se transfieren a un matraz Erlenmeyer. Luego, se titula con
una solucion de yodo 0,1000 N aproximadamente desde una bureta hasta que la
muestra cambie de incolora a amarillo palido. Posteriormente, se valora con tiosulfato

de sodio, también desde una bureta 0,1000 N aproximadamente, hasta que la muestra
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adquiera un color incoloro. Se afiaden unas gotas de almidon para verificar la
presencia de trazas de yodo; en caso afirmativo, se observara un color verdoso, y se
debe continuar titulando hasta que la muestra quede incolora.

Preparacion de tiosulfato de sodio (Na»S:03-5H.0): Se pesan 25.0 g de
Na2S203-5H,0 en una balanza granataria y se transfieren a una botella ambar de un
litro. Utilizando agua recién hervida y previamente enfriada, se agregan diez gotas de
cloroformo y se lleva a volumen, homogeneizando la solucién. Se deja reposar
durante un par de dias para su posterior estandarizacion.

Estandarizacion de tiosulfato de sodio (Na2S:03-5H20) con Yodato de Potasio
(KIO3): Se toma una alicuota de 10 mL de yodato de potasio (patron primario) y se
transfiere cuantitativamente a un matraz Erlenmeyer. Se agregan 10 mL de &cido
clorhidrico 1 N 0 5 mL de &cido sulfarico 2 N y 10 mL de yoduro de potasio al 10%.
La valoracion con tiosulfato se realiza hasta que hay un cambio de color a amarillo
palido. Luego, se agregan 5 gotas de almidon y se continta valorando hasta que el
color azul vinoso cambie a incoloro. Se realiza en triplicado.

Solucion de lodo 0,1 N: Se pesan 20 gramos de yoduro libre de yodato p.a. en 30-40
mL de agua destilada en un matraz aforado de un litro con tapa esmerilada. Luego, se
pesan 12,7 gramos de yodo resublimado sobre un vidrio reloj y se transfieren
cuantitativamente al matraz. Tras agitar hasta que el yodo se disuelva, se deja reposar
por veinte minutos y se lleva al aforo. Se conserva en un frasco con tapa de vidrio
esmerilado en un lugar frio y oscuro.

Estandarizacion de la solucion de yodo con tiosulfato: En un matraz Erlenmeyer, se
agregan 10 mL de la solucion de yodo preparada y se titula con la solucion valorada
de tiosulfato de sodio (patrén secundario) hasta obtener un color amarillo palido. Se
anota el gasto y se realiza en duplicado.

Solucién de almidon: Se prepara una pasta con un gramo de almidén soluble y una
pequefa cantidad de agua. Luego, se agrega, con buena agitacion, a 100 mL de agua
hirviendo y se hierve durante un minuto. Se deja enfriar y se afiaden tres gramos de

yoduro de potasio.
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Calculo

Conociendo el volumen utilizado de yodos consumido por el yodo de la solucion de
tiosulfatos como patréon primario se calculan los milimoles totales consumidos por la solucién
estandar. Al saber el volumen de yodo agregado a la muestra se tiene los moles totales de
yodo. Al restar ambas cantidades sabremos la cantidad de milimoles consumidos por la

muestra y de acuerdo con la relacion:
1mLdel, =0,1581 g de Na,S,05 - H,0

G. Carbono Organico Total (APHA, 2023).

Principio

La muestra se homogeneiza y diluye seglin sea necesario, y una micro porcién se inyecta en
una camara de reaccion calentada, empacada con un catalizador oxidante como 6xido de
cobalto, metales del grupo del platino o cromato de bario. El agua se vaporiza y el carbono
organico se oxida a CO2 y H2O. El CO; proveniente de la oxidacion del carbono organico e
inorgénico se transporta en corrientes de gas portador y se mide mediante un analizador
infrarrojo no dispersivo o titulacion culombimétrica. Dado que se mide el carbono total, el
carbono inorganico debe eliminarse por acidificacién y desgasificacion o medirse por

separado y el TOC obtenerse por diferencia.

Se mide el carbono inorgéanico inyectando la muestra en una cdmara de reaccion donde se
acidifica. En condiciones &cidas, todo el carbono inorganico se convierte en CO2, que se
transfiere al detector y se mide. Bajo estas condiciones, el carbono organico no se oxida y
solo se mide el carbono inorganico. Alternativamente, convierta los carbonatos inorganicos
en CO; con &cido y elimine el CO2 mediante purga antes de la inyeccion de la muestra. La
muestra contiene solo la fraccidn de carbono orgénico no purgable del carbono total; también

es necesario realizar una determinacion de carbono organico purgable para medir el TOC.

La eliminacién de carbonato y bicarbonato por acidificacién y purga con gas purificado

resulta en la pérdida de sustancias organicas volatiles. Los compuestos volatiles también
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pueden perderse durante la mezcla de la muestra, especialmente si la temperatura aumenta.
Otra pérdida importante puede ocurrir si las particulas grandes que contienen carbono no
ingresan a la aguja utilizada para la inyeccion. La filtracion, aunque es necesaria para
eliminar la materia organica particulada cuando solo se va a determinar el DOC, puede
resultar en la pérdida o ganancia de DOC, dependiendo de las propiedades fisicas de los
compuestos que contienen carbono y de la adsorcion o desorcion de material carbonaceo en
el filtro. Se debe verificar los filtros por su contribucion al DOC analizando un blanco
filtrado. Tenga en cuenta que cualquier contacto con material organico puede contaminar una
muestra. Evitar vidrio contaminado, envases de plastico y tubos de goma. Analizar blancos

de tratamiento de muestra, sistema y reactivos.

Se requieren temperaturas de combustion superiores a 950°C para descomponer algunos
carbonatos. Los sistemas que utilizan temperaturas mas bajas deben destruir los carbonatos
mediante acidificacién. El carbono elemental puede no oxidarse a temperaturas mas bajas,
pero generalmente no esta presente en muestras de agua ni se forma durante la combustion
de muestras diluidas. La ventaja de usar temperaturas mas bajas (680°C) es que se minimiza
la fusidn de sales disueltas, lo que resulta en valores de blanco més bajos. Los gases liberados
durante la combustion, como agua, compuestos de haluros y 6xidos de nitrégeno, pueden
interferir con el sistema de deteccion. Consulte las recomendaciones del fabricante sobre la
seleccion adecuada de materiales para el eliminador y verifique cualquier interferencia de
matriz. La principal limitacion de las técnicas de alta temperatura es la magnitud y
variabilidad del blanco. Los fabricantes de instrumentos han desarrollado nuevos
catalizadores y procedimientos que producen blancos mas bajos, lo que resulta en niveles de

deteccion mas bajos.

Concentracion minima detectable: 1 mg C/L o menos, dependiendo del instrumento
utilizado. Esto se puede lograr con la mayoria de los analizadores de combustion a alta
temperatura, aunque el rendimiento del instrumento varia. La concentracién minima
detectable puede reducirse concentrando la muestra o aumentando la porcion tomada para el

analisis.
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Equipo y Materiales

e Analizador de carbono organico total, utilizando técnicas de combustion.

e Accesorios para muestreo, inyeccion y preparacion de muestras, segun lo prescrito
por el fabricante del instrumento.

e Mezclador o homogeneizador de muestras.

e Agitador magnético y barras de agitacion recubiertas de TFE.

e Aparato de filtracién y filtros de 0,45 um de didmetro de poro. Preferiblemente,
utilice filtros de jeringa HPLC sin TOC detectable. También se pueden utilizar filtros
de fibra de vidrio o membrana de plata. Enjuague los filtros antes de usar y supervise
los blancos de filtro.

Reactivos vy Soluciones

e Agua de reactivo: Preparar reactivos, blancos y soluciones estandar a partir de agua
de reactivo con un valor de TOC inferior a 2 x el LDM.

e Acido: Acido fosforico, HsPO4. También se puede utilizar acido sulfarico, H2SOa.

e Solucion madre de carbono organico: Disolver 2,1254 g de biftalato de potasio
anhidro de grado estandar primario, CsHsKO4, en agua libre de carbono y diluir a
1000 mL; 1,00 mL = 1,00 mg de carbono. Preparar estandares de control de
laboratorio utilizando cualquier otro compuesto de carbono organico apropiado de
pureza, estabilidad y solubilidad en agua adecuadas. Conservar acidificando con
H3PO4 0 H2SO4 a un pH <2 y almacene a 4°C.

e Solucion madre de carbono inorganico: Disolver 4,4122 g de carbonato de sodio
anhidro, Na,COs, en agua, agregar 3,497 g de bicarbonato de sodio anhidro, NaHCOs,
y diluir a 1000 mL; 1,00 mL = 1,00 mg de carbono. Alternativamente, usar cualquier
otro compuesto de carbonato inorgénico de pureza, estabilidad y solubilidad en agua
adecuadas. Mantener bien tapado. No acidificar.

e Gas portador: Oxigeno o aire purificado, libre de CO2 y con menos de 1 ppm de
hidrocarburos (como metano).

e Gas de purga: Cualquier gas libre de CO2 e hidrocarburos.
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Procedimiento

a. Operacion del instrumento: Seguir las instrucciones del fabricante para el ensamblaje,
prueba, calibracion y operacion del analizador. Ajustar a la temperatura Optima de
combustion antes de utilizar el instrumento; monitorear la temperatura para asegurar su
estabilidad.

b. Tratamiento de la muestra: Si una muestra contiene sélidos grandes o materia insoluble,
homogenizar hasta obtener una replicacion satisfactoria. Analizar un blanco de
homogeneizacidén que consista en agua de reactivo llevada a través del tratamiento de
homogeneizacion. EIl instrumento disponible proporciona una determinacion separada de
carbono inorganico (carbonato, bicarbonato, CO: libre) y carbono total, omitir la
descarbonatacion y determinar el TOC por diferencia entre TC y carbono inorganico. Si se
va a determinar el carbono orgénico disuelto, filtrar la muestra a través de un filtro de 0,45

um de diametro de poro; analizar un blanco de filtracion.

c. Inyeccidn de la muestra: Extraer una porcion de muestra preparada con una jeringa
equipada con una aguja de punta roma. Seleccionar el volumen de la muestra de acuerdo con
las indicaciones del fabricante. Remover las muestras que contengan particulas con un
agitador magnético. Seleccionar el tamafio de aguja consistente con el tamafio de particula
de la muestra. También se pueden utilizar otras técnicas de inyeccion de muestra, como
bucles de muestra. Inyectar muestras y estandares en el analizador de acuerdo con las
indicaciones del fabricante y registrar la respuesta. Repetir la inyeccion hasta obtener
medidas consecutivas que sean reproducibles dentro del £10%.

d. Preparacién de la curva de calibracién: Esto no es necesario para instrumentos provistos

con una lectura digital de la concentracion.

Con la mayoria de los analizadores TOC, no es posible determinar blancos separados para
agua de reactivo, reactivos y todo el sistema. Ademas, algunos analizadores TOC producen
un blanco variable e irregular que no se puede corregir de manera confiable. En muchos
laboratorios, el agua de reactivo es el principal contribuyente al valor del blanco. Minimizar

los errores utilizando agua de reactivo y reactivos bajos en carbono. Inyectar muestras y
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blancos procedimentales (que consisten en agua de reactivo llevada a través de cualquier
paso de preanalisis; los valores son tipicamente més altos que los de agua de reactivo) y
determina las concentraciones de carbono orgéanico en las muestras directamente a partir de
la lectura o las mediciones del instrumento al comparar la respuesta del instrumento corregida
con la curva de calibracion. Los instrumentos con detectores culombimétricos no requieren
curvas de calibracion. Analizar regularmente muestras de control de laboratorio para
confirmar el rendimiento del instrumento (ver Control de calidad, a continuacién). Estos
detectores acumulan el blanco del sistema; por lo tanto, monitorea regularmente el blanco

del sistema.
Calculo

Leer la respuesta del instrumento corregida de los estandares y muestras restando la respuesta
del blanco de agua de reactivo de la del estandar y la muestra. El instrumento prepara una
curva de estandares de respuesta del instrumento corregida vs. concentracién de TOC. Resta
el blanco procedural de la respuesta del instrumento de cada muestra y compara con la curva
de estandares para determinar el contenido de carbono. Luego, aplica el factor de dilucion
correspondiente cuando sea necesario y resta el carbono inorganico del carbono total para asi
determinar el TOC por diferencia.

H. pH (APHA, 2023).

Principios

La medicion del pH se efectla para controlar la estabilidad del reactor, al ser esta una variable
critica ya que al bajar de los 6,5, se considera que el medio se esta acidificando y la poblacién
de bacterias podria disminuir al no estar en el rango éptimo de crecimiento, y por lo tanto su
capacidad de degradacion que las caracteriza disminuye, en este escenario se aumenta el pH
agregando un exceso de bicarbonato para aumentar la alcalinidad de alimentacion preparada
para el reactor. Este procedimiento se realiza a fin de verificar que el valor se mantenga entre

6y 8, que es el rango que permite el crecimiento de Thiobacillus Denitrificans 6ptimamente.
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Equipos y materiales:

e Vaso precipitado 100mL
e Piseta.
e Soluciones calibracion buffer pH 4, 7,10

e pH ThermoScientific Orion 370 PerpHecT® LogR Meter

Procedimiento

a. Efectuar calibracion del pH metro entre las medidas de pH 4 —7 - 10

b. Sumergir electrodo y esperar a que se estabilice se anota la medida.
Calculo

Directamente de la lectura entregada por el equipo.

|. Calculo de tampon difosfato

El objetivo de utilizar una soluciéon tampdn es amortiguar los cambios bruscos de pH en un
medio, a través del equilibrio que se forma entre un &cido y una base débil. La efectividad de
la solucién a la hora de amortiguar dichos cambios dependerd principalmente de la
concentracion de esta. Légicamente a una mayor concentracion la amortiguacion sera mayor,
pero también implicard un uso excesivo y costoso de los reactivos a utilizar. Para determinar
la concentracion optima dependera exclusivamente del experimento a realizar, la cual debe

ir variando durante su transcurso, segun los objetivos que este requiera hasta lograrlo.

Para calcular una solucion tampén o buffer, se utiliza la ecuacién de Henderson-Hasselbach.
Se debe iniciar con un pH objetivo a la que la solucion mantendra estable y un acido débil
junto a su base conjugada. Para la presente investigacion se utilizé fosfato monopotésico
KH2PO, y fosfato dipotasico K:HPO4 y un pH objetivo de 7. Entonces, para 1 L de solucion

se tienen las siguientes ecuaciones.
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[K;HPO,]

PHopjetivo = PKq + 10gm (13)

Molaridadsypcion = [K;HPO,] + [KH,PO,] (14)

El valor aproximado de pKa del equilibrio entre los fosfatos es de 7.2. Con ambas ecuaciones,
se despeja la concentracion de cada reactivo a utilizar, lo que se logra facilmente en hoja de

calculo. La cantidad de cada reactivo a utilizar se obtiene a través de los pesos moleculares

de cada uno.
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