Resumen - A nivel mundial existe una preocupacion acerca
de la creciente contaminacion por nitrato de cuerpos de agua
naturales, como resultado de actividades antropogénicas. Para
hacer frente a esta situacion, Sustratos Sélidos Orgdinicos
Naturales (SSON) han sido investigados como fuentes de
carbono en la desnitrificacion. A pesar de los avances en este
campo, atin existe una falta de conocimiento sobre los procesos
cinéticos implicados en la desnitrificacion, utilizando SSON.
Por esta razén hemos estudiado la desnitrificacion utilizando
Saccharum spontaneum L. (S. spontaneum) como SSON,
para entender mejor estos procesos cinéticos. Este documento
presenta los resultados experimentales obtenidos para la
liberacion de carbono orgdnico desde S. spontaneum y su uso
por las bacterias desnitrificantes. Pruebas de laboratorio se
desarrollaron bajo condiciones anoxicas en reactores batch.
Nuestros resultados mostraron que la cinética de liberacion
de carbono orgdnico desde S. spontaneum fue de primer orden
(0.08 d1). Ademds, la tasa mdxima de utilizacion de nitrato
(5.61 mg N-NO,;/mg VSS-d) y la tasa de desnitrificacion
(327mg N-NO,/L-d) fueron altos. Con este estudio
demostramos que es posible obtener altos rendimientos de
desnitrificacion utilizando carbono orgdnico liberado desde
S. spontaneum. Este estudio mejora el conocimiento sobre el
uso de SSON, como fuentes alternativas de carbono para la
desnitrificacion.

RIDTEC | Vol. 10, n.° 2, julio - diciembre 2014.

Desnitrificacion del Agua
Potable usando Saccharum
spontaneum L. como un

ustrato Solido Organico
Natural

Euclides M. Deago

Centro de Investigaciones Hidrdulicas e Hidrotécnicas
Universidad Tecnoldgica de Panama.
euclides.deago@utp.ac.pa

Gonzalo E. Pizarro
Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

gpizarro@ing.puc.cl

Palabras claves: Desnitrificacion; Saccharum spontaneum
L.; Sustratos Sélidos Orgdnicos Naturales; cinética; agua
potable.

Abstract - There is a global concern regarding the increasing
pollution of natural water bodies by nitrate as a result of
anthropogenic activities. To address this situation, Natural
Organic Solid Substrates (NOSS) have been investigated
as carbon sources in Denitrification. Despite advances in
this field, a lack of knowledge about the kinetics involved
in the Denitrification processes using NOSS still exists.
For this reason we have studied the Denitrification using
Saccharum spontaneum L. (S. spontaneum) as NOSS, to
better understand these kinetic processes. This paper presents
experimental results obtained for the release of organic carbon
from S. spontaneum, and for its use by denitrifying bacteria.
Laboratory tests were developed under anoxic conditions in
batch reactors. Our results showed that the kinetics of release
of organic carbon from the S. spontaneum was first order (0.08
d?). Furthermore, the maximum rate of utilization of substrate
(6.61 mg N-NO,/mg VSS-d), and the Denitrification rate
(327 mg N-NO,/L-d) were high. We demonstrated that it
is possible to obtain high yields of the Denitrification using
organic carbon released from S. spontaneum. This study
improves the knowledge on the use of NOSS, as alternative
sources of carbon for the Denitrification.
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1. Introduccién

a presencia de nitratos en el agua potable

estd asociada con la enfermedad conocida

como metahemoglobinemia o sindrome
del nifio azul, que generalmente afecta a nifos
menores de 6 meses de edad [1]. Por este motivo,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estableci6 50 mg N-NO, /L como la concentracién
maxima de nitrato permitida en el agua potable [1].
Para remover nitrato del agua existen tratamientos
como la desnitrificacion.

La desnitrificacion es un proceso donde las
bacterias aprovechan el nitrato como aceptor de
electrones. La desnitrificacién es mdas simple y mds
econdmica a gran escala que otros procesos como la
0smosis inversa o intercambio i6énico [2]. Para que
las bacterias realicen la desnitrificaciéon requieren
de un sustrato, ya sea orgdnico o inorganico,
para suministrar los electrones necesarios para
completar el proceso de reduccién de nitrato [3].
Se ha determinado que la desnitrificaciéon es més
eficiente usando sustratos orgénicos, los cuales son
catalizados por bacterias heterétrofas [2].

Tradicionalmente, la desnitrificacién del agua
potable se realiza con sustratos organicos solubles.
Sustratos como etanol, metanol y 4cido acético se
usan comunmente para eliminar el nitrato en los
sistemas convencionales; con los cuales se han
obtenidos eficiencias de desnitrificaciéon entre
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70 y 95% [4]. Sin embargo, la desnitrificacion
puede estar restringida por factores como la dosis
adecuada de sustrato soluble, la utilizacién de
sustratos que son riesgosos para la salud [4] y altos
costos [5]. Debido a las limitaciones que presenta
la desnitrificacion, varios estudios han sugerido la
exploracion de nuevas fuentes de carbono y disefio
de sistemas innovadores y robustos para obtener
menores costos operativos [6].

Recientemente, los investigadores han iniciado
una linea de estudios con Sustratos Solidos
Orgénicos Naturales (SSON) como fuentes de
carbono para la desnitrificaciéon. Los SSON son
materiales vegetales que pueden obtenerse de la
naturaleza o de procesos agricolas. Entre los SSON
que han sido previamente estudiados estan: paja
de trigo, gramineas, tallos de cebada, cascarilla
de arroz y hojas de palma [7-9]. Los resultados
de estos estudios han demostrado que es posible
implementar sistemas desnitrificantes usando
SSON, para tratar las aguas residuales y agua
potable. Otros materiales como aserrin han sido
estudiados in situ para eliminar nitrato [10, 11]. Sin
embargo, para mejorar el disefio de estos sistemas
es necesario conocer los procesos cinéticos que
intervienen en la eliminaciéon de nitratos usando
SSON.

En
Saccharum spontaneum L. (S. spontaneum), la cual
es una graminea abundante en climas tropicales y
considerada una especieinvasiva dificil de controlar
[12]. A pesar de su condicién de especie invasiva,
la S. spontaneum recientemente ha sido estudiada
como biomasa para la produccién de bioetanol
[13]. Los objetivos de nuestra investigacién fueron:
i) estudiar la liberacién de carbono organico desde
S. spontaneum debido a lixiviacién e hidroélisis; ii)
estimar parametros cinéticos y estequiométricos
de desnitrificaciéon utilizando carbono orgéanico
liberado desde S. spontaneum; y iii) estimar la tasa
de remocién de nitrato usando el carbono orgéanico
liberado desde S. spontaneum.

esta  investigacion  seleccionamos
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S. spontaneum es considerada una fuente
potencial de carbono para la remocién biolégica
de nitrato debido a sus bajos costos, accesibilidad y
abundancia.

2. Materiales y métodos
2.1 Anadlisis fisico-quimico del sustrato sélido

organico natural estudiado

S. spontaneum fue colectada en el campus de
la Universidad Tecnolégica de Panama. Para el
estudio se usé material detritico de S. spontaneum, el
cual consta de dos partes principales: la corteza y la
médula [14]. Entre las propiedades fisico-quimicas
evaluadas al material detritico estan: contenido de
humedad, contenido de fibra (lignina, celulosa y
hemi-celulosa); contenido de nitrégeno; fraccion
biodegradable y la cantidad de carbono organico
biodisponible.

El contenido de humedad se determiné secando
la muestra en un horno a 105 °C durante 24 horas.
El contenido de fibra (lignina, celulosa y hemi-
celulosa) se obtuvo utilizando el método de Van
Soest [15]. El nitrégeno total se determind por el
método de Kjeldahl, y el carbono total fue obtenido
por el método de combustion. El contenido de
cationes en S. spontaneum se determiné usando
digestiéon con &cido nitrico digestion y deteccién
ICP. La fraccion biodegradable y carbono
organico biodisponible se estimaron aplicando la
metodologia propuesta por Van Soest [16].

2.2 Ensayo de lixiviacién

La prueba de lixiviacién se realiz6 para evaluar
la liberaciéon de compuestos solubles desde el
material detritico de S. spontaneum, por la accién
fisica del agua (autolisis). Autolisis consiste en
la ruptura de vacuolas de células vegetales,
debido a la saturaciéon de agua, que ocurre en la
descomposicion de material vegetal sumergido
[17].

Las pruebas fueron realizadas en tres tipos
de reactores: i) el primero contenia corteza de
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S. spontaneum; ii) el segundo reactor contenia solo
médula de S. spontaneum; y iii) el tercero contenia
secciones completas de S. spontaneum (corteza y
médula). Las masas de materiales usadas fueron
iguales para cada reactor (4 g como masa seca).
Estos materiales fueron cortados en trozos de
15 mm. El agua y botellas utilizadas en las pruebas
de lixiviacién fueron esterilizadas y el material
detritico se lavé cuidadosamente para eliminar
impurezas. El volumen de agua utilizado en el
ensayo fue de 200 mL. Los reactores fueron sellados
y operados durante 4 dias a una temperatura de
30 +1°C. Los analisis de agua conducidos en estos
experimentos incluyeron nitrato (N-NO;), nitrito
(N-NO,), amonio (N-NH,*), Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) y cationes.

2.3 Experimentos en reactores batch

En los reactores de lixiviacién, el material
detritico de S. spontaneum completo (corteza y
médula) mostrd el mejor comportamiento en cuanto
a liberacion de sustratos solubles; por lo tanto,
este material fue seleccionado para los siguientes
experimentos. El pH en los reactores se mantuvo
entre 6.5y 7, utilizando 3 g/L de KH,PO,y 3 g/L
K,HPO,. Los reactores se agitaron continuamente
a 150 rpm y fueron inyectados con gas nitrégeno
durante 5 minutos para desairar y asi mantener
las condiciones anodxicas (Oxigeno Disuelto < 1.0
mg/L). Las pruebas se hicieron a una temperatura
de30+1°C.

2.3.1 Evaluacién de liberacién de carbono desde
Saccharum spontaneum L. en condiciones andxicas

El objetivo del experimento fue estudiar el
comportamiento de la liberacion de carbono
orgéanico desde material detritico de S. spontaneum
en condiciones andxicas (desnitrificacion).

Los ensayos se realizaron por triplicado en
botellas de vidrio ambar de 500 mL. Se usaron
400 mL de agua desionizada y 12.7 g de material
detritico de S. spontaneum (como masa seca).
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Se us6 NaNO, para obtener una concentracién
de nitrato de 100 mg N-NO, /L. Para promover
la desnitrificacion se aprovecharon las bacterias
nativas adheridas al material detritico, por lo
que este material no fue lavado como se hizo en
el ensayo de lixiviacién; por lo tanto, no hubo
inoculacion de bacterias. La utilizaciéon de bacterias
nativas adheridas en sustratos sélidos ha sido
aplicada en investigaciones similares [18]. En este
experimento no se dosificaron micronutrientes,
porque se consideré que las bacterias serian
capaces de obtenerlos del material detritico.
Periédicamente, se muestrearon 25 mL de agua en
cada reactor. Las muestras fueron analizadas para
determinar nitrato, DQO, pH y Oxigeno Disuelto.
El volumen de muestra extraido de cada reactor
fue reemplazado con agua fresca y NaNO, fue
dosificado para mantener una concentraciéon de
nitrato de 100 mg N-NO," /L.

2.3.2 Determinacion de constante de liberacién
de carbono

Durante este estudio se considerd una cinética
de primer orden para la liberacién de carbono
organico, desde material detritico de S. spontaneum.
La ecuaciéon de cinética de primer orden ha
sido utilizada comunmente en los estudios de
degradacion de sustratos complejos [19, 20]. La
constante liberacion de carbono orgéanico (k,) fue
obtenida por regresion lineal de la ecuacién 1.

C(t) = C Fexp™ (1)

C(t) es la DQO residual en materiales detriticos
al final de cada periodo de medicién. El valor de
C(t) se obtiene con la ecuacion 2.

C(t)=C,- COD(t) 2)
COD(t) es la DQO acumulada durante

el ensayo. COD(t) es considerada la masa
equivalente del carbono orgénico liberado desde
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el material detritico de S. spontaneum. Esta masa es
calculada como sigue:

COD(t) =¥(COD. + COD)  (3)

Donde COD, corresponde a la masa de DQO
soluble medido en el sobrenadante durante las
pruebas; y COD_ corresponde a la masa de DQO
equivalente utilizado por las bacterias para reducir
el nitrato (aceptador del electrén). Para obtener
esta DQO equivalente, el nitrato consumido por
las bacterias durante el ensayo fue multiplicado
por el factor 2.225 ¢ DQO/g N-NO, (obtenido de
la ecuacion 4).

CH,0+0.232NO;+0.142NH,*+0.142HCO;+0.232H*
—0.142C.H,O,N+0.432CO,+0.116N,+0.974H,0  (4)

Los criterios usados para obtener la ecuacion 4 son
descritos en el Apéndice A.

2.3.4 Determinacion de tasa de desnitrificaciéon
usando el Sistema OxiTop

Este experimento fue establecido para
determinar la tasa de desnitrificacion en reactores
batch, usando S. spontaneum como fuente de
carbono organico. Estas pruebas se realizaron en el
sistema de OxiTop (WTW Measurement Systems,
Alemania). Bésicamente, el sistema OxiTop®
es un respirometro que mide presiones, que
originalmente fue desarrollado para las mediciones
de DBO. Este método se basa en la medicién de
presiones generadas por los gases formados en los
procesos de descomposiciéon. En este estudio, los
gases formados fueron N, y CO, (segtin ecuacién
4). La prueba se llevé a cabo por triplicado,
durante un periodo de siete dias en botellas de
500 mL con igual volumen de agua (200 mL) e
igual masa de material detritico de S. spontaneum
(4 g como masa seca) (Figura 1). En esta prueba,
también se usdé material detritico sin lavar (es
decir, con las bacterias nativas). La concentracién
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de nitrato utilizada fue de 100 mg de N-NO, /L.
Los parametros analizados al agua de los reactores
fueron: nitrato, nitrito, amonio y DQO.

Cabeza de medicion
de presion

Trampa de hidroxido
para capturade CO,

% Volumen de gas

Volumen de agua con
Saccharum spontaneum L.

?_ Agitador magnético

Figura 1. Representacion esquemadtica del ensayo de

desnitrificacién usando el sistema OxiTop®.

2.4 Determinacion de parametros cinéticos

En primer lugar se realiz6 una prueba de
lixiviacién segtn la configuracién descrita en el
ensayo anterior. Concluida la prueba de lixiviacién,
el sobrenadante fue filtrado e inoculado con
bacterias obtenidas de pruebas anteriores. Las
bacterias se aclimataron durante 24 horas con una
concentracion de nitrato de 200 mg N-NO, /L. El
volumen de agua utilizado en cada reactor fue de
200 mL. La concentracién inicial de nitrato y DQO
en la prueba fueron 140 mg N-NO, /Ly 479 mg/L,
respectivamente.

La tasa de reducciéon de nitrato fue asumida
con una cinética de tipo Monod. Se aplicé regresion
no lineal para estimar los pardmetros cinéticos:
constante de afinidad de Monod (K) y maxima
tasa de utilizacion de nitrato (g,,,). El pardmetro
estequiométrico Y (rendimiento neto de bacterias)
se determind usando la ecuacién 5, la cual se basa
en la reduccion del nitrato y DQO consumido en el
ensayo [21]:
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Y=1-2:86 2 ®)

Técnicas analiticas

Antes de cada anélisis, todas las muestras
se filtraron a través de membranas de nitrato
de celulosa 0,45 pm. Los componentes disueltos
como N-NO,, N-NH,* y DQO se analizaron con
el espectrofotometro HACH DR/2400 (HACH
Company, USA), aplicando el método de sulfato
ferroso (HACH 8153), método Nesler (HACH
8038) y método colorimétrico (HACH 8000),
respectivamente. El Oxigeno Disuelto fue medido
con un electrodo de luminiscencia acoplado al
equipo portatil HACH HQ40d (HACH Company,
EE.UU.). El pH se midi6 con electrodo de vidrio
(Thermo Scientific, E.U). El nitrato se analiz6
con electrodo de ion selectivo (Cole Palmer,
EE.UU.). Ambos electrodos fueron acoplados al
multiparamétro Orion Star 5 (Thermo Scientific,
EE.UU.). Los cationes se determinaron mediante
espectrometria de masas ICP [22]. La biomasa (mg
COD/L) se calcul6 usando la ecuacién 6 [23]:

COD, = COD, - COD, ©6)

Donde COD, es la DQO total medida en
el sobrenadante (muestras sin filtrar); y COD,
corresponden a la DQO soluble medida en el
sobrenadante (muestras filtradas).

3. Resultados y Discusion
3.1 Propiedades fisico-quimicas de material

detritico de S. spontaneum usado en el estudio

Se escogié el material detritico de las
plantas porque contiene la mayor concentracion
lignoceluldsica [17]. Para evaluar las propiedades
del material detritico de S. spontaneum, las partes
principales se analizaron por separado (corteza y
la médula). El contenido de carbono y nitrégeno
fueron superiores en la médula; sin embargo, la
relacién C/N fue mayor en la corteza (Tabla 1).
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La corteza tuvo concentraciones mayores de
lignina y celulosa, mientras que la médula present6
el mas alto contenido de hemi-celulosa (Tabla 1).
En cuanto a otros nutrientes, la médula tuvo el
mayor contenido, particularmente para el calcio y
el potasio, cuyos niveles fueron 10 veces superiores
a los encontrados en la corteza.

La composicion lignocelulésica y la relacion
C/N sugieren que la médula es més biodegradable
que la corteza. Reddy y DeLaune [17] sefialan
que los materiales con baja relaciéon C/N y menor
contenido de lignina son méas biodegradables. Por
otra parte, la fraccion biodegradable estimada para
la médula indica que casi la totalidad de la médula
estaba biodisponible (95%). Por lo tanto, podemos
inferir que probablemente las bacterias obtengan el
carbono organico de la médula de S. spontaneum.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de S. spontaneum

Parametros Corteza  Médula
Ca (mg/g) 0.21 1.33
Fe (mg/g) 0.12 0.07
K (mg/g) 10.17 48.86
Mg (mg/g) 0.28 0.35
Na (mg/g) 0.05 0.07
P (mg/g) 2.33 3.89
N (%) 0.55 2.10
C (%) 36.62 45.54
C/N 66.58 21.69
Celulosa (%) 46.98 30.02
Hemi-celulosa (%) 22.19 25.51
Lignina (%) 8.72 0.62
Carbono orgadnico (%) 26.96 44.05
Fraccion Biodegradable, f, (%) 66.08 94.17
Densidad (g/mL) 0.76 0.81
Materia seca (%) 78.62 58.33
Cenizas (%) 4.68 12.76
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3.2 Ensayos de lixiviaciéon

La liberacién de carbono organico (en términos
de DQO) fue alta, especialmente en el reactor que
contenia corteza (Tabla 2). Los altos valores de DQO
deben evaluarse con cautela, porque ésta es una
limitacién si se considera usar material detritico
de S. spontaneum como sustrato para la eliminacién
biolégica de nitrato del agua potable. La liberacién
de nitrégeno por lixiviacion desde S. spontaneum
fue despreciable (Tabla 2).

Las masas liberadas al sobrenadante de
varios elementos (Ca, Mg, Na, Si) por lixiviacion
fueron bajos (Tabla 2). Angelidaki & Sanders [24],
indican que elementos tales como Ca, Na, K y Mg
son utilizados por las bacterias en sus enzimas,
paredes celulares, ribosomas y 4cidos nucleicos.
Potasio (K) es el compuesto que present6 la mayor
concentracion en el agua. Este resultado fue
consistente con el contenido de K detectado en el
material detritico (Tabla 1). Las concentraciones
de los elementos analizados no son un riesgo de
contaminacién; sin embargo, este aspecto debe
tomarse en cuenta si se considera usar material
detritico de S. spontaneum como sustrato para
remover nitrato del agua potable, ya que la OMS
establece que la concentracién maxima permitida
de Kes 10 mg/L[1].

De acuerdo a los resultados de la prueba de
lixiviacion, se concluyé que el material detritico
completo de S. spontaneum fue el mas adecuado
como fuente de carbono para los ensayos de
con la
corteza sin remover retarda el efecto de autolisis,
debido a que esta corteza actiia como una barrera
impermeable que restringe el contacto del agua
con el material 14bil. Por lo tanto, el agua actuard
Unicamente en las secciones transversales de las
piezas de materiales detriticos de S. spontaneum.
La lenta liberacion de sustratos solubles desde
S. spontaneum permitird eliminar el nitrato en un
periodo maés largo.

desnitrificacion. Materiales detriticos
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Tabla 2. Masa de nitrégeno, DQO y otros elementos solubles liberados al agua por gramo de masa
de S. spontaneum.

Parametros (mg/g de masa seca)

Reactores N-NO,” N-NO, N-NH,;* COD Ca K Mg Na Si

S. spontaneum completa 0 0 0.029 30.00 0.051 1.120 0.014 0.012 0.074

Médula de S. spontaneum 0 0 0.029 33.75 0.107 2.264 0.020 0.012 0094

Corteza de S. spontaneum 0 0 0.030 37.50 0.207 2.714 0.026 0.012 0.137
1600 T
1400 t

3.3 Ensayo de reactores batch 1200 t

3.3.1 Comportamiento delaliberacion de carbono % 1900 |

desde S. spontaneum g 300 +

En estos ensayos se utilizé un mayor contenido & 499 }
de material detritico que en la prueba de lixiviacion, 400 | |

debido a varias condiciones: i) en primer lugar, el
tiempo utilizado en esta prueba fue mayor; ii) se
asumi6 que el carbono orgénico se obtendria de la
parte del material con menor contenido de lignina
(médula); y iii) también se asumié que la bacteria
usaria tUnicamente la celulosa presente en la
médula de la S. spontaneum. La biodegradacion de
materiales detriticos se caracteriza por una pérdida
relativamente rapida de la celulosa [25]; pero esta
biodegradabilidad depende del contenido de
lignina [26].

La maxima DQO soluble medida en el
sobrenadante se obtuvo en el tercer dia de
operacion de los reactores batch (Figura 2A).
Después del tercer dia, hubo un descenso constante
hasta el final del ensayo. En base a estos resultados
se infiere que la liberacién del carbono organico
desde S. spontaneum se produjo en dos fases: por
lixiviacién, que ocurri6 en los primeros tres dias de
pruebas; y por hidrélisis, la cual ocurrié posterior
al tercer dia. Reddy & DeLaune [17] indican que
la lixiviacion es la primera fase de la degradacion
de materiales detriticos sumergidos. La hidrolisis
es la descomposicion de las macromoléculas (por
ejemplo celulosa) a compuestos mas simples
(monodémeros) [17, 19].
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Figura 2. A) DQO medida directamente en el
sobrenadante de los reactores, B) DQO obtenido de los
electrones equivalentes de nitrato consumido en los
ensayos, C) DQO total liberado desde S. spontaneum.

La reducciéon gradual de DQO después del
tercer dias en el sobrenadante de los reactores
batch (Figura 2A), sugiere que las bacterias
tuvieron condiciones favorables en términos de
donante de electrones y contenido de nutrientes,
proporcionados por la fase de lixiviaciéon. Reddy
& DeLaune [17] indican que sustratos solubles
liberados por desde materiales
detriticos, pueden ser utilizados directamente por
bacterias heterétrofas. El comportamiento descrito
en estos ensayos (Figura 2A) son similares a los
reportados en estudios similares [27, 28].

Los valores del carbono orgéanico acumulado
en el sobrenadante durante el ensayo representan
el carbono liberado desde el material detritico de
S. spontaneum. La concentracion mdéxima de
carbono obtenida fue de 1432 mg DQO (Figura 2).
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Durante la etapa de lixiviacion se liber6 el
32% de este carbono, mientras que el 68% restante
fue atribuido a la hidrélisis. El carbono liberado
representa el 78% de la masa carbono biodisponible
en la celulosa de la médula de S. spontaneum. La
masa de celulosa utilizada durante el ensayo fue
1262 mg (medido como DQO).

El comportamiento observado en los datos de
la Figura 2, sugiere que la liberacién de carbono
fue de primer orden. La constante de hidrélisis (k,),
que describe el comportamiento de la liberacion
de carbono desde S. spontaneum, se obtuvo
mediante la aplicacion de regresion lineal a los
datos graficados obtenidos con linealizacién de
la ecuaciéon 1. En estos célculos no se consider6
la masa de carbono liberado por lixiviacién. El k,
obtenido con regresién lineal fue 0.08 d'. Estos
resultados confirman que la liberacién de carbono
organico desde S. spontaneum fue de primer orden
(R*=0.96). Angelidaki & Sanders [24] indicaron que
la liberacién de carbono en condiciones andxicas
depende de la disponibilidad de aceptor de
electrones como nitrato. El valor de k, obtenida en
este estudio esta en el rango de valores reportados
en estudios de degradacion de materiales detriticos
similares [17, 29].

En este estudio se requiri6 1 gr de S. spontaneum
(medido como masa seco de la médula) para
remover 0.15 g de nitrato. Este factor y la constante
k, son variables que podrian wusarse para
dimensionar sistemas de tratamiento para
eliminar nitrato del agua. Ademas, estas variables
son ttiles para la modelacién matematica de la
desnitrificacion usando SSON.

3.4 Ensayos de desnitrificacion usando el sistema

OxiTop

3.4.1 Comportamiento de N-NO,-, N-NH,-y DQO
En el ensayo de desnitrificacion se monitore6

el comportamiento de la concentraciéon de N-NO,,

N-NH, y DQO. La concentracién de nitrito estuvo

por debajo de 1 mg/L para los tres reactores (Figura

| 2 TECNOLOGICO

3). Como sefalan Rittmann & McCarty [5], factores
como ausencia de oxigeno disuelto y concentracion
necesaria de donante de electrones son limitantes
en la formacién de nitrito.

600 7 3.00
500 1 250 %
= 400 | 200 -7
=4 Z
gsoo 1 1508
s i -
= 200 1.00 n;;
100 1 050 £

0 = i #— (.00

3 4 5 6 7
Tiempo (dia)

—*—DQO —*—Amonio —®Nitrito

Figura 3. Comportamiento de DQO, amonio y nitrito
en el ensayo de desnitrificacién en los reactores con el
sistema OxiTop.

Las mediciones de amonio realizadas en el
sobrenadante de los reactores durante todo el
ensayo, mostraron que sus concentraciones fueron
bajas (< 0.7 N-NH,*mg/L) (Figura 3). El amonio se
atribuye a la amonificacién de nitrégeno presente
en los materiales detriticos de S. spontaneum; y
segun la literatura, un material rico en nitrégeno
promueve la amonificacién [17]. La DQO medida
en el sobrenadante de los reactores presenté la
maxima concentracién al tercer dia (500 mg/L);
mientras que la concentracién mas baja se registrd
al final del ensayo (212.5 mg/L). La concentracion
maxima de DQO estd acorde con los resultados
obtenidos en los ensayos anteriores (Figura 2A),
que indica que la DQO fue proporcionada por los
sustratos solubles de S. spontaneum. Desde el dia
3, la DQO liberada esta asociada con la actividad
hidrolitica de bacterias adheridas en el material
detritico de S. spontaneum.

Basados en los resultados de DQO, amonio y
nitrito, confirmamos que el material detritico de
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S. spontaneum es capaz de proveer las
concentraciones necesarias de nutrientes para la
desnitrificacion.

3.4.2 Evolucién de la desnitrificacién

La evolucién de la desnitrificacion se evalué
mediante la medicién de presiones generadas de los
gases formados (N, y CO,). Esto fue posible usando
el sistema OxiTop. La presién en los reactores
batch alcanz6 un valor constante de 47.33+5.69 hPa
entre los 420 y 440 minutos de iniciada la prueba
(Figura 4), lo cual sugiere que la produccién de
nitrégeno gaseoso concluyé. Esto fue verificado
con mediciones de nitrato al final del ensayo, los
cuales fueron cero. Ademads, usando la ley general
de los gases fue posible comprobar que la suma de
las presiones parciales de los gases formados de
desnitrificacion (Ec. 4), fueron similares a la presion
medida a los 440 min (final de desnitrificacion).
Estas presiones parciales se calcularon utilizando
los moles de N, y CO, (Ec. 4), una temperatura de
30 ° Cy el volumen de gas o espacios vacios (292
mL) de las botellas (Figura 1).

Fase anoxica <1 anaerdbica

0 100 200 300 400 500 600 700

Tiempo (minutos)

Figura 4. Comportamiento de las presiones medidas en
el ensayo de desnitrificacién usando el sistema OxiTop.

El aumento de las presiones medidas después
de 440 minutos (Figura 4) sugiere la presencia de
gases de la actividad anaerdbica, ya que el nitrato
fue agotado. Este comportamiento confirma el
supuesto de que la hidrélisis es uno de los procesos
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involucrados en la liberacién de carbono organico
desde S. spontaneum durante la desnitrificacion.

En este ensayo, el nitrato fue removido a una
tasa de 327 mg N-NO,/ L-d. Esta tasa fue superior
a los valores reportados por otros estudios que
utilizaron SSON (Tabla 3). Estos resultados indican
que S. spontaneum puede ser una fuente de carbono
eficiente para la remocién bioldgica de nitratos del
agua.

3.5 Parametros cinéticos y estequiométricos de
Desnitrificacién

En el ensayo de cinética la completa
desnitrificacion se produjo a los 325 minutos
(Figura 5). En esta prueba fueron necesarios 200
mg DQO/L para reducir 140 mg N-NO, /L. La
relacion observada de DQO_ . .. /N fue 6.31
g DQO/g N. Este valor es ligeramente superior al
valor estequiométrico obtenido de la ecuacién 4
(6.11 g DQO/g N). Esta condicién es consistente
con lo reportado en la literatura, que indica que la
desnitrificacién completa ocurre cuando la relaciéon
DQO/N se aproxima al valor estequiométrico [31].
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""" Calculado .

N-NO, (mg/L)

i LT S G S
250 300 350 400

200
Medido

Figura 5. Cinética de desnitrificacién obtenida en base al
carbono organico liberado desde S. spontaneum.

La aplicaciéon de regresiéon no lineal de la
ecuaciéon de Monod permitié ajustar la curva a
los datos experimentales del ensayo de cinética,
utilizando carbono orgénico liberado desde
S. spontaneum (Figura 5). Los valores obtenidos
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para gy K fueron 5.61 mg N-NO3-/VSS-d
y 20.15 mg N-NO, /L, respectivamente. El g__
fue superior a los valores reportados por otros
estudios de desnitrificacién (Tabla 4). Esto podria
deberse a dos factores: consumo de amonio y de
alta temperatura durante la prueba. Las bacterias
utilizan amonio como su fuente de nitrégeno para
la sintesis de celular [5]. Segtn la literatura, g se

incrementa al doble de su valor cuando se aumenta
la temperatura en 10 ° C [5, 17].

El valor de K obtenido en este estudio vari6
considerablemente en comparacién con los valores
reportados en la literatura (Tabla 4). Rittmann
& McCarty [5], indican que el pardmetro K es
altamente variable.

Tabla 3. Méximas tasas de desnitrificacién usando Sustratos Sélidos Orgénicos Naturales como donantes de

electrones.
Descripcion Concentracion Tasa de Temp. de
Sustratos del Sistema de nitrat? desnitriﬁcz_lcién ensayos Referencias
(mg N-NO;/L) (mg N-NO;/L-d) (°O)

Paja de trigo Column 100 2352 5 [30]
Glycyrrhiza glabra Column 100 167 2 0 [8]
Arunda donax C olumn 100 102 2 0 [8]
S. spontaneum. Batch 100 3273 0 Este estudio

Tabla 4. Parametros cinéticos y estequiométricos de desnitrificacién obtenidos con carbono organico liberado

desde S. spontaneum vs valores reportados en la literatura para carbonos organicos convencionales.

Grmax K Y Temp. de Fuentes de

(mg N-NO;5/mg (N-NO;5 (mg DQO/mg ensayo carbono Referencias

VSS-d) /L) DQO) °O) organico

3.14 18.200 21 23 M etanol [ 32]
3.650 1 0.342 5-26 G lucosa [ 33]
0.65 24.150 41 20M etanol [ 34]
1.45 58.970 .50 20 A cetato [ 34]
5.61 20.150 .55 30 S. spontaneum  Este estudio

El rendimiento neto de bacterias (Y) se calcul6
utilizando valores de nitrato reducido y de DQO
consumida en la pruebas. La Y obtenida fue 0.55 mg
DQO/mg DQO, la cual fue superior a los valores
reportados en otros estudios, que utilizan sustratos
solubles (Tabla 4). Esto sugiere que el carbono
organico obtenido de S. spontaneum permitié una
mayor eficiencia de las bacterias.
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4. Conclusiones

La desnitrificaciéon se estudié en reactores
batch usando S. spontaneum como un Sustrato
Solido Orgéanico Natural. Los resultados de
este estudio demostraron que la liberacion
de carbono organico desde S. spontaneum, en
condiciones anoxicas, inicid con una lixiviacién
de componentes solubles; posteriormente hubo
una hidrolizaciéon de primer orden del carbono
organico biodisponible en el material detritico, la
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cual fue generada por las bacterias adheridas en
dichos materiales. Se obtuvieron valores elevados
para la tasa de remocién de nitrato, de parametros
cinéticos y estequiométricos, los cuales fueron
mayores a valores reportados para SSON similares
y sustratos convencionales. Este alto rendimiento
refleja una adaptaciéon positiva de las bacterias
en el microambiente de los ensayos batch, lo cual
permiti6é la obtencién del donante de electrones
y los nutrientes necesarios para su desarrollo.
Nuestros resultados demostraron el potencial
de la S. spontaneum como sustrato tnico para la
eliminacién de nitratos del agua potable.
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Apéndice A

La ecuacion 4 se obtuvo segun los criterios
termodindmicos y bioenergética [5]. Utilizamos
0.6 como el coeficiente de transferencia de
energia (&). Segun Rittmann & McCarty [5], este
es el valor mds comun utilizado por las bacterias
desnitrificantes. Para el balance de masa de los
electrones equivalentes, se utilizaron factores fs
(porciéon de electrones utilizado para la sintesis
celular) y fe (fraccién de electrones utilizado para la
produccién de energia). Los valores obtenidos para
fs'y fe fueron 0.29 y 0.71, respectivamente.

El CH,O fue considerado el carbono orgénico
utilizado en 1la [35]. Este
carbohidrato representa el producto de la hidrélisis
(mondémeros). Esta hipodtesis considera que las
condiciones anodxicas en la prueba limitada la
presencia de productos de fermentacion. El
amonio se afladié a la estequiometria, porque es
conocido que las bacterias aprovechan el nitrégeno
disponible en los materiales detriticos [17].

desnitrificacion

Ecuaciones de Van Soest:
Fraccién biodegradable

f, =1-0.0541(Lig,, .1y war)*”®
Carbono organico en material detritico

C,., = C, (cell wall/100)(1 - 0.0541(Lig
+ C, (1 - cell wall/100)

”)0,76)

Yocell wa
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Apéndice B

Notacién. Los siguientes simbolos son usados en
este articulo

SSON  Sustratos Sélidos Orgénicos Naturales

OMS  Organizacién Mundial de la Salud

1 Fraccién biodegradable de material detritico

& Coeficiente de transferencia de energia

f. Fraccion de electrones para sintesis celular

fi Fraccion de electrones para produccién de
energla

COD(t) DQO total liberado desde S. spontaneum en un

tiempo (t) dado (gramos)

CODc Corresponde a la masa de DQO equivalente
usada por bacterias para reducir nitrato (gramos)
CODr  Masa de DQO soluble medida durante los ensayos

(gramos)

COD,  Biomasa calculada (como mg DQO/L)

COD, DQO total medido como mg DQO/L (agua no
filtrada)

COD DQO soluble medida como DQO/L (agua
filtrada)

C Contenido inicial de carbono en el SSON

(medido como gramos de DQO)

C(t) Cantidad de carbono remanente en el SSON en
cada uno de los periodo de medicion (medido
como gramos de DQO).

k, Constante de hidrolisis (d-1)

t Periodos de medicidon (dias)

D rax Mixima tasa de utilizacion de nitrato
(mg N-NO3-/mgVS§Ss-d)

K, Coeficiente de afinidad de Monod (mg/L)

Y Rendimiento neto de bacterias (mg DOQ/ mg
DQO)

Lig % Porcentaje de lignina basado en el contenido

cell wall de pared celular

Cpo Porcentaje de carbono orgénico en el material
detritico

Cell Suma aproximada del contenido de lignina,

wall celulosa, y hemi-celulosa (%)

C Carbono total en el material detritico (%)

t
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