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RESUMEN

Se desarrollé una metodologia en lote (batch), para observar la actividad desnitrificante
de un lodo.

Se utilizé6 metano como fuente de carbono y energia, ya que es un subproducto de la
digestién anaerobia de la materia orgénica en los procesos de tratamiento anaerobio de
lodos y de agua residual.

Se realizaron cinco corridas en lote, en las que se probaron cuatro temperaturas (13,
20, 27 y 30°C) y 16 concentraciones de nitratos (16, 20, 30, 40, 60, 80, 90, 100,
120, 140, 150, 200, 250, 300, 400 y 500 mg N-NO,/l), para observar su influencia
en el proceso de desnitrificacion.

La metodologia que se desarrollé es sencilla y permitié observar la actividad
desnitrificante de los microorganismos presentes en el lodo.

Los resultados de las corridas mostraron que es factible utilizar metano como donador
de electrones en el proceso de desnitrificacién, aunque las tasas son bajas (0.16-0.52
mg N-NO,/I-h) comparadas con las que se obtienen con metanol.

Durante la experimentacién se observé que los microorganismos se adaptaron a la
fuente de carbono y energia, obteniendose tasas de desnitrificacién mdas altas. Para un
lodo adaptado, la tasa de desnitrificacion fue de 0.52 mg N-NO;/I-h (14.73 mg N-NO, /g
SSV-d como actividad especifica); para un lodo no adaptado, de 0.30 mg N-NO;/I'-h
(5.0 mg N-NO, /g SSV-d como actividad especifica) y para un lodo reactivado, de 0.63
mg N-NO;/I'h (6.15 mg N-NO,/g SSV-d como actividad especifica).

Se observé que la tasa de desnitrificacion aumenta conforme se incremente la
temperatura, de tal modo que la maxima tasa de desnitrificacién siempre se obtuvo a
30°C.

Con respecto a la influencia de la concentracién de nitratos, no se pudo observar un
comportamiento claro. Con el lodo adaptado,la méxima tasa de desnitrificacién se
obtuvo con una concentraciéon de 500 mg N-NO,/I; para el lodo no adaptado, con una
concentraciéon de 40 mg N-NO,/l y para el reactivado, con una concentracién de 150
mg N-NO; /L.

Este comportamiento se presenté debido a la limitacién de la fuente de carbono y
energia (metano) para reducir una mayor cantidad de nitratos. Ademds, se observé que
debido a la baja solubilidad del metano, este sustrato no estuvo totalmente disponible
para los microorganismos.
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INTRODUCCION

El nitrdégeno es un nutriente esencial para el crecimiento de
plantas y microorganismos, ya que constituye entre un 12 vy
14% de la proteina celular. Sin embargo, si este nutriente es
liberado al medio natural, como en el caso de los efluentes
de las plantas de tratamiento de agua residual, puede causar
varios problemas al hombre y al medio ambiente, por lo que en
ciertos casos es necesaria su eliminacidén en el proceso de

tratamiento.

La experiencia muestra que la via mas efectiva y econdmica
para la remocidén de nitrdégeno de aguas residuales domésticas
es la bioldgica. Por este medio el nitrdgeno contaminante se
transforma hasta nitrégeno molecular, compuesto inocuo al
medio ambiente. Dentro de 1la via bioldgica existen dos
procesos, que combinados llevan a la remocidn de nitrdgeno:

la nitrificacidén y la desnitrificacidn.

La nitrificacidén es la oxidacidén de nitrégeno en forma de
amonio (N-NH,*) hasta nitratos (NO;) y nitritos (NO,”). Por
otra parte, la desnitrificacidén es la reduccidén de los
nitratos y nitritos hasta nitrégeno molecular (N,), para lo
cual es necesaria una fuente donadora de electrones. Por lo
general se utiliza metanol (CH;OH), ya que se obtienen altas
tasas de desnitrificacidén, pero su costo es elevado, lo cual

puede limitar su empleo a nivel industrial.

Una alternativa es utilizar el metano (CH,), que representa
aproximadamente el 70% del biogds producido durante los
procesos de tratamiento anaerobio del agua residual. Este gas
con frecuencia es quemado o liberado a la atmésfera, por lo

que su recuperacién y empleo en un  proceso de

VI



desnitrificaciébn resulta atractivo por que abatiria 1los
costos de utilizacidén de metanol al servir como fuente de
carbono y energia a las bacterias desnitrificantes.

En este sentido, se han realizado varios estudios de
desnitrificacidén a nivel continuo y lote (batch), con metanol
como fuente donadora de electrones, pero los estudios con
metano son muy escasos. Por lo antes expuesto, es evidente el
interés econdémico y de investigacidn para estudiar el metano
como fuente donadora de electrones.

VII



1l EL CICLO DEL NITROGENO Y
SUS EFECTOS EN EL AMBIENTE

1.1. TRANSFORMACION BIOLOGICA DEL NITROGENO

El nitrbégeno es un nutriente esencial para el crecimiento de
los organismos, ya que se utiliza para la sintesis de las
proteinas, los 4&cidos nucléicos y otros compuestos
nitrogenados como tetrapirroles y vitamina B (Barnes y Bliss,
1983) . Este elemento se puede encontrar en el medio ambiente
como nitrdégeno orgadnico y amoniacal (estado de oxidacidn -3),
nitrégeno molecular (cero), nitrito (+3) y nitrato (+5). El
estado de oxidacién del nitrdgeno puede variar, como
resultado de la actividad metabdlica de algunos
microorganismos y de las transformaciones que pueden ser
llevadas a cabo por medios artificiales, o por descargas
eléctricas a la atmoésfera

(Barnes y Bliss, 1983).

Las principales transformaciones biolégicas dentro del ciclo

del nitrdgeno se muestran en la Fig. 1.1, en donde se indican
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Fig. 1.1 Ciclo del nitrogeno (Barnes y Bliss, 1983)




los procesos mas importantes durante el flujo del nitrdgeno
en la Dbidésfera como son la fijacién, desaminacién
(amonificacién), asimilacidn, nitrificacién Y

desnitrificacidén (Barnes y Bliss, 1983).

1:1.1 Fijacibn.

El gas nitrégeno (N,) es fijado directamente de la atmbsfera
por 2 grupos de microorganismos de vida libre, 1) bacterias
no simbidéticas como Azotobacter y Clostridium, vy 2) algas

verde-azules como Anabaena y Nostoc (Mitchell, 1974).

Otra forma de fijacién del nitrégeno es por medio de la
asociacién de bacterias del género Rhizobium con plantas
leguminosas como el chicharo, frijol, trébol y alfalfa. Esta
asociacidén se presenta cuando estas bacterias invaden las
raices de esas plantas, formando nédulos radiculares,
variedad de tumor inofensivo. En ellos hacen el nitrégeno
aprovechable para la planta y, a su vez, las bacterias
utilizan los nutrientes procedentes de los tejidos de las
plantas para su crecimiento y reproduccidén. Es por lo tanto
un proceso en el que tanto las plantas como las bacterias se

benefician de la asociacidén (Barnes y Bliss, 1983).

El primer producto importante de la fijacidn, por medio de
estos microorganismos, es el amoniaco (NH;) que puede
utilizarse por otras formas de vida ya sea directamente o
después de su conversidn en otros compuestos solubles, tales
como los nitritos, nitratos o aminoacidos.

Una vez que el nitrdégeno es fijado, las plantas lo utilizan
para convertirlo en proteinas vegetales. A a su vez, las
plantas son comidas por los animales y se forman proteinas

animales. En ambos casos, las proteinas son susceptibles de



ser aprovechadas por organismos superiores en la cadena

alimenticia.

1.1.2 Desaminacidn.

Se conoce también como mineralizacién o amonificacién vy
consiste en la degradacidn de los compuestos orgdnicos hasta
compuestos inorganicos (amoniaco) .

Esta reaccidén bioquimica se da en la materia fecal animal, en
los tejidos muertos de plantas y animales, durante la
respiracién enddégena para la subsistencia de células
bacterianas y por la muerte y lisis celular. La urea también
es una fuente importante para la formacidén de amoniaco
(Barnes y Bliss, 1983).

Los compuestos mineralizados con mayor frecuencia son las
proteinas, las cuales sufren una ruptura que da como
resultado la liberacidén de aminoadcidos; éstos sufren una
desaminacién y producen NH,. En la degradacién de estas
proteinas el carbono organico puede servir como energia y

para la sintesis de substratos (Barnes y Bliss, 1983).

1.1.3 Asimilacién.

Es la incorporacién del amonio o nitrato al tejido celular,
mediante la sintesis de aminoacidos que posteriormente son
polimerizados en proteinas. Los iones amonio pueden ser

asimilados por numerosas plantas y muchos microorganismos.

Los nitratos son asimilados después de su reduccidén a NH,' por
pocas especies bacterianas y por casi todas las especies de

algas verde azules (Atlas y Bartha, 1993).

4



1.1.4 Nitrificacién.

Este proceso se realiza en dos etapas, en la primera se oxida
el amonio a nitrito (NO,") y en la segunda se oxida el nitrito
hasta nitrato (NO, ). La liberacién de energia en esta
oxidacidén se emplea para la sintesis de material celular a
partir de didéxido de carbono (CO,) .

1.1.5 Desnitrificacién.

En ausencia de un adecuado suministro de oxigeno molecular
(0,) disuelto para usar en la respiracidén, muchas bacterias
heterétrofas son capaces de reducir el nitrato hasta
nitrégeno molecular (N,), el cual es liberado a la atmbsfera.
En el capitulo siguiente se hablard con mds detalle de estos

dos Gltimos procesos (Barnes y Bliss, 1983).

1.2. CONTAMINACION DEL AGUA POR COMPUESTOS NITROGENADOS

1.2.1 Fuentes de contaminacién de nitrdgeno

Los residuos de nitrdégeno mas importantes son los que generan
los sectores de la industria quimica que fabrican y utilizan
compuestos de nitrdégeno, asi como los residuos humanos, los
de animales y los de la industria procesadora de alimentos
(Winkler, 1986).

Las fuentes de productos nitrogenados se dividen en naturales

y artificiales.



Fuentes naturales

Una enorme cantidad de nitrégeno del aire se convierte en
compuestos asimilables de nitrégeno por medio de la llamada
"fijacidén de nitrdgeno", que realizan las bacterias fijadoras
de nitrégeno. Ademds, durante las tormentas, grandes
cantidades de nitrdgeno son oxidadas a pentdéxido de nitrdgeno
(N,O.), y éste al unirse con el agua produce &acido nitrico
(HNO;), el cual es transportado por 1la lluvia hasta los

cuerpos receptores (Winkler, 1986).

Fuentes artificiales

a) Fertilizantes.

Generalmente se utilizan fertilizantes para aumentar la
produccién de los cultivos. Sin embargo, debido a que los
fertilizantes artificiales se componen de amonio, nitratos
y urea, ademds de distintos elementos quimicos como calcio,
potasio, y sodio, se provoca un arrastre de nitrdégeno por
las aguas pluviales, lo que causa un problema de

contaminacidn.

b) Desechos municipales.

Las descargas de los desechos municipales también representan
una fuente importante de compuestos de nitrégeno que al
depositarse en las aguas superficiales, aceleran el proceso
natural de enriquecimiento (eutroficacidén). La cantidad anual
de nitrégeno en desechos humanos se estima en 5 kg por
persona (OPS y OMS, 1980; citados por Rubio, 1988).



c) Excretas animales.

Las excretas de animales contienen grandes cantidades de
sustancias nitrogenadas susceptibles de convertirse en
nitratos. Por ejemplo, un novillo de 450 kg excreta alrededor
de 43 kg de nitrdgeno por afio.

La ganaderia en pastizales o con retorno de las excretas a
las tierras de cultivo, puede crear problemas ya que sdélo el
10% se incorpora a la tierra y el nitrdégeno restante es

arrastrado por la lluvia.

d) Descargas industriales.

Las fuentes mas importantes de contaminacién con residuos
nitrogenados son los sectores de la industria, debido a que
el amoniaco y el acido nitrico son productos quimicos clave.
Las descargas con mayor contenido de nitrdégeno provienen
principalmente de las industrias de alimentos, productoras de
fertilizantes, procesadoras de carne y leche, refinerias de
petrbéleo, algunas plantas de fibras sintéticas e industrias
que limpian con compuestos que contienen amoniaco (WPCF,
1983).

1.2.2 El nitrdégeno como contaminante

1.2.2.1 Nitrdégeno como ion amonio (NH,').

El nitrégeno, como ion amonio o como amoniaco libre (NH,), es
el contaminante que se encuentra con mayor frecuencia, ya que
ademads de ser un producto natural de descomposicidén, es un
producto industrial muy importante. Su olor es muy
desagradable, y a concentraciones por arriba de 0.5 mg/l

causa irritacidén de los conductos respiratorios del hombre.



Otro problema que produce el amonio es que ejerce una alta
demanda de oxigeno en las corrientes de agua, pues se
necesitan 4.57 mg de oxigeno para oxidar cada gramo de N-NH,'
(Barnes y Bliss, 1983).

1.2.2.2 Nitrégeno como amoniaco (NH,).

En solucidén acuosa, el amoniaco es tdéxico para la fauna
acuatica. Los peces expuestos a niveles de amoniaco de 1 g/m’
se pueden asfixiar como resultado de una significativa
reduccién de la capacidad de combinacidén del oxigeno en la
sangre. Se ha observado que son letales concentraciones de 3
g/m’
periodo de 2 a 20 horas, y de 2.5 g/m3 para peces dorados,
durante un periodo de 24 a 96 horas (WPCF, 1983).

para percas, gobidos y truchas arcoiris durante un

Por otra parte, el amoniaco reduce la efectividad de 1la
cloracidén, la cual se usa ampliamente como una etapa final
del tratamiento de agua residual para eliminar trazas de

materia organica, incluyendo microorganismos (WPCF, 1983).

La actividad desinfectante de la cloracidén resulta del acido
hipocloroso no ionizado (HClO), formado por la reaccidén del
cloro con el agua. El A&acido hipocloroso reacciona con el
amoniaco para formar cloraminas, que son mucho menos

efectivas como desinfectantes (Winkler, 1986).

1.2.2.3 Nitrdgeno en forma de nitrato (NO;7).

La eutroficacién es un proceso natural de los lagos por

enriquecimiento de nutrientes. Sin embargo, este proceso

natural se ha visto acelerado en aquellos cuerpos de agua en



donde hay aporte continuo, y en altas concentraciones, de
nutrientes como el nitrégeno (NOj y NO;) y el fésforo (PO,) .

Para llegar al estado de lagos eutrdficos es necesario pasar
por varias etapas, una llamada oligotréfica; la cual se
caracteriza por tener una productividad baja debido a que la
carga de nutrientes es pequefia. Posteriormente, pasan por un
estado mesotréfico, que presenta la carga mads grande de
nutrientes, y al final un estado eutrdéfico, en donde hay una
productividad abundante debido a la alta concentracidén de

nutrientes (Fig. 1.2).

'U\

Oligotrdfico

‘Mesotréfico.

Eutréﬁico .

" Ciénega
Pantano

(¢]

Fig. 1.2 Etapas del proceso de eutroficacidn



En el estado eutrdfico, debido al gran aporte de nutrientes,
aparece un crecimiento excesivo de algas conocido como
florecimiento algal. Esto trae como consecuencia que durante
la noche, las algas utilicen el oxigeno para obtener energia
a partir de la ruptura oxidativa de compuestos sintetizados

previamente (Margalef, 1989).

Estas fluctuaciones de oxigeno disuelto son perjudiciales
para las diversas formas de vida en el lago, en especial para
los peces. Con el tiempo mueren y se depositan en el fondo
del lago, en donde se descomponen, restandole profundidad a
los cuerpos acuiferos y dando lugar a una ciénega o pantano
(Mitchell, 1974; WPCF, 1983).

1.2.2.4 Nitrégeno en forma de nitrito (NO,).

En adultos sanos, los nitratos y nitritos son absorbidos
rapidamente por el sistema gastrointestinal y excretados por
el rifion. Sin embargo, en el sistema digestivo de todos los
infantes el pH es alcalino debido a que no han desarrollado
dcido clorhidrico en sus jugos gastricos. Estas condiciones
alcalinas permiten que se desarrollen bacterias
nitrorreductoras que reducen los nitratos a nitritos antes de
que los primeros puedan ser absorbidos. Los nitritos formados
provocan una enfermedad llamada metahemoglobinemia, pues son
reoxidados a nitrato utilizando el hierro de la hemoglobina
como agente oxidante. De este modo la hemoglobina se
transforma en metahemoglobina, la cual adquiere una color
café y es incapaz de transportar oxigeno, lo que provoca la
asfixia en lactantes (Horan, 1991).

La metahemoglobinemia también se conoce como cianosis

infantil o sindrome del bebé azul.
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En los adultos esta metahemoglobina se convierte en
oxihemoglobina por la accidn de los sistemas reductores como
la NADH metahemoglobina reductasa( Mitchell, 1974; Winkler,
1986) .

Por otra parte, al utilizar agua con nitritos para preparar
alimentos, se corre el riesgo de que formen sustancias
carcinogénicas denominadas nitrosaminas, a través de la
combinacidén con los compuestos de nitrdégeno organico gque se
forman a su vez por la descomposicién de las proteinas

presentes en los alimentos (Winkler, 1986).
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2 PROCESOS PARA ELIMINAR NITROGENO
DEL AGUA RESIDUAL

2.1. TRATAMIENTOS BIOLOGICOS

En la actualidad, se considera que el sistema bioldgico
combinado de nitrificacién-desnitrificacidén es el proceso més
adecuado para la remocidén de nitrégeno, debido a que presenta
varias ventajas: 1) tiene elevadas eficiencias de remocién 2)
es un proceso altamente estable 3) se controla con relativa
facilidad 4) con bajos requerimientos de area y 5) costos
moderados (Metcalf y Eddy, 1985).

La remocién de nitrégeno a través de un proceso de
nitrificacién-desnitrificacién se realiza en dos etapas. En
la primer etapa el amonio es oxidado hasta nitratos
(nitrificacién) y en la segunda los nitratos son reducidos

hasta nitrdégeno molecular (desnitrificacidn).
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2.1.1 Nitrificacién

.-

2:T.1.1 Definicion

La nitrificacién es la oxidacién bioldégica del nitrégeno
amoniacal en nitratos. La reaccidén se lleva a cabo en dos

pasos de acuerdo con las siguientes ecuaciones.

Nitrosomonas

NH,* + 1.50, > NO,” + H,0 + 2H' + Energia (1)
Nitrobacter

NO,” + 0.50, > NO,” + Energia (2)

La energia liberada en estas reacciones es usada por 1los
organismos autdétrofos nitrificantes en la sintesis de sus
compuestos organicos a partir de fuentes de carbono
inorganico tales como didéxido de carbono, bicarbonato vy

carbonato.

2.1.1.2 Bacterias que intervienen en el proceso

Las Dbacterias nitrificantes pertenecen a los géneros
Nitrosomonas y Nitrobacter, que se caracterizan por ser
aerobias obligadas, gram negativas y no formar esporas. Son
autdétrofas, aunque existen microorganismos heterétrofos de
los géneros Pseudomonas, Bacillus, Nocardia y Streptomyces
que son capaces de efectuar la nitrificacidn.

El primer paso de la nitrificacidén es la oxidacidén del amonio
hasta nitritos (Ec.l), realizado por bacterias del género

Nitrosomonas y la especie aislada con mas frecuencia de los
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sistemas de tratamiento de aguas residuales es Nitrosomonas
europaea (Barnes y Bliss, 1983; Winkler, 1986).

La oxidacién de nitrito a nitrato (Ec. 2) es efectuada por
bacterias del género Nitrobacter y la especie identificada en
los sistemas de tratamiento de aguas residuales es

Nitrobacter agilis (Barnes y Bliss, 1983).

2.1.1.3 Factores que influyen en la nitrificacién

pH y Temperatura

La mayoria de los estudios muestran un intervalo de pH éptimo
para la nitrificacién de 7.5 a 8.0, y lo identifican como un
factor muy importante debido a que la nitrificacidén consume
carbonato de calcio (CaCO,) (WPCF, 1983).

En cuanto a la temperatura, se ha observado que el proceso se

realiza en un intervalo de 5 a 40°C con un éptimo de 30°C.

Oxigeno disuelto

Para que se realice el proceso de nitrificacidén es necesario
la presencia de oxigeno. Barnes y Bliss (1983) reportan que
se necesita una concentracién mayor a 4.0 mg/l de oxigeno
disuelto para realizar una nitrificacidén con alta eficiencia,
mientras que Stenstrom y Poduska, (1979) mencionan que se
obtiene una alta nitrificacién con una concentracidén de
oxigeno disuelto en un intervalo de 0.5 a 1.0 mg/l, y que la
concentracidén mas baja a la que se realiza el proceso, es de
0.3 mg/l.
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Alcalinidad

Durante la oxidacién del amonio existe un consumo de
carbonato de calcio (Ec. 3), se ha calculado que se requiere
de 7.14 mg de alcalinidad como carbonato de calcio por cada

mg de nitrdégeno amoniacal oxidado (Barnes y Bliss, 1983).

NH,* + 1.830, + 1.98HCO,” —8M8 >
0.98NO,” + 0.021C.H,NO, + 1.88H,CO, + 1.64H,0 (3)
Inhibicidén

La nitrificacidén puede inhibirse por una gran variedad de
compuestos quimicos organicos e inorgdnicos. Sin embargo,
algunos compuestos son mas téxicos para Nitrobacter vy
Nitrosomonas, entre los que se encuentran el clorato de
potasio, cianato de sodio, sulfato de hidrazina y azida de
sodio (Barnes y Bliss, 1983). Por otra parte, se encontrd que
compuestos como glucosa, glicerol y acetato no son téxicos
para Nitrosomonas aunque la peptona a concentraciones de 1 y
10 mg/l reducen la tasa de crecimiento a 25 y 60%

respectivamente (WPCF, 1983).

2.1.2 Desnitrificacidn
2.1.2.1 Definicidn
La desnitrificacidén es un proceso andxico en el que se reduce

el nitrégeno oxidado (NO,” y NO,") hasta nitrdgenc molecular,
de acuerdo con la Ec. 4 (Knowles, 1982; Jiménez, 1986).
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NO,” + 0.83 CH,0H ——>0.5 N, + C0.83 O, + 1.16 H,0 + OH (4)

Existen tres formas de reduccidén de nitrdgeno.

a) Reduccidén asimilativa. Es la formacién de compuestos
amoniacales a partir de nitratos y  nitritos vy su

transformacién posterior en material celular.

b) Reduccidén por desasimilacidén incidente. Esta reaccidn
bioguimica sucede bajo condiciones muy especificas y es la
reduccién de los nitratos a nitritos.

c) Reduccidén por desasimilacidén. De los tres mecanismos, éste
se considera como desnitrificacién verdadera, y es la
reaccién bioquimica mediante la cual los microorganismos
transforman el nitrégeno oxidado (N-NO,) en nitrdgeno

molecular (Jiménez, 1986; Akunna et al., 1992).

2.1.2.2 Bacterias que intervienen en el proceso

Las bacterias desnitrificantes son heterétrofas en su mayoria
con algunas especies autdtrofas y realizan la reduccidén de
nitratos por desasimilacién. Una gran variedad de bacterias
anaerobias facultativas, entre las que se incluyen
Alcaligenes, Escherichia, Aeromonas, Enterobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia, Spirillum, Staphylococcus y Vibrio
reducen los nitratos bajo condiciones anaerobias a nitritos.
Ademds, bajo condiciones apropiadas, algunos de estos géneros
reducen nitritos via hidroxilamina a amonio (nitrato

amonificacién). Estos organismos no producen compuestos
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nitrogenados gaseosos, es decir, no desnitrifican (Mitchell,
1974) .

Las bacterias nitrato reductoras desnitrificantes tales como
Paracoccus denitrificans, Thiobacillus denitrificans, vy
varias Pseudomonas tienen una ruta de reducciédn mas
completa, en la que convierten nitrato a nitrégeno molecular
a través de nitrito, 6xido nitrico (NO) y éxido nitroso (N,0).
En el suelo los principales géneros desnitrificantes son
Pseudomonas y Alcaligenes; otros géneros adicionales, tales
como Azospirillum, Rhizobium, Rhodopseudomonas y
Propionibacterium también son considerados como
desnitrificantes (Knowles, 1982; Atlas y Bartha, 1993).

2.1.2.3 Factores que influyen en la desnitrificacién

La desnitrificacién es afectada por diversos factores
quimicos y ambientales como el pH, la temperatura, la
concentracién de oxigeno, la fuente de <carbono y 1la
concentracién de nitratos (Knowles, 1982; Timmermans y Van
Haute, 1983; Jiménez, 1986).

pPH.

El intervalo de pH adecuado para la desnitrificacién es de
6.5 a 7.5, con un 6ptimo cercano a la neutralidad (Dawson y
Murphy, 1973; Ressel et al., 1978). Por si misma, la
desnitrificacién es una reaccidédn que provoca el aumento de
alcalinidad, como se observa en la Ec.4 basada en la
reduccién total de NO,- con metanol como fuente de energia
(Jiménez, 1986) .

17



Temperatura.

La mayor tasa de desnitrificacidén se obtiene en el intervalo
de 35 y 50°C y la velocidad de reaccidén se incrementa por un
factor de 1.5 a 2 por cada 10°C, entre 5 y 15°C de acuerdo con
Dawson y Murphy (1973).

Concentracidén de oxigeno.

A la fecha, no existe un criterio unificado respecto a la
adecuada concentracién de oxigeno para el proceso de
desnitrificacién. Algunos autores reportan que la
concentracidén de oxigeno debe ser inferior a 0.5 mg/l para
que se lleve a cabo la desnitrificacién en cultivos en
suspensién (Henze y Harremoes, 1977 citados por Werner y
Kayser, 1990).

Jiménez (1986) reporta que es necesario una concentracién de
oxigeno disuelto en un sistema de biomasa fija inferior a 1
mg/l para obtener rendimientos de desnitrificacidén superiores
al 90%.

Por el contrario, Hamer y Mechsner (1984) citados por Werner
y Kayser (1990) muestran que no hay inhibicién de 1la
desnitrificacién en presencia de concentraciones elevadas de

oxigeno disuelto (superior a 6.4 mg/l).

Fuente de carbono.

En el proceso de desnitrificacidén, los nitratos y nitritos
actdan como aceptores de electrones, por lo que son
necesarios los donadores de electrones.

De acuerdo al origen de la fuente de carbono el proceso de
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desnitrificacidén se puede clasificar en proceso con fuente

externa de carbono y proceso con fuente interna de carbono.

Proceso con fuente externa de carbono. En este proceso la
fuente de <carbono es afiadida al agua que se va a
desnitrificar. Muchos compuestos organicos como
carbohidratos, alcoholes y sales de adcidos organicos, pueden
servir como fuente de carbono para las bacterias
desnitrificantes. Sin embargo, el compuesto empleado con
mayor frecuencia es el metanol, debido a que se obtienen
altas tasas de reduccidén de nitratos (Grabinska-Loniewska et
al., 1985; Jiménez, 1986; Keisuke y Polprasert, 1989 vy
Knowles, 1982).

Proceso con fuente interna de carbono. Este tipo de fuente de
carbono puede provenir de los compuestos liberados durante la
respiracién enddgena. En este caso, la desnitrificaciédn
depende de la rapidez con la cual se utilice el material
celular, por esta razdn en la practica es un proceso muy
lento.

Otra posibilidad es que la fuente de energia sea precisamente

el agua a tratar (Rubio, 1988).

Concentracidén de nitratos

La velocidad de desnitrificacién puede describirse mediante
la ecuacidén de Monod, en la cual la constante de velocidad
media (Michaelis-Menten) es de 0.08 mg N-NO, /1. Asi,
tedricamente para concentraciones superiores a 0.5 mg/l la
reaccidn es de orden cero en relacidn con la concentracién de
N-NO,". Es decir, que la velocidad de 1la reaccidén es

independiente de la concentracidén del reactivo (Fig. 2.1).
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Se ha observado que a concentraciones superiores a los 1700
mg N-NO,”/1 se observa inhibicién de la desnitrificacién

(Francis y Hancher, 1981 citados por Winkler, 1986).
Inhibicién de la desnitrificacidn.

Se reporta que hay inhibicién con concentraciones de niquel
de 0.5 g/m’ y que el metanol es inhibitorio hasta llegar a

concentraciones de 15 kg/m’ (Francis y Hencher, 1981 citados
por Winkler, 1986).

Velocidad inicial mg/l-d (Vo)
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Concentracién del sustrato mg/l (S)

Fig. 2.1 Velocidad de una reaccidén en funcidn
de 1la concentracién del sustrato
(Lehninger, 1988)

2.2. TRATAMIENTOS FISICOQUIMICOS

Actualmente los procesos bioldégicos para el tratamiento de

20



aguas residuales son ampliamente utilizados. Sin embargo, los
procesos fisicoquimicos pueden ser técnica y econdmicamente
factibles en algunas situaciones. Entre los principales
procesos fisicoquimicos para la remocidén de nitrdgeno se
encuentran, la desorcidn de amoniaco con aire (stripping), el
intercambio idénico, la 6smosis inversa y la cloracién hasta
el punto de quiebre (Rubio, 1988).

2.2.1 Desorcidén de amoniaco con aire (stripping)

Es un proceso de transferencia de masa, que consiste en
alcalinizar el agua residual para aumentar el pH y asi

convertir el ion amonio a amoniaco.

El efluente con amoniaco se pasa a través de una torre
desorbedora, empacada o de platos, en la que el amoniaco es
transferido a una corriente de aire que fluye a
contracorriente del agua. El amoniaco puede recuperarse en
otra columna desorbedora por medio de una disolucidén &cida
(Winkler, 1986).

Este proceso presenta algunos problemas, como la formacidén de
incrustaciones de carbonato de calcio dentro de la torre y
conductos de alimentacién, asi como bajo rendimiento al

operar a bajas temperaturas (Metcalf y Eddy, 1985).

2.2.2 Intercambio iénico

Para realizar intercambio idénico se requiere un material de
intercambio que sea altamente selectivo. Se ha observado que
la clinoptilolita, =zeolita natural, es suficientemente

selectiva para la remocidén de iones amonio. Una vez que la
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zeolita se agota, es regenerada con una disolucidn de cloruro
de sodio (NaCl).

Los costos principales de este método se deben a que 1la
regeneracién del material de intercambio y la solucién
regenerativa necesitan un tratamiento adicional para remover

los iones amonio recuperados (Winkler, 1986; Rubio, 1988).

2.2.3 Osmosis inversa

Es un proceso en el que el agua se separa de las sales
disueltas mediante su filtracidén a través de una membrana
semipermeable, a una presién mayor que la osmbdtica causada
por las sales disueltas en el agua residual.

Los componentes basicos de una unidad de &6smosis inversa son
la membrana, una estructura de soporte para la misma, un
tanque y una bomba de alta presidén. El acetato de celulosa y
el nylon han sido utilizados como materiales para la
membrana.

Las limitaciones fundamentales de la &ésmosis inversa son su
costo elevado y una carencia de experiencia en el tratamiento

de aguas residuales domésticas (Metcalf y Eddy, 1985).

2.2.4 Cloracidén hasta el punto de quiebre

Este método consiste en la adicidén de cloro al agua residual
para oxidar el amonio a cloraminas y posteriormente a
nitrégeno molecular. El punto de ruptura se encuentra al
lograr la neutralizacidén de amonio y se tiene un incremento
en la concentracién de cloro libre (Reynolds, 1982). Sin
embargo, al afiadir cloro a un agua residual, las sustancias
facilmente oxidables tales como hierro (Fe''), manganeso

(Mn**) , sulfuro de hidrdégeno (H,S) y la materia organica
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reaccionan con el cloro, lo que provoca que la mayor parte se
reduzca a ion cloro. Posteriormente, el cloro reacciona con
el amoniaco para formar cloraminas. Algunas cloraminas se
convierten en tricloruro de nitrdégeno, mientras que las

restantes se oxidan a 6xido nitroso y nitrdégeno molecular.
Con este sistema, ademas de eliminar el nitrdgeno se

desinfecta el agua, sin embargo, se incrementan los sélidos

disueltos y el cloro tiene un alto costo (Winkler, 1986).
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3 SISTEMAS PARA LA REMOCION
BIOLOGICA DE NITROGENO

Se han disefiado muchas configuraciones de sistemas para la
remocidén bioldgica de nitrégeno; en todas estas se incluyen
alternativas con zonas de tratamiento anaerobias, andxicas y
aerobias.

Dentro de 1las configuraciones que se proponen para la
remocidén de nitrdégeno, destacan el sistema Bardenpho, Ananox,
Anaerobio-Andéxico-Aerobio (A?/0) y AAA.

3.1. SISTEMA BARDENPHO

El sistema tipico de estas configuraciones es el de 4 etapas

llamado Bardenpho (ver Fig. 3.1). Este tipo de sistemas
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utiliza el carbono del agua residual asi como el enddgeno

para llevar a cabo la desnitrificacién.

SISTEMA BARDENPHO

Reclrculacién del llcor mezclado

Recirculacién de lodo |

A) Resctor snéxico (desnitrificador) 1) INFLUENTE
B) Reactor merobio (oxidacién-nitrificacién) 2) EFLUENTE

C) Reactor anéxico
D} Segundo reaclor asrobio

8) 8edimentador

Fig. 3.1 Sistema BARDENPHO para la remocidn de
nitrégeno

El agua residual a tratar entra en una zona andxica, en la
cual se realiza la desnitrificacidén. En esta etapa, la tasa
de desnitrificacién es muy rapida debido a que se utiliza
como fuente de carbono y energia el carbono presente en el
agua residual. En la siguiente zona (aerobia) el amonio es
nitrificado y el licor mezclado se recircula a la primer zona
and6xica. Posteriormente, el agua pasa a una segunda zona
anbéxica, en la que se realiza una desnitrificacién adicional.
En este caso es una reaccidén lenta debido a que se utiliza
una fuente de carbono enddégena (Metcalf y Eddy, 1985; Horan,
1991) .
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Previo al sedimentador, se encuentra una segunda zona aerobia
que permite la liberacién del gas nitrdgeno formado durante
la desnitrificacidén y una mejor estabilizacidén del lodo. En
esta zona se nitrifica el amonio liberado de los lodos de la

segunda zona andxica (Horan, 1991; Sedlak, 1991).

3.2. SISTEMA ANANOX

Este sistema consta de un reactor anaerobio con 3 camaras de
flujo ascendente, en el que se realiza la fase anaerobia y
anbéxica (Ver Fig. 3.2). La tercer camara esta empacada con
material de poliuretano para aumentar la retencidn de sélidos

biolégicos bajo condiciones de altas tasas de flujo.

SISTEMA ANANOX

”"‘“I [ ] ‘\\ {3/__!-""“.
pare (W) \\;

lode

o o ‘)0
o 0
@ @ O 00 %00

\ \ recirculncion de lode
Influente '

—_—

racireuincién de lode

Al N) Reactor aerobio

A2 2::";";:":‘::;:"“’ S) Sedimentador
A3

Fig. 3.2 Sistema ANANOX para la remocidn de
nitrégeno
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Posteriormente se tiene un tanque de oxidacidén, en el que se
realiza la nitrificacidén y un clarificador.

El efluente clarificado es parcialmente recirculado a la zona
andéxica para su desnitrificacidén, mientras el lodo almacenado
es recirculado al tanque aerobio (Garuti et al., 1991).

El proceso se ha wutilizado en el tratamiento de aguas
residuales municipales y ha demostrado una eficiecia del 89.6
% de remocidén de DQO, 89.2 % de SST, 92 % de remocidédn de
nitrégeno en forma amoniacal, 63% de nitrédgeno en forma de
nitrato y una produccidén de lodos de solo 0.2 Kg SST/Kg DQO
removida. Este UGltimo valor es aproximadamente 50% menor si
se compara con el proceso tradicional de nitrificacién-

desnitrificacidén (Garuti et al., 1991).

3.3. SISTEMA ANAEROBIO-ANOXICO-AEROBIO A?/0O

El sistema (A?/0O) estd constituido por tres zonas, una
anaerobia, después una andxica y al final una aerobia (Fig.
3ud )

En la primer zona, se lleva a cabo la remocidén de la mayor
parte de la materia orgénica, y el influente es mezclado, por
medio de una recirculacidén, con el lodo activado que se

obtiene al final del proceso.

En el segundo reactor (andéxico), se recircula el licor
mezclado de la zona aerobia, de modo que las bacterias
desnitrificantes realizen la reduccidn de los nitratos
hasta nitrdégeno molecular.

En este caso utilizan la DBO remanente del influente como
fuente de carbono.

En la tercer zona, que es la aerobia, se oxida el nitrdégeno
a nitrato (nitrificacién), y hay remocidén de fdésforo via los

lodos de purga.
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SISTEMA A'/0

QO
INFLUENTE l} EFLUENTE
I Qe (o}
Cg : °°°°
ANAEROBIO ANOXICO AEROBIO
RECIRCULACION DE LODO
O—F . puraa
Fig. 3.3 Sistema A?/0 para la remocidn de

nitrdégeno

La caracteristica mds notable del sistema A?’/O es la alta tasa
de operacidén. Este sistema comparado con el sistema Bardenpho
modificado, tiene un tiempo de retencién de sdélidos
relativamente corto y una alta tasa de carga organica, de
tal manera que se obtiene un incremento en la produccidn de
lodo y por lo tanto una tasa de remocién de fésforo
relativamente alta. Con este sistema se puede remover del 40
al 70 % de nitrdégeno (Horan, 1991; Sedlak, 1991).

3.4. SISTEMA ANAEROBIO-ANOXICO-AEROBIO (AAA)

Es un sistema bioldégico de reciente desarrollo en México, que
consta de un reactor anaerobio de lecho de lodos con flujo
ascendente (UASB), un reactor andxico tipo UASB y un reactor
nitrificador con biomasa fija (filtro sumergido), como se

observa en la Fig. 3.4 (Morgan-Sagastume et al., 1994).
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SISTEMA
ANAEROBIO-ANOXICO-AEROBIO

RECIRCULACION

INFLUENTE EFLUENTE
AlRE FINAL

A) REACTOR ANAEROBIO (UASB)
B) REACTOR DESNITRIFICADOR (UASB)

C) REACTOR AEROBIO (NITRIFICADOR) EMPACADO

Fig. 3.4 Sistema Anaerobio-Andéxico-Aerobio
para la remocidén de nitrdégeno

En el reactor anaerobio se degrada la materia organica hasta
compuestos tales como CO,, CH,, H,S y NH,. En los reactores
aerobio y andéxico se remueve el nitrdégeno mediante los

procesos de nitrificacidén y desnitrificacidén respectivamente.

En este tren los reactores estan fisicamente separados y son
de tipo biomasa fija, a diferencia de 1los procesos
anteriores, lo que hace que el arranque, la operacidén y el
mantenimiento sean sencillos.

Conforme al disefio de un reactor UASB tanto el reactor
anaerobio como el reactor desnitrificador tienen en la parte
superior un sistema de separacidn sélido-liquido-gas, lo cual
evita el arrastre de sélidos suspendidos por el efluente y

favorece la evacuacidén de biogas formado.
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El reactor nitrificador estd empacado, y en la parte inferior
se localiza el sistema distribuidor de aire para la
oxigenacidén del medio. El proceso remueve el 80 % de carbono
organico total (COT), el 62 % de nitrdégeno y 90 % de SST.

La diferencia del sistema de tratamiento anaerobio-andéxico-
aerobio con otros procesos radica en que la mayoria poseen el
sistema de remocidn de nitrdgeno en lodos activados con zona
andxica, esto genera el uso de sedimentadores y de
recirculacidén de lodo, lo cual eleva el costo del sistema de

tratamiento (Morgan-Sagastume et al., 1994).
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4 ANTECEDENTES

Entre los trabajos dirigidos al estudio de la influencia de
la temperatura en el proceso de desnitrificacidén, esta el
que llevaron a cabo Dawson y Murphy (1971) en pruebas en
lote con citrato de sodio como fuente de carbono y energia.
Estos autores obtuvieron una tasa maxima de desnitrificacidén

de 0.013 y 0.16 mg N-NO,/mg SSV-h a 5 y 27°C respectivamente.

En otro estudio efectuado por Lewandoswki (1982), se
probaron tres fuentes de carbono en un proceso de
desnitrificacidén en lote con 7 diferentes temperaturas (2.5,
5, 10, 15, 25, 30 y 35°C). Las fuentes de carbono utilizadas
fueron metanol, acetona y acido acético.

Lewandoswki observé que existe una relacidén lineal entre la
tasa de reaccién especifica y la temperatura, asi como
también, que la tasa de desnitrificacidén con acido acético
a 5°C era aproximadamente la misma que a 23°C sin adicidn de
fuente de carbono.

La tasa de desnitrificacién mas alta se obtuvo con A&acido

acético, seguida de la obtenida con metanol. Con acetona, la
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tasa de desnitrificacién fue pequefia, semejante a 1la

obtenida sin adicidén de fuente de carbono.

Con respecto a la influencia de la concentracidn de nitratos
en la desnitrificacién, no se han reportado trabajos. Sin
embargo, Grabinska-Loniewska et al. (1985) realizaron un
estudio en un reactor tipo UASB, a nivel laboratorio, con
cargas de nitratos de 220, 670 y 1330 mg N-NO, /1-d; como
fuente de carbono utilizaron glicerol.

De acuerdo con sus resultados, las maximas eficiencias de
remocidén de nitrégeno, del 97 y 85%, se obtuvieron con las
cargas de 220 y 1330 mg N-NO, /mg-d, respectivamente. En sus
condiciones mencionan que es necesaria una relacidén C:N
igual a 1 (con C;Hg- (OH),; como carbono y NO,” como nitrdgeno),
de modo que el requirimiento de glicerol es mas bajo que el
de metanol (2.6 mg C-CH,OH/mg N-NO,” determinado por Cheung
1980 y Davis y Pretorius 1975).

En otro trabajo realizado por Akunna et al. (1993) se
observé la influencia de un medio sintético con nitratos y
otro con nitritos en el proceso de la desnitrificacién. La
prueba se realizd en lote (batch) con cinco fuentes de
carbono: acido acético, acido lactico, glucosa, glicerol y
metanol. Ellos observaron una acumulacidén de nitrdgeno en
forma de amonio al utilizar glicerol y glucosa, asi como una
baja desnitrificacién, que se hizo mas evidente con 1la
glucosa (2.7 y 5.9 mg N-NO; /g SSVLM-h con nitratos vy
nitritos respectivamente) que con el glicerol (7.4 y 10.1 mg
N-NO,"/g SSVLM-h con nitratos y nitritos respectivamente).

Consideran que la acumulacién de amonio se debio a que la
principal ruta de reduccién de nitrato en un digestor
anaerdbico es hasta amonio, debido a la abundancia de
microorganismos anaerobios facultativos y obligados (formas

que utilizan el amonio).
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Ademds, se considera que la reduccién de nitratos a amonio
es favorecida en medios ricos en carbono (Tiedeje, 1981,
1988 citado por Akunna et al., 1993). Lo que fue confirmado
en los estudios con glucosa como fuente de carbono (Akunna
et al., 1992).

Con acido léactico la tasa de desnitrificacidén fue de 23.8 y
27.8 mg N-NO,7/g SSVLM:-h con nitrito y  onitrato
respectivamente y para acido acético fue de 27.8 y 23.8 mg
N-NO,"/g SSVLM-h con nitritos y nitrato respectivamente.

Con estas dos Gltimas fuentes de carbono no hubo acumulacidén
de amonio. Con respecto al medio que contenia metanol, sélo

mencionan que la tasa de desnitrificacién fue muy lenta.

Se ha observado que la tasa de desnitrificacidén no sbélo
depende de la temperatura si no también del tipo de
compuesto utilizado como donador de electrones (fuente de
energia) . También se ha descubierto que el tipo de fuente de
carbono influye en los productos obtenidos durante la
reduccién de nitrégeno oxidado y en la seleccidén vy
crecimiento de los microorganismos participantes (Grabinska-
Loniewska et al., 1985).

La fuente de energia utilizada con frecuencia es el metanol,
ya que se obtienen altas tasas de desnitrificacidén (Rhee y
Wolfgang, 1978). Sin embargo, como es un compuesto caro, en
el presente trabajo se propone utilizar biogas.

Entre los pocos estudios que se han reportado sobre el
empleo de metano o biogas como fuente de carbono y energia,
se encuentra el de Sollo et al. (1976) y el de Werner y
Kayser (1990).

Sollo et al. (1976) 1llevaron a cabo un estudio de 1la
desnitrificacién en una columna de vidrio empacada con

arena y metano como fuente de carbono y energia. El1 metano
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era alimentado por la parte superior de la columna y el
medio lo recircularon con flujo ascendente para promover una

mayor transferencia del metano a la fase liquida.

La tasa maxima de desnitrificacién que obtuvieron en ese
trabajo fue de 0.70 mg N-NO,/1-h, la cual es pequefia si se
compara con la que se obtiene al utilizar metanol (4.6 mg N/
1-h, de acuerdo con los mismos autores). Pensaron que este
valor se debia a una insuficiente concentracidén de metano en
solucidén y por lo tanto, realizaron otro estudio con adiciédn
continua de metano. Sin embargo, la tasa de desnitrificacién
fue similar a la anterior con 0.74 mg N-NO,/1l-h.

Con base en los resultados obtenidos, los autores de ése
trabajo concluyeron que no es factible utilizar metano como

fuente de carbono y energia.

Werner Yy Kayser (1990) hicieron un estudio de
desnitrificacién en presencia de oxigeno y metano como
fuente de carbono y energia en tres reactores a escala
laboratorio, uno de lodos activados, un filtro percolador y
un lecho fluidificado.

Bajo estas condiciones se obtuvieron wunas tasas de
desnitrificacién de 2.5, 6.25 y 22.91 mg N-NO;/1-h en el
reactor de lodos activados, filtro percolador y lecho
fluidificado respectivamente.

Mencionan que el medio liquido siempre tuvo una
concentracidén de oxigeno disuelto de 1 mg/1l.

A diferencia de lo propuesto por Sollo et al. (1976), Werner
y Kayser concluyen que el metano si se puede utilizar como
unica fuente de carbono y energia, pero con la adicidén de
oxigeno. Ellos mencionan que su concentracidén en el medio

ligquido durante toda su experimentacidén fue de 1 mg/1l.
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En el capitulo anterior se describidé el sistema AAA de
reciente desarrollo en México, en donde la calidad del
efluente obtenido permite utilizarlo para riego de &reas
verdes. Actualmente se estudia la posibilidad de utilizar el
efluente para descargas de sanitarios; sin embargo, la
concentracién de nitratos que contiene (15 mg N-NO, /1)
podria provocar el crecimiento de algas. Para abatir por
completo esas concentraciones se propone colocar un reactor
desnitrificante después del reactor nitrificante, y para no
adicionar una fuente de carbono externa, ya que aumentaria
el costo de operacidén, se pensd utilizar el biogas producido
en el reactor anaerobio. Sin embargo como se menciond
anteriormente, son pocos los estudios realizados con metano
o biogds como fuente de carbono y energia. Por lo anterior,
se considerd necesario realizar el presente estudio, para
observar la factibilidad de utilizar metano como donador de

electrones en el proceso de desnitrificacién.
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OBJETIVOS

Proponer una metodologia en lote (Batch) para evaluar la
capacidad de desnitrificacién de un lodo, con metano como

fuente de carbono y energia.

Identificar las condiciones adecuadas de temperatura vy
concentracién de nitratos para obtener altas tasas de
desnitrificacién, en lote con metano como fuente de carbono

y energia.

36



5 METODOLOGIA

5.1. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA PARA LA PRUEBA DE
DESNITRIFICACION EN LOTE (BATCH)

La siguiente metodologia se desarrolld en el laboratorio de
Bioprocesos Ambientales del Instituto de Ingenieria de la
UNAM, con el propdésito de evaluar la capacidad de
desnitrificacién de un lodo con metano como fuente de
carbono y energia. Para ello, se tomé en cuenta el
procedimiento para la prueba de actividad metanogénica

propuesto por Balch y Wolfe (1979).

El lodo que se utilizdé como indculo para las pruebas en lote
se obtuvo de un reactor desnitrificador tipo lecho de lodos,
a escala piloto, alimentado con el efluente de un reactor
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) que trata aguas
residuales domésticas en la planta de tratamiento de aguas
residuales de Ciudad Universitaria (UNAM). El1 1lodo se

encontraba adaptado a concentraciones de 10-20 mg/l de N-NO,"
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y a la materia organica (100-120 mg DQO/l) presente en el
efluente anaerobio.

Previo a la determinacién de la actividad desnitrificante,
el lodo se mantuvo durante 48 horas dentro de la precéamara
de acceso a la camara anaerobia (Mc Coy), bajo un vacio de
20 mm de Hg para permitir que las bacterias agotaran los
sustratos residuales y que el biogas fuera liberado , para
asi reducir al minimo su influencia.

La prueba se llevd a cabo en botellas seroldgicas con una
capacidad de 160 ml siguiendo 1la metodologia que a

continuacidén se describe.

Preparacidn de las botellas

1. A cada botella se le adicionaron 32 ml del medio para
bacterias desnitrificantes (Ver Apendice 1) propuesto por

Timmermans y Van Haute (1983).

2. Las botellas se cerraron con tapédn de hule y sello de
aluminio. Después se esterilizaron durante 15 minutos a
121°C y 1.055 Kg/cm® (15 1lb/pulg?) de presidn, cuidando de
mantener un pH final de 7.5.

Inoculacidn de las botellas

3. A cada botella con medio estéril se le adicionaron 8 ml

de lodo en condiciones de asepsia.

4, Se cambid la atmbésfera interna por metano durante 2
minutos, de la siguiente forma: con una jeringa conectada a
un cilindro de gas se introdujo una corriente de metano a
una presién de 0.281 Kg/cm® (4 1b/pulg?), 1la cual era

evacuada con una segunda aguja.
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5. Una vez transcurrido el tiempo fijado, se retirdé la aguja
de evacuacién del gas y se incrementd la presidn interna con
metano hasta 1.05 Kg/cm® (15 1b/pulg®), medida con un

transductor de presién Cole Parmer de 0-15 1lb/pulg®.

6. Posteriormente, se agregaron 10 ml de una solucidén con
concentracidén variable de nitratos (Ver Tabla 4.1), en forma
de nitrato de sodio (NaNO0,;), de tal manera que las botellas
tuvieran las concentraciones experimentales preestablecidas
(ver ejemplo de calculo en Anexo 1l). En este paso, el
volumen final de medio, lodo y solucién de nitratos fue de
50 ml.

Nota: De las 5 corridas que se realizaron, a las botellas de
la primera corrida se les fijé la presidén a 0.3519 kg/cm® (5

1b/pulg®) y se les adicioné 1 ml de solucidén de nitratos.

Sequimiento por fase liguida

7. Inmediatamente después de adicionar 1la solucidén de
nitratos, con una jeringa purgada con gas metano, se tomd
una muestra liquida homogénea de 1.0 ml a cada botella para
determinar la concentracién inicial de nitratos (tiempo

cero) .

8. La muestra se colocé en un tubo eppendorf con 10 ul de
dcido clorhidrico (HCl) al 50% y se centrifugé a 13,000
rpm., durante 13 minutos. El sobrenadante se refrigerd hasta
el momento de realizar la determinacién de nitratos. Este
procedimiento se repitidé en cada toma de muestra, durante el

tiempo que durd cada corrida (Ver Tabla 5.1).
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Sequimiento por fase gaseosa

Para observar el comportamiento del gas metano y nitrdgeno,
se inyectaron muestras de 0.3 ml de la fase gas de las
botellas, a un cromatdédgrafo de gases de conductividad
térmica (Fisher gas partitioner modelo 1200) de doble
columna (Porapak Q y malla molecular 5 A) con helio como gas
acarreador. Las condiciones de operacidn del cromatégrafo
fueron: columna 50°C, corriente del puente 150 mA, atenuador
4, flujo de gas acarreador 25 ml/min.

Para el gas nitrdégeno, este seguimiento se realizd solo en
las corridas 1 y 2 ya que se observd que no era la forma
adecuada de cuantificar el nitrdégeno molecular.

Con lo que respecta al gas metano, se pasaron muestras
diariamente de las corridas 1 y 2. Mientras que para la 3,
4 y 5 sblo se pasaron muestras al inicio, a la mitad y al
final de las corridas. Esto con el fin de eliminar 1la
posibilidad de tener fugas de gas por picar constantemente

el tapdén de hule.

5.2. CONDICIONES DE OPERACION DE LAS CORRIDAS REALIZADAS

Durante la experimentacidén se realizaron 5 corridas en lote.
Las condiciones de operacidén para cada corrida se muestran
en la Tabla 5.1.

Para la primera corrida, las concentraciones iniciales de
nitratos y las temperaturas a experimentar se obtuvieron a
partir del método estadistico denominado Ortogonal Central
Compuesto (Tabla 5.2). De esta manera, la concentracidén mas
pequefia de nitratos que se obtuvo fue de 10 mg N-NO, /1 y la
mids alta de 50 mg N-NO, /1. Con respecto a la temperatura, la

mads pequefla fue de 10°C y la mas alta de 30°C.
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El empleoc de esta metodologia requiere relativamente pocas
observaciones, lo que ahorra mucho tiempo y costo de
experimentacidén asi como evita el manejo de gran cantidad de
muestras al mismo tiempo. Ademds, no es necesario hacer
replicas (Box y Wilson, 1951; Myers, 1971 y Wead y Pike,
1975 citados por Saval, 1992). Sin embargo, después de
realizar la primera corrida y analizar los datos se decidid
abandonar este método. (La explicacidén de esto se encuentra
en el capitulo 6, en los resultados de las corridas 3 y 4).
Las concentraciones de nitratos y temperatura para las
siguientes corridas se determinaron dependiendo de los

resultados que se obtenian al término de cada corrida.

5.3. TECNICAS ANALITICAS

Se realizdé una caracterizacidn del lodo para lo cual se
determinaron los Sélidos Suspendidos Totales (SsT) ,
Volatiles (SSV) y Fijos (SSF), Velocidad de Sedimentacién e
Indice Volumétrico de Lodos (IVL) . Debido a las
caracteristicas de 1la muestra, las técnicas de IVL vy
Velocidad de sedimentacién se modificaron de acuerdo con
Moreno (1994) .

La concentracién de nitratos se determindé reduciendo los
nitratos a nitritos en una columna empacada con cadmio. Los
nitritos producidos se determinaron por diazotizacidén con
sulfanidamida y acoplandose con N-(l-naftil)- etilendiamina
dihidrocloruro para formar un compuesto azo altamente
coloreado que fue medido colorimétricamente. Todas las
técnicas analiticas se realizaron de acuerdo a los métodos
estandar (APHA, 1989).
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La actividad de los microorganismos se calculd dividiendo la
(mg N-NO,”
entre la cantidad de SSV de la botella y
se expresa como mg N-NO, /g SSV-d (ver ejemplo de calculo en
el Anexo 1).

tasa maxima de desnitrificacién removidos por

unidad de tiempo)

Tabla 5.1 Condiciones experimentales para las pruebas de
desnitrificacidén en lote.
C O R R | D A S
Condiciones PRIMERA SEGUNDA TERCERA CUARTA QUINTA
experimentales
Presién con CH, 0.35 1.05 1.05 1.05 1.05
(kg/ecm?)
Volumen de
solucién de
nitratos
adicionado a 1 10 10 10 10
cada botella
{ml)
pH inicial 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
Concentraciéon 16, 30 y 44 60, 200 y 500 20, 40, 60, 20, 40, 60, 30, 60, 90,
inicial de 80, 100, 120 80, 100, 120 120, 150,
nitratos dentro y 140 y 140 200, 250,
de la botella 300, 400,
{mg/l) 500
Temperatura 13,27y 30 13,27y 30 20 27 y 30 30
(°cy

Repeticiones Duplicados Triplicados Triplicados Triplicados
Duracién de la 1 33 26 26 12
corrida (dias)
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Tabla 6.2 Combinaciones de temperatura y concentracion de nitratos
obtenidas a partir del método Ortogonal Central Compuesto

(Primera corrida)

Ndmero de Concentracién de Temperaturas

observaciones nitratos (mg/l N-NOj) (°C)
1 -1(16) -1 (13)
2 -1 (16) +1(27)
3 +1 (44) -1 (13)
4 +1 (44) +1(27)
5 0 (30) 0 (20)
6 -1 (16) 0 (20)
7 +1 (44) 0 (20)
8 0 (30) -1 (13)
9 0 (30) +.1 {2%)
10 -a (10) 0 (20)
11 +a (50) 0 (20)
12 0 (30) -a (10)
13 0 (30) +a (30)
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. EL METANO COMO FUENTE DE CARBONO ¥ ENERGIA DURANTE EL
PROCESO DE DESNITRIFICACION

En las corridas 1, 2, 3 y 4 se analiza el efecto de 1la
adicidén de metano, como Unica fuente de carbono y energia y
la influencia de la temperatura durante el proceso de la
desnitrificacidn.

En la corrida 5 se analiza especificamente la influencia de
la concentracién de nitratos en el proceso de la

desnitrificacién.

Los resultados de 1la caracterizacidn fisica del 1lodo
desnitrificante utilizado en las cinco corridas en lote se
muestran en la Tabla 6.1. En ésta se observa que tuvo una
moderada fraccidn volatil, ya que representa entre el 55.16
al 58.35 % de los sb6lidos suspendidos totales. Los valores
de IVL y Velocidad de sedimentacidén mostraron que se trata
de un lodo tipo floculento <con baja capacidad de

sedimentacidn; sobre todo al considerar que proviene de un
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reactor anaerobio tipo UASB. Los valores tipicos de un lodo

granular son de 10-20 ml/g para IVL (Lettinga et al., 1980)

y de 20-60 m/h para velocidad de sedimentacidén (Hulshoff,

1989) .

Tabla 6.1 Caracterizacidén fisica del lodo utilizado

en las pruebas de desnitrificacidén en lote

c o} R ig D A S
PARAMETRO i 2 3 4 5
SST (g/1) 16.70 9.22 25.80 16.18 30.2
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
SSF (g/1) 7.7 3.83 11.51 6.21 13.54
(46.10%) (41.54%) (44.61%) (38.238%) (44 .83%)
SSV (g/1) 9.52 5.38 14.29 9.21 16.66
(56.88%) (58.35%) (55.38%) (56.92%) (55.16%)
IVL (ml/q) 60 108.45 38.75 44 .49 45.03
Vel. de
sedimentacidn 1.41 1.38 3.84 4.98 4.60
(m/h)
CORRIDA 1
En esta corrida se experimentdé con tres de 1las cinco

concentraciones de nitratos que se obtuvieron a partir del

método Ortogonal Central Compuesto (16, 30 y 44 mg N-NO, /1)

a 13, 27 y 30°C (ver Tabla 5.2).
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Con respecto a esta primera corrida en lote, se decidid
seguir el proceso de la desnitrificacidén por fase liquida a
través del consumo de nitratos, y por fase gaseosa mediante

la cuantificacién del nitrdégeno producido.

Fase liquida.

En un principio se decididé tomar muestras de la fase liquida
al inicio de la prueba (tiempo cero), en el momento de
observar un aumento en la produccién de nitrdégeno y al
finalizar la corrida (al tiempo en el que la produccidn de
nitrdgeno fuera constante, lo que indicaria el consumo total
de los nitratos).

Los resultados obtenidos son los que se muestran en la Tabla
6.2. Como se puede observar, en todas las condiciones de
concentracidén inicial de nitratos (16, 30 y 44 mg N-NO, /1)
a diferentes temperaturas (13, 27 y 30°C) se presentd la
reduccidén de los nitratos. Sin embargo, debido a que en 1la
fase gaseosa no fue evidente el incremento de la produccidn
de nitrdgeno sblo se tomaron muestras en algunas botellas
a los 7, 10 y 11 dias posteriores al inicio de la corrida.
Esto ocasiondé que se perdieran algunos valores intermedios
de la curva de consumo de nitratos y no se observara un
comportamiento claro. Por ejemplo, en la muestra a 13°C con
una concentracidén de 16 mg N-NO,” /1 (ver Tabla 6.2), no se
pudo observar si antes del dia siete la concentracidn de
nitratos ya era de 2 mg/l.

En esta corrida, la actividad desnitrificante de los
microorganismos no se pudo calcular, debido a que Unicamente
se tenian datos de la concentracidén de nitratos, al iniciar

y al finalizar la prueba para cada muestra.
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Tabla 6.2 Resultados de la fase lAquida en la corrida 1.

13°C 27°C 30°C
TIEMPO 16* 30* 44% 16* 30%* 44* 30%*
(dias)
0 15.24 27.88 42.80 14.30 26.66 46 .84 29.24
15.24 30.0 46.12 15.24 27.00 42.08 28.82
7 2.08 9.11 20.25
2.52 8.07 20.46
10 0.93 2.73 3.74
11 3.02 2.73

*Concentracidén de nitratos en mg N-NO, /1.

Fase gaseosa.

En esta fase se esperaba el incremento en la produccidén de
nitrégeno molecular y la reduccidén en la concentracidn del
gas metano, como resultado del proceso de la
desnitrificacién, durante el cual, el metano seria utilizado
por las bacterias como fuente de carbono y energia. Sin

embargo, la respuesta en ambos casos no fue muy evidente.

Con respecto al gas nitrdégeno, su concentracidén se mantuvo
estable durante el tiempo que durdé la prueba, como se
ejemplifica con la Fig. 6.1, en donde las moles de nitrdgeno
se mantuvieron entre 3 y 4 x 10* moles, para una botella a

30°C con una concentracién inicial de 30 mg N-NO, /1.
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GAS NITROGENO

Moles de nitrégeno (E-5)
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Fig. 6.1 Evolucidén del gas nitrdgeno a 30°C
con una concentracidén inicial de
nitratos de 30 mg/1l

En cuanto al gas metano, se observé un comportamiento
similar al anterior para cada uno de los ensayos, es decir,
la cantidad de moles de metano permanecid estable como se ve

en la Fig. 6.2, en una botella a 30°C con una concentracidn
inicial de 30 mg N-NO, /1).

Se pensd que este comportamiento se debia a las
concentraciones tan pequefias de nitratos que se manejaron en
las pruebas en lote, razdén por la cual el metano consumido

fue minimo, lo que origindé una produccidén reducida de N,.
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GAS METANO

Moles de metano (E-5)
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Fig. 6.2 Evolucién del gas metano a 30°C
con una concentracidén inicial de
nitratos de 30 mg/1l

Todas las muestras presentaron un comportamiento similar al
anterior, excepto las que permanecieron a 13°C. En éstas se
observé un aumento en la produccién de nitrdégeno y una

disminucidén del gas metano.

Como se observa en la Fig. 6.3, la cantidad de moles de
nitrégeno aumenta en una botella con una concentracidn de 16
mg N-NO, /1. Sin embargo, este comportamiento no se esperaba,
pues como se sabe, al disminuir la temperatura la actividad
metabdlica de 1los microorganismos decrece. Una probable
explicacidén para el incremento del nitrdgeno es que en cada
toma de muestras para inyectar al cromatdgrafo de gases se
introdujo aire a las botellas.
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GAS NITROGENO

Moles de nitrégeno (E-4)
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Fig. 6.3 Seguimiento del gas nitrégeno a 13°C
con una concentracién de nitratos de
16 mg/1l

Con respecto al gas metano, se observé una disminucién
considerable de la cantidad de metano de 45 a 30 x 10* moles
(Ver Fig. 6.4). Sin embargo, ésta pudo deberse a la presidn
de este gas en las botellas (0.351 kg/cm?) y a la baja
temperatura (13°C), las «cuales promovieron una mayor

solubilizacidén del metano.
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GAS METANO

Moles de metano (E-5)
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Fig. 6.4 Seguimiento del gas metano a 13°C
con una concentracidén de nitratos
de 16 mg/l

CORRIDA 2

Con base en los resultados anteriores, y con el propdésito de
hacer mas evidente la respuesta del metano y nitrdégeno en la
fase gaseosa, se decidid realizar una segunda corrida (Tabla
5.1) con concentraciones mas altas de nitratos (60, 200 y
500 mg N-NO, /1), considerando que no se reportan casos de
inhibicién a esas concentraciones (Grabinska-Loniewska,

1985, Werner y Kayser, 1990 y Akunna et al., 1993).
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Con respecto a la temperatura (13, 27 y 30°C), parecia no
haber diferencia aparente en la actividad desnitrificante.
Por esta razdn, la nueva corrida se realizd a éstas mismas
temperaturas.

En cuanto al método Ortogonal Central Compuesto se decidid
abandonarlo, por lo menos mientras se obtenia una respuesta

clara de la produccidén de nitrdégeno.

En esta corrida se decidié aumentar la cantidad de metano
dentro de las botellas seroldgicas, a través del incremento
de la presidén de este gas hasta 1.05 Kg/cm® (15 psi). Esto
con el fin de incrementar la fuente de carbono y energia,
y que estuviera en exceso. El volumen de solucién de
nitratos, inyectada a cada botella, se aumentd de 1 a 10 ml
para tomar un namero mayor de muestras y realizar un
seguimiento mé&s minucioso de los nitratos en 1la fase

ligquida.

El lodo utilizado fue el mismo de la primera corrida, esto
con el fin de observar si los microorganismos se habian
adaptado a su nueva fuente de energia (metano) y de esta

manera obtener un aumento en la actividad desnitrificante.

Fase liquida.

Los resultados de la segunda corrida muestran que en todas
las condiciones experimentales de concentracidén de nitratos
Yy temperatura, los microorganismos realizaron la
desnitrificacién. Para las diferentes temperaturas y la
concentracidén de 60 mg N-NO, /1, los microorganismos llevaron
a cabo la reduccidén de una forma mds lenta a 13°C (ver Fig.

6.5), pues hasta el dia 25 se logrd una concentracidn
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inferior a 10 mg N-NO; /1. En cambio a 27 y 30°C con la misma
concentracién de nitratos, para el dia seis la concentracidén

ya era menor a 10 mg N-NO, /1.

CORRIDA 2

5 Concentracién de N-NO s (mg/l)

60,
501\ -
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——13'c —27¢c — 30°C

Fig. 6.5 Reduccidn de nitratos con una
concentracidén inicial de 60 mg
N-NO, /1

En cuanto a las concentraciones de 200 y 500 mg N-NO, /1, la
diferencia en la velocidad de reduccidén de los nitratos no
se ve tan marcada a las tres temperaturas (Figs. 6.6 y
6.7). Sin embargo, a 13°C la reduccidén siempre fue menor que
a 27 y 30°C.
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De este modo, a 13°C se obtuvo una tasa maxima de
desnitrificacién de 3.98 mg N-NO, /1-d (4.62 mg N-NO, /g SSV-d
como actividad especifica), (Tabla 6.3) y a 27 y 30°C de

10.19 y 12.68 mg N-NO,/1-d (11.83 y 14.73 mg N-NO, /g SSV-d

como actividad especifica) respectivamente.

En las figuras 6.6 y 6.7 se puede observar que durante los
primeros dias de la corrida, la reduccién de los nitratos
fue mayor. Después del dia 13 la reduccidén de los nitratos
disminuye, esto debido tal vez a la falta de fuente de

carbono y energia.

CORRIDA 2
Concentracién de N-NO 3 (mg/1)
200 —— - — - — —
P
150 - R e T g ez
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Fig. 6.6 Reduccidén de nitratos con una
concentracidén inicial de 200 mg
N"’NO3-/1
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CORRIDA 2

Concentracién de N-NO 3~ (mg/l)
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Fig. 6.7 Reduccidén de nitratos con una
concentracién de 500 mg N-NO, /1

Tabla 6.3 Actividad especifica (mg N-NO,"
/g SSV-d) de la corrida 2

Concentracidn
inicial de 13°C 27°C 30°C
Il nitratos
(mg/1)
60 4.50 9.38 9.73
200 3.75 6.02 6.44
500 4 .62 11.83 14.73

Durante esta segunda corrida,

actividad de las bacterias desnitrificantes, con metano como
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fuente de carbono y energia (Fig. 6.8). La maxima actividad
desnitrificante fue de 14.73 mg N-NO, /g SSV-d que se obtuvo

con una concentracién inicial de 500 mg N-NO, /1 a 30°C.
Fase gaseosa.

En esta corrida se obtuvo produccién de nitrégeno (Fig.
6.9); sin embargo, ésta fue muy pequefia (3 a 4x10* moles).
Para explicar este comportamiento se deben de tomar en

cuenta varios aspectos.

Una posible explicacién, es que conforme se realizé el
proceso de desnitrificacidén, el nitrdgenoc producido se
solubilizé en el medio, debido a la alta solubilidad del
nitrégeno en el agua. Esto aumentado por a la alta presidn
dentro de la botella.

ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE

Actividad (mg N-NO s  / g SSV d)

100 200 300 400 500 600
Concentracién de N-NO, (mg/l)

——=qgtc —+=27'C ~— 30°C

Fig. 6.8 Actividad desnitrificante de 1la
corrida 2
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GAS NITROGENO
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Fig. 6.9 Seguimiento del gas nitrdgeno a 27°C
con una concentracidédn de nitratos de
500 mg/1l

También se debe tomar en cuenta que la mayoria de las
bacterias desnitrificantes son <capaces de <convertir
cantidades relativamente pequefias de nitrato a amonio, para
sus requerimientos en el crecimiento celular, simultanamente
con la desnitrificacidén (Dawson y Murphy, 1972). Es decir,
que tal vez parte de los nitratos no se expresaron Como
nitrégeno molecular.

Generalmente, en los estudios reportados sobre
desnitrificacién, s6lo se realiza el seguimiento de las
muestras por fase liquida para observar la evolucidén de la
reduccién de 1los nitratos. Sin embargo, en muy pocos

estudios se cuantifica el nitrégeno producido. Esto se debe,
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tal vez, a la complicacidén que representa su solubilidad en

agua, como en el caso del presente estudio.

No obstante, seria recomendable cuantificar el nitrdégeno por
fase liquida, ya que es el producto final del proceso de la
desnitrificacidén y por otra parte se asegura que la reaccidn
no se detuvo en algun paso intermedio, pués si la reaccidén
se detiene, se corre el riesgo de producir gases como el
6xido nitrico, el cual es altamente tdxico para los humanos
(Gessner, 1988).

En cuanto al gas metano, se observd una disminucidén de 50 a
40x10™* moles en funcidén del tiempo como se muestra en la
Fig. 6.10 y aunque ésta fue pequefia, permite afirmar que
los microorganismos si utilizaron el metano como donador de
electrones.

Lo anterior se puede confirmar al observar en la Fig. 6.11
el comportamiento de un testigo (muestra sin metano) a 27°C
con una concentracidén inicial de 200 mg/l de nitrdgeno como
nitrato, en donde el testigo tuvo una actividad mas pequefia
que la muestra con metano. Todos los testigos tuvieron un
comportamiento similar.

Aqui es preciso mencionar, que no se esperaba que los
testigos presentaran actividad. Sin embargo, é&sta pudo
deberse al aporte de sustrato que representa la respiracién
enddgena, proceso en donde el material celular es utilizado
internamente, en ausencia de materia organica externa, con
lo que se obtiene energia para el mantenimiento de las
células (Metcalf y Eddy, 1985; Ville, 1985).
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GAS METANO
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Fig. 6.10 Seguimiento del gas metano a 30°C
con una concentracién de 500 mg
de N-NO, /1

Hasta este momento de la experimentacidén, la prueba de
desnitrificacidén en lote con metano como fuente de carbono

y energia permitidé hacer algunas observaciones.

Conocer la cinética de la reduccién de los nitratos en

pruebas en lote.

Que las bacterias desnitrificantes son capaces de utilizar

metano como fuente de carbono y energia.
Con respecto a la influencia de la temperatura, se observd

que la actividad de los microorganismos se incrementa

conforme se aumenta la temperatura.
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CORRIDA 2
TESTIGO
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Fig. 6.11 Comportamiento de un testigo a 27°C
con una concentracidén inicial de

200 mg N-NO, /1

En cuanto a la influencia de la concentracidn de nitratos,
el comportamiento de las muestras no era muy claro (Fig.
6.8), sin embargo, indicaba un comportamiento parecido a la

cinética del modelo de Monod.
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CORRIDAS 3 Y 4

Debido a los resultados obtenidos en la corrida 2, se
considerd necesario realizar una tercera corrida con siete
concentraciones de nitratos (20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140
mg N-NO; /1 ) a 20°C y otra corrida (corrida 4) con las mismas

concentraciones pero a 27 y 30°C (Tabla 5.1).

En esta corrida se decidid realizar el seguimiento solo por
fase liquida, ya que por fase gaseosa, como ya se ha visto no
era adecuado. El método Ortogonal Central Compuesto se
abandondé, debido a que se deseaba saber si el comportamiento
de las muestras al graficar actividad desnitrificante contra
concentracién de nitratos correspondia al tipo Monod. Por lo
tanto, se necesitaba hacer una prueba con todas las
combinaciones de concentraciones de nitratos y temperaturas,

lo cual no se ajusta al método Ortogonal Central Compuesto.

Los resultados se muestran en la Tabla 6.4. En estas dos
corridas la méxima actividad de desnitrificacidn se obtuvo a
una concentracién de 40 mg N-NO; /1 con una temperatura de
30°C (5 mg N-NO, /g Ssv-d).

Al comparar la actividad maxima de la segunda corrida (14.73
mg N-NO, /g SSV-d) con la de la cuarta corrida a la misma
temperatura de 30°C (5.0 mg N-NO,/ g SSV-d) se puede ver que
hay una diferencia importante. La explicacidén puede basarse
en dos aspectos: uno, que en la segunda corrida se
experimentd con concentraciones de nitratos méas altas (500
mg/l contra 40 mg/l para las mdximas actividades reportadas),
y dos, que el lodo de la segunda corrida se adaptdé al metano
como donador de electrones durante la primera corrida; en

cambio el lodo de la tercera y cuarta corrida era, para cada
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una de ellas, lodo desnitrificante no adaptado. Cabe
mencionar ademds, que este 1dltimo lodo no recibiéd

alimentacidén durante cuatro meses, debido a que se suspendid

Tabla 6.4 Actividad desnitrificante en lote de las

corridas 3 y 4

Concentracién ACTIVIDAD (mg N-NO,~ /g SSv-d)

inicial de

N-NO,” (mg/1) CORRIDA 3 CORRIDA 4

20°€ 27°¢ 30

20 i O B 3 .62 4.21
40 1.60 4.74 5.00
60 2.27 3 =77 4.08
80 2.47 2.80 4.40
100 2.47 3.16 3.87
120 1.94 2.97 3.03
140 1.34 1.76 2.37

la operacidén del reactor desnitrificante que sirvid de fuente
de indéculo, lo cual seguramente influydé en la actividad de
los microorganismos.

Por otro lado, la disminucidén de la actividad desnitrificante
con concentraciones superiores de 40 mg N-NO, /1 a 27 y 30°C
(ver Fig. 6.12), pudo deberse a que la cantidad de fuente de

carbono (CH,) no era suficiente para la reduccidén de los
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nitratos presentes, pues solo se adiciond el gas a las
botellas al inicio de la corrida.

Con respecto a la temperatura de 20°C, 1la actividad
desnitrificante disminuyé hasta concentraciones superiores a
100 mg N-NO,/l; esto, en comparacidén con las tendencias
encontradas en las otras dos temperaturas, pudo deberse a la
mayor disponibilidad de fuente de carbono, ya que al

disminuir la temperatura aumenta la solubilidad del gas.

De acuerdo con el estudio de desnitrificacidn que realizaron
Sollo et al. (1976), la tasa maxima de desnitrificacién
obtenida fue de 0.70 mg N-NO, /1-h (Tabla 6.5), mas alta que
la obtenida en este trabajo de 0.30 mg N-NO,/1-h. (5.0 mg N-
NO,"/g SSV-d como actividad especifica, para el lodo no

adaptado) . Sin embargo, los autores reportan una tasa por

CORRIDA 3 Y 4
ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE

Actividad (mg N-NO , /g SSV d)

o Il 1 i 1 1 L 1 J
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracién de N-NO s~ (mg/l)

——20° C===27° C===30°C

Fig. 6.12 Actividad desnitrificante de las
corridas 3 y 4
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unidad de volumen de reactor, y no informan sobre 1la
concentracién de SSV, lo que implica que no necesariamente
ocuparon la misma cantidad de biomasa que la utilizada en
este trabajo. Este es un punto de diferencia importante entre
la actividad desnitrificante reportada por estos autores con
respecto a la de este estudio, que impide una adecuada

comparacién.

Otra diferencia entre los dos estudios, es que en el estudio
de referencia se utilizdé una recirculacidén del medio con
flujo ascendente para solubilizar el metano, a diferencia de
este estudio donde la prueba en lote se llevé a cabo en
condiciones estaticas, lo cual no favorecidé la transferencia
de masa y limitdé la disponibilidad del metano para su

utilizacidén por las bacterias desnitrificantes.

Werner y Kayser (1990) realizaron un estudio de 1la
desnitrificacidn en tres diferentes reactores, uno de lodos
activados, un filtro percolador y un lecho fluidificado, con
metano como fuente de carbono y energia. Ellos obtuvieron la
tasa de desnitrificacién maés alta en el lecho fluidificado
con (23 mg N-NO,/1-h). Esta tasa de desnitrificacién es muy
alta comparada con la que se obtuvo en este trabajo, como se
muestra en la Tabla 6.5. Sin embargo, era de esperarse esta
respuesta debido a que la elevada velocidad ascendente con la
que se operan los reactores de lecho fluidificado promueven
un mayor contacto de los microorganismos con el sustrato, lo
que permite una mejor transferencia de masas. Ademds, este
constante movimiento favorece una mayor solubilidad del gas
metano y en consecuencia una mayor disponibilidad para los

microorganismos.
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Tabla 6.5 Comparacidén de la tasa de desnitrificacién en
diferentes estudios
Caracteristicas Sollo et al. Werner y Presente
del estudio (1976) Kayser, trabajo
(1990)
Fuente de carbono | Metano Biogds con Metano
y energia oxigeno
Tipo de reactor Columna de vidrio Lecho Prueba en lote
empacada con arena fluidificado (batch)
Temperatura (°C) - 18-21 30
Tasa mixima de Lodo no
desnitrificacién 0.70 23 adaptado
(mg N-NO,”/1-h) 0.30
Lodo adaptado
0.52
Condiciones de la | Con recirculacidn Microorganis- Condiciones

biomasa

del medio (flujo

ascendente)

mos adheridos
a un soporte,
en movimiento

constante

estdticas

- No reportada

Por otra parte, la alta tasa de desnitrificacidén se puede

deber a que estos autores adicionaron oxigeno en su proceso,
ya que consideran que este gas juega un papel muy importante
por que hay un paso en donde el metano es oxidado a metanol

(es necesario el oxigeno) por medio de bacterias

metanotréficas y posteriormente el metanocl 1lo utilizan
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bacterias metilotréficas para la reduccidn de nitratos a

nitrégeno molecular.

6.2, INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA TASA DE
DESNITRIFICACION

De acuerdo con Dawson y Murphy (1973) y con Timmermans y Van
Haute (1983), el proceso de desnitrificaciédn se presenta en
un intervalo de temperatura de 5 a 50°C, y la tasa de
desnitrificacién mas alta se obtiene en un intervalo de 35 a
50°C. En este sentido, como se puede observar en las Figs. 6.8
y 6.12, los microorganismos realizaron la reduccién de los
nitratos a las cuatro temperaturas experimentadas (13, 20, 27
v 30°C) .

En ambos lodos la actividad m&xima se obtuvo a 30°C, de manera
que para el lodo adaptado (corrida 2) fue de 14.73 mg N-NO, /g
SSV-d y para el no adaptado (corrida 3 y 4) de 5.0 mg N-NO, /g
Ssv-d.

Este comportamiento era de esperarse debido a que en casi
todas las reacciones enzimdticas, al igual que en otras
reacciones, la actividad se multiplica por dos al aumentar la
temperatura 10°C (Villee, 1985).

Timmermans y Van Haute (1983) encontraron que la temperatura
influye en el proceso de desnitrificacién, de manera que la
tasa de reaccidn decrece con un factor de 3.3 al disminuir 1la
temperatura en 10°C. En este trabajo la actividad aumenté
aproximadamente 2 veces su valor al incrementar 10°C la
temperatura, excepto en las cuatro Ultimas muestras de la

tercera y cuarta corrida (Tabla 6.4).
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De los resultados anteriores, se concluye que la mejor

temperatura para la actividad desnitrificante en lote bajo

las condiciones aqui experimentadas fue la médxima aplicada
(30°C) .
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CORRIDA 5

6.3. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE NITRATOS EN LA TASA DE
DESNITRIFICACION

Con anterioridad se mencioné que las maximas actividades de
desnitrificacién se obtuvieron a 30°C, pero a diferentes
concentraciones iniciales de nitratos. En efecto, en el lodo
adaptado (corrida 2) se obtuvo con una concentracidén inicial
de nitratos de 500 mg/l y en el lodo no adaptado (corrida 3
y 4) con una concentracidén inicial de 40 mg/l.

Con base en los resultados anteriores, se decidid realizar
una Ultima corrida a 30°C con diez concentraciones iniciales
de nitratos ( 30, 60, 90, 120, 150, 200, 250, 300, 400 y 500
mg N-NO, /1), con el propdsito de observar en forma mas clara
la influencia de la concentracidén de los nitratos en la tasa
de desnitrificacidén en lote.

Esta corrida se realizé a 30°C, debido a que a esta
temperatura se obtuvo la maxima actividad desnitrificante.
El lodo utilizado se alimenté durante seis dias con una
solucién de nitratos de 200 mg N-NO; /1 con metanol como
fuente de carbono y energia. Esto debido a que el lodo tenia
seis meses sin alimentar y se buscd reducir la limitacidén en
la tasa de desnitrificacidén por utilizar lodo no adaptado.
Durante la prueba, la fuente de carbono y energia (metano) se
mantuvo constante, es decir las botellas siempre tuvieron una
presién de 15 1lb/pulg?, mediante adiciones en el momento
requerido. La razdn de esto, como se menciond en las corridas
3 y 4, es por que se pensaba que la fuente de carbono y
energia fue limitante.

Los resultados de esta quinta corrida se muestran en la Fig.
6.13. En este caso se obtuvo una maxima actividad de 5.15 mg
N-NO, /g SSv-d (5.68 como actividad neta) con una
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concentracién inicial de nitratos de 150 mg/l, y conforme se
aumentdé la concentracidén, la actividad no mostrd un
incremento.

A las actividades de cada muestra se les restdé la actividad
del testigo correspondiente para obtener la actividad neta;
en la Tabla 6.6 se puede observar que la actividad de los
testigos es muy pequefia, al igual que en las corridas

anteriores.

ACTIVIDAD NETA

Actividad neta (mg N-NO s / g SSV d)

5.68

0 | S N S O Y Y 0 N N N S T Y N 1 OO ) N O N O T O O Y O (O O S O o v o |
T 1 T T T

0 100 200 300 400 500
Concentraciéon de N-NO, (mg/I1)

Fig. 6.13 Actividad desnitrificante neta de la
corrida 5 (mg N-NO, /g SSV-d)
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Tabla 6.6 Actividad desnitrificante (mg N-NO, /g SSV-d) con

metano como fuente de carbono y energia obtenida

en la corrida 5

Concentracién Actividad Testigo Actividad neta

inicial de (mg N-NO, /g (sin metano)

nitratos (mg/1l) ssv.d)
30 4.9 1.03 3.8%7
60 4.71 0.76 g
90 SwT3 .92 4.81
120 4.75 0.41 4.34
150 6.15 0.47 5.68
200 4.9 0.31 4.59
250 6.04 0.51 553
300 5.26 0.41 4.85
400 5.25 0.30 4.95
500 5.41 0.41 5.00

Werner y Kayser (1990), indican que si en el proceso de
desnitrificacidén se utiliza metano como fuente de carbono y

energia, es necesaria la presencia de oxigeno (Ec. 5 y 6).

CH, + O, + 2 H’ > CH,0H + H,0 (5)

CHO8 4 1.9 80, ——> 0.6 0 400, 4 1.4 B0 + 1.2 06 (&

De este modo, se necesita 1 mol de CH, y O, para reducir 1.2
moles de NO,". Es decir, para la cantidad de nitratos que se

redujo en esta corrida (hasta 69.20 mg/1l N-NO, ), por esta via
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se necesitarian 65.90 mg/l de O,. Sin embargo a las botellas
no se les adiciond oxigeno y la cantidad de este gas que pudo

incorporarse durante la experimentacidén fue minima.

Se pudo incorporar oxigeno durante la preparacidén del medio,
ya que no se realizd en un lugar totalmente anaerobio. Sin
embargo, después de la esterilizacidn se cambiaron atmbésferas
con gas metano, de tal modo que el oxigeno presente en el
aire fue desplazado.

Otra posible fuente minima de oxigeno, fue durante la toma de
muestras para determinar la concentracidén de nitratos, pues
los tapones de las botellas se peforaron en varias ocasiones.
Debido a lo anterior, se puede asegurar que la cantidad de
O, incorporado no fue suficiente para que se realizara el

proceso como indican las ecuaciones 5 y 6.

Se podria plantear la Ec. 7 como una posible ruta para el
proceso de desnitrificacidén. En la cual, no es necesaria la

presencia de oxigeno.
2 CH, + 2 NO, ——— < N, + 2 HCO,” + 3 H, (7)

En la literatura no se ha reportado que microorganismos
utilicen el metano directamente para reducir nitratos, es
decir, que biolégicamente sea posible 1la reaccidén. Sin

embargo, termodindmicamente es posible su realizacidn de
acuerdo con el calculo de AG que se indica en las ecuaciones

8, 9, 10 y 11.

2 NO,” + 2 H + 5 H, ————> N, + 6 H,0 (8)

AG= - 1120.5 kJ/reaccidén
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2 (CH, + 3 HHO —————> 4 H, + HCO;” + H") (9)

AG= 2 (+135.6) kJ/reaccién

Combinando ambas reacciones:

2 CH, + 2 NO,;” + 5 H, + 6 HO + 2 H’
>N, + 6 H,O + 8 H, + 2 HCO,” + 2 H' (10)

Resulta en la reaccidn final:

2 CH, + 2 NO,, ————> N, + 2 HCO,” + 3 H, (32)

AG= - 849.3 kJ/reaccibn

La Ec. 8 nos indica que la AG para la reduccién de nitratos

hasta N, es de -1220.5 kJoules por reaccidn.
La G de la reaccidén de metano hasta H,, H' y HCO,, es de
+135.6 kJoules por reaccidén (Ec. 9). Si se forma una sola

reaccidén (Ec. 11), se obtiene una AG de -849.3 kJoules por

reaccidén. Esto nos indica que energéticamente es una reaccidén
favorable. Sin embargo, es necesario realizar estudios
bioquimicos, fisiolégicos y cinéticos para aclarar el
verdaderc mecanismo por el cual se realizd el proceso de

desnitrificacidn.

En el apéndice 1 aparecen los calculos necesarios para
conocer las moles de metano que estuvieron presentes en las
botellas. Los resultados indican que cada botella tenia
46.5x10* moles de metano, suficientes para reducir 55.8x10°*

moles de nitrato, que para las condiciones de la prueba se
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traduce en una concentracién de 345.9 mg/l de NO,”, es decir
78.12 mg/l N-NO, . Sin embargo, la mdxima cantidad de nitratos
reducidos en esta corrida fue de 69.20 mg/l. Si en este
trabajo la reaccidén se realizd como en la Ec. 11, esto indica
que la cantidad de metano estuvo en exceso para reducir mas
de 69.20 mg/l de nitratos, pues se adiciond metano siempre
que se requeria para mantener constante la presidn.
Aparentemente, su baja solubilidad no permitid que estuviera
disponible para 1los microorganismos, lo que sugiere

limitaciones cinéticas por resistencia al transporte de masa.

Otra posibilidad es que la cantidad de nitratos reducida fue
pequefia por una inhibicién de la reaccién a esas
concentraciones de nitratos. Sin embargo, en la literatura no
se menciona este efecto, aun cuando se han utilizado
concentraciones de hasta 550 mg/l N-NO,” (Timmermans y Van

Haute, 1983; Werner y Kayser, 1990).
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CONCLUSIONES

La metodologia que se propone en este trabajo es sencilla y
permite determinar la tasa de desnitrificacidén en lote con
metanc como donador de electrones, o con otros sustratos.

Para el caso del metano debe incrementarse la transferencia
del gas hacia la fase liquida mediante agitacidn y asegurar

la presencia no limitante de sustrato.

Es factible utilizar metano como fuente de carbono y energia,
aunque las tasas de desnitrificacidén son bajas 0.16 - 0.52 mg
N-NO,/1-h (4.50 - 14.73 mg N-NO, /g SSV-d como actividad
especifica) en comparacién con las que se obtienen con

metanol.

La adaptacidén previa del lodo al sustrato alimentado permite
un incremento en los valores de su actividad, de tal modo que
para el lodo adaptado (corrida 2) la tasa de desnitrificacién
mds alta fue de 0.52 mg N-NO,/1l:-h (14.73 mg N-NO, /g SSV-d
como actividad especifica) para el lodo no adaptado (corrida
3 y 4) de 0.30 mg N-NO,/1l-h (5.0 mg N-NO,"/g SSV-d como
actividad especifica) y para el lodo reactivado con metanol
(corrida 5) de 0.63 mg N-NO;/1-h (5.68 mg N-NO, /g SSV-d como

actividad especifica).

De acuerdo con los resultados obtenidos, al aumentar la
temperatura la actividad desnitrificante se incrementa. Tanto
para el lodo adaptado como para el no adaptado, la maxima

actividad desnitrificante se obtuvo a 30°C.

Con respecto a la influencia de la concentracidén de nitratos,

no se observdé un comportamiento claro. La actividad de
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desnitrificacién mads alta, para el lodo adaptado, se obtuvo
con una concentracién de 500 mg N-NO, /l; para el lodo no
adapatado con una concentracién de 40 mg/N-NO, /1l y para el
lodo reactivado, con una concentracidén de 150 mg N-NO, /1. Se
encontrd que este comportamiento se debia muy probablemente
a la falta de solubilidad de la fuente de carbono y energia.
Lo anterior se pensd porque en la corrida 5, la cantidad de
metano se mantuvo constante en 46.5 x10™* moles, suficientes
para reducir 78.12 mg/l N-NO, . Sin embargo la médxima cantidad
de nitratos reducidos en esta corrida fue de 69.20 mg/l.

La actividad desnitrificante con metano como fuente de
carbono y energia en ausencia de oxigeno, tal como se observd
en este trabajo, lleva a plantear la hipdtesis de 1la
siguiente reaccidn:

2 CH, + 2 NO, ———> N, +2 HCO,” + 3 H,

con una AG de -849.3 kJ/reaccidn, lo que la hace favorable

termodinamicamente. Esta reaccidén no se indentificd reportada
de la literatura, por lo que deberda ser comprobada en un
experimento diseflado para tal fin.

Es importante realizar estudios microbiolégicos, ya que
proporcionaran informacidén sobre los grupos bacterianos que
pueden utilizar metano como fuente de carbono y energia, y
del posible mecanismo por el cual se realizd el proceso de

desnitrificacidn.
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APENDICE 1

COMPOSICION DEL MEDIO PARA BACTERIAS
DESNITRIFICANTES

EJEMPLO DE CALCULOS PARA SOLUCION
DE NITRATOS, ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE Y
NUMERO DE MOLES DE METANO PRESENTES

EN CADA BOTELLA



A) Medio para bacterias desnitrificantes propuesto por

Timmermans Van Haute 1983) .

REACTIVO mg/1

KH,PO, 3
MgCl,.6 H,0
FeSO,.6 H,0
CaCl,.6 H,0
MgS0,.7 H,0

S T - N S R S

Ademdas, una solucidén de elementos traza de acuerdo con
Painter (1970) que contiene todos los elementos requeridos
para el crecimiento de 1la biomasa desnitrificante. La
solucidén Stock contiene 0.02 mg/l de molibdeno (Mo), cobre

(Co), cobalto (Cu), manganeso (Mn) y zinc (Zn).

B) Calculo para obtener la concentracidén que debe tener la

solucidén gque se le adicione a cada botella, para lograr la

concentracidén requerida dentro de ésta.

Si sabemos que C, V, = C, V,

En donde:
C,= Concentracién (mg/l) deseada dentro de cada botella
C,= Concentracién de la solucidén que se desea inyectar a cada

botella
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V,= Volumen total del liquido en la botella
V,= Volumen que desea adicionar a cada botella

EJEMPLO:

Se desea tener una concentracidén inicial de nitratos de 200
mg/l dentro de la botella seroldgica para la prueba de
desnitrificacidén en lote, a partir de la inyeccidén de 10 ml

de una solucién de concentracidn conocida.

C,= 200 mg N-NO,; /1
8 mililitros de lodo
32 mililitros de medio

10 mililitros de solucidn de nitratos

V,= 50 ml
V,= 10 ml
g, = 200 mg/l x 50 ml
10 ml
C, = 1000 mg N-NO, /1

Esto significa que se debe preparar una solucidn con una
concentracién de 1000 mg/l, de la cual se tomardn 10 ml y se
adicionaran a cada botella para tener una concentracidén

inicial de 200 mg/l.
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C) _Calculos para obtener la actividad desnitrificante

1. Se calcula la pendiente maxima de la reduccidén de nitratos
a partir de la grafica de concentracidén de nitratos contra

tiempo.

2. La concentracién de lodo en la botella se obtiene
multiplicando la concentracidén SSV en el lodo original (mg/1l)
por el volumen de lodo introducido en la botella y se divide

entre el volumen de liquido total de la botella.

3. Se divide la pendiente maxima de la reduccidén de nitratos

entre la concentracidén de lodo en la botella.

Ejemplo:
Calcular 1la actividad desnitrificante a partir de los

siguientes datos:
Pendiente: 7.36 mg N-NO,/1-d
SSV del lodo: 9.21 g/l

Cantidad de lodo en cada botella: 8 ml
Volumen total de liquido en la botella: 50 ml

Concentracidén del lodo en la botella=

9.21 g SSV/1 x 0.008 1

= 1.47 mg N-NO, /1
0.050 1

Actividad desnitrificante=

7.36 mg N-NO, /1-d

= 5.0 mg N-NO, /g SSv-d
1.47 mg SSV/1
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D) Calculos para conocer la cantidad de moles de metano

adicionadas a cada botella.

Se realiza una curva de gas metano, para lo cual se pasan
diferentes volumenes del gas a un cromatdgrafo de gases y se

obtienen picos de diferente tamafio.

n

(ml de (cm) Promedio (nimero de moles

muestra) en el volumen
inyectado)

0.5 20.5 20.6 20.6 20.56 1.57x107°

0.4 17:5 17.6 17.6 17.56 1.26x10°°

0.3 14.5 12.5 14.5 14.50 9.46x10°°

0.2 11.0 10.9 10.9 10.93 6.30x10°°

0.1 6.4 6.3 6.3 3.63 3.15x10°

0.05 345 3.5 3.5 3.53 1.57x10°°

0.02 1.5 1.4 1.4 1.43 6.30x1077

Considerando un comportamiento de gas ideal:

PV
n =
RT
0.771 atm (0.00051)
n =
0.08205 atm.l/mol °K (298°K)
n = 1.576x10°%
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Se realiza wuna regresidén lineal, considerandoc que los

centimetros corresponden a "x" y el nimero de moles a "y".

r= 0.992

a= 1.8827

b= 1246112.405

n= 7

Posteriormente, se pasan muestras de las botellas

experimentales y se mide cada pico; se introducen los datos

a la curva y se obtienen las moles presentes.

Ejemplo:
cm obtenidos
18.0

X= 18cm - 1.8827

1246112.40

X= 1.27x10"° moles en el volumen inyectado
Posteriormente se multiplican las moles obtenidas por un
factor que toma en cuanta el volumen total de la fase gas de

la botella.

F= Volumen de gas en la botella

Cantidad de gas inyectada al

cromatébgrafo
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110 ml
F= —— = 366.66
0.3 ml

Por lo tanto:

1.27x10°° moles (366.66)
46.5x10™* moles en la botella
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APENDICE 2

RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LAS
FASES LIQUIDA Y GASEOSA



Tabla A2.1 Concentracién de nitratos reducidos con respecto al tiempo. Corrida 1

TEMPERATURA 1598
CONCENTRACION DE NITRATOS . 44 mg/l % DE
TIEMPO (DIAS) CONCENTRACION 0  VARIACION
0 41.80 44.12 42.96 0.00 0.0000
6 20.25 20.46 20.36 0.11 0.2444
11 3.02 3.02 3.02 0.00 0.0000
CONCENTRACION DE NITRATOS 30 mg/1
% DE
TIEMPO CONNTRACION 0  VARIACION
0 27.88 30.00 28.94 1.06 0.0000
7 9.11 8.07 8.59 0.52 1.7968
CONCENTRACION DE NITRATOS 16 mg/1 % DE
g VARIACION
TIEMPO CONNTRACION 0.00 0.0000
0 15.24 15.24 15.24 0.00 0.0000
2.08 2.52 2.33 0.22 1.4436
TEMPERATURA 278 ¢
CONCENTRACION DE NITRATOS 44 mg/1
¥ DE
TIEMPO CONNTRACION 0 VARIACION
0 42.08 46.84 44.46 2.38 0.0000
11 2.70 2.70 2.70 0.00 0.0000
CONCENTRACION DE NITRATOS 30 mg/l
% DE
TIEMPO CONNTRACION ' 0 VvARIACION
0 27.66 27.00 27,54 0.33 0.0000
10 2.73 2.00 2.36 0.36 1.3355
CONCENTRACION DE NITRATOS 16 mg/1
% DE
TIEMPO CONNTRACION 0 VARIACION
0 14.3 15.24 14.77 0.47 0.0000
10 0.93 0.93 0.93 0.00 0.0000
TEMPERATURA 30%c¢
CONCENTRACION DE NITRATOS 30 mg/1
% DE
TIEMPO CONCENTRACION g VARIACION
0 29.24 28.82 29.03 0.21 1.0000
10 3.74 3.74 3.74 0.00 0.0000
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Tabla A2.2 Concentracién de nitratos reducidos con respecto al tiempo. Corrida 2

TEMPERATURA

13°%c

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO (DIAS)
0
3
6
9
13

20
33

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

w o W O

13

33

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO
0
3
6
9
13
20
33
TESTIGO

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

o W o

20
33

CONCENTRACION

189.21
178.90
176.98
169.21
154.42
153.96
140.15

CONCENTRACION

CONCENTRACION

500 mg/1
CONCENTRACION
479.89 479.89
464.11 456.74
461.54 450.02
456.91 445.38
425.92 415.35
418.20 410.02
410.12 402.81
200 mg/1
192.00 186.42
179.80 178.00
177.00 176.94
169.81 168.63
160.81 148.00
160.71 147.21
147.21 134.02
60 mg/1
58.59 58.57
50.51 50.27
42.81 42.30
22.26 21.00
22.2% 21.30
11.58 10.70
7.21 7.00
200 mg/1
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479.89%9
460.42
455,96
451.14
420.63
414.11
406.46

189.21
178.90
176.57
169.21
154.40
153.96
140.61

g

0.00
3.68
5.76
5.76
5.28
4.09
3.65

2.79
.90

¥ DE
VARIACION

0.0000
0.7679
1.2510
1.2644
1.171S
0.9724
0.8826

¥ DE
VARIACION

0.0000
.4757

o o O O ©O O

.03
.59
.41
.75
+ 59

BB W o O O

.0168
L3334
.7852
L3718
.2836

58.
50.
13.
23
23,
e I8
.42

57
75
32
53
13
46

0.01
0.2
0.26
0.63
0.45
0.44
0.10

% DE
VARIACION
0.0000
0.2049
0.5025
1.4543
1.9337
1.9023
0.8427



Continuacién de la Tabla A2.2

Temperatura

TIEMPO

o W O

13
20
33

279c¢C
CONCENTRACION DE NITRATOS

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

o W o

w

20
33

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

W W O W O

TESTIGO

500 mg/1
CONCENTRACION
487.17 457.
457.97 464.
431.94  420.
429.52 410.
387.00 370.
376.20 an.
357.32 3s2.
200 mg/1
CONCENTRACION
188.32 186.
168.61 164.
155.21 157.
140.67 143,
133.18 136.
128.85 121.
110.69 110.
60 mg/l
CONCENTRACION
57.65 S8.
19.72 17
10.58
3.60
2.08

CONCENTRACION DE NITRATOS
TIEMPO CONCENTRACION

L T T = ]

w

20
33

187
166

.44
.31
.29
.97
.59
25
.40

8.
5.
2.

89

x
97 472.57
11 461.04
13 426.03
06 419.79
42 378.71
15 373.67
12 354.72
x
57 187.44
01 166.31
39 156.30
27 141.97
06 134.59
65 125.25
11 110.40
x
42 58.03
22 18.47
52 9.55
72 4.66
12 2.10
200 mg/1

11
2

LS B .S T - TS |

(=T TV A e R I = ]

[=E R S -

o
<921

.507
.821
. 945
L7639
.062
.123

.875
.300
.090
.300
. 440
.600
.290

.385
.250
.030
.060
.020

% DE
VARIACION
.0894
.6658
.3860
L3178
.1890
L6757
. 7329

c O N N+ O W

% DE
VARIACION
.4668
L3830
L6974
. 9157
.0699
L8743
.2627

o N - o o - o

% DE
VARIACION
0.6634
6.7677
10.7853
22.7468
0.9524



Continuacioén de la Tabla A2.2

Temperatura 307 C
CONCENTRACION DE NITRATOS 500 mg/l
. - %t DE
TIEMPO CONCENTRACION X 0  VARIACION
0 486.90 487.50  487.20 0.300 0.0616
3 416.55 415.92 416.23 0.315 0.0757
6 411.22  410.32  410.77 0.450 0.1096
9 406.12 405.02  405.57 0.550 0.1356
13 374.54 373.85 374.19 0.345  0.0922
20 365.12  367.18  366.15 1.030 0.2813
i3 358.15 356.32  357.23 0.915  0.2561
CONCENTRACION DE NITRATOS 200 mg/1 _ ¥ DE
TIEMPO CONCENTRACION x 0  VARIACION
0 150.44 197.46  193.95 3.510 1.8097
3 143.84 151.34 147.59 3.750 2.5408
6 139.22  142.31 140.76 1.545 1.0976
9 127.12 128,85 127.98 0.865 0.6759
13 121.65 116.70 115.17 2.475  2.0769
20 111.56 115.88 113.72 2.160 1.8994
i3 101.61 110.58 106.29 4.685 4.4078
CONCENTRACION DE NITRATOS 60 mg/1 _ ¥ DE
TIEMPO CONCENTRACION x 0 VARIACION
0 56.45 57.48 56.96 0.515  0.9041
3 159.45 16.86 18.15 1.295  7.1350
6 7.22 6.13 0.00 0.545  0.0000
9 1.90 2.00 1.95 0.050  2.5641
13 0.82 1.36 1.09 0.270 24.7706
TESTIGO
CONCENTRACION DE NITRATOS 200 mg/l
TIEMPO  CONCENTRACION
0 183.95
3 147.59
6  140.76
9 127.98
13 113.72
20 106.29
a3 87.65
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Tabla A2.3 Concentracion de nitratos reducidos con respecto al tiempo. Corrida 3

Temperatura

5070

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

[ N

17.
14.
9.
6.
4.

40
19
80
66
63

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

[ T, T VR S B = ]

11
14

3s.
37.
33
29;
23,
17

14

oo
76
15
04
13
00

.84
6.

00

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPOO

@ n W o

11
14

58
42.
35
29.
23.
21.

20
00
02
89
06
33

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

14
19
24
26

8.
67.
49.

44
43

29
74
58

.68
.38
32
28,

7%
39

20 mg/1
CONCENTRACION
16.43 17.
12.93 14.
B.25
6.60 11.
3.17
40 mg/l
CONCENTRACION
35.07 39.
30.70 36.
27.00 33.
23.20 25.
20.10 21
17.72 17.
14.80 12,
6.72
60 mg/1
CONCENTRACION
60.20 60.
37.47 42.
32.71 35.
29.89 29.
24.79 23.
22.00 21.
80 mg/l
CONCENTRACION
78.29 78.
67.74 62.
49.58 49.
44 .68 44
43.07 43.
32.00 32.
25.31 28.

8.

4.

6.

30
oo
03
09
97

83
66
63
27
62
72
79
72

20
00
00
00
30
00

54
46
B7

.20

21
71
31

x
17

37.
35,
3%

25.
21

14

59.
40.
.24
29
23,
21.

34

78.
67.
49,
44 .
43.
32.
27.

33
14.
.53
.93
.25

oo

96
04
26
83

.61
i By %
.82
.48

48

53
49

59
71
44

37
74
67
52
22
47
29

TESTIGO

E7.
17.
15.

13

20
00
0o

.21
11.

06

TESTIGO

39

36

26.

.40
3T

40

.00
35,
30.
28.

21
e
17

34

TESTIGO

58.

*

48.
48.

45.

00

37
20

97

TESTIGO

7.
75.
72.
67.
67.
0.
66 .

01
30
98
39
00
00
93

o N o o o

o O O H N W w N

o o o 2 N oo

= o o o o N o

.436
.555
.788
.103
.781

.76
.102
.019
.418
.237
+339
., 957
339

.943
.135
.084
.420
.765
.416

.118
.489
.137
.226

127

-335
.433

% DE
VARIACION
2.514
3.962
8.265
30.341
18.372

% DE
VARIACION

5.469
«B8Y
.657
360
.724
.942
.458
.238

m oo = U w w

¥ DE
VARIACION
1.584
5.274
3.167
1.418
3.228
1.940

% DE

VARIACION

0.150
.674
S i
.508
- 293
.031
.253

o2 o o o W



Continuacién de la Tabla A2.3

CONCENTRACION DE NITRATOS 100 mg/1 _ % DE
TIEMPO CONCENTRACION x TESTIGO a VARIACION
0 99.00 99.22 99.00 99.00 95.38 v.104 0.105
4 68.85 69.28 69.28 69.13 92.00 0.203 0.293
8 54.18 53.18 54.18 53.84 90.39 0.471 0.876
19 44.00 44.39 44.00 42.81 86.52 0.184 0.429
22 40.73 40.73 40.73 40.73 * 0.000 0.000
26 37.18 37.00 37.18 37.12 B81.40 0.085 0.229
CONCENTRACION DE NITRATOS 120 mg/1 _ % DE
TIEMPO CONCENTRACION * TESTIGO o VARIACION
0 118.30 117.00 118.30 117.86 117.20 0.613 0.520
4 108.00 108.02 108.00 108.00 115.20 0.009 0.009
8 92.30 92.30 92.51 92.37 111.31 0.099 0.107
14 87.32 85.42 85.32 85.37  110.00 0.920 1.078
19 83.54 83.00 83.54 83.36 - 0.255 0.305
22 80.02 80.00 81.00 80.34 109.32 0.467 0.581
26 78.20 78.20 78.20 78.20 108.59 0.000 0.000
CONCENTRACION DE NITRATOS 140 mg/1 _ % DE
TIEMPO CONCENTRACION X TESTIGO g VARIACION
0 138.00 138.20 138.00 138.13  136.89 0.094 0.068
8 115.88  115.60 115.60 115.69  132.11 0.132 0.114
11 109.25 109.25 110.80 109.76 130.80 0.731 0.666
19 104.64 104.62 107.81 104.63  130.00 1.499 1.433
22 98.30 97.40 92.53 97.85 * 2.535 2.590
26 87.00 87.00 83.54 87.00 127.00 1.631 1.875

* Muestras no determinadas
0 DESVIACION
x PROMEDIO
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Tabla A2Z.4 Concentracién de

TEMPERATURA

27

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

W N = O

T4
12.
8.
23

76
97
68
23

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

[- ¥ L T PR S B T - |

40.
32.
28.
25,
14.

1.

51
43
89
94
19
30

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

(o

N O w o W O

58.
47.
36.
21.
55

B

30
40
50
30
30
40

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

(e

nmn o o -] W O

78

40

.49
68.

32

.86
x b
28.
23.

04
43
16

nitratos reducidos con respecto altiempo.

e

20 mg/l

CONCENTRACION
18.80 18.00
13.90 12.93
8.64 8.64
2.00 2.00

40 mg/1

CONCENTRACION
39.40 39.40
33.15 32.43
28.89 29.98
25.22 26.23
14.19 15.17
202 2.02

60 mg/1

CONCENTRACION
57.90 58.88
46.20 48.63
37.00 38.91
21.30 20.37
15.20 15.07
5.40 5.46

80 mg/1

CONCENTRACION
79.00 79.00
68.46 68.32
47.65 49.87
38.19 40.93
28.60 28.43
23.16 23.16

X
18.
13.

39
33.
29.

25

14

58.
47,
37.
20.
15

5.

=1

78.
68.

46

38.
28.
23:

93

TESTIGO
45 19.80
28 17.32
.65 15.98
.07 13.76
TESTIGO
77 40.00
77 38.02
25 36.29
+ 79 35.30
51 32.11
.91 28.17
TESTIGO
96 58.00
41 57.20
47 57.00
99 55.32
19 »
42 54.21
TESTIGO
83 78.39
36 .
Bl . 58.00
T2 *
43 96.33
16 92.50

o
0.445
0.448
0.019
0.108

0.523
0,339
0.514
0.425
0.462
0.057

0.402
0.992
1.038
0.438
0.0%4
0.028

0.240
0.066
3.833
1.632
0.080
0.000

Corrida 4

% DE
VARIACION
2.410
3.3714
0.218
5.238

% DE
VARIACION

1.316

1.00s
e
.646
.184
.962

[ T

¥ DE
VARIACION

D.682
2.093
2.772
2.089
0.620
0.522

% DE
VARIACION
0.305
0.097
8.310
4.214
0.282
0.000



Continuacién de la Tabla A2.4

CONCENTRACION DE NITRATOS 100 mg/l _ t DE
TIEMPO CONCENTRACION * x TESTIGO 4 VARIACION
0 100.31  100.00 98.39 99.56 98.80 0.842 0.845
5 76.68 76.00 74.08 75.58 98.00 1.101 1.457
10 61.54 63.13 63.13 62.60 96.33 0.750 1.197
15 44.89 47.87 49.00 47.24 92.50 1.734 3.670
19 38.20 38.40 37.20 39.06 89.40 0.525 1.344
26 35.88 38.91 35.88 37.30 88.10 1.428 3.829
CONCENTRACION DE NITRATOS 120 mg/1 % DE
TIEMPO CONCENTRACION % TESTIGO g VARIACION
0 118.80 118.80 118.93 118.96 11B.29 0.069 0.058
s 82.71 82.15 82.73 81.86 117.00 0.362 0.442
10 75.67 75.00 75.00 75.22  115.18 0.104 0.138
15 72.06 71.00 78.26 73.77  114.90 2.991 4.055
19 68.60 68.00 71.49 69.36 . 1.436 2.071
26 56.30 56.30 58.95 57.68  109.30 1.082 1.876
CONCENTRACION DE NITRATOS 140 mg/1 - % DE
TIEMPO CONCENTRACION % TESTIGO o VARIACION
138.50 139.00 138.30 138.93 137.94 0.315 0.227
113.29  113.29 11.99 112.85 137.34 47.650 42.224
10 105.20 106.30 106.20 105.90 135.00 0.170 0.160
15 93.00 92.50 93.30 92.93  134.29 0.327 0.352
19 84.31 89.65 98.73 89.07 128.00 4.423 4.966
26 87.92 78.50 78.69 78.50 126.50 0.090 0.114
X PROMEDIO

0 DESVIACION

* Muestras no deteminadas
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Continuacién de la Tabla A2.4

Temperatura 309C

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

21.5%0

16.00

10.05
1.95

w N = O

CONCENTRACION DE NITRATOS
TIEMPO

38.70
35.00
30.26
25.90
18.84
2.02

N b W - O

CONCENTRACION DE NITRATOS
TIEMPO

57.38
45.00
38.34
20.31
13.60
12 2.30

o w o W o

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO
0 74.23
3 66.44
7 44 .24
8 36.61
10 26.89
15 15.16

20 mg/1

CONCENTRACION
19.25 19.25
16.71 15.71
11.21 10.30
1.00 1.00

40 mg/1

CONCENTRACION
38.70 41.95
35.38 36.00
30.26 29.54
25.60 25.60
14.62 14.62
2.02 2.02

60 mg/1

CONCENTRACION
55.21 59.55
45.00 46 .89
37.21 39.23
20.10 22.95
13.60 13.69
2.00 2.63

80 mg/l

CONCENTRACION
78.00 78.00
73.00 72.89
49.50 46,38
35.61 35.61
26.00 26.39
15.16 15.30

X
20.13
16.14
10.52

1.35

39.78
35.46
3p.o02
25.70
14.62

2.02

57.38
45.63
40.50
21.42
13.63

2.32

76.74
70.77
46.70
35.94
26.42
15.20

95

TESTIGO

18.
17
Gt
.00

15

30
34
26

TESTIGO

37.
35.
29

-

27,
25.

00
00
81

40
02

TESTIGO

60.
57
56.
54.

*

52.

00
20
34
70

30

TESTIGO

Ty
75.
71.

65
62

00
00
0z

.31
.00

1.249
0.420
0.498
0.448

1.532
0.412
0.339
0.141
1.989
0.000

1.772
0.891
0.827
1.297
0.042
0.000

1.7
3.067
2.160
0.471
0.364
0.066

% CE
VARIACION
6.2086
2.603
4.738
33.173

% DE
VARIACION
3.851
1.162
L3331
0.550
13.607
0.000

% DE
VARIACION
3.088
1953
2.041
6.054
0.311
0.000

% DE
VARIACION
4.333
4.625
1.312
1.379
0.434



Continuacién de la Tabla A2.4

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO
0 100.01
5 75.00
10 52.46
15 43.21
19 38.70
26 37.76

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMFO
0 121.93
5 *
10 85.22
15 59.09
19 50.00
26 46.41

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO
0 140.10
) 127.70
10 87.05
15 97.43
22 B9.00
26 78.50

* Muestras no deteminadas
X PROMEDIO
0 DESVIACION

100 mg/1
CONCENTRACION .
98.939 98.9%9
76.36 75.30
53.00 53.00
43.21 43.32
38.70 39.80
37.00 37.46
120 mg/1
CONCENTRACION
121.00 121.00
108.67 108.67
85.22 87.05
59.94 60.09
50.00 50.00
46.41 40.00
140 mg/1
CONCENTRACION
140.00 140.10
127.70 12251
* 106.08
91.67 91.00
89.14 85.00
78.69 78.69

X
99.33
75.55
52.82
43.24
39.06
37.30

121.31
108.67
B5.83
59.99
50.00
44 .27

140.00
125.10
104.64
93.36
89.04
78.62

96

TESTIGO
97.37
93.21
89.51
88.71

87.00

TESTIGO
117.42
112.89
108.21
105.00

101.00

TESTIGO
137.00
130.00
32521
123.00

120.00

0.481
0.583
0.255
0.052
0.519
0.313

0.438
0.000
0.863
0.440
0.000
3.022

0.047
2.447
2.447
2.886
0.066
0.090

% DE

VARIACION

0.484
S by b
.482
.120
.328
.838

o - O O ©o

¥ DE
VARIACION
0.351
0.000
1.005
0.734
0.000
6.826

% DE
VARIACION

0.034
1.956
1.956
3.091
0.074
0.114



Tabla AZ.5 Concentracion de nitratos reducidos con respecto al tiempo.

TEMPERATURA

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

= ! W N = O

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

W o= i W N = O

12

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

WO m W = o

12

CONCENTRACION DE NITRATOS

TIEMPO

W o= N W N O

12

30 °C

30 mg/l

CONCENTRACION
30.00 29.32 29.32
20.30 18.30 19.00
8.37 8.37 9.99
3.20 2.08 2.08
0.99 0.98 0.99

60 mg/l

CONCENTRACION
61.39 62.00 58.20
45.28 45.30 45.20
40.30 40.30 41.02
35.50 36.38 37.21
20.38 23.20 23.40
" 18.12 18.00
15.00 8.52 15.99
11.38 9:32 9.00

90 mg/l

CONCENTRACION

93.40 93.43 90.00
78.32 78.30 77.21
67.31 68.21 £8.00
55.21 §5.21 55.21
50.28 50.38 51.00
45.29 45.29 47.38
42.29 42 .64 42.64
34.11 34.11 34.00

120 mg/1

CONCENTRACION

120.48 120.00 118.00
109.28 107.31 107.31
95.42 98.39 95.31
90.63 90.51 91.38
85.42 83.21 86.52
80.02 79.00 79.00
75.42 - 74 .21
63.32 68.50 68.21

97

29.
19.
8.
2.
0.

60.
45.
40.
36.
22y
18
15.

9.

92.
77.
67.
55.
50.
45.
42.
34.

119.
107.
96.
90.
BS.
.34
.81
+35

79
74
68

54
20
21
45
98

53
26
54
36
az
06
49
90

27
94
B4
21
55
86
52
07

49
96
37
84
05

0.321
0.829
0.764
0.528
0.005

1.565
0.041
0.299
0.396
0.469
0.049
3.410
0.372

1.610
0.519
0.384
0.000
0.318
0.985
0.165
0.052

1.074
0.929
1.427
0.385
1.376
0.481
0.570
2.376

Corrida 5§

¥ DE
VARIACION
1.085
4.316
9.302
21,550
0.481

% DE
VARIACION

2.585
.091
.738
.089
.102
w2
.012

o N O N = O O

.000

% DE
VARIACION
1.745
0.665
0.567
0.000
0.630
2.148
0.388
0.152

¥ DE
VARIACICN

0.899
.860
.480
.424
.618
0.606
0.762
3.477

= o = O



Continuacién de la Tabla A2.5

CONCENTRACION DE NITRATOS 150 mg/1 % DE
TIEMPO CONCENTRACION X 9  VARIACION
0 150.00 151,20 150.21  150.47 0.523  0.348
1 135.28  135.28  132.61  134.39 1.259  0.937
2 120.00 120.00 120.62 120.20 0.292  0.243
3 115.21 116.31 117.32 116.28 0.862  0.741
5 107.32  107.32 106.21  106.95 0.523  0.489
7 99.31  98.39  98.39  98.69 0.434  0.439
9 91.21  92.06  92.06  91.77 0.401  0.437
12 85.42  85.05  85.05  85.17 0.174  0.205
CONCENTRACION DE NITRATOS 200 mg/1 ¥ DE
TIEMPO CONCENTRACION x 9 vaRIACION
0 196.00 196.40 196.40 196.26 0.185  0.096
1 183.31 183.21 181.21 182.57 0.967  0.530
2 171.20  171.20 173.00 171.80 0.849  0.494
3 168.81 168.00 166.32 167.71 1.037  0.618
5 160.31 159.38 159.28  159.65 0.464  0.290
7 153.00 151.21 151.38 151.86 0.807 0.531
9 146.31 151.21 146.31 146.31 2.310 1.579
12 139.23  138.53 139.00 138.91 0.291  0.210
CONCENTRACION DE NITRATOS 250 mg/1 % DE
TIEMPO CONCENTRACION y 0 VARIACION
0 246.00 246.02 246.20 246.00 0.090  0.037
1 233.13  231.00 232.40 232.17 0.884  0.381
2 216.41 216.00 217.21 216.54 0.502  0.232
3 208.80 210.20 216.31  209.50 3.261  1.556
5 198.39 198.21 196.52 197.70 0.842  0.426
7 190.32  189.31 189.57  189.73 0.428  0.226
9 184.52 183.35 184.52  184.13 0.552  0.300
12 177.21  176.70 176.50 176.80 0.295  0.169
CONCENTRACION DE NITRATOS 300 mg/1 * DE
TIEMPO CONCENTRACION X 0 VARIACION
0 289.20 289.20 289.20  289.20 0.000  0.000
1 275.44 276.00 275.00 275.48 0.409  0.149
2 260.30 268.29 261.48  263.35 3.521  1.337
3 250.00 249.32 250.00 249.77 0.321  0.128
5 244.52 244.08 245.23  244.61 0.474  0.194
) 238.00 238.32 237.52 237.94 0.329  0.138
9 230.51 231.22 229.29 230.34 0.797  0.346
12 225.42  223.32  224.05 224.26 0.870  0.388
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Continuacién de la Tabla A2.5

CONCENTRACION DE NITRATOS 400 mg/l % DE
TIEMPO CONCENTRACION X 0  VARIACION
0 404.27 402.20 402.20 402.98 0.976 0.242
1 390.95 388.56  388.61  134.39 1.115 0.830
2 377.62 376.00 376.00  120.20 0.764 0.635
3 370.23  369.31 368.00 116.28 0.915 0.787
s 364.29 362.42 362.40 106.95 0.886 0.829
7 358.61  355.32  355.00 98.69 1.632 1.653
9 350.48  349.32  350.00 91.77 0.476 0.519
12 343.32 344.58  349.21 85.17 2.532 2.973
CONCENTRACION DE NITRATOS 500 mg/1 _ ¥ DE
TIEMPO CONCENTRACION X 0  VARIACION
0 488.68 489.09 488.00 488.59 0.450 0.092
1 470.20 471.46 471.36 471.00 0.572 0.121
2 462.49 468.29 468.30 466.36 2.737 0.587
3 456.38 * 453.22  454.32 214.399 0.000
5 448.01 447.00 447.00  447.30 0.476 0.106
7 442.56 440.62 439.52  440.90 1.257 0.076
9 436.02 435.32  435.32  435.55 0.330 2.456
12 428.30 435.32  427.21  146.31 3.594 0.000

X FROMEDIO
0 DESVIACION
*Muestras no determinadas
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00T

Tabla A2.6 Seguimiento del gas nitrégeno (moles E-5). Corrida 1

TEMPERATURA (°C) 13 27 30
CONC. DE 16 30 44 44 30 16 30 30
NITRATOS (mg/)
TIEMPO (dias)
0 3.42 3.12 46 3.86 2.39 224 445 3.86 4.01 4.01 239 239 43 43 283 239
2 268 2.98 2.39 283 253 3.57 2.68 2.98 268 268 2.98 298 2.98 3.12 3.12 2.83
3 3.12 3.42 268 2.68 2.09 1.94 283 268 2.83 221 3.57 2.53 3.57 37 43 3.42
4 3.57 2.98 298 4.01 283 3.42 3.12 2.98 3.12 2.83 327 342 3.71 2.98 3.71 3.12
6 4.89 2.83 3.42 3.12 519 6.22 4.16 2.83 3.12 2.83 3.27 312 3.42 298 37N 3.12
7 4.89 268 3N 253 5.34 563 268 2.09 268 2.09 3.68 2.53 312 224 3.57 253
9 6.02 3.86 43 4.45 8.29 9.03 268 2.83 268 3.42 268 298 2.98 3.86 253 1.65
10 253 3.57 2.83 268 298 2.68 3.42 3N 3.27 268
1 2.68 2.98 268 2.53 2.83 312 253 253 253 253
13 3.27 2.53 239 239 2.83 371 268 3.57 268 357
14 3.57 3.57 3.27 298 3.57 3.12 3.71 2.98 3.12 .27
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Tabla A2.7 Seguimiento del gas metano (moles E-4). Corrida 1

TEMPERATURA (°C) 13 27 30
CONC. DE
NITRATOS (mgh) 16 30 44 16 30 44 30 30
TIEMPO (dias)
0 4748 4493 4299 4522| 4552 47.16| 4493 4552 4522  46.84 47.8 46.84 47.79 4716 4461 4461
2 39.84 4522 4175 46.21 38.89 38.98| 4589 4552| 4522 36.66| 4779 46.84 4779  47.79| 4811 4079
3 3553 4143 37.61 38.57 3569 37.92| 4429 47.16 48.43 376| 47.79 47.48| 47.78 48.11 4748 47.48
4 34.43 39.2 3475 38.57 3315 3475 4111 46.21 45.88 36.34| 4748 47.16 4716  47.16] 4748 4652
6 29.76  33.15 31.88 3252 2065 2934 37.61 42.07| 4207 33.15] 4239 4175 427 43.02| 4334 4239
7 315 337 33.1 339 30.29 2965/ 40.16 4334 4461 331 4493  4239| 4557 4589 4366 43.02
9 322 3284 32.52 33.79 2999 28.06/ 4048 4493 46.21 30.61 4048 4493 46.21 45.89| 4461 4525
10 4143 45.25 45.89 3443 46.21 4398 4493 4557| 4525 4525
1 3825 41.23 43.34 3443| 4366 43.98| 4207 4366/ 4398 4302
13 4143  4493] 4493 30.61 45.57 443| 4493 4589 4525 4366
14 427 46.21 46.52 3857] 46.84 4493| 4525 46.84 478 46.52
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Tabla A2.8 Seguimiento del gas nitrégeno (moles E-4). Corrida 2

TEMPERATURA (°C) 13 27 30
CONC. DE
NITRATOS (mg/) 60 200 500 60 200 500 60 200 500
TIEMPO (dias)
0 577 5.38 27 208 5.36 27 5.77 5.15 5.15 27 27 27, 577 5.77 558 29 556 351
1 0.45 065 0.24 1.47 29 27 3.1 249 1.06 1.06 3an 3.1 331 351 0.86 1.06 37 29
2 27 29 413 29 3n 27 29 29 2.7 249 3an 327 495 5.36 3 29 3.92 515
3 229 188 495 31 29 29 27 27 27 3n 29 229 597 454 N 311 556 556
5 27 6.89 29 474 27 29 27 27 29 31 229 27 31 31 3.72 392 5.36 5.15
6 392 7.81 331 413 3.1 6.17 27 413 413 3.72 3.51 27 31 433 31 3an 3.72 3.72
7 5.36 9.86/ 372 5.15 4.13 6.38 311 27 392 372 29 27 1.88 29 3.92 4.13 27 249
9 6.92 9.24 5.36 9.24 5.36 9.86 27 454 29 249 27 2.7 331 331 311 433 29 27
10 924 17.84 9.84 11.29 781 131 29 392 27 29 27 27 351 351 351 331 3n 29
12 31 3.72 372 392 249 29 372 372 351 3.31 29 27
13 27 27 2.7 31 392 413 433 433 29 29 29 2.7
14 351 351 351 31 27 29 331 3.31 5.36 351 413 . 372
15 433 351 413 392 392 29 3.51 351 351 3n 33 311
16 an 454 433 3 311 2.7 29 331 413 249 351 351
17 33 413 29 31 331 3.1 351 392 31 249 5.15 433
19 3.1 351 413 413 27 249 413 3.51 3.51 331 351 31
20 372 27 3.51 331 311 27 29 3N 351 433 454 433
21 31 433 413 372 29 392 29 an 413 29 5.15 474
22 311 2.7 29 331 372 474 331 351
23 413 372 an 331 454 392 351 351
25 372 331 351 454 413 597 392 372
28 351 331 249 351 29 6.17 27 an
27 351 331 351 433 413 351 5.77 5.36
28 351 331 331 474 351 351 5.36 495
29 454 392 372 351 495 372 392 392
]| 3.72 331 an 3.92 392 433 3.72 351
33 45 3.72 454 27 229 495 311 3an
395 3.11 392 554 392 372 4.95 4.33
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Tabla A2.9 Seguimiento del gas metano (moles E-4). Corrida 2
[ TEMPERATURA (°C) 13 27 )
CONCENTRACION
DE NITRATOS (mg/) 60 200 500 200 500 200 500
TIEMPO (dias)
0 5470 5162 5470 5470] 5690 5822| 5668 44.13| 5778 5954| 6042 5822| 5866 44.13| 5866 50.10| 5382 5029
1 5954 5426 5778 5470] 5098 5010 61.74 4897| 6174 6218] 6086 6086 6174 4897| 6218 59.10| 5822 4853
2 941 3533 3841 3885 6042 23621| 5382 5029 3973 5250 6262 6306 5382 5029 6526 6042 5822 56.48
3 3665 3533 3049 3049 4941 3049| 5020 4633 3779 4985| 4193 4457) 5029 4633 5470 5646 5294 4809
5 3269 2829| 3260 3137| 3621 2685| 4897 4457 3841 4941 3181 3841 4897 4457| 5866 5338 5338 4897
8 3005 2433 3137 3005| 3289 2765 4677 3181| 3269 3137| 3865 3665 4677 3181| 57.78 5292| 5338 4897
7 2820 2257 2851 2589 3005 27.41| 4765 4325 3621 3137| 3841 3709| 4765 4325 5117 5206 5073 4897
9 2530 1832| 2600 2345| 2851 2530 4677 4325 3753 3313| 3885 37.08| 4677 4325 5690 5294| 5162 4985
10 4765 4369 3709 3137| 3665 3665 4765 4369| 5294 51.17| 5162 4985
12 4580 4149 3577 3137 3577 3577| 4589 4149 5382 5117| 5029 5162
13 5073 4877| 3073 3489 4081 3973 5073 4877| 5602 5558 5382 5162
14 4149 3841| 3357 2873| 4081 3973 4149 3841| 4589 3841 4677 4360
15 4877 4237| 3577 3260| 3489 3225| 4677 4237| 5399 4457 5029 4369
18 4369 4017| 3489 3343| 3753 3181 4369 4017| 5426 4105 4589 4657
17 4721 4325 3665 3225| 3480 3401 4721 4325 5284 4325 4985 5294
19 4501 4149 3821 3137| 3797 3700| 4501 4149 5338 4193 4853 4809
20 4288 3847| 3450 3141| 3700 3753| 4288 3847| 5117 4068| 4500 4465
21 3538 3185 3826 3362 5304 4024| 4862 4686
22 3317 3141 3715 3450 4950 3891| 4500 4377
23 3538 3229 3538 3408 5215 39.35| 4641 4332
25 2020 2832 3494 3582 4950 4421| 4730 4332
2 3582 3317| 3097 3052 5127 4024| 4553 4156
27 3273 3141 3715 3628 47.74 3847| 4288 4156
2 3361 3220 3321 3321 4995 39.35| 4553 4465
20 3317 3141 3060 3080 47.74 3803| 4332 4244
3 3052 3008 3000 30.00 4686 3273] 4068 4244
33 2832 2920 2760 2540 4818 4024 4288 4244
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Tabla A2.10 Seguimiento del gas metano (moles E-4). Corrida 3

TEMPERATURA (°C) 20
CONC. DE 20 40 60 80 100 120 140
NITRATOS (mgh)
TIEMPO (dias)
0 49.18 52.13 49.18 52.12 51.83 51.83 50.95
49.18 5213 49.18 48.30 51.83 51.83 51.24
49.18 52.13 49.48 50.07 51.83 51.83 50.95
3 45.07
45.95
45.83
5 39.18
39.59
40.36
8 38.00 37.71
38.59 38.59
37.71 40.95
14 34.28 2241 20.94 25.35 26.53
36.00 21.82 2241 26.82 26.82
34.00 20.94 23.59 25.35 27.76
26 25.38 20.00 15.96 17.55 20.94
21.82 21.00 14.76 15.05 15.99
25.38 20.00 15.056 20.94 16.85




c0T

Tabla A2.11 Seguimiento del gas metano (moles E-4). Corrida 4

TEMPERATURA (°C) 20 20
CONC. DE 20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140
NITRATOS (mgh)
TIEMPO (dias)
0 4527 45.18 4527 | 4548 48.09 45.07 45.36 45.01 40.83 45.27 45.71 45.74 51.83 45.74
4595 45.36 4527 | 45.83 45.83 45.36 45.51 45.01 45.27 45.27 38.30 45.36 51.83 45.36
44,80 45.95 4527 | 4559 45.74 45.57 4515 45.86 4527 45.48 45.48 45.36 51.83 45.36
3 45.07 4431
45.95 40.20
44.00 40.20
5 36.18 36.18
33.59 35.20
36.36 35.50
8 30.20 26.50 | 27.00 29.80 30.59
30.30 27.00 | 2530 30.30 26.30
33.59 2340 | 2330 30.59 26.30
14 25.35 15.30 15.62 20.42 16.21 15.31 2432 15.62 17.31 17.61 25.35 15.62
25.35 20.51 17.31 17.51 16.21 15.33 2221 17.31 18.21 16.21 26.82 16.21
26.90 15.30 17.31 17.51 20.30 15.33 2271 17.31 17.31 15.00 25.35 17.38
26 14.38 11.30 9.82 16.20 14.20 17.55 14.21
11.12 11.30 10.21 14.31 12.30 15.05 11.80
11.00 10.90 10.21 15.00 12.30 20.94 10.21
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