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Resumen.

La tecnologia de nitrificacion-desnitrificacion autotrofa simultanea en un reactor secuencial
batch (SND-SBR) resulta ser una tecnologia emergente (en fase de estudio) y versatil para la
eliminacion de compuestos nitrogenados presentes en efluentes de la industria. Sin embargo,
requiere una atencion especial en las estrategias operativas debido a la baja tasa de
crecimiento de los microorganismos autotrofos, la sensibilidad a los cambios de pH,
temperatura y oxigeno disuelto, ademas de los costos energéticos en los que se incurren al
tratar de controlar estas variables.

El objetivo de la investigacion consiste la puesta en marcha y posterior operacion de un
reactor SBR de nitrificacion/desnitrificacion autotrofa con azufre elemental como dador de
electrones, con el fin de evaluar el comportamiento operacional y estudiar la cinética del
sistema propuesto, en el marco del proyecto Fondecyt 1170103: “Simultaneous Removal of
Carbon-Nitrogen-Sulfide in a New Sequential Batch Biofilm Reactor with Elemental Sulfur
and Zeolite as Support: Performance and Modeling”.

Para ello, se mont6 un reactor de 2 L, el cual se inocul6 utilizando lodo anaerobio de purin
de cerdo y lodo aerobio obtenido de una planta faenadora de pollos. El reactor fue operado
con una estrategia de alimentacion distribuida, también llamada step-feed, la que permite
disminuir los efectos de inhibicion por sustrato. La operacion se realizd con ciclos de tres
dias, distribuidos en 3 alimentaciones de una hora cada una, luego ocho horas de operacién
anodxica donde es llevada a cabo la desnitrificacion, ocho horas de operacion aireada donde
es llevada a cabo la nitrificacion, seis horas mas de operacion andxica y finalmente una hora
de operacion aerdbica. Al finalizar el tercer sub-ciclo, se realiza una sedimentacion y
posterior extraccion del efluente.

El sistema SND-SBR fue operado un total de 154 dias en los cuales se realizaron 51 ciclos
completos. Se operd con velocidades de carga nitrogenada (VCN) ascendente, desde 0,0296
hasta 0,0426 kg NTK/m?-d. La relacion C/N se mantuvo constante durante toda la operacion
a través del uso de una alimentacion sintética. El reactor se mantuvo en ambiente de
oscuridad y a una temperatura de 31°C.

La oxidacion de amonio durante el periodo de trabajo fue de alta eficiencia y adaptabilidad,
ya que el sistema SND-SBR solo tard6 5 ciclos en alcanzar rendimientos superiores al 80%

Finalmente, la eficiencia del proceso de nitrificacion (procesos aerobio) durante toda la



operacion del reactor fue de 98,63%. El buen desempefio del proceso aerobio y las altas
eficiencias alcanzadas se debe a el potenciamiento de metabolismos oxidantes entre
poblaciones microbianas que llevan a cabo el proceso aerobio del sistema SND y una mayor
concentracion de microorganismos por sedimentacion y retencion celular. Esto quiere decir
que la sedimentacion logra mantener casi completamente a los microorganismos dentro del
reactor.

El porcentaje de remocion promedio de nitrogeno durante la operacion, tanto puesta en
marcha como operacion con RIL sintético de composicion constante, fue de 46,33%. Ademas
se concluye que la etapa limitante en el proceso es la desnitrificacion autotrofa que utiliza
azufre como dador de electrones.

Mediante experimentos realizados en laboratorio se confirma que no hay indicios de aumento
en la concentracion de sulfatos a lo largo del tiempo producto de la aireacion, por ende, se
descarta que el oxigeno en el sistema oxida al azufre y se valida que la generacion de sulfatos
es solo producto de la desnitrificacion.

Se realizaron experimentos de nitrificacion y desnitrificacion a modo de ajustar un modelo
cinético que represente la actividad metabdlica de los microorganismos que son participes en
el sistema SND-SBR. Para los microorganismos BAO (amonio-oxidantes) la cinética que
mejor se ajustd fue la del tipo Monod y para los microorganismos BNO (nitrito oxidantes)
fue una cinética del tipo Haldane, este modelo incluye un término de inhibicion por sustrato,
que tiene directa relacion con el nitrito y la posibilidad de formar &cido nitroso, el cual es
sumamente toxico y genera inhibicion. Finalmente, para los microorganismos
desnitrificantes se ajustd una cinética de orden un medio, propia de cuando la reaccion ocurre
gracias a la presencia de un biofilm, que en este caso se forma utilizando la misma pastilla de

azufre como soporte.



Abstract.

Simultaneous autotrophic nitrification-denitrification technology in a batch sequential
reactor (SND-SBR) turns out to be an emerging and versatile technology for the elimination
of nitrogen compounds present in industry effluents. However, it requires special attention
in operational strategies due to the low growth rate of autotrophic microorganisms, sensitivity
to changes in pH, temperature and dissolved oxygen, in addition to the energy costs incurred
in trying to control these variables

The objective of the investigation was the start-up and subsequent operation of an SBR
autotrophic nitrification / denitrification reactor with elemental sulfur as an electron donor,
in order to evaluate the operational behavior and study the kinetics of the proposed system.
For this, a 2 L reactor was mounted, which was inoculated using anaerobic sludge of pig
slurry and aerobic sludge obtained from a chicken slaughter plant. The reactor was operated
with a distributed feeding strategy, also called step-feed, this strategy allows to reduce the
effects of substrate inhibition. The operation was performed with three-day cycles,
distributed in 3 feeds of one hour each, then eight hours of anoxic operation where
denitrification is carried out, eight hours of aerated operation where nitrification is carried
out, six more hours of anoxic operation and finally one hour of aerobic operation. At the end
of the third subcycle, sedimentation and subsequent effluent extraction are performed.

The SND-SBR system was operated a total of 154 days in which 51 complete cycles were
performed. It was operated with ascending nitrogen loading (VCN) speeds, from 0.0296 to
0.0426 kg NTK / m3 - d. The C/ N ratio remained constant throughout the operation through
the use of a synthetic feed. The reactor was kept in a dark environment and at a temperature
of 31 °C.

Ammonium oxidation during the work period was of high efficiency and adaptability, since
the SND-SBR system only took 5 cycles to reach yields greater than 80%. Finally, the
efficiency of the nitrification process (aerobic processes) during the entire operation of the
reactor was 98.63%. The good performance of the aerobic process and the high efficiencies
achieved are due to the formation of anoxic / aerobic microenvironments in the thickness of
the biofilm formed on the surfaces of the sulfur lentils, the potentiation of oxidizing
metabolisms between microbial populations that carry out the process aerobic SND system

and a higher concentration of microorganisms by sedimentation and cell retention. This



means that sedimentation manages to keep microorganisms almost completely inside the
reactor.

The average nitrogen removal percentage during the operation was 46.33%, which concludes
that the limiting stage in the process is autotrophic denitrification using sulfur as an electron
donor.

Through experiments carried out in the laboratory, it is confirmed that there is no evidence
of an increase in sulfate concentration over time due to aeration, therefore, it is ruled out that
the oxygen in the system oxidizes sulfur and it is validated that sulfate generation It is purely
the product of denitrification.

Nitrification and denitrification scans were performed in order to adjust a kinetic model that
represents the metabolic activity of microorganisms that are involved in the SND-SBR
system. For the BAO (ammonium-oxidizing) microorganisms, the kinetics that best fit was
that of the Monod type and for the BNO (oxidizing nitrite) microorganisms it was a kinetics
of the Haldane type, this model includes a substrate inhibition term, which has a direct
relationship with nitrite and the possibility of forming nitrous acid, which is highly toxic and
generates inhibition. Finally, for the denitrifying microorganisms, a medium order kinetics
was adjusted, typical of when the reaction occurs thanks to the presence of a biofilm, in this

case the biofilm is formed using the same sulfur tablet as a support.
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1 Introduccion.

1.1 Generalidades.

En la actualidad, muchas aguas residuales industriales, tales como las plantas de pulpa y
papel, plantas petroquimicas, curtidurias, fabricas textiles, industria farmacéutica, industria
de procesamiento de alimentos, vertederos de basura y los efluentes de la digestion anaerobia
de lodos y desechos agricolas, contienen compuestos quimicos especificos y facilmente
identificables, como amoniaco, sulfuros y sustancias carbonosas.

El amoniaco y los sulfuros en las aguas residuales no solo pueden corroer las instalaciones
de tratamiento de aguas y las tuberias de drenaje, sino que también pueden causar una grave
contaminacion ambiental (Aesoy y Bentzen, 1998).

Para tratar estos compuestos (carbono-nitrogeno-azufre), se han propuesto procesos
biologicos, la mayoria constan de dos o mas pasos (nitrificacion aerdbica y oxidacion de
sulfuro seguidos de desnitrificacion andxica) y requieren dos reactores separados, ademas,
estas tecnologias poseen falencias que obstaculizan la obtencion de una adecuada robustez
operacional. Dentro de las falencias se pueden mencionar: bajas tasas de crecimiento
microbiano, alta sensibilidad a cambios de pH, temperatura y oxigeno disuelto, altos costos
energéticos y disponibilidad de materia orgéanica. Es mas, en la desnitrificacion heterotrofa,
ampliamente utilizada en los procesos de tratamiento de aguas residuales, requiere una fuente
externa de carbono organico para proporcionar donantes de electrones cuando se tratan aguas
residuales con una relacion C/N muy bajas o relaciones de reciclo internas muy altas.

Por lo tanto, aiin son necesarias nuevas formas de lidiar con el carbono-nitrégeno y el sulfuro
(C-N-S) provenientes de las aguas residuales que permitan bajar costos relacionados con el
consumo de oxigeno y costos de instalacion. Dentro de las nuevas tecnologias, existe la
nitrificacion y desnitrificacion secuencial (SND), sistema que trata la remocion de nitrégeno
en dos etapas: la oxidacion de amonio (nitrificacion) y luego la reduccion de nitrato a N»
(desnitrificacidn), la cual puede ser llevada a cabo en un solo reactor (generalmente operado
por lotes), lo que se traduce en una disminucion del espacio que ocupa la instalacion.
Ademas, los costos de inversion son menores, pues no se necesita los tipicos decantadores

secundarios (Aema Servicios, 2019)
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1.2 Objetivo general v especificos.

El objetivo general del presente estudio consiste la puesta en marcha y posterior operacion

de un reactor SBR de nitrificacion/desnitrificacion autotrofa con azufre elemental como

dador de electrones, con el fin de evaluar el comportamiento operacional y estudiar la cinética

del sistema propuesto.

Los objetivos especificos se enumeran a continuacion:

l.

Establecer una estrategia de puesta en marcha del reactor SND-SBR de
nitrificacion/desnitrificacion autotrofa simultanea, donde se controle la concentracion de
compuestos nitrogenados, la ausencia de materia organica y el pH y fijar criterios de
estabilizacion del reactor.

Una vez estabilizada la operacion del reactor, determinar un rango operacional para
mejorar la eliminacion de nitrégeno. Para ello, se evaluard el efecto del tiempo del paso
aerdbico, el tiempo del paso andxico, la carga de nitrogeno y de azufre.

Determinar un modelo cinético que represente al sistema. El modelo cinético se basara en
el trabajo presentado por Xu ef al/ (2014). e incluira al menos nitrificacion, oxidacion
aerobica de azufre (no incluida en el modelo original de Xu ef al. (2014)), inhibicion de
la nitrificacion por azufre (no incluida en el modelo original de Xu et al. (2014)) y

desnitrificacion autotrofica.
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2 Marco Teorico.

2.1 Ciclo del nitrogeno.

Debido a la poca reactividad y combinacion del N> con otros compuestos (a causa del triple
enlace entre los dos atomos de nitrogeno), no es posible que sea utilizado directamente por
la mayoria de los seres vivos previo a su fijacion. La incorporacidn del nitrogeno en la cadena
trofica se realiza mediante tres mecanismos: descargas eléctricas, accion fotoquimica (en
menor medida), y la fijacion bioldgica en mayor medida (Mery, 2011).

Para ser utilizado en el crecimiento, el nitrégeno debe ser primero reducido y luego fijado en
la forma de iones de amonio o nitrato. Esta fijacion biologica es mediada por el complejo
nitrogenasa, presente en los organismos fijadores, el cual cataliza la conversion de N> en
NH4". Para llevar acabo esta reaccion, es necesario una gran cantidad de ATP (energia). Entre
los microorganismos involucrados, se encuentran las bacterias, las ciaBNOacterias y

actinomicetos (Mayz-Figueroa, 2004).

oxidado
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?‘O hongos ?9\
O -
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QQ/

b. nitrificantes, N2 0
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NH,* .
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glutamina FIJACION

aminoacidos ASIMILACION bacterias, reducido
y otras moléculas arqueas

(“N organico”)

Figura 2-1 Ciclo del Nitrogeno. (Herraez, 2019)

La disponibilidad de nitrogeno en los ecosistemas depende de la accion de bacterias nitrito
oxidantes (BNO) que permiten la oxidacion del nitrito (NOz™ ) a nitrato (NO3’). Ademas de
las BNO, existen también las bacterias amonio oxidantes (BAO), las cuales oxidan el amonio
(NH4") a nitrito. Finalmente, la reincorporacion de nitrogeno al ciclo natural finaliza con la

accion de un grupo de bacterias llamadas desnitrificantes (Pseudomonas desnitrificans), en
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su mayoria anaerobias y anaerobias facultativas, las cuales se encargan de devolver el nitrato

a la atmosfera en forma de N,

2.2 Compuestos nitrogenados como agentes contaminantes.

Varias industrias descargan aguas residuales con altas concentraciones de nitrogeno, como
la industria petroquimica, de fertilizantes y de alimentos. El nitrégeno se presenta
principalmente como amoniaco, nitrito y nitrato, lo que provoca el agotamiento del oxigeno
disuelto (OD), produce toxicidad en la fauna acudtica y favorece los procesos de
eutrofizacion (Jaramillo, 2018).

En las ultimas décadas, en determinadas zonas ha habido una alteracion al ciclo natural del
nitrogeno en el sentido de que se ha producido un aumento en la concentracion de nitratos
debido fundamentalmente a un excesivo uso de abonos nitrogenados y a su posterior arrastre
por las aguas de lluvia o riegos. Los efectos nocivos de los nitratos sobre la salud humana,
aunque se conocen desde la mitad del siglo XX, no estan totalmente claros. Asi, se relaciond
la cianosis (falta de oxigeno en la sangre) de los nifios, de 33 a 27 dias de edad, con los
nitratos del agua de un pozo, lo que dio pie a que se abriese una larga controversia sobre la
toxicidad de estos en el organismo (Comly, 1945). De hecho, los nitratos como tales no son
toxicos, incluso a dosis considerables, ya que son eliminados por el rifion. El problema es
que, en el organismo, especialmente en personas con problemas gastricos o en nifios de
menos de tres meses, el nitrato puede reducirse a nitrito, el cual se absorbe en los globulos
rojos de la sangre, oxidando el hierro de la hemoglobina a metahemoglobina, disminuyendo
la capacidad de los glébulos rojos para transportar oxigeno. Asimismo, algin tipo de cancer
del tracto gastrointestinal ha sido atribuido a la accion de compuestos nitrosos, formados en
el interior del organismo a partir de los nitritos, los que a su vez proceden de la reduccion de
los nitratos consumidos con el agua.

Los nitratos pueden ser producidos tanto por fuentes naturales como antropogénicas, siendo
estas ultimas las responsables del importante aumento en su concentracion observado en los
ultimos afios. Asi, los residuos industriales constituyen una fuente importante de nitratos en
las aguas, siendo las industrias mas contaminantes los criaderos, destilerias, azucareras,
industrias de levadura, de almidon, textiles y fertilizantes (Palomares, 2013).

En especifico, en la industria ganadera existen criaderos de cerdos cuyo principal desecho

son los purines de animales, que son generalmente residuos resultado de una mezcla de orina,
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la parte liquida de eso que rezuma de todo tipo de estiércoles de animales y usualmente agua
que se forma al reunir los desechos de animales domésticos. La principal diferencia entre los
purines y el resto de los excrementos es que los purines tienen un bajo contenido en materia
seca. Los purines estdn formados por diversos componentes contaminantes o perjudiciales
para el medio ambiente, principalmente un exceso importante de nitrato (NO3") y de fosfato
(PO4*). Tanto el nitrogeno como el fosforo son macronutrientes, esenciales para la vida de
las plantas, de manera que su exceso provoca la proliferacion de vida descontrolada (Pons et

al., 2016).

2.3  Remociodn bioldgica de nitrogeno.

El nitrégeno estd presente en las aguas residuales de diferentes formas, como amoniaco,
nitrito y nitrato o como moléculas organicas (como los aminodcidos). Una de las formas para
eliminar estos compuestos del RIL (residuos industriales liquidios) se basa en emplear
microorganismos con funciones especificas que son capaces de transformar en nitrégeno
presente en la descarga (en las formas ya mencionadas) en nitrogeno gaseoso. A este proceso
se le denomina Remocion Biologica de Nitrogeno y consta de dos etapas: la nitrificacion y
la desnitrificacion. La investigacion se enfoco en un sistema que realizara nitrificacion para
convertir el amonio en nitrato y desnitrificacion autotrofa para convertir el nitrato en
nitrégeno gaseoso.

2.3.1 Nitrificacion.

La nitrificacion es un proceso respiratorio aerobico llevado a cabo por dos grupos de bacterias
quimiolitoautotréficas gram negativas, filogenéticamente no relacionadas entre si, que son
las bacterias oxidantes de amonio y oxidantes de nitrito y pertenecen a la familia
Nitrobacteraceae (Beristain-Cardoso, 2009). Las bacterias oxidantes de amonio (BAO) son
especies de los siguientes géneros: Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosolobus, Nitrosococcus
y Nitrosovibrio, siendo Nitrosomonas el género mas estudiado. En el caso de las bacterias
oxidantes de nitrito (BNO), Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus y Nitrospira son los géneros
encontrados. El género Nitrobacter ha sido ampliamente estudiado (Beistain-Cardoso et al.,

2010).
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Figura 2-2 Transformacion oxidativa secuencial dentro de la nitrificacion total. Fuente. .

En el primer paso de la nitrificacion, el amoniaco es oxidado a nitrito por las bacterias, de

acuerdo a la siguiente ecuacion catabolica (Wiesmann, 1994):

NH} + ;02 - NO; + H,0 + 2Ht AH = —274,7 kJ.

Ecuacién 2-1
Se puede apreciar que se necesita una gran cantidad de oxigeno y que el pH disminuiria sin
un control adecuado. De la estequiometria para el catabolismo y el anabolismo se tiene
(Wiesmann, 1994):

55NH{ + 760, + 109HCO; - CsH,NO, + 54N0O, + 57H,0 + 104 H,C O,

Ecuacién 2-2
En el segundo paso, el nitrito es oxidado hasta nitrato de acuerdo con la siguiente ecuacion
catabolica (Wiesmann, 1994)

NO;, +0,50, - NO; AH =-74,1k]

Ecuacién 2-3
Esta ecuacion muestra que hay menos energia disponible para el crecimiento de bacterias
oxidantes de nitrito en comparacion con Nitrosomonas. También se puede apreciar que el
cambio de energia libre de Gibbs en ambos pasos es bajo. Por lo tanto, durante la
nitrificacion, el trabajo termodindmico serd siempre escaso, particularmente para las
bacterias oxidantes de nitrito. Por lo tanto, la magnitud del crecimiento microbiano sera baja
(Beistain-Cardoso et al., 2010).
Wiesmann (1994) utiliza la siguiente estequiometria para catabolismo y anabolismo, donde
se considera que la bacteria Nitrobacter necesita NH4" para su respectiva biosintesis:

400NO; + NHj + 4H,CO5 + HCO3 + 1950, — CsH,NO, + 3H,0 + 400 NO3

Ecuacion 2-4
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2.3.2 Desnitrificacion heterotrofa.

Posterior a la nitrificacion, el efluente puede ser tratado por medio de desnitrificacion a través
del metabolismo de organismos desnitrificantes heterotrofos y bajo condiciones anodxicas.
Las formas oxidadas de nitrogeno (NO>™ y/o NO3") son reducidas a N> al ser asimiladas como
aceptores de electrones producto de la oxidacion de carbono, fuente energética para los
organismos heterotrofos.

Hasta ahora, solo las bacterias quimioorganoheterotroficas se han utilizado en el tratamiento
de aguas residuales. Un gran ntimero de especies pueden usar oxigeno bajo un metabolismo
aerobico y, en ausencia de oxigeno, reducir el nitrato bajo un metabolismo andxico (aerdbicos
facultativos). Por lo tanto, se puede usar la misma biomasa en un proceso combinado
aerobico/anoxico para la eliminacion de carbono y nitrato (Wiesmann, 1994).

La disponibilidad de sustrato orgéanico es un factor clave para llevar a cabo la desnitrificacién
heterotrofa. Un sustrato orgdnico externo (metanol, etanol, glucosa, etc.) actia como fuente
de carbono y fuente de electrones simultineamente.

La desnitrificacion es llevada a cabo mediante una serie de pasos catalizados por sistemas
enzimaticos diferentes con la aparicion de productos intermedios (Figura 2-3). El paso mas
importante es el ultimo, donde la enzima “6xido nitroso reductasa” cataliza la transformacion
de N2>O a Ny, pero que en presencia de oxigeno es inhibida.

A su vez, como resultado de la remocion, la biomasa utiliza la materia orgénica disponible
en tres pasos: sintesis, oxidacion y decaimiento, siendo el paso de sintesis celular en el que
ocurre la desnitrificacion:

COHNS (materia organica) + N + P - CsH,0,NP (nuevas células) + H,0

2.3.3 Desnitrificacion autétrofa.

Muchas bacterias heterotroficas pueden reducir el nitrato al utilizar sustratos organicos como
metanol, etanol y acetato para la conversién de nitrato a gas nitrégeno en condiciones
anoxicas. La desnitrificacion también puede llevarse a cabo mediante bacterias de azufre
autotroficas que usan una variedad de compuestos de azufre reducidos (S, S°, S203%, S40¢>
,503%) en lugar de compuestos organicos mientras reducen el nitrato (Oh et al., 2000).
Algunas ventajas que posee la desnitrificacion autotrofa frente a la heterotrofa son: evitar el
efecto toxico de algunas fuentes organicas de carbono, baja acumulacion de biomasa y menor

produccion de lodos (Cortés, 2013).
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El proceso de desnitrificacion autotréfa aplicado en esta investigacion corresponde a la
reduccion de NOs3~ y/o NO» a N> mediante compuestos de azufre como donantes de
electrones, CO, y HCO3™ como fuente de carbono y gracias a la accidon de las bacterias
oxidantes de azufre (SOB). Estas bacterias son quimiolitotréficas obligatorias o facultativas,

y pueden crecer en ambientes mesofilicos y termofilicos.

00000

Figura 2-3 Etapas sucesivas de la desnitrificacion. Fuente: .

Como alternativa, la desnitrificacion autotrofica con Thiobacillus denitrificans puede reducir
el nitrato a nitrdgeno gaseoso mientras oxida el azufre elemental a sulfato. La ecuacion que
representa los procesos de catabolismo y metabolismo de la bacteria es la siguiente (Darbi y
Viraraghavan, 2003):
555 + 50NO3 + 38H,0 + 20C0, + 4NH] - 4CsH,0,N + 25N, + 5550, + 64H*
Ecuacién 2-5

Desafortunadamente, el azufre elemental es un sélido insoluble en agua a temperatura
ambiente, por lo que su disponibilidad para los microorganismos es limitada. Se espera que
el crecimiento con azufre elemental sea mas lento que el crecimiento con sustratos solubles
debido al problema adicional de solubilizar y transportar azufre a las células (Bathchelor y

Lawrence, 1978) .
2.4 Estado del arte:

Es importante destacar los siguientes estudios relacionados a la nitrificacion y
desnitrificacion simultdnea en los cuales se utiliza azufre (sulfuros en su mayoria) como
dador de electrones en un reactor de tipo SBR.

Aot et al. (2005) propuso un proceso de eliminacion de nitrogeno autotrofico de una sola
etapa que consta de dos capas compuestas de biomasa inmovilizada, una de bacterias
nitrificantes y otra de bacterias desnitrificantes de sulfuro y azufre elemental, en una matriz
de escoria fibrosa de Fe-Ni. La nitrificacion y el consumo de oxigeno disuelto ocurrieron en

la parte externa, y la desnitrificacion del azufre en la parte interna anoxica de la matriz
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compuesta, logrando asi la eliminacion autotrofa de nitrégeno en un solo reactor. Informaron
la eliminacion completa de amoniaco y sulfuro, pero a pesar de que el proceso se desarrolld
con €xito, su aplicacion a escala industrial podria ser problematica, especificamente debido
al soporte especial de biofilm que se necesita.

Beristain-Cardoso et al. (2010), utilizard un sistema de biorreactor de biopeliculas por lotes
(batch) y continuo (CSTR) para mostrar que bajo condiciones de nitrificacion era posible
llevar a cabo simultdneamente la nitrificacion y la oxidacion de azufre, pese a que el valor de
ICso! para el proceso de oxidacion de amonio fue de 13 mg/L de sulfuro.

De Souza Moraes et al. (2014) investigd la viabilidad de la nitrificacion — desnitrificacion
(SND) simultanea junto con la oxidacion de sulfuro en un reactor de biopelicula de lotes
(batch) alimentados por secuenciacion (sequencing fed-batch), aireado de forma intermitente
para el tratamiento posterior del efluente de un reactor de lodo anaerdbico de flujo ascendente
(UASB). El objetivo principal fue evaluar dos alternativas de puesta en marcha y estrategias
de alimentacion para el establecimiento de la nitrificacion y la desnitrificacion autotrofa. El
modo de alimentacidn discontinua con la aplicacion de sulfuro en exceso solo en los periodos
anoxicos fue la mejor estrategia de alimentacion, proporcionando eficiencias promedio de
85,7% y 5,0% para la nitrificacion y desnitrificacion, respectivamente. Sin embargo, la baja
eficiencia global de eliminacion de nitrégeno y algunas restricciones operativas indicaron
que la desnitrificacion autotréfica que utiliza sulfuro en un solo SBR no era adecuada para la
SND en las condiciones probadas.

La desnitrificacion autotrofa que utiliza azufre elemental como dador de electrones se ha
estudiado en el campo de tratamiento de agua potable, industrias petroquimicas, aguas
residuales de revestimiento metalico, aguas residuales municipales, aguas residuales
altamente concentradas tales como efluentes de levadura de panaderia y lixiviados
nitrificados.

Los reactores SBR se utilizan normalmente para promover el proceso de nitrificacion —
desnitrificacion secuencial, SND. Basicamente, se operan en ciclos secuenciales compuestos

de cuatro etapas: alimentacion, reaccion, sedimentacion y extraccion de liquidos. En este

! La ICso es una medida del potencial de una sustancia para inhibir una funcién bioldgica o bioquimica
especifica. Esta medida cuantitativa indica qué cantidad de una sustancia inhibidora es necesaria para inhibir
un proceso bioldgico a la mitad.

19



sentido, el uso de biomasa inmovilizada en un soporte inerte permite la eliminacion del paso
de sedimentacion y la reduccion del tiempo del ciclo global. Ademas, las pérdidas de biomasa
son normalmente muy bajas, lo que resulta en altos tiempos de retenciéon celular (de Souza
Moraes et al., 2014).

Finalmente, este sistema SBR para llevar a cabo SND fue utilizado por De Souza Moraes et
al. (2014), quienes indicaron que podria ser util solo si la concentracion de sulfuro se controla
en la etapa aerobica, mientras que el sulfuro fue el reactivo limitante en el proceso. Como se
menciond anteriormente, hay informes de que la eliminacion simultanea de sulfuro y
amoniaco es posible en un biorreactor aerdbico suspendido, mientras que el presente proyecto
propone el uso de azufre elemental para la desnitrificacion autdtrofa para evitar la falta de
donantes de electrones. Si bien existen problemas con respecto al funcionamiento de SBR
para SND con sulfuro como donador de electrones, también hay informes que obtienen
buenos resultados y eficiencias en los sistemas de biopeliculas, lo que indica que la

investigacion sobre este tema aun es necesaria

2.5 Control de pH.

Dada las reaccion catabdlicas que ocurren durante la nitrificacion, es que se necesita una gran
cantidad de oxigeno y que el pH disminuiria sin el control del pH. Pero, ademas, si se analizan
las reacciones de disociacion de las especies NH4" y NOy™, las cuales son:
NH; + HY & NHf
HNO, & NO; + H*
Ecuacién 2-6

Es posible notar que las concentraciones de equilibrio de disociacion de tanto el NH4" como
del NO>" son funcion del pH:

CNH3 = M

Kyy, +107PH

c _ Kuno,C(+3)
%2 ™ Kyno, + 107PH

Ecuacion 2-7

Suponiendo que las concentraciones totales son constantes ( C(—3) = Cyy,+ C nup Y
C(+3) = Cyno,* Cno;), un aumento de pH se traduce en un aumento de la concentracion

de NHj3 y la disminucion de la concentracion de HNOo». Por lo tanto, un leve cambio en el pH
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puede generar stripping de amonio, lo cual tiene un efecto sobre el catabolismo de BAO y
BNO. Una temperatura de 30°C y valores de pH entre 7,2 y 8,0 proporcionan condiciones
optimas de crecimiento (Pirsing et al., 1996).

Por lo tanto, es importante que el pH se mantenga bajo cierto valor para evitar que ocurra
stripping de amoniaco, lo que significaria que no haya disponibilidad de sustrato para el
proceso de nitrificaciéon. Esto comienza a ocurrir a pH sobre los 7,6 y la concentracion
relativa del 50% se logra alrededor del pH 9, de acuerdo con la curva de equilibrio de
NH3/NH4". Ademas, la presencia de NH3 inhibe el catabolismo de las BNO, lo que se traduce
en una acumulacién de nitrito en el sistema. La figura 2-4 describe el comportamiento del

equilibrio quimico en funcién del pH.

NH3 / NH4+ Equilibrium
100 g ——
801 —— 15 degC
N — - 20 degC
\ b
LA --#--25 degC
60 RN
+ \ =% — 30 degC
-+ N
40 .
20
0 —
7 8 9 10 11 12
pH

Figura 2-4 Concentraciones relativas de NH3 y NH4+ en funcion del pH. (Jorgensen, 2003)

2.6 Simultaneidad SND en la operacion de un SBR.

En un proceso SBR tipico, la desnitrificacion puede ocurrir durante las etapas de llenado o
reaccion al alternar la operacion de los aireadores y el periodo de asentamiento y extraccion.
Una ventaja obvia del sistema SBR con flujos bajos es que el contenido del reactor se puede
retener hasta que se alcance el nivel de tratamiento deseado, siempre que exista suficiente

tanque para igualar o acomodar el influente adicional. Ademas, la nitrificacion tiene lugar

21



durante la fase aireada de reaccion y durante las porciones del periodo de llenado cuando se
practica la aireacion (Wang y Shammas, 2010).

Durante el llenado (aireado) del reactor, comienzan las reacciones aerobicas, las cuales son
completadas durante a fase de reaccion aireada. El llenado aireado puede reducir el tiempo
de aireacion requerido en la fase de reaccion. Las reacciones bioldgicas se completan en la
etapa de reaccion, en el que pueden existir dos tipos de reaccion: mixta o aireada. En la mixta
se alterna la aireacion de modo que se establecen periodos anoxicos. Durante la reaccion
aireada, se completan las reacciones aerobicas inicializadas durante el llenado aireado y se
puede lograr la nitrificacion. La nitrificacion es la conversion de nitrogeno amoénico en
nitrégeno nitrito y, finalmente, en nitrégeno nitrato. Si se selecciona el modo de reaccion
mixta, se pueden alcanzar condiciones andxicas para lograr la desnitrificacion una vez que
se agota el oxigeno disuelto. Las condiciones anaerdbicas también se pueden lograr en el
modo de reaccion mixta para la eliminacion de fosforo (Wang y Shammas, 2010).

En un proceso simultdneo de nitrificacion/desnitrificacion, las tasas dentro del sistema son
menores a los valores optimos que se alcanzarian si estos dos proceso ocurrieran por
separado. Solo se utiliza una parte de la biomasa para cada una de estas reacciones. Debido
a lo anterior, se decidi6 que el sistema SND a implementar en el reactor es del tipo ciclico,
donde existe paso de aireacion con OD (oxigeno disuelto) elevado para la nitrificacion, el
cual es seguido por un tiempo mixto sin airear para la desnitrificacion (Metcalf y Eddy,
2014).

En los procesos SBR y otros procesos de decantacion por lotes, la eliminacion de nitrato
(desnitrificacion) se puede lograr mediante 4 formas o métodos: (1) Generar una reduccion
de nitrato mediante el uso de un periodo de llenado mixto no aireado, (2) Utilizar un ciclo de
aireacion de encendido/apagado durante el periodo de reaccion, (3) Implementar un tiempo
anodxico de contacto después de que se complete la nitrificacion y justo antes de un corto
tiempo de aireacion, sedimentacion y decantacion, y (4) operando a una baja concentracion
de OD para estimular SNAN (simultaneous nitrification-denitrification) durante la secuencia
de aireacion. Bajo condiciones de aireacion ciclica después del periodo de llenado y
reaccion, el SDNR es impulsado principalmente por la respiracion endogena. La

desnitrificacion durante un periodo de llenado mixto no aireado proporciona los medios mas
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eficientes para la eliminacidon de nitrato y también proporciona una operacion de seleccion
para evitar la acumulacion de lodo filamentoso (Metcalf y Eddy, 2014).

El oxigeno disuelto puede inhibir la reduccion de nitrato, al reprimir una enzima que actia
sobre la reduccion de nitrato. En los floculos de lodo activado y las biopeliculas, la
desnitrificacion puede realizarse en presencia de bajas concentraciones de OD. Se ha
informado que una concentracion de oxigeno disuelto de 0,2 mg/L o superior inhibe la
desnitrificacion para un cultivo de Pseudomonas. En condiciones de baja concentracion de
OD, la desnitrificacion puede ocurrir en el interior del floculo, mientras que la nitrificacion
se produce en el exterior del floculo (Metcalf'y Eddy, 2014), tal como se muestra en la Figura

2-5.
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Figura 2-5 Diagrama de un floculo de lodo activado que muestra zonas aerobicas y anoxicas (Metcalf'y Eddy, 2014).

2.7 Cinética de un sistema SND.

Teniendo en cuenta que el proceso SND es realizado por dos reacciones paralelas, las
cinéticas de nitrificacion y desnitrificacion vienen dadas por las caracteristicas de los grupos
microbianos involucrados, las velocidades de crecimiento (u) y las circunstancias y
elementos de inhibicion.

2.7.1 Cinética de microrganismos nitrificantes

La oxidacion de amonio juega un papel clave en la generacidon de una fuente de nitrato para
las bacterias desnitrificantes. El acoplamiento de este proceso aerdbico (nitrificacion) con un
proceso anodxico (desnitrificacion) conduce a la liberacion de nitrogeno gaseoso a la
atmosfera.

La nitrificacion es un proceso respiratorio aerobico llevado a cabo por dos grupos de bacterias

quimiolitoautotréficas gramnegativas, filogenéticamente no relacionadas entre si, que son las
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bacterias oxidantes de amonio y oxidantes de nitrito y pertenecen a la familia
Nitrobacteraceae (Beristain-Cardoso, 2009). La Figura 2-6 representa un proceso de
nitrificacion cualquiera, en el cual se consume el amonio y producto de ello, se genera nitrito

y nitrato. Luego, el nitrito se consume para formar nitrato.

NITROGEN CONCENTRATION
mg/| —

TIME —»

Figura 2-6 Grdfica esquematica de las transformaciones de nitrogeno durante una nitrificacion no inhibida en
experimento del tipo batch (Anthonisen et al., 1976).

2.7.1.1 Microorganismos amonio oxidantes:
Dado que las bacterias autotrofas oxidantes de amoniaco generalmente se han caracterizado
por bajas tasas de crecimiento y bajos rendimientos, la nitritaciébn es generalmente
considerada un paso limitante en un proceso bioldgico de eliminacion de nitrogeno (He et
al., 2009).
El amoniaco en su forma no ionizada es el verdadero donante de electrones (sustrato) para
las bacterias de tipo BAO, porque se requiere menos energia para su transporte en la célula
en comparacion con el transporte de una molécula ionizada como NH4". Sin embargo,
conociendo el pH, es posible relacionar las concentraciones de NH; y NH4 en todo momento
(Wiesmann, 1994).
La inhibicion del sustrato a menudo se ha descrito en la literatura de las Gltima décadas. La
cinética de Haldane, que inicialmente fue derivada para describir la inhibicion en reacciones
enzimaticas de sustrato, proporciona la descripcion mas simple de la inhibicion del sustrato.
Pero también, dentro de los modelos a ajustar también se considerard el cual describe una

cinética de tipo Monod, con el fin de comparar y establecer si existen diferencias
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significativas. La inhibicion de sustrato segun la cinética de Haldane acoplada a la funcion
interruptor queda descrita por la siguiente expresion (Wiesmann, 1994):

C(NH}) c'

HaoB = Hmax 2 177 7
C(NH K'+C
Ks+ C(NH}) + cvH,)* K.‘*)
L

Ecuacion 2-8

La funcidn interruptor corresponde al término KCT que describe la disponibilidad de oxigeno.
En donde:

Uaop : Velocidad de crecimiento bacteriano [ﬂ

. , . .. . 1
: Velocidad maxima de crecimiento bacteriano [E]

Pinax

C' : Concentracion de Oxigeno Disuelto [%]
K,  : Constante de crecimiento por sustrato [%]
K; : Constante de inhibicidn por sustrato [%]

El segundo término de la ecuacion describe la disponibilidad de oxigeno disuelto. Para
concentraciones de OD (C’) altas (C’>>K’) y para una constante de inhibicién alta o
concentraciones bajas de sustrato (Ki>>NH4"), la ecuacion toma la forma tipica de una

cinética del tipo Monod (Wiesmann, 1994):
C(NH;)
HaoB = Hmax KS+C—(NH4+)
Ecuacién 2-9
En caso de que en el proceso SND, la nitrificacion no sea la etapa limitante, también es valido

considerar que la reaccion pueda ser de primer orden. Esto debido a que es comun que en

biofilms la reaccion se comporte de primer orden. La cinética de primer orden viene dada

por:
dC(NH})
— +
It = —K¢,,; - C(NHy)
Ecuacion 2-10
Donde K, ,, corresponde a la constante de primer orden para las bacterias amonio oxidantes.
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2.7.1.2  Microorganismos nitrito oxidantes

Durante la nitrificacion, el trabajo termodindmico serd siempre escaso y la magnitud del
crecimiento microbiano serd baja, pero particularmente para las bacterias oxidantes de nitrito
(Pirsing et al., 1996). Y aunque la tasa de crecimiento de BAO es mas rapida que la de BNO

(Ye/sao > Ya/snop)» €N €l proceso de nitrificacion tradicional, el primer paso es el proceso

de limitacion de velocidad, ya que la velocidad méaxima (i, ) de las bacterias nitrito
oxidantes es mayor que la de las bacterias amonio oxidantes (Rittmanny McCarty, 2001).
Hay una influencia similar del dador de electrones de la molécula no ionizada HNO; en la
tasa de crecimiento de BNO, porque se requiere menos energia para su transporte en la célula
en comparacion con el transporte de la molécula ionizada NO,". Finalmente, la cinética
descrita por Haldane proporciona una descripcion mas simple a fendmenos tales como la
inhibicidn por sustrato. La expresion es la misma que para las bacterias BAO (Wiesmann,
1994):
C(NO3) c'

UnoB = Hmax - !
C(NO,)? K’
Ks+C(NOy) + co,)* e )* K'+C
l

Ecuacion 2-11

En donde:

Unop - Velocidad de crecimiento bacteriano [ﬂ

Upnay - Velocidad maxima de crecimiento bacteriano [ﬂ
C' : Concentracion de Oxigeno Disuelto [%]

K;  : Constante de crecimiento por sustrato [%]

K; : Constante de inhibicidn por sustrato [%]

Si el sistema se encuentra saturado en oxigeno a concentraciones bajas de sustrato, entonces

es posible aproximar la cinética de tipo Haldane a una de tipo Monod:
C(NO3)
HUnoB = Hmax K5+C—(N02‘)
Ecuacién 2-12
Finalmente, al igual que en el caso de los microorganismos amonio oxidantes, no se puede

descartar en un comienzo que la cinética que rige el consumo de nitrito sea de orden 1.

Entonces, se tendria:
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dC(NO;) N
T = _KCNOB : C(NOZ)
Ecuacion 2-13

Donde K

cnop Corresponde a la constante de primer orden para las bacterias nitrito oxidantes.

2.8 Cinética de microorganismos desnitrificantes

Desnitrificacion es la reduccion de NO3™ o NO;™ a (principalmente) N> gaseoso. Debido a que
muchas aguas residuales contienen nitrogeno reducido, la desnitrificacién se acopla
frecuentemente a la nitrificacion, que es necesaria para oxidar el nitrégeno. Vale destacar que
todas los microorganismos (protobacterias, bacterias y arqueas) son del tipo aerobio
facultativos. La desnitrificacion se ve favorecida cuando las bacterias desnitrificantes se
sitian dentro de floculos o peliculas fijas, donde la concentracion de oxigeno es mas baja que
en el liquido a tratar (Rittmann y McCarty, 2001).

En casi todas las circunstancias, el donante de electrones es el sustrato limitador de tasa.
Incluso, aunque el NOs3™ puede ser un contaminante objetivo, el donante de electrones
controla la cinética de utilizacion del sustrato y el crecimiento de biomasa. Para el caso de
estudio, el donante de electrones es el azufre elemental, y no solo su disponibilidad en el
reactor es fundamental, sino también si disponibilidad en fase disuelta, ya que el azufre
elemental es insoluble en solventes polares, como lo es el agua. Para ello, es necesario que
microorganismos dentro del reactor logren generar un biofilm sobre las pastillas de azufres
para que posteriormente destruyan la estructura y permitan que el azufre este disponible para
ser utilizado en la desnitrificacion autotrofa.

En la mayoria de los trabajos de investigacion se utiliza un modelo cinético de doble Monod,

en el cual el NO3™ como aceptor de electrones (Wiesmann, 1994):
B Cs C(NO3)
pN = Hmax 1€, Kyozz + C(NO;)

U

Ecuacion 2-14
En donde:
Upy : Velocidad de crecimiento microbiano desnitrificante [E]

. , . .. . . 1
Umax - Velocidad méxima de crecimiento microbiano [E]

C; : Concentracion de sustrato donante de electrones [%]
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K,  : Constante de crecimiento por sustrato [%]

El modelo presentado se adecia con gran precision para bacterias desnitrificantes
heterotrofas o para autotrofas donde la disponibilidad de sustrato donante de electrones no se
ve afectada por la dificultad de solubilizacion de este. El caso de estudio, al no ser ninguno
de los casos anteriores, no se representa con la rigurosidad suficiente.
Los fendmenos predominantes asociados con la desnitrificacion autotrofica en reactores de
biofilm con azufre como dador de electrones son: (1) el azufre "se disuelve" en la biopelicula
adherida a la superficie de las particulas de azufre, posiblemente bajo el efecto de una enzima,
y se difunde a través de la biopelicula; (2) el nitrato se difunde desde el liquido a granel hacia
la biopelicula; (3) la desnitrificacion autotréfica tiene lugar dentro de la biopelicula; y (4) los
productos de reaccion (SO42, Na, etc.) se difunden desde la biopelicula al liquido a granel
(Koenig y Liu, 2001).
En general, se supone que el consumo de sustrato dentro de las biopeliculas sigue la relacién
cinética de Monod. En muchos casos, la cinética de Monod se puede representar como una
reaccion de primer orden o como una reaccion de orden cero, dependiendo del valor de la
constante de saturaciéon de Monod Ks en la expresion de Monod. Como la constante de
saturacion de Monod, K para la desnitrificacion autotrofica es muy baja con respecto a las
concentraciones de nitrato de trabajo (sobre los 30 mg/L), por ejemplo, Claus y Kutzner
(1985) informaron un valor de Ks de 0,2 mg/L como NOs", Batchelor y Lawrence (1978)
informaron un Ks de 0,03 mg/LL como NOs-N, por lo tanto, la reaccion intrinseca dentro de
la biopelicula puede tomarse como orden cero. Finalmente, Koenig y Liu (2001) realizaron
experimentos utilizando la desnitrificacion autotrofa de aguas residuales sintéticas mediante
Thiobacillus denitrificans en reactores de lecho llenos de azufre. Los resultados
experimentales mostraron que la desnitrificacion autotrofica por la biopelicula en los
reactores puede describirse mediante un modelo cinético de medio orden, ya que la
penetracion del sustrato en los poros de la biopelicula es menos que completamente efectiva,
una reaccion de orden cero en la biopelicula se convierte en una reaccion de orden medio en
la superficie de la biopelicula.
Una biopelicula parcialmente eficiente dara como resultado una reaccion de orden un medio
(Darbi y Viraraghavan, 2003):

m =kip »C1/?
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Ecuacion 2-15
En donde k, /, ,, es la constante de reaccion de orden un medio por unidad de volumen de
reactor.
dc

- E = k1/2 vCl/Z

1
1/2 1/2
Ce/ =C0/ _§k1/2vt

Ecuacion 2-16
En donde:

mgl/Z]

1/2 s s
Cl/* : concentracion del efluente [ 1/

e

1/2 e e mg*/?
CO/ : concentracion inicial en el reactor[—]fi/z ]

mg1/2
L1/2 h]

ki /2 : constante de reaccion de orden un medio por unidad de volumen [
El perfil debe ser una linea recta en una grafica de C'? versus tiempo. La velocidad de
reaccion de medio orden por unidad de volumen se puede calcular a partir de la pendiente de
la linea.

También es valido considerar que la reaccidon pueda ser de primer orden. Esto debido a que
es comun que en biofilms la reaccion se comporte de primer orden, y es parte de la

investigacion determinar si los organismos desnitrificantes estaran suspendidos o adheridos

a las pastillas de azufre, generando un biofilm. La cinética de primer orden viene dada por:
% = —k, - C(NO3)

Ecuacién 2-17
Finalmente, existe la posibilidad que la cinética sea de orden cero, ya que las concentraciones
de sustrato son muy altas. La cinética de orden cero viene dada por:

dC(NO3)
a0
Ecuacién 2-18

2.9 Configuracidn vy estrategias operativas de un reactor SBR para lograr SND.

2.9.1 Tecnologia SBR.
La tecnologia SBR se considera una alternativa a los procesos convencionales para eliminar
nutrientes de las aguas residuales. Esta configuracion tiene una mayor flexibilidad y

capacidad de control, lo que permite un ajuste mas rapido a las caracteristicas influyentes
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cambiantes. Es necesaria una inversiéon mas baja y un costo recurrente porque no se requieren
tanques de sedimentacion secundarios y sistemas de retorno de lodos (Puig, 2008).

Ademas, es especialmente apropiado para lugares donde existe una variabilidad significativa
de flujo y carga o donde los problemas de espacio se convierten en una restriccion (Metcalf
y Eddy, 2014).

El SBR es un sistema de lodo activado de llenado y drenaje para el tratamiento de aguas
residuales. Mientras que en los sistemas continuos la reaccion y el asentamiento ocurren en
diferentes reactores, en SBR todos los procesos se llevan a cabo en un solo reactor siguiendo
una secuencia de llenado, reaccion, asentamiento y fases de extraccion, tal como se muestra
en la Figura 2-7. La configuracion del ciclo depende de las caracteristicas de las aguas

residuales y los requisitos legales.

- 1 10 Descarga
Llenado Reaccion Sedimentacion g

Figura 2-7 Secuencia de las Fases de un proceso llevado a cabo en un reactor SBR (Adpatado de Puig, 2008).

La fase de llenado puede ser estatica, mixta o aireada, dependiendo de los objetivos del
tratamiento. Un llenado estatico da como resultado una entrada de energia minima y una alta
concentracion de sustrato al final de la fase de llenado. Un relleno mixto resulta en
desnitrificacion (en caso de haber nitratos), e incluso proporciona condiciones anaerobicas
requeridas para la eliminacion bioldgica de fosforo. Los rellenos aireados provocan el
comienzo de reacciones aerobicas que mantienen bajas las concentraciones de sustrato, lo
que puede ser importante si existen componentes biodegradables que sean toxicos a altas
concentraciones. Ademas, la fase de alimentacion podria ser una alimentacién unica o
multiple segun el objetivo del tratamiento. Durante la fase de reaccidon, generalmente en
condiciones de mezcla, la biomasa consume el sustrato en condiciones ambientales
controladas (aerobicas, andxicas o anaerdbicas) dependiendo del tratamiento de las aguas

residuales. En las fases de reaccion aerodbica, se produce la oxidacion y nitrificacion de la
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materia organica. El proceso clasico de desnitrificacion requiere condiciones anoxicas. (Puig,
2008).

2.9.2 Configuracion de etapas.

Para un ciclo tipico de 9 horas, para alcanzar mas del 90% de eliminacion de N», se realiza
el llenado sin oxigeno de manera que ocurra desnitrificacion del NOs™ arrastrado del ciclo
anterior. La primera etapa de reaccion oxida el TKN (Nitrogeno total Kjeldahl) del afluente
a nitrato. El periodo sin oxigeno consigue la desnitrificacion, luego el segundo periodo de
reaccion aerobia convierte el NH4" liberado en la reaccion sin oxigeno en NOs™, que, tras
sedimentar, se descarga en el efluente y se transporta para el llenado sin oxigeno de la etapa
del siguiente ciclo. La configuracidon de tiempos para este ciclo consta de 3 horas de llenado
y mezclado sin oxigeno, luego 3 horas de aireacion (primera reaccion), 2 horas de mezclado
sin oxigeno (para que ocurra la segunda reaccion), después 0,33 horas de aireacion y
finalmente 0,67 horas de reposo para sedimentar (Rittmann y McCarty, 2001), tal como se

muestra en la Figura 2-8.

Llenado: sin Oxigeno. Reaccién 1: Aerobia. Reaccién 2: Andxica. Reaccién 3: Aerobia. Sedimentado:
3h de mezclado. 3h de aireacion . 2h de mezclado. 0,33 h de aireacién 0,67 h de reposo

Figura 2-8 Ciclo tipico (9h) para conseguir el 90 por 100 de eliminacion de N con un reactor discontinuo secuencial.
(Adpatacion de Rittmann y McCarty, 2014)
2.9.3 Técnicas y estrategias de Operacion
La optimizacion de la eliminacién bioldgica de nitrégeno (BNR) en un reactor batch
secuenciado (SBR) se ha convertido en el objetivo de los investigadores para aumentar la
eficiencia y reducir los costos de energia y operacion. En un SBR, la eficiencia y el consumo
de energia en términos de las reacciones de nitrificacion y desnitrificacion dependeran de las

condiciones ambientales (p. Ej., pH, temperatura, OD, potencial de reduccion de oxidacioén

31



(ORP)) y operativas (p. Ej., Patron de alimentacion, tiempo de retencion de lodo, duracion
del ciclo) durante cada fase de reaccion. Pequefios cambios en las concentraciones o los flujos
entre los ciclos de lotes pueden afectar la cinética de las reacciones bioldgicas no lineales, lo
que conduce a la variabilidad en la calidad del efluente y el crecimiento del lodo, lo que
dificulta mantener el rendimiento de las estrategias de operacion disefiadas a lo largo del SBR
a largo plazo (Jaramillo, 2018).

La precision para estimar la longitud de cada fase es critica debido a la no linealidad de la
cinética del crecimiento bacteriano y las incertidumbres inherentes al proceso SBR. Tiempos
de reaccion insuficientes conducen a una eliminacion incompleta de nitrogeno (nitrificacion
parcial) y longitudes de fase mas largas de lo necesario, lo que aumenta los costos operativos.
Sinha y Annachhatre (2007) analizaron varios trabajos relacionados con la nitrificacion
parcial, donde encontraron que un SBR que funciona a altas temperaturas (> 25 °C), con un
pH en el rango de 7,5 - 8,5 y OD <0,5 mg O2/L puede acumular nitrito. Los pardmetros
fisicoquimicos tales como OD, pH, ORP y la tasa de consumo de oxigeno se pueden usar
para estimar la duracion de las fases de nitrificacion y desnitrificacion en el SBR (Jaramillo,
2018).

La presente investigacion busca eliminar nitrégeno mediante procesos autdtrofos, por ende,
es clave sefialar que la velocidad de reaccion que llevan a cabo los microorganismos que
cumplen la funcion de desnitrificar es notoriamente menor que la de los microorganismos
nitrificantes. En la practica esto fue observable al ir ajustanto los tiempos de ciclos dentro del
SBR y apreciar como a tiempos aerobicos y anoxicos similares se generaba una acumulacion
de nitrato. Por ende, para definir los periodos de reaccion aerdbicos y andxicos es necesario
implementar una estrategia que favorezca la desnitrificacion. Teniendo como referencia la
investigacion realizada por Cortés (2013), la estrategia que se usa para mejorar la
desnitrificacion es la step-feed. Esta estrategia consiste en la alimentacidon por etapas, y
significa que para la eliminacion de nitrogeno, las fases de llenado deben llevarse a cabo en
condiciones anoxicas, lo que permite aumentar las eficiencias de desnitrificacion (Puig,
2008).

En una estrategia de alimentacion unica, pueden permanecer cantidades sustanciales de
nitrato en el efluente porque la desnitrificacion no puede reducir el nitrato de manera eficiente

en la reaccion anoxica y el periodo de sedimentacion ya que no hay donante de electrones.
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Con la estrategia step-feed, es posible dosificar la carga que debe soportar el SBR de manera
de no sobrecargar a los microorganismos desnitrificantes y mantenerlos activos durante

periodos de actividad criticos del sistema (Puig, 2008).

2.10 Control de un Proceso SND-SBR: Puntos Caracteristicos.

La deteccion de puntos de inflexion o caracteristicos es una estrategia que utiliza variables
secundarias como lo son el pH y el oxigeno disuelto para determinar la duracion de las fases
aerobicas/andxicas en un SBR para ahorrar energia y capacidad de proceso. Cuando el pH,
OD, ORP (potencial de oxidacion/reduccion) y OUR (tasa de consumo de oxigeno) no estan
controlados en circuito cerrado, es posible identificar cambios relativos (puntos de inflexion)
en sus perfiles durante las reacciones aerobicas/anoxicas. Estos puntos de flexion en los
perfiles de variables secundarias se muestran en la Figura 2-9 y se utilizan para determinar

el punto final de cada fase de reaccion (Jaramillo, 2018).

AEROBICO ANOXICO
4 N\ ( A
A - C E
=] CododeDO S Rodilla de Nitrato
. Valle de ) &
e Amonio ) ‘ : ‘
g
- =}
‘ 2
a
Tiempo Tiempo Tiempo
Mesetade ORP B = Cambios de OUR D Cuspide de Nitrato F
= =
: . [ i | ¢
z u "~
S s
™
o’
(=)
\_ Tiempo Tiempo J L Tiempo_ 4

Figura 2-9 Puntos de inflexion para nitrificacion (A-D) y desnitrificacion (E-F), donde las flechas muestran el punto de
inflexion especifico para cada perfil de parametro Adaptado de (Puig, 2005) y de (Poo, 2006)
Dado que a largo plazo podria producirse un aumento sostenido de las poblaciones de BNO
en el reactor, los investigadores se enfrentan al desafio de limitar/inhibir el crecimiento de
BNO para alcanzar una acumulacion estable de nitrito con el tiempo. De esta manera no es

necesario oxidar el amonio hasta nitrato para que luego ocurra la desnitrificacion,
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ahorrandose la energia que esta reaccion conlleva. Esta forma de llevar a cabo el proceso se

denomina desnitrificacion via nitrito, tal como se muestra en la Figura 2-10.

02

! !

NHs* ﬂ» NOy &b NOs3 S0
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Figura 2-10 Esquema del proceso de nitrificacion parcial mediante el uso de atajos entre nitrificacion y desnitrificacion.

Fuente: Adaptacion de Jaramillo (2018).

Aunque si bien se han identificado puntos de inflexion utilizando multiples factores, el pH

es siempre un buen indicador de reacciones bioldgicas. A continuacion, seran descritos los

puntos de inflexion relacionados a este factor:

Valle de Amonio (Figura 2-9.A): En la fase aerdbica, cuando se agota el amonio, aparece
un punto minimo llamado valle de amoniaco en el perfil de pH como consecuencia del
equilibrio entre la produccion de protones durante el proceso de nitrificacion (disminucion
del pH) y la eliminacion de CO2 (aumento del pH). Antes del final de la nitrificacion, el
pH disminuye porque la produccion de protones en el proceso de nitrificacion es mayor
que el efecto de extraccion. Sin embargo, una vez que finaliza la nitrificacion, no se
producen mas protones y el efecto de eliminacidon es considerablemente mayor, lo que
representa un aumento en el pH (Al-Ghusain, 1995).

Maximo del Nitrato (Figura 2- 9.F): Este maximo en el pH es causado por el equilibrio
entre la produccion de OH- durante la desnitrificacion y la alcalinidad del sistema Desde
la visualizacion de estos puntos antes del final de las fases de reaccion anoxica y aerobica,
es posible optimizar su longitud y la longitud total del ciclo. Cuando el nitrato es
completamente consumido, existe un cambio brusco en el pH, el cual corresponde el
agotamiento del nitrato y el comienzo de la anaerobiosis (procesos metabdlicos que tienen

lugar en ausencia de oxigeno) (Puig, 2008).
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3 Materiales y metodologia.

3.1 Materiales.
En el siguiente apartado se detallan los insumos para el montaje y operacion del sistema

SND-SBR.

3.1.1 Sustratos sintéticos.

La composicion de los sustratos sintéticos nitrificante y desnitrificante, se han elaborado en
base a la estequiometria que utilizan los autores Wiesmann (1994) y Darbi (2003). Ademas,
trazas de compuestos y elementos han sido afadidos en la alimentacion desnitrificante,
tomando como referencia los experimentos de Koenig (2001). Similar para la alimentacion
nitrificante, donde compuestos que sirvan para enriquecer la biomasa han sido seleccionados
en base al trabajo experimental realizado por Cortés (2013), donde, parte de su investigacion,
también incluye organismos nitrificantes autotrofos.

Para controlar el pH, se utiliza un buffer de KxHPO4/KH>POj4. Para cada sustrato sintético,
se agrega HCI o NaOH de manera de que el pH de la alimentacion se encuentre entre 7,0 y
7.3 al momento de iniciar el ciclo.

A continuacidn, se detalla la composicion de los sustratos en las Tablas 3-1 y 3-2:

3.1.1.1 Sustrato nitrificante.

Los compuestos que sirvan para enriquecer la biomasa han sido seleccionados en base al
trabajo experimental realizado por Cortés (2013) del cual se obtiene la cantidad incial de
NH4Cl y de buffer K;HPO4/KH>PO4, ademas de tener en cuenta la reaccion catabolica
formulada por Wiesmann (1994), considerando la estequiometria y un exceso del 20% de

NaHCO:s. (ver tabla 3-1).

Tabla 3-1 Composicion del Sutrato Nitrificante.

Compuesto Cantidad [g]
NH4C1 0,3567
K,HPO4 2,8442
KH>PO4 1,8961
NaHCO3 1,9343
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Compuesto Cantidad [g]
NaCl 0,1200

El sustrato nitrificante se prepara en un aforo de 1,4 L. La razon C/N es aproximadamente de

3.

3.1.1.2  Sustrato desnitrificante.

La composicion del sustrato desnitrificante se ha elaborado en base a la estequiometria que
utiliza Darbi (2003) (ecuacion 2-5), teniendo en consideracion un 20% de exceso. Las trazas
de compuestos y elementos han sido afiadidos en la alimentacion desnitrificante, tomando
como referencia los experimentos de Koenig (2001) y la cantidad incial de NH4Cl y de buffer
KoHPO4/KH2PO4 fue obtenida de Cortés (2013). (ver Tabla 3-2).

Tabla 3-2 Composicion del Sutrato Desnitrificante.

Compuesto Cantidad [g]
NH4Cl 0,3210
KoHPO4 2,6147
KH2PO4 1,7179
NaHCO3 1,1007
MgCl-6H,0 0,7000
FeSO4-7H20 0,0140
Se 0,7736

El sustrato desnitrificante se prepara en un aforo de 0,6 L, con lo que se tiene una
alimentacion total de 2 L. La razéon C/N es aproximadamente de 2.

3.1.2 Equipos y materiales

Los equipos indicados en la seccion anterior para el montaje para el sistema SND-SBR

consisten en los indicados en la tabla a 3-3:

Tabla 3-3 Equipo y Materiales para el sistema SND-SBR

Cantidad Equipo/Material Marca Modelo
1 Reactor SND-SBR
1 Camara Aislante para el Reactor
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Tabla 3-4 Equipo y Materiales para el sistema SND-SBR (continuacion)

Cantidad Equipo/Material Marca Modelo
1 Agitador Mecanico VELP Scientifica LS
2 Timers Analogicos
1 RTD (Pt-100) Omega
5 Compresores de aire para
acuarios
1 Medidor de flujo de aire ColeParmer 32707-32 Air
1 pH-metro Thermo Scientific = Orion Star A211
1 Bomba Peristéltica Lead Fluid BT300L
1 Bomba Peristéltica Longerpump BT300-2J
1 Bomba Peristéltica Masterflex L/S
2 Vasos precipitados
1 Equipo calefactor Havel FH 2000

3.1.3 Inoculo.

Se utilizé lodo anaerobio proveniente de una laguna anaerobia tapada que trata purin de
cerdo, con una concentracion 53,47 g/LL SSV, proveniente de una empresa agricola de crianza
de cerdos (Agricola AASA, V region de Valparaiso), mientras que el lodo aerobio de
concentracion 1,8 g/l SSV, fue obtenido de una laguna tapada de una planta faenadora de
pollos. El reactor fue inoculado con 1 L de una mezcla de lodos aerobio/anaerobio en razén
30/70, lo cual corresponde a una estimacion en base a la investigacion de Cortés (2013), con
el fin de tener una poblacion de microrganismos nitrificantes y desnitrificantes balanceadas.
Finalmente, se tiene una concentracion de biomasa incial de aproximadamente 9 g/L.. Cabe
destacar que esta biomasa contiene microorganismos de todo tipo, incluyendo heterotrofos,
los cuales, dadas las condiciones de operacion, iran disminuyendo a lo largo del tiempo

debido a la falta de sustrato orgdnico para su supervivencia.

3.2 Reactor SBR.
Para la experiencia, ha sido confeccionado un reactor de estructura de plastico transparente
de alta densidad con cubierta y un agitador mecanico, y con un volumen méaximo efectivo de

3 litros.
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3.2.1 Disefo.
De acuerdo con la Figura 3-1, el reactor fue disefiado con 3 ductos de entrada, un ducto de
salida, y un ducto que permite la toma de muestra y medir el pH dentro del reactor. Ademas

cuenta con un sistema de aireacion compuesto por 3 difusores de aire y un agitador mecanico.

(10)
Y 1. Entrada sustrato
b - Nitrificante.
1 — 2\
Q>—‘ : (2)b <?_’/‘ 2. Entrada sustrato
m O am Desnitrificante.
~ 3. Entrada pastillas de Azufre
’ & Elemental.
m 4. Punto de toma de Muestra
C-\ y medicion de pH.
1 6 ‘ -
o) A Descarga.
—A5
7 D:- ~ Agitador Mecanico.

Difusor de Aire.
Difusor de Aire.
. Difusor de Aire.
) /é\. .@ 10. Tapa Hermética.

O o0 ~N O WU

Figura 3-1 Esquema de partes constituyentes del reactor SBR-SND. Fuente: .

Dos de las tres entradas permiten el ingreso de los sustratos nitrificante y desnitrificantes,
que estan cada uno en vasos precipitados sellados con papel aluminio para evitar la
evaporacion de la alimentacion previo a que ingrese al reactor. La tercera entrada sirve para
hacer ingreso del azufre que se utiliza en la desnitrificacion al comienzo de cada ciclo, y se
mantiene sellada a excepcion de cuando se requiere para la desnitrificacion.

Los sustratos son suministrados al reactor mediante bombas peristalticas para el sustrato
nitrificante y Desnitrificante. Se fija un flujo de 7,8 mL/min para la alimentacion nitrificante
y 3,3 mL/min para la alimentacion desnitrificante.

De la misma forma en que el sustrato ingresa al sistema, tanto el efluente tratado como las
muestras, son retiradas con una bomba peristaltica. Para el caso de la descarga, el efluente es
depositado en probetas plasticas de 1 litro de capacidad, de manera de corroborar que el
volumen dentro del reactor estd acorde al volumen retirado en forma de efluente. Para la toma
de muestra, la bomba es operada manualmente y regulada mediante el accionamiento del
operador.

Con la finalidad de disponer de oxigeno de la manera mas homogénea posible durante la fase

de reaccion aerobia, se ha instalado un arreglo de tres difusores de forma diagonal en el fondo
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del reactor, utilizando 2 compresores de aire para acuarios (Figura 3-2), donde cada
compresor tiene dos salidas. Uno de ellos en la modalidad de alto flujo para ambas salidas y
uno (el que le corresponde el difusor central) en la modalidad de bajo flujo con una salida
conectada al reactor y la otra salida al ambiente, con lo que se consigue un caudal de aire de

2,96 L/min.

e 4%

Figura 3-2 Compresores de Aire de Acuario. Figura 3-3 Medidor de Flujo de Aire.

La agitacion es suministrada por una aspa rotatoria de 4,5 cm cada aspa, instalada en la parte
superior de del reactor y mantenida a 100 r.p.m mediante un rotor marca VELP Scientifica.
El monitoreo (la frecuencia del monitoreo depende del caso de estudio dentro de la
experiencia) del pH dentro del reactor es efectuado por un medidor de pH Thermo Scientific,
modelo Orion Star A211, tal como se muestra en la Figura 3-4.

La ejecucion de las distintas fases dentro del ciclo esta controlada por timer, conectados a
cada una de las bombas y de los aireadores. Los timers activan cada periodo de acuerdo a lo
que corresponde en funcion de en que fase del ciclo se encuentre el SBR, el cual se puede

observar en la Figura 3-5.
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Figura 3-4 Medidor de pH.

Figura 3-5 Montaje final del sistema.

3.2.2 Montaje del reactor.

Para asegurar las condiciones 6ptimas de baja luminosidad y control sobre la temperatura
ambiente durante el proceso, el reactor ha sido montado dentro de una jaula térmica
confeccionada mediante plumavit y una estructura metélica. Dentro de la camara aislante se

encuentra una Pt-100, la cual esta conectada a un controlador seteado en 31°C + 1°C, de

40



manera que cuando la temperatura baja fuera del rango Optimo, el controlador activa un

calefactor eléctrico que eleva la temperatura hasta alcanzar el set point.

3.2.3 Disefio de ciclo SND.

La operacion del reactor ha sido disefiada en base a ciclos diarios, con un TRH (tiempo de
retencion hidraulico) de 72 horas distribuidos en 3 alimentaciones. Los tiempos para cada
etapa del ciclo son definidos teniendo en consideracion que se fueron probando distintas
configuraciones de periodos de reacciones, pero luego de observar que existia acumulacion
de nitrato, se llegd a la conclusion que la reaccion anodxica de desnitrificacion es la fase
limitante dentro del ciclo SND. Finalmente, considerando que un ciclo esta compuesto de 3
alimentaciones, es decir 3 sub-ciclos, la distribucion horaria porcentual de cada etapa es

descrita en la Figura 3-6:

1%

57%

0,3%
4%

@ Sedimentacion @Andxica @Alimentacion @ Descarga [Aerdbica
Figura 3-6 Distribucion Porcentual de horas de cada etapa en un ciclo del reactor SND-SBR. .

Cabe destacar que las etapas de alimentacion, sedimentacion y descarga constituyen periodos
donde no hay inyeccion de aire, es decir son andxicos y contribuyen a la desnitrificacion.
3.2.3.1 Estrategia de Alimentacion.

El ciclo, obviando la sedimentacion y la descarga, ha sido dividido en tres sub-ciclos. Cada
sub-ciclo comienza con una alimentacién que corresponde a un tercio del total del afluente
que tiene que ingresar al reactor. Cada sub-ciclo se compone de una alimentacién andxica y

etapas de reaccion aerobia y anoxica.
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En la alimentacion, se incorpora, con los caudales mencionados anteriormente, un tercio de
los dos litros que componen la alimentacion durante una hora. Esto permite suministrar el
amonio de forma dosificada para evitar la posterior sobrecarga de los organismos
desnitrificantes, lo que genera una acumulacion de nitrato en el reactor.

El sub-ciclo estd definido en base el orden de las reacciones que se expone en la Figura 2-8
Terminada la etapa de alimentacion, comienza la primera etapa anoxica a modo mixed-react,
donde el SBR es agitado a 100 r.p.m. La etapa andxica continua por 8 horas, haciendo un
total de 9 horas de una vez indicado el ciclo. Luego sigue la primera etapa aerobia, la cual
posee una duracion de 8 horas, donde el aire es suministrado por los compresores de acuario.
El SBR sigue estando agitado a una velocidad de 100 r.p.m. A continuacion, se vuelve a
alternar el tipo de reaccion, creando condiciones anoxicas por una duracion de 6 horas, con
lo que el sub-ciclo lleva una duracion de 23 horas desde que se comenzd a alimentar el
reactor.

Finalmente, y previo a que comience una nueva alimentacion, se realiza una ultima etapa de
aireacion de una hora de duracion, completando el sub-ciclo de 24 horas. De esta manera, el
ciclo permite la alternancia entre condiciones aerobicas y andxicas de manera de lograr
sinergia entre la oxidacion de amonio y el atajo bioldgico (desnitrificacion via nitrito) para

la desnitrificacion, evitando acumulacion de nitrato en el reactor.

3.2.3.2 Sedimentacion.

Luego de terminado los tres sub-ciclos con sus tres etapas de alimentaciones respectivas, se
prepara el sistema para retirar el efluente tratado. Par ello, se ejecuta una etapa de separacion
de la biomasa del sobrenadante. Gracias a experimentos de sedimentabilidad realizados en el
laboratorio, se concluye que el lodo presente en el reactor es de facilmente sedimentable y
con 45 minutos de sedimentacion se alcanza una recuperacion del lodo mayor al 95%.

Es clave mantener un periodo acorde a las caracteristicas del lodo inoculado en un comienzo,
ya que de existir filamentosas se necesitaria un periodo mucho mayor de sedimentacion para
evitar el lavado de biomasa del equipo (Cortés, 2013).

3.2.3.3 Descarga.

Posterior a la sedimentacion, se utiliza una bomba peristaltica Masterflex L/S para la
descarga el efluente, el cual es depositado en probetas de un litro de manera de medir la

cantidad de volumen retirado y conocer la cantidad de volumen remanente en el SBR.
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3.2.3.4 Planificacion del ciclo.

Las etapas descritas anteriormente han sido programadas de acuerdo a la Tabla 3-4.

Tabla 3-5 Etapas del Ciclo. Fuente:

Hora Inicio | Hora Término Fase Etapa
0 1 Alimentacion Anoxica Subciclo 1
1 9 Reaccion Anoxica Subciclo 1
9 17 Reaccion Aerobia Subciclo 1
17 23 Reaccion Anoxica Subciclo 1
23 24 Reaccion Aerobia Subciclo 1
24 25 Alimentacion Anodxica Subciclo 2
25 33 Reaccion Anodxica Subciclo 2
33 41 Reaccion Aerobia Subciclo 2
41 47 Reaccion Anodxica Subciclo 2
47 48 Reaccion Aerobia Subciclo 2
48 49 Alimentacion Anoxica Subciclo 3
49 57 Reaccion Anoxica Subciclo 3
57 65 Reaccion Aerobia Subciclo 3
65 71 Reaccion Anoxica Subciclo 3
71 72 Reaccion Aerobia Subciclo 3
72 72,75 - Sedimentacion
72,75 73 - Descarga

3.3 Estrategia de operacion.

Para cada una de las etapas de puesta en marcha y operacion con el RIL sintético de
composicion fija (sustratos nitrificantes y desnitrificantes), las condiciones generales de
operacion son las mismas.

Para poder alcanzar los objetivos planteados con respecto a la puesta en marcha, se ha
decidido aumentar progresivamente la VCN en un 20% por sobre las condiciones de

operacion del sustrato del ciclo anterior.
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3.3.1 Criterio de estabilidad y aumento de la VCN.

El aumento de la velocidad de carga nitrogenada se aplica cuando se cumplen los siguientes

criterios de estabilidad:

- Se logra una remocion superior al 50% con respecto a la cantidad de nitrégeno que ingresa

en la alimentacién mas en nitrogeno que hay en el volumen remanente posterior a la

descarga del ciclo previo.

- Durante todo el ciclo anterior, el pH siempre se mantiene entre 7,0 y 7,6, De manera que

el nitrégeno faltante en el balance de masa es producto de la reaccion desnitrificante que

libera nitrégeno atmosférico y no del stripping de amoniaco.

- Lo anterior se debe cumplir al menos 3 ciclos seguidos.

La estrategia de operacion se ilustra a través de la Tabla 3-4. Donde se proyecta el aumento

de la VCN en caso de que cada ciclo cumpla con los criterios de estabilidad. El aumento de

VCN es de un 20%.
Tabla 3-6 Estrategia de Operacion Proyectada. Fuente:
Nimero de Tiempo VCN
ciclos [d] [kg N-NH4"/(m3d)]

0 0 0,0296

1 3 0,0296

2 6 0,0296

3 9 0,0355

4 12 0,0355

5 15 0,0355

6 18 0,0423

7 21 0,0426

8 24 0,0426

9 27 0,0511

10 30 0,0511

11 33 0,0511
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3.4 Procedimiento de analisis y adquisicion de datos.

3.4.1 Variables de Analisis.
Las variables para analizar, es decir, variables de interés, de acuerdo a la naturaleza del

proceso SND son sefialadas en la Tabla 3-6.

Tabla 3-7 Variables de Medicion durante el trabajo experimental.

Estado Variable Objetivo
NH4* Remocion de Nitrogeno
N-NH4* Remocion de Amonio, Cinética
Compuestos NOs- Remocion de Nitrogeno
nitrogenados N-NOs" Remocion de Nitrogeno, Cinética
NOy Remocion de Nitrogeno
N-NO2 Remocion de Nitrogeno, Cinética
Biomasa SSV Control de Purga, Cinética
Rendimiento Desnitrificacion,
SO4? o
Cinética
Sulfatos — - _
- Rendimiento Desnitrificacion,
Cinética
Operacion SND pH Comportamiento Operacional

Para el muestreo de compuestos nitrogenados y sulfatos, se extrae una muestra de 60 mL de
la descarga previamente sedimentada. Para el muestreo de biomasa se extrae una muestra de
50 mL, pero cuando el reactor se encuentra agitado, de manera de tomar una muestra con el
reactor en estado homogéneo.

Para los compuestos nitrogenados, se cuantifican previo a ingresar al ciclo, midiendo la
composicion de la alimentacidn, y posterior al ciclo (de tres dias), al medir el sobrenadante
sedimentado (extraido del reactor) que se dejo reposar de entre 15 a 20 horas a temperatura
de refrigeracion. Para cada una de ellas se midio la concentracion de amonio, nitrito y nitrato
utilizando espectrofotometria UV-vis segiin los métodos 4500-NH3 F, 4500-NO>~ y 4500-
NOs™ B respectivamente, obtenidos desde standard methods for the examitation of waters

and wastewaters. Mismo procedimiento para la cuantificacion de sulfatos. La medicion de
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solidos volatiles se realiza cada 3 ciclos de manera de poder cuantificar el crecimiento de la
biomasa durante la puesta en marcha y la etapa de operacion con alimentacion sintética.
3.4.2 Procedimientos de analisis.

Las variables mencionadas en 3.4.1 y posteriormente muestreadas de acuerdo con 3.4.2 son

analizadas de acuerdo a los procedimientos expuestos en la siguiente tabla:

Tabla 3-8 Procedimiento de Analisis de Muestras.

Estado Variable Procedimiento
Compuestos NH4* Espectrofotometria
nitrogenados N-NH4* Espectrofotometria

NOs Espectrofotometria

N-NO3" Espectrofotometria

NOy Espectrofotometria

N-NO» Espectrofotometria

Biomasa SSV Standard Methods
Sulfatos SO472 Espectrofotometria

N Standard Methods

Operaciéon SND pH Electrodo Selectivo

Todas las metodologias sefialadas en la Tabla 3-4 se explican con mayor detalle en el Anexo

A.l.

3.5 Etapas operacionales de la planificacion experimental.

Dentro de la planificacion experimental propuesta es posible diferenciar claramente dos
etapas operacionales: puesta en marcha y operacion. Cada una de las etapas consideran
objetivos especificos y resultados esperados. Para diferenciar estas etapas es necesario definir
criterios que permitan enmarcar los objetivos con las etapas.

Los criterios que permiten establecer en qué etapa de la planificacion experimental se esta
operando son los siguientes:

- Comportamiento del crecimiento microbiano.

- Rendimiento del reactor y adaptaciéon de la biomasa en distintos condiciones de

alimentacion.
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3.5.1 Etapa de puesta en marcha.

La etapa inicial del estudio corresponde a la puesta en marcha del sistema SND-SBR. Las

principales actividades a realizar durante a esta etapa consideran:

- El disefio del proceso, duracion de ciclos, flujos y composicion de alimentacion.

- Establecer y ejecutar el montaje de los equipos necesarios para el proceso SND operando
de la forma SBR, reactores, sistema de aireacién, bombas peristalticas, conexiones de
tuberias, programacion de timers y del sistema termorregulador.

- Permitir la adaptacion de los microrganismos que lleven a cabo los procesos simultaneos,
evaluando sus actividades y velocidades de consumo de sustratos en base a los niveles de
remocion que alcanza el proceso.

- Determinar puntos operacionales caracteristicos en base al perfil de pH y los niveles de

acumulacion de nitrito y nitrato.

3.5.2 Etapa operacional de alimentacion sintética de composicion constante.

Tras la realizacion de la etapa de puesta en marcha, donde la operacion del sistema SND-

SBR consiste principalmente en el aumento gradual (escalonado) de VCN, continua la etapa

de alimentacién con una composicion fija. Es importante dejar establecido que durante toda

la operacion, la razon C/N se mantiene constante, tanto para la alimentacion nitrificante como
la desnitrificante.

El sustrato utilizado en esta fase también es sintético, de acuerdo con lo informado en el

punto 3.1.1. Se debe estudiar el comportamiento de la biomasa, esto quiere decir, su

crecimiento y estabilidad, ademas de la cantidad de nitrégeno removida en el efluente. Las
principales actividades y objetivos por realizar durante esta etapa son:

- Estudiar el comportamiento del sistema SND-SBR vy las tasas de remocion de compuestos
nitrogenados al ir variando la VCN en torno a la composicion final de la alimentacion en
el término de la puesta en marcha.

- Determinar puntos operacionales caracteristicos en base al perfil de pH y los niveles de
acumulacion de nitrito y nitrato.

- [Establecer la significancia de las variables en el comportamiento del sistema y su

eficiencia en la remocidn de nitrogeno.
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- Estudiar la cinética de los microorganismos presentes en el sistema SND-SBR mediante
bio-experimentos de nitrificacién y desnitrificacion. Luego ajustar modelos cinéticos

previamente definidos en la literatura.

3.6 Ensayos bioldgicos y modelacion

Para modelar la cinética de nitrificacion y desnitrificacion, se realizardn ensayos bioldgicos
de nitrificacion, los cuales consisten en experimentos de tipo batch donde se vierte un
volumen conocido del reactor principal con una concentracion conocida de biomasa
(microorganismos). Luego se imitan las mismas condiciones del sistema SND-SBR
dependiendo de que proceso se quiere representar: aerobio o anoxico.

Para el proceso bajo condiciones aerobias se tiene planeado realizar 4 bio-ensayos de
nitrificacion, a diferentes concentraciones de amonio (que sera oxidado) con una duracién
maxima de 12 horas, mientras que para el proceso anoxico se tiene planeado realizar 2 bio-
ensayos de desnitrificacion, con concentraciones iniciales de nitrato diferentes y una duracion
maxima del barrido de tres dias.

Una vez obtenidos los valores de concentracion en funcidn del tiempo, mediante los métodos
expuestos en 3.4.3, se ajustaran los modelos expuestos en 2.7. Para ello se haran simulaciones
matematicas (usando el método numérico Runge-Kutta) con valores iniciales tentativos de
los parametros, luego mediante un software (MatLab) se encontraran los valores reales de los

parametros al minimizar el error entre las simulaciones y los datos experimentales.
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4 Resultados y Discusion.

4.1 Comportamiento Operacional del Reactor.

El reactor SND-SBR fue puesto en marcha y posteriormente operado por un total de 154 dias,
completando 51 ciclos durante ambas etapas. Todos los balances y eficiencias van a ser
calculados en funcidon de la masa del compuesto de interés que haya en el reactor o en la
alimentacion. Es por ello que es necesario conocer el volumen del reactor al final de cada
ciclo, previo a la sedimentaciéon y descarga. El volumen, Figura 4-1, depende de la
alimentacion, del remanente posterior a la descarga del ciclo anterior y de las pérdidas por

evaporacion
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Figura 4-1 Volumen del reactor al final de cada ciclo durante toda la operacion. .

En la Figura 4-2 es posible apreciar el la operacion completa, el control de pH ejercido
durante el trabajo experimental y la variacion de la VCN durante la totalidad de la operacion
(es decir, las etapas de puesta en marcha y operacion). El pH promedio de operacion fue de

7,39 £0,3.
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Figura 4-2 Control de pH durante la operacion versus la Velocidad de Carga Nitrogenada.

4.1.1 Biomasa SND.

Inicialmente la biomasa fue inoculada de acuerdo con lo sefialado en 3.3. Cabe mencionar
que la concentracion de masa bacteriana ha sido cuantificada como so6lidos suspendidos
volatiles (SSV).

4.1.1.1 Crecimiento Bacteriano y Estabilizacion.

Para la etapa de puesta en marcha, en el comienzo de la operacion, existe decrecimiento de
la biomasa dentro del reactor, esto debido a que existe un lavado de biomasa que no logra
sedimentar adecuadamente segin el volumen del reactor y el tiempo de sedimentacion
definido durante los primero ciclos, y en menor medida, debido a que los microorganismos
heterotrofos se quedan sin la carga orgadnica que posee el reactor producto de los indculos
iniciales. Finalmente, el reactor alcanz6 un minimo de 1614 mg SSV/L el dia 33 de operacién
(Figura 4-3), para luego estabilizarse y permitir el aumento de la concentracion de biomasa,
hasta aproximadamente 2 g/L. La puesta en marcha se extendié hasta estabilizar la biomasa
dentro del reactor, esto se logré al hacer que la biomasa lavada durante la sedimentacion y
descarga se equiparara con el aumento de esta producto del metabolismo intrinseco del
sistema SND-SBR, teniendo como consecuencia un proceso estacionario con respecto al

balance de biomasa del sistema. El criterio de estabilizacion de la biomasa fue que al menos
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durante 12 dias, la concentracion de biomasa no variaba mas de un 5% con respecto a la
concentracion del ciclo anterior, esto es lo miso a decir 4 ciclos completos de operacion.
Estabilizar la biomasa del reactor y dar por terminada la puesta en marcha tardo 75 dias

(Figura 4-1), siempre teniendo en cuenta el criterio de estabilidad y aumento de la VCN.
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Figura 4-3 Comportamiento del crecimiento microbiano.

Posterior a la puesta en marcha, comienza la etapa de operacion de alimentacion con RIL
sintético de composicion fija, donde el enfoque esta dado en aumentar la VCN y determinar
la cinética de nitrificacion y desnitrificacion del sistema SND-SBR. En la Tabla 4-1 se
detallan los cambios realizados durante la operacion, incluyendo el aumento de la VCN. A
partir del dia 111 se estudid el comportamiento del reactor SND-SBR ante fluctuaciones en

la cantidad de nitrégeno que ingresa al sistema.

Tabla 4-1 Modificacion de Variables durante la operacion del sistema SND-SBR. Fuente: .

Dias Variable que se modifica Magnitud y/o Comentario
0-6 Comienzo de la Operacion
Aumento a 1,96 LPM (litros
6—21 Flujo de aire
por minuto)
Aumento 20% VCN a un
21-27 Alimentacion

valor de 35,47 [mg/d-L]
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Dias Variable que se modifica Magnitud y/o Comentario

Aumento 20% VCN a un

30-48 Alimentacion
valor de 42,56 [mg/d-L]
11,5 h periodo aerobio
45 -51 Tiempo de ciclos
11,5 h periodo anaerobio
Disminucion 20% VCN a
51-66 Alimentacion
un valor de 35,47 [mg/d-L]
10 h periodo aerobio
66 — 69 Tiempo de ciclos
13 h periodo anaerobio
Se implementa las fases y
periddos en funcion del ciclo
69 - 78 Orden de etapas ‘ '
tipico de 9 horas (Rittmann y
McCarty, 2001).
Aumento 5% VCN a un
78 —111 Alimentacion
valor de 37,24 [mg/d-L]
Diversas fluctuaciones que
111- 154 (Fin del incluyen disminuciones y
trabajo Alimentacion aumentos de 5%y 10% a la
Experimental) VCN, es decir, entre valores

de 33,51 y 40,96 [mg/d L]

Sin importar los cambios que se hacen en la cantidad de nitrogeno que entra al sistema, a
partir del dia 42 la biomasa dentro del reactor se mantiene estable en 2,001 + 0,105 g/L. Esto
se debe a que el crecimiento de la biomasa es muy lento y de bajo rendimiento en
comparacion a la VCN que se suministra al reactor SND-SBR. También se puede apreciar
que el aumento progresivo de la VCN durante los primeros dias del trabajo experimental
sirvi0 para amortiguar la concentracion de biomasa dentro del reactor que disminuia
conforme a los microorganismos heterotrofos se les iba acabando la disponibilidad de
sustrato organico proveniente del indculo. Esto se puede apreciar ya que el valor minimo de
SSV durante la puesta en marcha fue solo un 19,4% menor al que se alcanz6 una vez

estabilizado el sistema.
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4.1.2 Estudio del comportamiento de remocion de nitrégeno. Eficiencias y Adaptabilidad.
Durante el periodo de trabajo experimental, se estudio el comportamiento historico de los
compuestos nitrogenados (Amonio, Nitrito y Nitrato).

4.1.2.1 Nitrificacion.

La oxidacion de amonio durante el periodo de trabajo fue de alta eficiencia y adaptabilidad,
el sistema SND-SBR solo tardo 5 ciclos en alcanzar rendimientos superiores al 80% (Figura
4-2).

Cabe destacar que se define la eficiencia del proceso de nitrificacion en el ciclo en funcién
de la cantidad de amonio remanente en el remanente del reactor y en la descarga previamente

sedimentada:

Mamonio inicial — Mamonio final

Nnitrificacion =
Mamonio inicial

Finalmente, la eficiencia del proceso de nitrificacion (procesos aerobio) durante la operacion

del reactor, fue de 98,63%.
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Figura 4-4 Masa de nitrogeno amoniacal presente en el sistema SND-SBR, al comienzo y final de los ciclos de operacion.

Se puede apreciar que el rendimiento de la nitrificacion es practicamente estable durante toda
la operacion, variando ligeramente en los Ultimos dias cuando se llevaron a cabo

fluctuaciones en la alimentacién, como se menciona en la Figura 4-4.
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El valor minimo de concentracion de amonio alcanzado durante la operacion fue de 0,17 mg

N-NH4"/L y corresponde al ciclo numero 40, dia 120 de operacion, lo que se traduce en un

99,85% de eficiencia. Cabe destacar que ese ciclo corresponde al periodo de fluctuaciones

de alimentacion y especificamente a un ciclo donde se aumenta en un 10% la VCN que

ingresa al sistema SND-SBR. Por lo tanto, queda demostrado que los microorganismos

nitrificantes que componen el sistema SND se adaptan bien a cambios en las condiciones de

entrada del sistema.

Basado en la bibliografia, el buen desempefio del proceso aerobio y las altas eficiencias

alcanzadas se pueden deber a

- Formacion de microambientes andxicos/aerobios en el espesor del biofilm formado en la
superficies de las lentejas de azufre.

- Potenciamiento de metabolismos oxidantes entre poblaciones microbianas que llevan a
cabo el proceso aerobio del sistema SND

- Mayor concentracion de microorganismos por sedimentacion y retencion celular. Esto
quiere decir que la sedimentacion logra mantener casi completamente a los

microorganismos dentro del reactor, lo que se traduce en un tiempo de retencion largo.
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Figura 4-5 Eficiencia de Nitrificacion del ciclo en el tiempo versus Nitrogeno amoniacal en la alimentacion al comienzo

del Ciclo.
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4.1.2.2 Desnitrificacion y remocion de nitrogeno.

“La reduccion biologica de nitrato o nitrito a gas nitrogeno se denomina desnitrificacion”
(Metcalf'y Eddy, 2014).

Para analizar el rendimiento de la desnitrificacion bajo ese concepto es necesario estudiar el
comportamiento de las concentraciones de nitrato y nitrito durante la operacion. Como el
sistema consta de dos procesos, la remocion total de nitrégeno al final del ciclo va a depender
de cuan eficientes hayan sido los microorganismos nitrificantes y desnitrificantes. De lo cual
se obtiene la siguiente expresion para determinar la eficiencia del proceso de desnitrificacion:

mnitrégeno removida

Ndesnitrificacion =
mnitr()geno oxidado disponible

mnitrégeno oxidado disponible — mnitrégeno oxidado final

ndesnitrificaci('m -

Mhuitrégeno oxidado disponible
En donde:
Ndesnitrificacién = €ficiencia de la remocion de nitrégeno en el proceso de desnitrificacion.
Mupitrégeno oxidado disponible — Masa de N-NO>"y N-NOj" al comienzo de la desnitrificacion.
Mupitrégeno oxidado final — Masa de N-NO2"y N-NOs™ al final del ciclo.
Cabe destacar que la cantidad de nitrito y nitrato incial es funcién de cuanto amonio se oxido
en la nitrificacién. Ademas, es fundamental considerar el remanente que queda en el reactor
una vez realizada la sedimentacion y descarga, ya que la cantidad de nitrogeno que hay al
comienzo del ciclo no va a ser solo funcion de la VCN que se fija en la alimentacidn, sino
que también va a depender del amonio, nitrito y nitrato que queda en el fondo (0,2 L) el cual
a su vez depende de la eficiencia del ciclo anterior. Es por eso por lo que no se puede tener
control total de la cantidad de nitrogeno que ingresa al sistema al comienzo del ciclo, tal
como es apreciable en la Figura 4-6. Finalmente, la cantidad de N-NO" y N-NOs" inicial

viene dada por:
Myitrogeno oxidado disponible = mN_NHIalimentacién + mN_NHZremanente - mN_NHIfinal

Donde el primer término hace referencia al nitrogeno amoniacal que entra al sistema, el
segundo corresponde al nitrégeno amoniacal que queda en el remanente al final del ciclo

anterior y el tercer término corresponde al amonio al final del presente ciclo.
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Figura 4-7 Eficiencia de la Desnitrificacion de los ciclos durante la operacion.

Como se puede observar en la Figura 4-6, no se logra estabilizar la cantidad de nitrogeno al
comienzo del ciclo, alcanzando un maximo de 449,5 mg de nitrégeno el dia 48 de operacion
y un minimo de 203,4 mg el dia 21 de operacion. La cantidad de nitrégeno inicial tuvo un

valor promedio de 295,6 + 63,6 mg.
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Las altas eficiencias de remocion del nitrogeno oxidado disponible de los primeros ciclos
(Figura 4-7) se debe a que en un comienzo la nitrificacion tenia rendimientos de bajo el 80%
porque la biomasa se estaba adaptando al medio, por ende, al haber poco nitrogeno que
reducir, la eficiencia es alta. Caso contrario ocurre entre los dias 39 y 51, donde la VCN fue
la mayor en toda la operacion (42,56 mg/d-L) y los rendimientos son los peores en toda la
operacion junto con los ciclos donde se variaba la alimentacion de entrada, subiéndole un
10% mas de nitrégeno amoniacal. Finalmente, la eficiencia promedio de la desnitrificacion
durante toda la operacion fue de 44,9%.

En un comienzo se tratd de operar con el objetivo de acumular nitrito para realizar la
desnitrificacion via NOy", pero los niveles de remocioén fueron los mas bajos en toda la
operacion, esto sucede durante los ciclos 6 primeros ciclos porque la acumulacion es tal que
genera inhibicién en los microorganismos presentes en el reactor, ya que, al haber mayor
concentracion de nitrito, es mas facil que se genere acido nitroso en el reactor, donde
concentraciones de tan solo 0,04 mg/L de N-HNO: son consideradas toxicas. Por ejemplo, a
25 © C, un sistema que contenga 1000 mg/L N-NO» y un pH de 7 tendra aproximadamente
una concentracion de 0,15 mg/L de N-HNO., que es significativamente mayor que el nivel
inhibitorio de 0,04 mg/L y basta con notar en la Figura 4-5 que durante la operacion se
alcanzaron niveles por sombre los 200 mg de nitrito a temperaturas y pH superiores que

favorecen la disociacion de nitrito a acido nitroso (Glass y Silverstein, 1997).

Tabla 4-2 Concentraciones de nitrito y acido nitrico inhibitorias.

Variable operacional Presente Investigacion Glass y Silverstein
pH 7,39 7
Temperatura 31°C 25°C
Concentracion de N- NO» 200 mg/L 1000 mg/L
Concentracion de N-HNO> No Determinado 0,015 mg/L
Concentracion inhibitoria de
0,04 mg/L 0,04 mg/L
N-HNO;

En cambio, generar acumulacion de nitrato (fomentar el proceso aerobio de nitrificacién) no
gener? inhibicion en el proceso y permitio alcanzar niveles de remocion sobre el 50% como

muestra la Figura 4-8, esto debido a que, a medida que va sucediendo la cadena de reacciones
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de desnitrificacion, el nitrito que se genera tras reducir el nitrato, contintia reaccionando hasta
ser liberado en forma de nitrégeno gaseoso, con lo cual la presencia de nitrito es
practicamente nula y asi también, la de 4cido nitroso. Por ende, durante toda la operacion, se
mantuvieron niveles casi despreciables de nitrito, excepto durante el periodo en que se
realizaron cambios en la VCN, periodo en el cual aument6 la presencia de nitritos debido a
que la nitrificacion no fue tan efectiva y parte de la desnitrificacion fue solamente parcial.

Observando la Figura 4-8, donde se muestra el rendimiento de cada uno de los 51 ciclos
llevados a cabos durante el trabajo experimental, es posible apreciar que, como se dijo
anteriormente, la acumulacion de nitrito generd niveles de remociones menores al 25%
(primeros 4 puntos). Ademas, existe una notoria disminucién en los rendimientos entre los
dias 39 a 51, que coinciden con la mayor VCN fijada para la alimentacion (255,4 mg de N-
NH4" en la alimentacion). Ese valor, sumado a el nitrogeno presente en el remanente en
formas de nitrito y nitrato, generan la mayor cantidad de nitrogeno que ingresa a sistema, lo
cual se puede corroborar al comparar el mismo periodo (39 a 51 dias) en la Figura 4-6.
Finalmente se consider6 ese valor como una VCN superior a la que puede soportar el sistema
SND-SBR en base a los criterios de estabilidad definidos anteriormente. Por eso se baja la
cantidad de nitrogeno que entra al sistema mediante la alimentacion, lo que permite recuperar

rendimientos normales para el sistema.
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Figura 4-8 Niveles de Remocion de Nitrogeno de cada ciclo durante todo el trabajo experimental.

Es posible notar segun la Figura 4-8 que en el dia 39 la remocién global de nitrégeno cae
dramaticamente, registrandose la acumulacion maxima de nitrato durante todo el trabajo
experimental, correspondiente a 246,9 + 5,5 mg. Es por consecuente, que el dia 45 se
implementa una modificacion de los tiempos del ciclo que favorezca la fase andxica y en
consecuencia permita la reduccion del nitrito acumulado en el reactor (aumento de la fase
anodxica en 1 h y disminucion de la fase aerobica en 1h) y disminucion de la VCN con el fin
de lograr recuperar la eficiencia del proceso SND que existia previamente.

Los porcentajes de remocion vuelven a descender hacia el final de la operacion y coinciden
con el periodo de la operacion en que se realizaron cambios en las concentraciones de amonio
en la alimentacion (dias 111 a 154), donde, para aumentos en la VCN de la alimentacion,
exceptuando el ultimo ciclo bajo esta condicion, el ciclo no se supera una eficiencia de
remocién del 40% con un promedio de 40,19%. A diferencia, cuando se baja la VCN en la
alimentacion, el porcentaje de remocion aumenta, obteniendo una eficiencia promedio del
55,15%.

Finalmente, sin considerar los primeros 4 ciclos en los que se traté de acumular nitrito, el
porcentaje de remocion promedio durante la operacion fue de 46,33%, con un maximo de
81,38% logrado el dia 75, el cual coincide con el dia en que se termina la etapa de puesta en

marcha y comienza la de operacion con RIL sintético de composicion fija.

4.2 Interacciones y Modelo Cinético

El estudio cinético fue realizado mediante la generacion de experimentos, para ambos
procesos del sistema SND-SBR. Las interacciones del sistema fueron puestas a prueba en el
laboratorio al aislar los demas factores de manera de corroborar la validez de estas
interacciones en los futuro modelos, de nitrificacion y de desnitrificacion.

A continuacion, se detallan las interacciones y procesos que pueden ocurrir en el sistema
SND-SBR y que deben ser consideradas por el modelo cinético:

4.2.1 Ensayos de oxidacion aerobia del azufre elemental

Los siguientes ensayos tuvieron la finalidad de determinar si la oxidacion del azufre es
producto solo de la desnitrificacion, o si también, el hecho de inyectar oxigeno durante la

nitrificacion provoca también la produccion de sulfatos.

59



La oxidacion aerobia del azufre elemental corresponde al proceso de formacion de sulfatos
producto de la aireacion del sistema. Es decir, parte del sustrato necesario para llevar a cabo
la desnitrificacion deja de estar disponible, al interactuar con el oxigeno disuelto en el reactor.
Cabe destacar que, en caso de ocurrir en el sistema, la oxidacidon del azufre ocurriria durante
los periodos de reaccion aerdbica, entonces consumiria parte del oxigeno que originalmente
esta destinado para la oxidacion de amonio. Por lo tanto, si el oxigeno disuelto es limitado,
la oxidacion del azufre puede generar que la cadena de reacciones del proceso SND no ocurra
en su totalidad y afectar la eficiencia del sistema.

Para corroborar la validez de esta interaccion se realizo un experimento en el cual se masaron
2 gramos de lentejas de azufre, para luego llevarlas a un aforo de 500 mL en un vaso
precipitado. Luego se emplea el mismo sistema de compresores de acuario para airear el vaso
con un caudal de 1,96 L/min, manteniendo la temperatura del sistema a 31°C. Al momento
de tomar una muestra se mide el oxigeno disuelto. Luego, siguiendo el procedimiento
propuesto en Standard Methods for the examitation of Waters and Wastewaters (American
Public Health Association, 2019), se mide la concentracién de sulfatos a lo largo de tiempo

de manera de determinar si ocurre la oxidacion del azufre producto del oxigeno inyectado al

sistema.
1,80 1 - 8,00
1,60 - A £ 7,00
1,40 3 //\*\// — = 6,00
1[20 k M :
_]f\ / \ f 500
1,00 4 y. nf->

) SN [T
0,605 ¥ \ /‘ 50

Concentracion de Sulfatos [mg/L]
Concentracion de OD [mg/L]

0,40 p 2,00
0,20 3 £ 1,00
070 ¢} A— S I I I — S — Y
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo [h]

—@— Concentracién de Sulfatos durante el experimento. —— Oxigeno disuelto durante el experimento

Figura 4-9 Experimento de Aeracion de Pastillas de Azufre.
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Como se puede apreciar en la Figura 4-9, no hay indicios de aumento en la concentracion de
sulfatos a lo largo del tiempo, por ende, se descarta esta interaccion y se valida que la

generacion de sulfatos es solamente producto de la desnitrificacion.

4.2.2 Ensayos de Nitrificacion

Para determinar la cinética de los microrganismos nitrificantes se realizaron 4 bio-ensayos
de nitrificacion a diferentes concentraciones iniciales. Para realizar los experimentos, se toma
un volumen de 60 mL del reactor que se aforan en un vaso precipitado de 600 mL. Luego se
ingresa una cantidad de amonio conocida y comienza el experimento. Durante el barrido, los
reactores muestrales se mantienen a la temperatura de operacion del sistema SND-SBR
original de 31°C y con un flujo constante de 1,96 L/min de aire. De las muestras que se
retiran, se miden las concentraciones de todos los compuestos nitrogenados: Amonio, Nitrito
y Nitrato, y ademas la concentracion de oxigeno disuelto a distintos tiempos.

Previo a sacar el volumen de 60 mL (que contiene la biomasa), se realiza la cuantificacién
de SSV que hay en el reactor, de manera que conociendo la dilucion (homogénea), es posible
calcular la cantidad de microorganismos al comienzo de cada experimento, la cual sera la
misma en todos.

Para determinar qué fraccion de la biomasa corresponde a microorganismos amonio-
oxidantes y qué fraccion a los microorganismos nitrito-oxidantes, se aproxima la siguiente
ecuacion (Metcalf y Eddy, 2014) que proviene del balance de masa del sustrato y de la

biomasa para un reactor de mezcla completa.
_ Q - Ys0p - Nox - SRT
Xaop =
V[l + bAOB * (SRT)]

En donde:

X405 = Concentracion de microorganismos BAO.

Y105 = Rendimiento [g de biomasa/g N-NH4" . Obtenido de Wiesmann (1994).
b,yop = Decaimiento endogeno. Obtenido de Metcalf y Eddy (2014).

Nyox = La concentracion de nitrogeno amoniacal oxidado.

SRT = Tiempo de retencion de solidos.

V' = Volumen del reactor.

Q = Tasade flujo diaria promedio que ingresa al reactor.
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La naturaleza de la operacion del sistema SND-SBR implica grandes tiempos de retencion
de solidos debido al lento crecimiento de la biomasa y a la buena sedimentabilidad del lodo.

Por lo tanto, la expresion se puede simplificar a la siguiente ecuacion:

v~ Yiop - Nox
AOB V . bAOB

La ecuacion también aplica para los microorganismos nitrito-oxidantes. Reemplazando los
valores (respectivos a BAO y BNO), se tiene los siguientes valores de concentracion: X,pp
= 1,04 g/L y Xyop = 0,30 g/L. Conociendo la concentracion total de microorganismos, es

posible determinar la concentracion de microorganismos desnitrificantes, Xpy = 0,66 g/L.
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Figura 4-10 Experimento de Nitrificacion n°l Concentracion de Amonio Inicial Alta.

Los cuatro experimentos de nitrificacion se llevaron a cabo con concentraciones iniciales de
amonio distintas. Un barrido se realizd a una concentracion de amonio alta de 400,8 mg/L de
N-NH4" (Figura 4-9), otro a una concentracion de amonio baja de 11,1 mg/L de N-NH4"
(Figura 4-10) y los otros dos bio-experimentos se realizaron a concentraciones medias
similares a las de Beristain (2013) de 50,0 y 53,9 mg/L de N-NHy4" (Figura 4-11 y Figura 4-

12, respectivamente).
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Figura 4-13 Experimento de Nitrificacion n°4. Concentracion de Amonio Inicial Media.

De los bio-ensayos, es posible observar como el amonio se va consumiendo y en un comienzo
la concentracion de nitrato se mantiene estable y la de nitrito sube. Ese fenomeno se explica
por la actividad de las bacterias BAO que oxidan el amonio a nitrito. Luego, cercano a las
dos horas desde que comenzd el experimento, empieza a aumentar la concentracion de nitrato
y a estabilizarse la de nitrito. Para los bio-ensayos tres y cuatro (de media concentracién
inicial de amonio) sucede que entre las 4 y 5 horas de experimento se alcanza un méximo de
concentracion de nitrito. Es en este periodo donde las bacterias BNO oxidan el nitrito en
nitrato a una taza mayor a la que las BAO oxidan amonio a nitrito y, por ende, el nitrito
comienza a desaparecer. Cabe destacar que, en el barrido de baja concentracion inicial de
amonio, este fendmeno sucede antes debido a que hay menos amonio que se pueda oxidar a
nitrito, entonces el maximo se alcanza prematuramente. Caso contrario ocurre en el barrido
con alta concentracion de amonio, donde la alta disponibilidad de este retrasa el tiempo en
que se logra una maxima acumulacion de nitrito.

En ambos experimentos 3 y 4 (a concentracion media), es posible notar un comportamiento
parecido con una nitrificacion genérica no inhibida (Figura 2-6), asimismo, para el barrido a
alta concentracion tampoco hubo inhibicion durante el experimento, por ende, es predecible

que la constante de inhibicion para la nitrificacion modelada segun la cinética de Haldane
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sea grande, ya que los microorganismos nitrificantes del reactor tienen tolerancia a altas

concentraciones.

4.2.3 Modelacion Microorganismos Nitrificantes.
Para la modelacion de la cinética de los microorganismos, es necesario simular la cinética,
para ello se utilizara el método numérico de Runge-Kutta de cuarto orden con un paso de
integracién de 0,5/1000 [dia].
En un principio se trato de hacer la simulacion con el software de MatLab, pero no fue posible
ya que las funciones integradas del software trabajan bajo el caso de ajustar un modelo para
distintos experimentos con repeticiones, donde los experimentos tienen la misma escala y
valores de tiempo en los cuales se tomaron muestras (en otras palabras, no existe una funcién
en MatLab asociada al ajuste de un modelo de ecuacion diferencial a un set de datos con
distintos experimento e iguales tiempos). Solo era posible ajustar un modelo a cada
experimento individualmente, lo cual no refleja la realidad de la experiencia, donde es
necesario encontrar un set de parametros globales que representen lo que sucede en la
realidad. La programacion de un cddigo especializado escapa a las competencias necesarias
para la realizacion del trabajo de investigacion.
Por lo tanto, la simulacidn serd contrastada con los datos experimentales, y luego mediante
la herramienta de Excel, Solver, se ajustaran los parametros mediante la técnica de analisis
numérico de optimizacidon matematica de minimos cuadrados, donde los errores se trataran
de forma porcentual con respecto al valor experimental, de esa manera no hay diferencias al
momento de evaluar el modelo para los cuatro experimentos distintos (Jorquera y Gelmi,
2018).
Para aplicar un modelo, primero es necesario establecer los balances de materia y los
supuestos que se consideran para llevar a cabo la modelacion. Los supuestos son:
- Durante los experimentos de barrido llevados a cabo, la biomasa estd completamente
mezclada y su distribucion es uniforme en todo el volumen.
- Cuando el microorganismo lleva a cabo sus procesos metabdlicos y catabolicos, solo se
considera crecimiento y se descarta el agotamiento de la biomasa, es decir, el coeficiente

de decaimiento endogeno es cero (b = 0; u > b).
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- Debido a que el crecimiento de biomasa es casi imperceptible por los equipos de
laboratorio, los rendimientos van a ser valores conocidos y calculados de acuerdo con las

Ecuaciones 2-2 y 2-4. De lo cual se obtiene: Yy, /yy+r = 0,15;Yp o+ = 0,047.

- Durante la realizacion de los experimentos de nitrificacion, los mini-reactores se
mantuvieron aireados de manera que la disponibilidad de oxigeno fue la méxima posible,
ademads, Weismann (1994) detalld que para organismos nitrificantes K5 = 0,3 mg/

Cr
=1
K'+Cr

L; Kyog = 1,1 mg/L, por ende:
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Figura 4-14 Oxigeno Disuelto en cada Barrido de Nitrificacion en el tiempo
4.2.3.1 Cinética Microorganismos BAO.
En base a los experimentos de nitrificacion realizados en laboratorio, se ajustaron modelos
cinéticos para los microorganismos amonio oxidantes utilizando la técnica de analisis

numérico de minimos cuadrados, definiendo F, como:

n
2
Fo = (Si,experimental - Si,modelado)
i=1
Ecuacion 4-1
Donde i corresponde al punto experimental, el cual puede pertenecer a cualquiera de los

cuatro experimentos. Los parametros Optimos se obtienen al encontrar el minimo valor

posible para F, (Jorquera y Gelmi, 2018).
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4.2.3.1.1 Modelo de Haldane.

Una desventaja de los modelos tipicos, como el de Monod, es que no tienen en cuenta la
posibilidad de los efectos de inhibicion del sustrato sobre la velocidad de crecimiento
especifica, concretamente cuando éste se encuentra en elevadas concentraciones, este caso

se reproduce en el Barrido n°1. El sistema de ecuaciones queda definido como:

dCN—NH;r _ Haos X
dt YBAOB/NHI
ax
dt = faop X
_ CN—NH4+ c’
HaoB = Hmax CN—NH4+2 .Kf;OB +C

KS + CN—NHI + Kl
Teniendo en cuenta que Yp . yy+es conocido y el sistema se encuentra saturado en

oxigeno, es decir, el término que corresponde a la disponibilidad de oxigeno se puede

despreciar, se obtiene:

d_C — Hmax CN—NHI X
dt 0,15 Cyonut’
KS + CN—NHI + Kl
Ecuacion 4-2
dX Cn_nup
7 = Umax 2" X
dt CN—NH;

Ecuacion 4-3
Una vez establecidas las ecuaciones diferenciales, se ingresan valores iniciales para los
pardmetros Upyqy ; Ks 3 K; y se realiza la simulacion mediante el método numeérico Runge-
Kutta. Luego se ajustan los parametros de manera de minimizar la funcion objetivo (F,) que
corresponde a la suma de los errores cuadrados. Con ello se obtienen los siguientes valores:

Umax = 0,807 d~1; K, = 76,27 mg/L ; K, = 18177,30 mg/L ; F, = 518,48.
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Figura 4-16 Ajuste del modelo de Haldane BAO respecto al Experimento n°2.
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Figura 4-18 Ajuste del modelo de Haldane BAO respecto al Experimento n4.

El valor de K; es muy alto, lo cual tiene relacién con los experimentos puesto que no existe
inhibicidén en ningiin momento en ninguno de los experimentos. Es probable que el modelo
de tipo Monod tenga un mejor ajuste que de Haldane para los microorganismos BAO.
4.2.3.1.2 Modelo de Monod.

Este modelo se aplica debido a su facilidad de ajuste con los datos experimentales para

cultivos de bacterias. Sin embargo, el mismo Monod explica que cualquier curva sigmoidal
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puede ajustarse correctamente a los datos experimentales. El sistema de ecuaciones queda

definido como:

dCN—NH;r __ Haos X
dt YBAOB/NHI
ax
dt = UaoB X
CN—NH4+ C’

HaoB = Hmax 2] 7
K + CN—NHI Kyop +C
Teniendo en cuenta que Yp . yy+es conocido y el sistema se encuentra saturado en

oxigeno, es decir, el término que corresponde a la disponibilidad de oxigeno se puede

despreciar, se obtiene:

dCy_nu} __ Hmax Cn_nny ¥
dt 015 K;+ Cy_yyy
Ecuacion 4-4
dX CN—NHI %

2 Pmax m
Ecuacién 4-5

Al igual que para el modelo anterior, se ingresan valores iniciales para los pardmetros
Umax ; Ks ; K; y se realiza la simulacion mediante el método numérico Runge-Kutta. Luego
se ajustan los parametros de manera de minimizar la funcion objetivo (F,) que corresponde
a la suma de los errores cuadrados. Con ello se obtienen los siguientes valores: Wy,qx =
0,791d71;K, = 74,18 mg/L ; F, = 517,4.
El hecho de que la cinética que mejor describa el comportamiento de los microorganismos
BAO sea la cinética del tipo Monod se debe a que se suprime el efecto de inhibicidén por
producto al utilizar un buffer, el cual regula la concentracion de protones en el medio y por

ende no permite fluctuaciones bruscas en el cambio de pH.
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Figura 4-20 Ajuste del modelo de Monod BAO respecto al Experimento n°2.

71



[mg/L] de N-NH,*

[mg/L] de N-NH,*

N
o

S
o
H

w
o
y

o =

0+ttt \\T

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
Tiempo [d]

——Modelo ® Ensayo 3

Figura 4-21 Ajuste del modelo de Monod BAO respecto al Experimento n°3.
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Figura 4-22 Ajuste del modelo de Monod BAO respecto al Experimento n4.

La cinética descrita por la ecuacion de Monod se ajusta mejor que la de Haldane para los
microorganismos amonio-oxidantes, ya que no solo la funcion objetivo es menor en el caso
de Monod, sino que también el ajuste se realiza con un parametro menos. Esto se debe a que
existen mas grados de libertad cuando se utilizan menos parametros. Por lo tanto, la cinética

que representa de mejor manera los microorganismos que llevan a cabo la oxidacion de

amonio es la de Monod.
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4.2.3.2 Cinética Microorganismos BNO.

En base a los experimentos de nitrificacion realizados en laboratorio, se ajustaron modelos
cinéticos para los microorganismos nitrito oxidantes utilizando la técnica de analisis
numérico de minimos cuadrados, pero a diferencia de la funcion definida para ajustar

modelos en la cinética de los microorganismos amonio oxidantes, se definié F, como:

n 2

F = Si,experimental - Si,modelado
[ E

=1 Si,experimental
Ecuacion 4-6

Donde i corresponde al punto experimental, el cual puede pertenecer a cualquiera de los
cuatro experimentos. El término que se agrega como denominador sirve para escalar el error
del modelo y asi, convertir el error absoluto en error porcentual. Esto ultimo debido a que el
primer barrido alcanza valores de concentracidon de nitrito hasta cinco veces mayores que la
del resto de los experimentos (debido a que la concentracién de amonio inicial es alta). Si la
funcion no tenia como argumento el error porcentual, los ajustes se centraban en el primer
barrido, lo que tenia como consecuencia un mal ajuste en los otros tres experimentos.
Finalmente, los parametros 6ptimos se obtienen al encontrar el minimo valor posible para F,.
4.2.3.2.1 Modelo de Haldane

El modelo debe representar la variacion de concentracion de nitrito producto de la actividad

de los microorganismos BAO y BNO, mientras unos generan nitrito, los otros lo consumen.

dCyoy g _ _
P producciéon de NO, — consumo de NO,
dCNo.; HaoB UnoB
d =Y 'XAOB_Y—‘XNOB
t Baop/NH{ BnoB/NOz
dXyos _
T = Unos XNoB
CN—NHI C’'
HaoB = 'umax,qog CN—NH4+2 K/;OB +C'
KSAOB + CN—NHZ + K
lAOB
_ Cn-nog . C’'
HnoB = Honax NOB CN—NOZ_Z I(IOB +C
KSNOB + CN—NOZ_ + K—
INOB
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Teniendo en cuenta que tanto Yp, g+ como Yp, . /no; es conocido y el sistema se

encuentra saturado en oxigeno, es decir, el término que corresponde a la disponibilidad de

oxigeno se puede despreciar, se obtiene:

dCNOZ_ _ ‘leaXAOB . CN—NHI . X _ #max NOB
- 2 AOB _
dt YBAOB/NHZ K ic n CN—NHI YBNOB/NOZ
SAOB N—NHI KiAOB
Cn-noy
C 2" XNOB
N—-NOy
KSNOB + CN—NOZ_ + KiNOB

Ecuacion 4-7

dXNOB _ CN—NOZ_ x
—dt = “mawos CN—NO_Z NOB
K + CN—NOZ_ + —2

SNOB Ki

NOB

Ecuacion 4-8
Una vez establecidas las ecuaciones diferenciales, se ingresan valores iniciales para los

parametros Umax yop ;s K

swor  Kinog ¥ S€ realiza la simulacién mediante el método numérico

Runge-Kutta. Luego se ajustan los pardmetros de manera de minimizar la funcion objetivo

(F,). Con ello se obtienen los siguientes valores: hnqx 4o = 0,822 d~t; Ks,,; = 86,06 mg/
L;K;,,, =177 mg/L;F, = 0,127.
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Figura 4-23 Ajuste del modelo de Haldane BNO respecto al Experimento n°l.

74



=
(o]

Tiempo [dias]

® Ensayo3 Modelo

Figura 4-25 Ajuste del modelo de Haldane BNO respecto al Experimento n’3.

1,6 +
1,4 1
'~ ; / \
] T
g 1,2 E _|_ )// n —
= ]
w 10 ] )// il
© k
5 08 .
£ 06 3
04 /
02 1
0,0 +—m?r-—-omrm-eor-—-or-st-r—-mr-o-r-—ror-—-ir—-r-—-=-—-mmsr-—-r—r—rrr—vr———i— r
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Tiempo [d]
® Ensayo?2 Modelo
Figura 4-24 Ajuste del modelo de Haldane BNO respecto al Experimento n°2.
7 L
6 3 ® a2 T
: e
' 5 : T / \\
S ] = !
Z 4 1
) r
©
jary
S~
ob
E
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

75



~

|
/

\

mg/L de N-NO,
N w Y
b\

\._'

LN

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
Tiempo [d]

Modelo

® Ensayo4

Figura 4-26 Ajuste del modelo de Haldane BNO respecto al Experimento n4.

Se puede apreciar que el ajuste describe el fenomeno experimental. Ademas, la constante de
inhibicion K, , tiene un valor mucho menor que la constante de sustrato Kg, ., esto
siginfica que, para concentraciones pequeias de nitrito, la actividad de los microorganismos
nitrito oxidantes se detiene debido a la poca disponibilidad del sustrato. Luego, una vez que
la acumulacion de nitrito vuelve a niveles aptos producto de la oxidacion del amonio, el
metabolismo de los microorganismos BNO vuelve a la normalidad.

4.2.3.2.2 Modelo de Monod

Al igual que con el modelo de Haldane, la cinética de Monod debe representar la variacion

de concentracién de nitrito producto de la actividad de los microorganismos BAO y BNO.

dCNOZ_ 4 - 2
dt produccion de NO, — consumo de NO,
dCNOZ_ _ Haos Hnos
20— .XAOB—Y—'XNOB
t Baop/NH{ Bno/NOz
AXnos _ &
dt UnoB ANoB
3 CN—NHI ¢’
Haos = “maonB KSAOB + CN—NHI K/{OB +C'
~ Cn-no; _ ¢’
HnoB = Hiax yop KSNOB + CN—NOZ_ Kyop + ¢’
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Teniendo en cuenta que tanto Yp, o yy+como Yp,,./vo; es conocido y el sistema se
encuentra saturado en oxigeno, es decir, el término que corresponde a la disponibilidad de
oxigeno se puede despreciar, se obtiene:

dCNOZ_ _ 'umax AOB CN—NHI X umax NOB CN—NOZ_
- : " AA0B T :
dt YBAOB/NHI KSAOB + CN—NHI YBNOB/NOZ_ KSNOB + CN—NOz_

' XNOB

Ecuacion 4-9
dXnos Cn-no;
— =

' XNOB

Ecuacion 4-10
Una vez establecidas las ecuaciones diferenciales, se ingresan valores iniciales para los

parametros Umax yop 3 Ksyop s Kiyop ¥ S€ realiza la simulacion mediante el método numérico

Runge-Kutta. Luego se ajustan los pardmetros de manera de minimizar la funcion objetivo

(F,). Con ello se obtienen los siguientes valores: umayx o, = 0,116 d~t; K.,z = 887mg/

L;F,=0,274.
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Figura 4-27 Ajuste del modelo de Monod BNO respecto al Experimento n°l.
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Queda en evidencia que el ajuste del modelo cinético de Monod no es bueno. El error
(proporcional) que se observa en el barrido n° 3 es considerable, ademas, los pardmetros que
se obtienen distan mucho de la literatura, en la cual se postulan valores para Upmax yop
siempre mayores a los de Upmqy 4,5+ ESto no sucede al ajustar el modelo de acuerdo con la
cinética de Monod, pero si al ajustarlo de acuerdo con la cinética de Haldane.

A continuacion, se exponen los valores de coeficientes de determinacion y coeficientes de

determinacion ajustado (o corregido) para los ajustes en base a los modelos seleccionados:

Tabla 4-3 Coeficientes de determinacion (general y ajustado) de los modelos. Fuente: .

Model Coeficiente d
Tipo de . 0, ? ° n’ de Coeficiente de o¢ 1c1f:n e' 'e
. ) cinético , . e, determinacion
microorganismo . parametros | determinacion .
ajustado ajustado
BAO Monod 2 0,999 0,999
BNO Haldane 3 0,994 0,993

Bajo el complemento desde el punto de vista de los coeficientes de determinacion, y en base
a que los coeficientes de determinacion generales son muy similares a los coeficientes de
determinacion ajustados para ambos casos es que se puede asegurar que no hay

sobreparametrizacion en ninguno de los casos y los ajustes son robustos.
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4.2.3.3 Analisis y Comparacion de Parametros de los Microorganismos Nitrificantes.
A continuacion, se realiza una comparacion de las velocidades méximas obtenidos mediante

los mejores ajustes y los valores dispuestos en la literatura (Wiesmann, 1994).

Tabla 4-4 Comparacion de Valores de Parametros Ajustados v/s Valores de Parametros segun literatura.

Tipo de Modelo Cinético | Parametro Valores Valores de
Microorganismo Ajustado Segin Ajuste | Literatura
BAO Monod Wi s 0,791 [d'] 0,77 [d']

BNO Haldane 0,822 [d'] 1,08 [d']

.umax NOB

Como se puede apreciar, para el caso de los microorganismos BAO, los valores son muy
similares, y para ambos tipos de microorganismos se obtienen valores del mismo orden de
magnitud.

4.2.4 Ensayos de Desnitrificacion

Se realizaron dos experimentos de desnitrificacion, en los cuales se extrajo 50 mL de
volumen del reactor SND-SBR para cada barrido, los cuales fueron diluidos a razon de 1:3
en vasos precipitados. Luego a cada vaso se le agrega una cantidad inicial de KNOs;, NH4"y
NaHCO; en cantidad estequiométrica en funcion de la ecuacion 2-5, 1 gramo de azufre
elemental en forma de pastilla y KoHPO4/KH2PO4 (a modo de solucion tampon). Los vasos
se sellan para mantener el ambiente andxico y se agitan a 70 r.p.m. Luego, al igual que para
los experimentos de nitrificacion, se toman muestras cada cierto tiempo. En este caso, se
mide el pH de manera de mantenerlo controlado segtin las mismas condiciones de operacion
del sistema SND-SBR. Ademas, para cada muestra se mide la concentracion de nitratos y
sulfatos, de manera de evidenciar de forma empirica la relacion de consumo y produccion
que hay entre estos dos compuestos.

Se puede observar que a medida que el nitrato se va consumiendo, va aumentando la
concentracion de sulfatos. El barrido de desnitrificacion n°1 (Figura 4-30) se realizo con una
concentracion inicial de 430 mg/L de N-NOs", mientras que el barrido de desnitrificacion n°2

(Figura 4-31) se realiz6 con una concentracion inicial de 189 mg/L de N-NOs".
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Figura 4-32 Experimento de Desnitrificacion n°2. .

Es importante notar que los microorganismos desnitrificantes lograron remover 116 mg/L de
N-NOs™ en 26 horas (barrido n°l) mientras que los microorganismos amonio oxidantes
lograron oxidar 117 mg/L N-NH4" en 6 horas y a una concentracion de biomasa menor, por
lo tanto, queda demostrado que la etapa limitante en la remocion de nitrégeno en este sistema

SND-SBR es la desnitrificacion autotrofa.
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4.2.4.1 Modelacion de la cinética de Microorganismos Desnitrificantes.

Para la cinética de desnitrificacion, se intentara ajustar el modelo descrito por la Ecuacion 2-
16, donde la tasa de consumo de nitrato es proporcional a la raiz de la concentracion de este.
Se tomd como un supuesto valido que la desnitrificacion ocurre en la superficie de la pastilla
de azufre, por lo que se genera una biopelicula que, mediante dos etapas, utiliza el azufre
como dador de electrones para llevar a cabo la remocion de nitrégeno.

El proceso que se lleva a cabo en la desnitrificacion consiste en degradar las pastillas de
azufre para asi facilitar el actuar de los microorganismos desnitrificantes. Durante los ensayos
se pudo apreciar que las pastillas de azufre se pulverizaban y disminuian su tamafo.
Disminuir el tamafio de las pastillas tiene relacion con aumentar el area de contacto que tienen
los microorganismos por unidad de volumen (area especifica). Entonces, una mayor area
especifica se traduce en mayor actividad microbiana, es decir una constante cinética mayor.
Lo anterior tiene sustento en base al estudio de Kostrytsia y Espoésito (2018), en el cual
concluyeron que aumentar el area superficial especifica, el cual es el parametro clave para la
hidroélisis microbiana de compuestos insolubles ya que se relaciona con el numero de
bacterias adheridas en su superficie.

La reaccion de desnitrificacion definida mediante la Ecuacion 2-5 ocurre en la biopelicula
que se forma alrededor de la pastilla del azufre. Como las investigaciones de Claus y Kutzner
(1985), Batchelor y Lawrence (1987) informaron que la constante de saturacion de Monod
(Ks) para la desnitrificacion autotrofica era baja, la reaccion intrinseca dentro de la
biopelicula puede tomarse como orden cero. Dado que la penetracion del sustrato en los poros
de la biopelicula es menos que completamente efectiva, una reaccion de orden cero en la
biopelicula se convierte en una reaccion de orden medio en la superficie del biofilm.

Por lo tanto, la velocidad de reaccion viene dada por la ecuacion:

dcC
—— =k, CY2
dt 1/2 v
Ecuacion 4-11

En donde k,;,, es la constante de reaccion de orden un medio por unidad de volumen d
reactor. Luego se realiza una integracion desde un t; = 0 y un C, (conocido para cada

barrido) hasta un t y C cualquiera y se obtiene la siguiente ecuacion lineal.

1
1/2 1/2
Ce/ = 0/ _§k1/2vt
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Ecuacion 4-12

Se grafica C ,\1,/_ 2N03— en funcioén del tiempo y se ajusta la ecuacion de la recta, donde el

parametro k,/,, se obtiene al minimizar la suma de los errores al cuadrado mediante la

herramienta Solver del software Excel. Los resultados del ajuste son los siguientes:
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Figura 4-33 Ajuste del modelo de orden > para Desnitrificacion para Experimento n°l.
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Figura 4-34 Ajuste del modelo de orden > para Desnitrificacion para Experimento n°2.
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Para corroborar que una cinética de orden medio es la que mejor representa el
comportamiento de los microorganismos desnitrificantes, es que se realizan ajustes con
cinéticas de orden 0 y orden 1.

Una cinética de orden 1 es descrita por la ecuacion diferencial:

dCn-nos _

= —ky - Cy_nox
dt 1" bn-No;
Integrando y despejando se tiene:
- = — . _kl't
Cv-no3 = Cn-noj3 o €
Ecuacion 4-13

En donde:

Cy-no; = Concentracion de nitrato en un tiempo t.
Cyn_ NOT,~ Concentracion de nitrato al comienzo del experimento.
k,= Constante cinética de primer orden.
Entonces, se grafica Cy_yo; en funcion del tiempo y se ajusta la ecuacion 4-13, donde el
parametro k; se obtiene al minimizar la suma de los errores al cuadrado mediante la
herramienta Solver del software Excel. Los resultados del ajuste son los siguientes:
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Figura 4-35 Ajuste del modelo de orden 1 para Desnitrificacion para Experimento n°l.
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Figura 4-36 Ajuste del modelo de orden 1 para Desnitrificacion para Experimento n°2.

Una cinética de orden 0 se describe por la siguiente ecuacion diferencial:

dCn-nos _
dt 0
Integrando y despejando se tiene:
Cnv-no; = Cn-noz, — Kot
Ecuacion 4-14
En donde:
Cy-no; = Concentracion de nitrato en un tiempo t.
Cyn_ NOT,~ Concentracion de nitrato al comienzo del experimento.
ko= Constante cinética de orden 0.
Entonces, se grafica Cy_yo; en funcion del tiempo y se ajusta la ecuacion 4-14, donde el

parametro k, se obtiene al minimizar la suma de los errores al cuadrado mediante la

herramienta Solver del software Excel. Los resultados del ajuste son los siguientes:
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Figura 4-37 Ajuste del modelo de orden 0 para Desnitrificacion para Experimento n°l.
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Flgura 4-38 Ajuste del modelo de orden 0 para Desnitrificacion para Experimento n°2.

A continuacion, en la Tabla 4-4, se muestran los valores de los parametros para cada orden
de reaccion, ademas se incluye el coeficiente de determinacion (R?) y la suma de los errores
cuadrados (Fo). En base a estos ultimos dos se decide qué modelo cinético es el mejor, aquel
con menor error y un mayor coeficiente de determinacion sera el que mejor representa a los

microorganismos desnitrificantes.
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Tabla 4-5 Resultado de los Ajustes de las cinéticas de Desnitrificacion.

Mo(;:l(:) egi221ico Valor ?i:;t?coanstante Fo R? Experimento 1 | R? Experimento 2
Orden 1 k,=0,0112 h'! 1472,2 0,956 0,887
Orden 0 ko= 13,5575 h! 1125,6 0,934 0,896
Orden % iy /2 v= 02054 mg /L% | 478,6 0,957 0,979

Si bien, todos los 6rdenes de reaccion tienen un buen ajuste con respecto al experimento 1 de
desnitrificacion, solo el de orden - tiene un coeficiente de determinacion superior a 0,9 con
respecto al experimento 2 de desnitrificacion. Ademas, el orden de reaccion 2 es el que
presenta un menor error con respecto a la suma cuadratica de errores. Es por consiguiente
que se concluye que la cinética de desnitrificacion es de orden /2 y la constante cinética k45

tiene un valor de 0,2054 mg'?/L'?/h.

4.3 Relacion entre modelos cinéticos v el comportamiento operacional del Reactor.

A continuacion, teniendo como referencia los pardmetros cinéticos obtenidos anteriormente

tanto para los microorganismos nitrificantes (BAO, BNO) como desnitrificantes autotrofos,

es necesario hacer un paralelismo y verificar si los pardmetros encontrados son

representativos del comportamiento operacional del sistema SND-SBR para la etapa

posterior a la puesta en marcha, es decir, durante la operacion con alimentacion de

composicion fija. Teniendo en cuenta la duracion de los ciclos y sub-ciclos del sistema:

- El ciclo, obviando la sedimentacion y la descarga, ha sido dividido en tres sub-ciclos.

- Cada sub-ciclo comienza con una alimentacién que corresponde a un tercio del total del
afluente.

- Cada sub-ciclo se compone de una alimentacion andxica y etapas de reaccion aerobia y
anoxica.

- Terminada la etapa de alimentacioén, comienza la primera etapa andxica que continia por
8 horas, haciendo un total de 9 horas de una vez iniciado el ciclo.

- Luego sigue la primera etapa aerobia, la cual posee una duracion de 8 horas.

- A continuacion, se vuelve a alternar el tipo de reaccion, creando condiciones andxicas por

una duracion de 6 horas.
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- Finalmente se realiza una ultima etapa de aireacién de una hora de duracioén, completando

el sub-ciclo de 24 horas.

Para verificar si las cinéticas determinadas son caracteristicas del sistema, se van a

seleccionar tres ciclos cualesquiera, pertenecientes a la etapa de alimentacion con

composicion fija (posterior a la puesta en marcha). En la Tabla 4-5 se especifica la cantidad

de nitrogeno amoniacal que entra al sistema y las concentraciones del remanente del ciclo

anterior (volumen muerto que queda después de la descarga) de los ciclos seleccionados en

la figura 4-39.

Tabla 4-6 Condiciones iniciales para llevar a cabo la simulacion teorica de un ciclo de operacion del sistema.

Numero del N-NH4" en la N-NOs; al final | N-NO; al final | N-NH4* al final
ciclo de alimentacion del ciclo del ciclo del ciclo
operacion. [mg/L] anterior [mg/L] | anterior [mg/L] | anterior [mg/L]
30 111,72 70,90 0,050 0,350
34 111,72 80,67 0,024 0,337
42 100,55 85,59 0,550 0,339
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Figura 4-39 Ubicacion de los ciclos seleccionados dentro del trabajo experimental y operacion del reactor.
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La simulacion se realiza con un Runge-Kutta de orden 4 para los procesos aerobios segin los
parametros resultante del ajuste de modelos a los experimentos de nitrificacion. Para la
desnitrificacion la simulacidn se hace en base a la Ecuacion 4-12. Ademas, para efectos de
calculo, se considerd que la alimentacion es de duracion infinitesimal, de manera que es
instantanea. En la Figura 4-40, Figura 4-41 y Figura 4-42 se puede observar el

comportamiento teorico del reactor SND-SBR para los ciclos 30, 34 y 42 respectivamente.
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Figura 4-40 Comportamiento Teorico de Sistema SND-SBR para el Ciclo 30.
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Figura 4-41 Comportamiento Teorico de Sistema SND-SBR para el Ciclo 34.
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Figura 4-42 Comportamiento Teorico de Sistema SND-SBR para el Ciclo 40.

Cuando las concentraciones de N-NH4"y N-NO>" son constantes, corresponde a una etapa
anoxica, donde el N-NOs3™ se va consumiendo (desnitrificacion) durante 9 horas. Luego, la
concentracion de N-NH4" cae rapidamente, mientras que las de N-NO, y N-NOj3™ aumentan,
esto sucede al comenzar la etapa de reacciones aerobias (nitrificacion) durante 8 horas. La
concentracion de nitrito aumenta hasta que se acaba la disponibilidad de amonio, para luego
comenzar a disminuir, mientras que la de nitrato sigue aumentando, pero ahora a una tasa
menor. A continuacidn, la concentracion de nitrito en el sistema se mantiene igual mientras
que la de nitrato disminuye, eso sucede en el segundo periodo de reaccion anaerobia de 6
horas. Es importante mencionar que, si bien la forma de la curva de degradacion de nitrato
es similar a una recta, es en verdad el ajuste de la velocidad de orden medio (Ecuacion 4-12).
Hacia el final del primer sub-ciclo hay una ultima etapa de reaccion aerobia donde hay una
pequefia disminucion de la concentracion de nitrito y un aumento del nitrato. Hasta ese punto,
van 24 horas de ciclo. Luego se repite el mismo comportamiento. Cabe destacar que la
concentracion de nitrato y nitrito disminuyen de golpe debido al ingreso del segundo tercio
de alimentacion (que contiene solo amonio). Ademas, la nueva concentracion de amonio es
diferente a la del primer sub-ciclo porque existe un volumen anterior que sirve para diluir la
alimentacion (la primera concentracion de comienzo de sub-ciclo de amonio era superior a
los 80 mg/L de N-NH4" para los ciclos 30 y 34, y cercano a 80 mg/L de N-NH4" para el ciclo
42) mientras que para el segundo tercio de alimentacion la concentracion  es

aproximadamente 60 mg/L de N-NH4"). Misma situacion sucede a las 48 horas, disminuye
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la concentracion de nitrato y nitrito, y la concentracion de amonio no alcanza valores de
concentracion tan altos como al comienzo del ciclo. Al final del ciclo ya no hay presencia de
amonio ni de nitrito, lo cual concuerda con el trabajo realizado en laboratorio, donde, a
excepcidn de casos especiales, el reactor no acumulaba nitrito ni amonio. A continuacién, en
la Tabla 4-6, se muestra la cantidad de nitrogeno removido tedéricamente en cada ciclo y se

comparan eficiencias teoricas y experimentales:

Tabla 4-7 Remocion de nitrogeno y eficiencias en cada ciclo.

mg de nitréogeno mg de N-NOs" Eficiencia Eficiencia
Ciclo al comienzo del removido tedrica del experimental
ciclo tedricamente ciclo. del ciclo
30 237,58 104,21 43,86 % 50,54 £ 7,54 %
34 239,57 105,23 43,92 % 42,69 £ 4,60 %
42 218,21 103,07 47,23 % 52,67 £ 9,73%

Teniendo en cuenta la cantidad de nitrogeno que entra al sistema en forma de N-NH4", en
dos de tres casos, la eficiencia experimental es mayor a la eficiencia teorica. La eficiencia
tedrica oscila entre 43,86% y 47,23%. El hecho de que la eficiencia del ciclo 34 sea
ligeramente mayor a la del 30 se debe a que la concentracion de nitrato en el volumen
remanente del ciclo anterior es mayor, por ende, el sistema tiene mas nitrogeno en forma de
nitrato que remover.

Finalmente, se puede observar en las Figuras 40, 41 y 42 que la etapa limitante es la
desnitrificacion, donde el nitrato se consume a una velocidad mucho menor a la que el
amonio y el nitrito se oxidan. Para mejorar la eficiencia de desnitrificacion existen dos
modificaciones a las condiciones de operacion del sistema que permitirian remover una
mayor cantidad de nitrégeno. La primera modificacion consiste en aumentar la duracion del
sub-ciclo (fijado en 24 horas), y dentro del sub-ciclo, extender la etapa de desnitrificacion
hasta que alcance niveles de remocion mayores a los actuales. El problema de efectuar esta
modificacion en el sistema es que, al estar en el mismo reactor microorganismos nitrificantes
y desnitrificantes, es posible que la extension de la etapa anaerobia en el sistema va a tener
efectos negativos en la comunidad nitrificante (decaimiento enddgeno).

La segunda modificacion consiste en aumentar el éarea especifica donde ocurre la

desnitrificacion, es decir, disminuir el tamafo de las lentejas de azufre. El inconveniente de
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esta opcion es que existe un tamafio critico para que la pastilla no flote. Pastillas muy
pequefias tienden a flotar, lo cual no permite que entren en contacto con la biomasa del

sistema.
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5 Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones.

Teniendo en cuenta los objetivos fijados, la metodologia aplicada y los resultados obtenidos,

es posible establecer, en la presente tesis, las siguientes conclusiones:

La eficiencia promedio de la nitrificacion autdtrofa lograda es de 99,85%. Para la
configuracion del sistema, se decidio operar de manera de generar la oxidacion total del
amonio y evitar acumular nitrito.

La eficiencia promedio de la desnitrificacion autdtrofa lograda es de 44,9%, es decir, no
supera el 50%. Esto se debe a que el periodo de la etapa anoxica en el reactor no es lo
suficientemente largo y/o que las pastillas de azufre son muy grandes y por ende tienen
una baja area especifica.

Se decidi6 no acumular nitrito ya que bajo las condiciones de operacion del sistema (pH
de 7,39 y temperatura de 31°C) se genera acido nitrico, el cual es toxico para los
microorganismos que llevan a cabo la desnitrificacion.

Para obtener mayores tasas de remocion de nitrogeno fue necesario evitar la acumulacion
de nitrito en el sistema SND-SBR y optar por una estrategia de operacion donde exista
nitrificacion total, ya que bajo las condiciones de operacion del sistema (pH de 7,39 y
temperatura de 31°C) hay presencia de 4cido nitroso. De esta manera se evita la posibilidad
de inhibicion producto de la formacion de acido nitroso en el reactor, el cual inclusive a
concentraciones muy bajas tiene efectos nocivos para el metabolismo de los
microorganismos que participan en la desnitrificacion.

Mediante microscopio se observo que las bacterias son capaces de adherirse a las pastillas
de azufre generando una biopelicula en donde se lleva a cabo el proceso de
desnitrificacion, lo cual abre la posibilidad de utilizar azufre como soporte microbiano. .
El tiempo de puesta en marcha fue de 75 dias, en los cuales se ajusto la estrategia de
alimentacion y sus composicidon progresivamente, ademas de los tiempos andxicos y de
aireacion. Finalmente, se logro estabilizar la biomasa dentro del reactor, equiparando la
biomasa lavada durante la sedimentacion y descarga con el aumento de esta producto del
metabolismo intrinseco del sistema SND-SBR, teniendo como consecuencia un proceso
estacionario con respecto al balance de biomasa del sistema, con una concentracién dentro

del reactor de SSV de 2g/L aproximadamente.
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La estrategia de alimentacion step-feed permite disminuir los efectos de inhibicion por
sustrato, esto debido a que va dosificando la VCN a lo largo de la operacion, y cada sub-
alimentacion entra al sistema a concentraciones menores que la anterior, lo que permite
que la actividad microbiana dentro del reactor se realice con mayor facilidad y no se
encuentre sobresaturada.

En base a los experimentos de nitrificacion realizados en laboratorio y mediante el ajuste
de modelos cinéticos para representar el comportamiento microbiano en funcion de los
datos obtenidos, se llego a la conclusion de que el modelo cinético que mejor describe la
actividad metabdlica de los microorganismos amonio-oxidantes (BAO) es el modelo
cinético de Monod, esto debido a que se suprime la especie inhibitoria al ejercer un control
de pH en los experimentos, mientras que para los microorganismos nitrito-oxidantes, el
modelo que mejor se ajusta es el de Haldane, el cual incluye un término de inhibicién por
sustrato, que tiene directa relacion con el nitrito y la posibilidad de formar &cido nitroso.
En muchos casos, la cinética de Monod se puede representar como una reaccion de primer
orden o como una reaccion de orden cero, dependiendo del valor de la constante de
saturacion de Monod (Ks). Para los experimentos de desnitrificacion, y de acuerdo con la
investigacion de Batchelor y Lawrence (1978), la penetracion del sustrato en los poros de
la biopelicula que se genera alrededor de la pastilla de azufre es menos que completamente
efectiva. Esto implica que una reaccion de orden cero en la biopelicula se convierte en una
reaccion de orden medio en la superficie de la biopelicula. Por ende, se ajustd un modelo
de orden medio, donde el perfil de concentracion es una linea recta en una grafica de C'?
versus tiempo.

Las cinéticas obtenidas mediante el uso de pequenos reactores para describir el proceso
de nitrificacion/desnitrificacion simultanea son representativas del sistema en general, lo
cual significa que fue posible encontrar parametros al reducir en vez de escalar el
experimento. Cabe destacar que esto necesita ser verificado para la puesta en marcha de

un reactor de tamafo piloto e industrial.

5.2 Recomendaciones.

De acuerdo con las observaciones indicadas en el presente estudio, son establecidas las

siguientes recomendaciones:
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Se recomienda para estudios posteriores cambiar la composicion de la alimentacion (RIL
sintético) de manera de tener C/N (donde C corresponde a carbon inorganico) superiores
a 5 para ambos tipos de alimentacion (nitrificante y desnitrificante) de manera de verificar
si el tiempo de puesta en marcha para el sistema es menor que el de este trabajo
investigativo.

Es necesario tanto a escala de laboratorio como de piloto la implementacion de un sistema
de monitoreo de pH/ORP online para la optimizacion de la distribucion de las etapas y
tiempos del ciclo y sub-ciclos. Identificando cambios en los perfiles de pH y de ORP es
posible establecer tiempos ptimos para asi aumentar la remocion de nitrégeno.

Se recomienda para futuros trabajos de investigacion evaluar el comportamiento del
sistema al variar el flujo de aire y por ende la variable de oxigeno disuelto (fundamental
para la nitrificacion). Igual de importante es la variable de temperatura, que afecta a la
solubilidad del oxigeno en el sistema.

Se recomienda para futuras investigaciones evaluar el comportamiento del reactor al
implementar cualesquiera de las dos modificaciones propuestas anteriormente para
mejorar la eficiencia del proceso de desnitrificacion, estas son: aumento del tiempo
anoxico, y del sub-ciclo en general, dentro del ciclo; utilizar pastillas de azufre mas
pequefias evitando la flotabilidad de estas, o quiza implementar un método que permita

solubilizar el azufre en el reactor.
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Anexos

A. Procedimientos de Analisis

A continuacion, se detallan los protocolos de trabajo para la determinacién de compuestos
nitrogenados, sulfatos y solidos suspendidos volatiles.

A.1 Método espectrofotométrico uv-vis para determinacion: nitratos.

A.1.1 Principios.

Este método se basa en la técnica con luz ultravioleta, donde se mide la absorbancia del
nitrato a 200 nm la cual es adecuada para aguas que no presentan una carga organica elevada,
es decir su contenido de materia organica es bajo.

La curva de calibrado verifica la Ley Lambert-Beer hasta 1 mgN/L. La medida de 220 nm
hace posible una répida determinacion del nitrato, dado que la materia organica no absorbe a
tal magnitud y el nitrato no lo hace a 275 nm por lo que se puede utilizar una segunda medida
a 275 nm para corregir el valor de nitrato. La correccion puede variar dependiendo de los
distintos tipos de aguas, por ello, se agrega 1 mL de &cido clorhidrico 1 N para eliminar
posibles interferencias. Se recomienda el andlisis de inmediato de las muestras de lo
contrario congelar no mas alla de 4 dias.

A.1.2 Equipos y materiales.

- Espectrofotémetro ultravioleta UV-VIS para trabajar 200 a 300 nm.

- Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso Optico.

- Solucidn patron NO3. (Merck art.1.19811.0500)

- Material de uso comun en laboratorio.

A.1.3 Reactivos y soluciones.

- Agua exenta de nitrato: Utilizar agua destilada o re-destilada, desionizada de la maxima
pureza posible para preparar todas las soluciones y diluciones.

- Solucidén Stock de Nitratos: Pipetear 1 mL de la soluciéon patrén de NOs™ (1000 mg/L), y
se aforan a 100 mL (esta solucion tiene una concentracion 10 mg/L). Preparar en el
momento. En caso de no contar con la solucion patron se debe secar nitrato de potasio
KNOs3™ en horno a 105 °C durante 24 horas, de los cuales se disuelven 0,7218 g en agua y

se diluye a 1L. Esta solucién tiene una concentracion de 1,00 mL = 100 microgramos de
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N-NOs. Preservar agregando 2 mL de cloroformo CHCls. La solucidon es estable al menos
durante seis meses.

- Solucién intermedia de Nitratos: Tomar 100 mL de la solucion madre de nitratos y se
diluyen a 1L de agua destilada, 1,00 mL = 10 microgramos de N-NOs", se conserva con 2
mL de cloroformo. Con esta solucion se prepara la curva de calibracion.

- Solucion HCI 1 N: Se prepara a partir de 83 mL HCI concentrado llevandose a volumen
de 1 L almacenandolo en una botella ambar para posteriormente estandarizarlo con
carbonato de sodio como patrdn primario, previamente secado en estufa durante 1 hora a

206-270 °C. Realizar procedimiento bajo campana.

A. 1.4 Procedimiento.

- Tratamiento de la muestra: Sobre 50 mL de muestra, filtrada de ser necesario, afadir 1
mL de HCI IN y mezclar bien, en caso de que las muestras no se encuentren dentro de la
curva es necesario considerar dilucion. La conservacion de la muestra no se recomienda,
en caso de ser necesario no debe exceder las 48 horas de tomada, de ser necesario congelar
no mas alla de dos dias.

- Preparacion curva de calibracion: Preparar estandares del calibrado de nitrato en el rango
de 0 a 7 mg N-NO37/L agregando mediante bureta volimenes conocidos de la solucion
intermedia de nitratos. Se trata a los patrones de la misma manera que las muestras.

- Medida espectrofotométrica: Leer a 220 nm frente a blanco de agua destilada y a 275 nm

para obtener los interferentes debidos a materia orgénica disuelta.

A.1.5 Calculo.

Directamente de la curva de calibracion, se debe considerar dilucion en caso de ser necesario.
A.1.6 Referencia.

Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 20th Edition, Method 4500
NO3- B Ultraviolet Spectrophotometric Screening Method.

A.2 Determinacién de nitritos por método espectrofotométrico.

A.2.1 Principio.

Se fundamenta en la base de la formacion de un colorante azoico purpura rojizo (compuesto

azo), el cual se desarrolla en un pH 4cido por acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con

N-(1-Naftil)- etilendiamina dihidriclorada (diclorhidrato de NED).
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El rango de aplicacion de este método va desde los 10 a 1000 ug/L. El sistema de color

obedece la ley de Lambert-Beer hasta 180 pug/L con 1 cm de paso de luz a 543 nm.

Las muestras pueden colectarse en frascos de plastico o vidrio, no agregar preservantes

acidos, analizar dentro de un plazo maximo de 48 horas para prevenir la conversion, por

medio de bacterias, de nitrito a nitrato. Refrigerar a 4°C, de lo contrario congelar no mas alla

de 1-2 dias.

A.2.2 Equipos y materiales.

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

Material de vidrio de uso habitual en laboratorio.

A.2.3 Reactivos y soluciones.

Agua exenta de nitrito.

Acido fosforico (Sigma Aldrich art. 100317).

Sulfanilamida (Merck art. 100731).

Permanganato de potasio (Merck art. 105084).

N-(1-Naftil)- etilendiamina dihidriclorada (Merck art. 106237).
Patron Nitrito (Merck art. 106549).

A.2.4 Procedimiento.

Preparacion del reactivo: Disolver 100 mL 4cido fosforico al 85% en 800 ml de agua
destilada y 10 gramos de sulfanilamida, luego de disolver completamente agregar 1 gramo
de N-(1-Naftil)- etilendiamina dihidriclorada, aforar a 1 litro en botella &mbar. Refrigerar.
Solucion stock de nitrito: Pipetear 0,1 mL de la solucion patron de NO2 (1000 mg/L), y
se aforran a 500 mL (esta solucion tiene una concentracion 200 ug/L). Preparar en el
momento.

En caso de no contar con solucidon patrén, se deben disolver 1,232 gramos de NaNO»
(1mL=250pug), previamente secado a 105 °C, por una hora al menos y enfriar en desecador
(20 minutos) y ser retrovalorado con permanganato de potasio. Aforar a 1000 mL.
Tratamiento de la muestra: Filtrar para eliminar cualquier s6lido suspendido con un filtro

de membrana (filtro pirinola) de 0,45 um, en caso de ser necesario. Tomar 50 mL de
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muestra de agua y se agregan 2 mL de reactivo de color (reactivo de NED), dejar actuar

por 10 minutos. Medir la absorbancia a 543 nm de la muestra y de los estandares.

A.2.5 Calculo.

Directamente de la curva de calibracion realizada, se debe contar dilucion en caso de ser

necesario.

A.2.6 Referencia.

Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 20th Edition, method 4500-

NO:z- Colorimetric Method.

A.3 Determinacion amonio método fenol.

A.3.1 Principio.

Se basa en la formacion de un compuesto azul intenso, indofenol, el cual es proporcional a

la cantidad de amonio presente en la muestra, este se forma por la reaccién del amonio en

presencia de hipoclorito y fenol con citrato alcalino como catalizador.

Si el sulfuro de hidrégeno esta presente en la muestra, se remueve acidificando la muestra

hasta pH 3, agregando pequeinias cantidades de HCI diluido y aireando vigorosamente. La

recta de calibracion es lineal hasta los 0,6 mg/L.

La conservacion y almacenamiento de las muestras se realiza en envases de vidrio o

polipropileno, se obtienen mejores resultados analizando muestras frescas, si estas va a ser

analizadas dentro de 24 horas refrigerar a 4°C, de lo contrario congelar a -20°C. Su duracion

de este modo se extiende hasta por 28 dias.

A.3.2 Equipos y materiales.

- Espectrofotémetro ultravioleta UV-VIS para trabajar entre 600-700 nm con celdas de paso
optico de 1 cm.

- Material de vidrio usado en laboratorio.

- Celda plastica de 1 cm de paso de luz.

A.3.3 Reactivos y soluciones.
- Solucién patron NHs* (1000 mg/L).
- Solucién de fenol liquificado (90%): A diez gramos de fenol, agregar 1 mL de agua

destilada, medir 11,1 mL de la solucién anteriormente preparada y agregar a matraz
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aforado de 100 mL, aforar con etanol al 95 %. Llevar a capo el procedimiento con
precaucion y bajo campana. Mantener refrigerado.

Nitropusiato de sodio (0,5 % m/v): Pesar 0,5 gramos del reactivo y aforar a 100 mL con
agua destilada, almacenar en botella &mbar. Refrigerar durante maximo 1 mes.

Citrato alcalino: En un vaso precipitado de 1000 mL se agregan 200 gramos de citrato
sodio y 10 gramos de hidroxido de sodio méas 500 mL de agua destilada, agitar, aforar a
un litro. Almacenar en botella ambar.

Hipoclorito de sodio solucion comercial al 5 %.

Solucidn oxidante: Se mezclan 100 mL de citrato alcalino y 25 mL de hipoclorito de sodio.

Preparar diariamente.

A.3.4 Procedimiento.

Curva de calibracion: Pipetear 1 mL de la solucion patron de NH4, aforar a 100 mL con
agua destilada esta solucion tiene una concentracion de 10 mg/L.

Calcular los volimenes para realizar la curva de calibracion entre 0 y 0,6 mg/L. A 25 ml
de muestra, diluida o no, previamente filtrada de ser necesario, agregar en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL, en el orden correspondiente: 1 mL de fenoliquificado, 1mL
nitropusido de sodio y 2,5 mL solucion oxidante.

Tapar con parafilm o papel aluminio y dejar reposar por al menos 1 hora en luz tenue y
entre 22 a 27°C, el color es estable por 24 horas.

Realizar la medida espectrofotométrica a 635 nm, realizar un barrido de ondas para
comprobar longitud de onda mas alta. Estindares y muestras se tratan de la misma

manera.

A.3.5 Calculo.

Medir directamente de la recta de calibracion realizada, considerar factor de dilucion de ser

necesario.

A.3.6 Referencia.
Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 20th Edition, 4500-NHs.
Phenate Method (F).
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A.4 Método turbidimétrico modificado para sulfatos.

A.4.1 Principios

El ion sulfato precipita en medio acido con cloruro de bario formando cristales de sulfato de

bario de tamafio uniforme, tal cantidad es proporcional a la concentracion de sulfatos

presentes en la muestra y la absorbancia luminosa de la suspension. Puede ser medido

espectrofotométricamente a 420 nm, siendo la concentracion de sulfatos determinada

respecto a una curva de calibracion.

Este método nos permite determinar hasta una concentracion de 40 mg/L de sulfatos, en caso

de presentar una concentracion mayor es necesario diluir. Las muestras pueden colectarse en

frascos de plastico o vidrio. Dado que ciertas bacterias pueden reducir el sulfato a sulfuro,

especialmente en muestras contaminadas, almacenar a temperatura maxima de 6°C por un

periodo maximo de 28 dias.

A.4.2 Equipos y Materiales

- Material comun de vidrio de uso en laboratorio, ejemplos volumétricos, vasos de
precipitado.

- Espectrofotémetro ultravioleta UV-VIS para trabajar a 420nm con celdas de paso 6ptico

de 1 cm.

A.4.3 Reactivos y soluciones

- Solucidn trazable de sulfatos (P.A. Merck).

- Cloruro de bario dihidratado (P.A. Merck).

- Solucidén acondicionadora para sulfato: Es utilizada como forma de acondicionamiento al
proporcionar un método de suspension para los iones sulfatos al ser leidos en el
espectrofotometro, es de vital importancia ya que al no usarla precipitaria todo el analito
al momento de la adicion del cloruro de bario. Su 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 4cido clorhidrico concentrado, 100 mL de alcohol isopropilico y 75
gramos de cloruro de sodio, finalmente afadir 50 mL de glicerol medidos en probeta,
mezclar todo y llevar a volumen final de 500 mL con agua destilada, esta solucion es

estable durante seis meses en frasco &mbar a temperatura ambiente.
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A.4.4 Procedimiento.

Preparacion de la curva de calibracion: Se utiliza el método de adiciones estandar para la
curva de calibracion, de esta manera se agregan volumenes crecientes de solucion trazable
de sulfatos mediante bureta a matraces aforados de 100 mL para obtener al menos seis
calibraciones que van desde los 0 mg/L a 40mg/L. A continuacion, se transfieren estos
patrones a vasos precipitados de 100 mL y se adicionan 2,5 mL de solucion
acondicionadora y se agita en cada vaso mediante varilla de vidrio, luego se adiciona una
pequefia cantidad de cristales de cloruro de bario y se agita nuevamente hasta la disolucion
de los cristales. Una medida critica de este método es que debe ser leido antes de cinco
minutos en espectrofotometro a 420 nm en celda de 1 cm de paso Optico. Finalmente, se
crea la curva de calibracion.

No es necesario realizar una curva de calibracion cada vez que se realice una medicion,
pero si se debe comprobar la validez de la existente, para ello se prepara un patron de 20
mg/L de la solucion trazable se sulfatos y se lee como muestra normal si el resultado es
coincidente en rango del 10% se considera que la curva es valida y es posible realizar la
medicion de las muestras, de no ser asi se debe repetir el patron o construir una nueva

curva de calibracion.

A.4.5 Calculos.

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

la curva de calibracion, hay que considerar dilucion y corregir.

A.4.6 Referencia
Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 20th Edition, Method 4500-
S04, (E). Turbidimetric Method.

A.5 Determinacién Solidos Suspendidos Totéles.

A.5.1 Procedimiento

Preparacion del disco de fibra de vidrio:

Colocar el disco en el aparato de filtracion, aplicar vacio y lavar con tres porciones
sucesivas de 20 ml de agua destilada.

Continuar la succion para remover totalmente el agua, y descartar el agua de lavado.
Sacar con pinzas el filtro del aparato de filtracion y colocarlo sobre una placa Petri o acero

inoxidable que servira como soporte. Secar en estufa a 103 °C — 105°C, durante una hora.
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Enfriar en desecador y pesar. Registrar masa B.

Seleccion del filtro y tamafio de muestra:

El volumen de muestra debe ser tal, que el residuo seco obtenido tenga una masa entre 2,5
mgy 200 mg
Si el tiempo utilizado en la filtracion es mayor a 10 min, es necesario aumentar el diametro

del filtro o disminuir el volumen de muestra a tomar.

Procedimiento de analisis:

Colocar el filtro preparado de acuerdo con en el aparato de filtracion y aplicar vacio.
Humedecer el filtro con una pequena porcioén de agua destilada.

Filtrar un volumen medido (v) de muestra homogeneizada a través del filtro de fibra de
vidrio.

Lavar con tres porciones sucesivas de 10 ml de agua destilada y continuar la succion por
aproximadamente 3 min después que la filtracion se ha completado.

Sacar con pinzas el filtro del aparato de filtracion y colocarlo sobre la placa Petri o de
acero inoxidable.

Secar el filtro por una hora en la estufa a 103 °C— 105°C.

Enfriar en desecador y pesar. Registrar masa A.

A.5.2 Calculos.

SST [%] = ——— 1000

Doénde:

SST = Solidos suspendidos totales (mg/L)

A = masa del filtro mas residuo seco.

B = masa del filtro.

v = volumen de muestra utilizado.

A.6 Determinacion Solidos Suspendidos Volatiles.

A.6.1 Procedimiento

Doblar cuidadosamente el papel filtro obtenido en la determinacion de Solidos
Suspendidos Totales (SST) y colocarlo en un crisol previamente tarado.

Poner el crisol en la mufla por una hora a 550 °C
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- Dejar en el desecador y pesar cuando se encuentre frio.
A.6.2 Calculos.

-1000

m m —(Try — T
SSV [_g] _ Msst (Tem c)
L U

Doénde:

mger = masa del papel filtro obtenido de SST.
Tcy = Tara del crisol mas la muestra calcinada.
T, = Taracrisol.

Uy, = Volumen de muestra.
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B. Imagenes de Microscopio

A continuacion, se exhiben imagenes tomadas con microscopio que sirven para entender la

distribucion de microorganismos dentro del sistema.
T BN E— i ——

Figura B-0-1 Cumulos microbianos suspendidos extraidos del Reactor SBR-SND. (20x Aumento).

Flgura B-0-2 Aglomeracion de microorganismos suspendidos. (40x Aumento).
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Figura B-0-3 Biofilm que producen los microorganismos desnitrificantes del sistema SND-SBR. (40x Aumento).

Figura B-0-4 Cumulo de microorganismos bajo tincion. Se aprecian levaduras. (40x Aumento).
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Figura B-0-5 Microorganismos (se identifican levaduras) adheridos a la pastilla de azufre. (40x Aumento).
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C. Estudio cinético

A continuacion se muestran los datos experimentales obtenidos en los experimentos de
nitrificacion y de desnitrificacion.

Tabla C-0-1 Resultados Experimentales de los Experimentos de Nitrificacion.

tiempo [h] 0 0,5 1 1,5 2 4 5 6 7 9 10,5 12
Xpaor mg/L 104,25 | 104,65 | 106,47 | 109,97 | 113,41 | 11798 | |~ 2rss | T T T
Xpao2 mg/L 10425 | 10435 | 1048 | 10497 | 10528 | 10538 | | ws4s | T
X0 mg/L 104,25 | 104,76 | 105,69 | 106,64 | 10721 | 108,56 | 108,83 | | 109,15 | 109,68 | [ 110,18
Xpaos mg/L 10425 | 10517 | 106,65 | 107,98 | 10922 | 109,76 | 11032 | | 11098 | 11127 | 11242 |~
Xenoi mg/L 29,79 | 3005 | 3043 | 31,10 | 31,74 | 3221 | | 3901 | | T T
Xeno2 mg/L 29,79 | 2980 | 29,86 | 2993 | 2999 | 3006 | |~ 3014 | T T
Xnos mg/L 29,79 | 2985 | 30,15 | 3035 | 30,58 | 30,77 | 3089 | | 3u11 | 3139 | | 31,65
Xenos mg/L 29,79 | 2991 | 3034 | 3049 | 30,65 | 30,87 | 3097 | | 3126 | 31,53 | 31,77 |

NH: altomg/L (1) | 400,81 | 392,17 | 380,48 | 363,66 | 34434 | 32573 | | : 28364 | | T

NH: bajomg/L (2) | 11,1 | 1047 | 879 | 69 | 537 | 354 | | & | |~ | |
NH:' medio mg/L (3) | 50,02 | 47,65 | 38,94 | 3281 | 2641 | 2093 | 1808 | | 1326 | 853 | |~ 607
NH4' mediomg/L (4) | 53,92 | 49,93 | 3872 | 33,76 | 291 | 2245 | 2011 | | 1321 | 757 | 579 |

NOraltomg/L (1) | 10,53 | 1243 | 1418 | 1629 | 1924 | 2676 | | e || | T

NO»bajomg/L(2) | 026 | 062 | 091 | 100 | 123 | 139 | | s | | | |
NO» mediomg/L3) | 096 | 194 | 2,83 | 404 | 48 | 615 | 607 | | 557 | 415 | T[T
NO» mediomg/L (4) | 025 | 125 | 232 | 391 | 457 | 601 | 59 | | 552 | 458 | [T

tiempo [h] 0 4 9 12 13 15 17 21 26
N-NOs Barrido | mg/L | 430,06 | 417,49 | 40342 | =~~~ | 3872 | "~ | 36408 | | 31348 ]
Sulfatos Barrido I mg/L | 95,61 | 19042 | 29659 | | 41892 | 7T 50329 |77 7717 975,00 |
N-NOs Barrido2mg/L | 1893 | 17141 | 165,14 | 15656 | | | 14581 || 12873 | |
Sulfatos Barrido 2 mg/L | 9428 | 24048 | 3387 | 423,73 | | 47406 | | ss013 ||
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D.Método numérico de Runge-Kutta

A continuacion, se plantean el conjunto de formulas para llevar el método genérico iterativo,
con ecuaciones diferenciales explicitas e implicitas, lo que permite la resolucion numérica

del sistema de ecuaciones diferenciales. El sistema para la oxidacion del amonio es el

siguiente:
dCy_nu} U
—NH] AOB
= - - X408 = P(C ,Xa0B, t
dt 79 AOB (N—NHI 408, t)
NH}
dXaoB

dr | Paos Xa0 = Q(Cx_nupr Xaop: 1)
Las concentraciones iniciales (condiciones iniciales) son conocidas:
CN—NH4+ (t=0)= CN—NH4+ inicial
Xaog(t = 0) = Xa0p inicial

Para una cinética de tipo Monod:

CN—NHI

HaoB = Pnax 405 K = f(CN—NH;rr KSAOB"umaxAOB)
SA0

st CN—NH;
Y para una cinética de tipo Haldane:

CN—NHI

2= f(CN—NHI’ KSAOB' KIAOB’ /’Lmax)
CN—NH;
K;

HaoB = Koy 108
K

SAOB

+ CN—NH;- +

AOB

La siguiente iteracion viene dada por:
tiy1 = t; + h; hes la magnitud del paso

t inal — tinicial
h = ! ;= numero de iteraciones
n

1

1
XaoBjy1 = Xaop; T+ g(km + 2kqz + 2kaz + kas) R

En donde:
ki = P(Cy_nutXaos,ti)

ka1 = Q(Cy-wnup, Xaopy ti)

1 1 h
kz = P(CN_NHIi + Ekl . h’XAOBi + Ekl . h, ti + E)
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1 1 h
kaz = Q(Cy-nuy, + Eka1 “h, Xaom; + Ekm “ht; + E)
1 1 h

k3 = P(CN—NHIL- +§k2 . h’XAOBi + Ekz . h, ti + E)

as = Qo + 5 kaz - W Xaon, + 3 ez Bty +2)
ky = P(CN—NHIi + k3 h, Xyop, + k3 - ht; +h)
Kaa = Q(Cy-nuy, T kaz - h Xyop, + ka3 - hti + h)
Para la oxidacion de nitrito el procedimiento es el mismo, solo que las funciones que

describen el sistema de ecuaciones diferenciales, P y Q, son distintas:

dCy-no;  Haos UnoB
== *Xaos — 5 Xnos = P(Cy—no;, XnoB/ t)

dt YBaoe Bnop
NH} NOy
dXnos
= Unos Xnos = Q(Cn-no;, XnoBt

dt
Notar que el primer termino de P, correspondiente a la oxidaciéon de amonio, es conocido

mediante las iteraciones anteriores, por ende, solo el término de consumo de nitrito es
desconocido. Las concentraciones iniciales (condiciones iniciales) también son conocidas:
Cn-noy; (t = 0) = Cy_noj inicial
Xnop(t = 0) = Xyop inicial

Luego, siguiendo la misma metodologia que para la oxidacion de amonio, es posible obtener

la resolucion numérica del sistema de ecuaciones diferenciales.
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E. Balance de Materia: Nitrogeno en el sistema.

Tabla E-1 Balance de Materia con respecto al nitrogeno.

N°de | Tiempo Volumen 1\-I-NH4+ en . N total a-l N-NH4* 2}1 N-NOs 2.11 N-NO» 2.11 N total a}l
Ciclo [d] del reactor | alimentacion | inicio del ciclo | final del ciclo | final del ciclo | final del ciclo | final del ciclo
[L] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg] [mg]
1 0 2,35 177,33 230,26 116,93 51,98 2,22 54,21
2 3 2,27 177,33 309,93 103,81 34,20 1,46 35,66
3 6 2,35 177,33 244,84 68,08 1,96 12,55 14,51
4 9 2,35 177,33 200,26 46,01 16,18 100,27 116,45
5 12 2,35 177,33 230,26 38,30 30,21 216,74 246,95
6 15 2,39 177,33 309,93 3,57 17,09 93,31 110,41
7 18 2,21 177,33 244,84 2,95 37,21 82,76 119,97
8 21 1,98 212,80 200,26 0,95 12,78 78,45 91,24
9 24 2,29 212,80 202,07 4,07 26,67 52,57 79,24
10 27 2,16 212,80 231,05 3,43 59,01 0,13 59,14
11 30 2,29 255,36 230,15 11,08 89,66 0,12 89,78
12 33 2,16 255,36 224,99 1,90 186,94 0,96 187,91
13 36 2,37 255,36 275,45 3,84 119,14 0,16 119,30
14 39 2,45 255,36 294,09 0,94 246,76 0,11 246,87
15 42 2,39 255,36 280,00 1,09 256,44 0,12 256,56
16 45 2,27 255,36 355,90 0,89 291,05 0,02 291,06
17 48 2,45 255,36 357,25 0,90 361,05 0,29 361,33
18 51 2,43 212,80 364,54 0,74 294,23 0,04 294,27
19 54 2,16 212,80 378,47 1,05 181,12 0,12 181,23
20 57 2,14 212,80 315,30 0,78 203,71 0,05 203,76
21 60 2,16 212,80 292,08 0,77 200,99 0,05 201,04
22 61 2,20 212,80 295,22 0,68 286,56 0,00 286,56
23 66 2,18 212,80 295,97 0,69 186,39 0,03 186,42
24 69 2,20 212,80 313,09 1,23 173,54 0,14 173,69
25 72 2,21 212,80 292,01 0,37 65,49 0,06 65,55
26 75 2,31 212,80 290,25 0,63 43,31 0,08 43,39
27 78 2,06 223,44 263,76 0,57 119,24 0,27 119,51
28 81 2,48 223,44 252,10 1,19 277,33 0,11 277,44
29 84 2,31 223,44 269,00 0,81 163,78 0,12 163,89
30 87 2,16 223,44 307,57 0,51 161,31 0,03 161,34
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N°de | Tiempo Volumen 1\.I-NH4+ en
Ciclo [d] del reactor | alimentacion
(L] [mg]
31 90 2,16
32 93 231
33 99 2,14
34 102 2,10
35 105 2,10
36 108 2,10
37 111 2,14
38 114 2,20
39 117 2,25
40 120 2,25
41 123 225
42 126 2,12
43 129 2,29
44 133 227
45 136 2,12
46 139 2,12
47 142 227
48 145 2,25
49 148 2.21
50 151 2.21
51 154 2.21

N total al
inicio del ciclo

[mg]

N-NH4"al
final del ciclo
[mg]

N-NOs al
final del ciclo
[mg]

N-NOy al
final del ciclo
[mg]

N total al
final del ciclo

[mg]
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