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RESUMEN Y OBJETIVOS

La orientacion de este trabajo esta detinida en el drea de tratamiento de aguas residuales,
especificamente a aquellas altamente contaminadas por nitrogeno y materia orgénica. Se
sefiala que cste trabajo forma parte de un proyecto integral que propone la eliminacion
de compuestos nitrogenados. EI proceso estudiado en este trabajo es la desnitrificacion,
el cual es un proceso fisiologico que muchos géneros de bacterias facultativas (Bacillus,

Micrococcus, Pscudomonas y enterobacterias) realizan cuando su entorno ambiental

carece de oxigeno, a su vez estos géneros recuperando su metabolismo aerobio si las
condiciones aerobias vuelven a recuperarse. Por lo que naturalmente ¢s posible encontrar
desnitrificantes potenciales en lodos acrobios, lagunas aerobias etc., pero habria también
la posibilidad de encontrar flora desnitrificante en lodos provenientes de digestores
anaerobios. La literatura cita escasos ejemplos de estudios de desnitrificacion con lodos
anaerobios y solo recientemente en los Gltimos tres afios se han hecho mas estudios al
respecto. Se han ensayado condiciones desnirificantes con lodos anaerobios de un
digestor metanogénico y se observd que el potencial para desnitrificar con lodos
anacrobios fue menor que el que tenia para reducir nitrato a amonio. Teniendo
conocimiento de estos antecedentes se emprendio el trabajo en el que uno de los
objetivos fue evaluar el efecto de la naturaleza de la fuente de carbono-(glucosa, acetato
y metanol.) y de la relacion C:N (7.4, 3.7 y 1.85) sobre la desnitrificacién, utilizando un
inoculo desnitrificante. Todos los cxperimentos se hicieron en cultivos batch, a
temperatura constante y condiciones experimentales debidamente definidas.

" De los resultados obtenidos se derivo la seleccion de una fuente de carbono, con la que
se evaluo el potencial desnitrificante a relacion C:N 1.2 y concentraciones de 1000 a
4300 mg N-NO3-/}, tanto con lodos metanogénicos como con lodos desnitrificantes. El
criterio de seleccion de la fuente de carbono para los siguientes experimentos, estuvo en
funcion del efecto negativo sobre la desnitrificacion, eligiéndose el sustrato con el que se

obtuviera la peor respuesta de actividad desnitrificante, con la finalidad de que se



tuvieran condiciones virtualmente apegadas a la practica real, en la que generalmente no
se puede tener un influente con una fuente de carbono ideal para desnitrificar.

Con respecto a la actividad metanogénica, hay citas que sefialan su total inhibicion
cuando hay presencia de nitrato o nitrito, lo cual pudo corroborarse a lo largo de este
trabgjo , sin embargo se puedo constatar por medio de un largo seguimiento de los gascs
generados en los cultivos desnitrificantes, que pasando hasta minimo 100 horas de
completa eliminacion de nitrato o nitrito, podia observarse una recuperacion de la
actividad metanogénica. La simultaneidad desnitrificacion-metanogénesis al menos en
cultivos batch no fue observada, sin embargo la literatura cita la simultaneidad de ambos

procesos en cultivos continuos, lo cual habre una linea de trabajo subsecuente a la aqui

expuesta,
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I. ELIMINACION DE C Y N EN AGUAS RESIDUALES

1.1 Introduccion

Bl incremento de los residuos urbanos ¢ industriales, como las emisiones gaseosas,
efluentes y residuos solidos; ha generado problemas en el equilibrio ecologico de mantos
acuiferos, suelos y la atmdsfera. Especificamente los contaminantes del agua mis
importantes en magnitud y frecuencia son el carbono orginico y el nitrogeno. Los
sistemas biologicos y fisicoquimicos tradicionales de tratamiento de las aguas residuales
tienen como objetivos la reduccion de la materia orgénica y de los solidos suspendidos. Es
cada vez mayor el interés en la elinunacion de concentraciones elevadas de nutrientes
(nitrogeno y fosforo), responsables directos de la eutroficacion de ambientes acuaticos.
Las fuentes principales de contaminacion de algunas formas nitrogenadas como amonio,
nitratos y nitritos son de origen industrial y agricola. Algunos ejemplos al respecto son la
industria de los alimentos, como empacadoras de camicos y conserveras de pescado; la
produccion de fertilizantes, fabricacion de explosivos, absorcion de oxidos nitrogenados
en equipos de lavado de aire y recuperacion de combustible niclear; efluentes del proceso
de curtidurias, por mencionar algunos casos (Szpyrkowicz y col, 1991). La agricultura
intensa ha provocado en las Gltimas décadas un incremento de nitrato en las aguas
subterraneas (Hallberg, 1989; House of Lords, 1989; Kaplan y Magaritz, 1986; Freeze y
Cherry, 1979) lo que representa un problema de salud, ya que la ingestion de agua
contaminada con altas concentraciones de nitrato y nitrito estd asociado con el desarrollo
de metahemoglobinemia y cancer gastrico (Bryson y Boeckman, 1989, Dorsch y col,
1984; Comly, 1945). Por esta razon la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el
Servicio de Salud Pablica de los Estados Unidos de Norteamérica (SSPEUN)
establecieron normas de calidad del agua. Los niveles fijados fueron 11.3 y 10 mg N-

NO3/l, respectivamente.
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in nuestro pais ain no se realizan procesos de climinacion de nitratos y nitritos en las
aguas residuales urbanas ¢ industriales, por lo que la reglamentacion sobre los limites
permisibles de nitrogeno estan confinados unicamente a la cantidad de nitrogeno
amoniacal (Tabla 1.). Aunque todavia no haya sido advertido por las autoridades
mexicanas en materia ambiental, en la actualidad existe la necesidad urgente de enfrentar y
contrarestar el dafio ecoldgico que se origina dia a dia con la eutroficacion de los
acuiferos nacionales. Se citan en la 'tabla | los limites permisibles de nitrogeno total en las
descargas de aguas residuales, a cuerpos receptores provenientes de varias industrias,
segun normas oficiales mexicanas en materia de proteccion ambiental, (Diario Oficial de la

Federacion, 1993)

Tabla 1. Limites permisibles de nitrogeno total en las descargas de aguas residuales
industriales.

Limites méximos permisibles

Industrias Nitrogeno amoniacal
(mg/l)
Promedio diario Insténtanco
Industria de matanza de animales y
empacado de camicos. 20 30
Industria de fabricacion de fertilizantes 30 40
Industria del hierro y del acero 20 30

Diario Oficial de la Federacion de los Estados Unidos Mexicanos, (1993).

Hs necesario desarrollar procesos bioldgicos de tratamiento de aguas para climinar el
carbono y nitrogeno del lugar donde cause problemas.
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1.2 Eliminacion del carbono por digestion anaerobia.

La digestion anacrobia es un proceso bioldgico en el que la materia organica es
transformada a metano y dioxido de carbono en ausencia de oxigeno mediante la
participacion de microorganismos. En la digestion anaerobia pueden presentarse diferentes
transformaciones bioquimicas como resultado de la actividad metabolica de varios grupos
troficos, que degradan una amplia gama de sustratos, quienes s¢ han clasificado de
acuerdo a su capacidad catabdlica. Son cuatro los grupos principales:

I} bacterias hidroliticas y fermentativas

2) bacterias acetogénicas

3) bacterias homoacetogénicas

4) bacterias metanogénicas
El primer grupo degrada polimeros y producen acidos grasos volatiles (AGV); el segundo
grupo forma hidrogeno y acetato a partir de ciertos AGVs y etanol; un tercer grupo que
produce acetato a partir de [, y CO, y el cuarto grupo cataboliza el acetato a metano. La
actividad coordinada de todas cllas asegura la estabilidad de la digestion anaerobia. En
sintesis la digestion anaerobia es un proceso bioquimico en el que se distinguen dos fases ,
la hidrolisis y la gasificacion. En la primera fase las bacterias transforman la materia
orgdnica en acidos grasos para, posteriormente, ya en la segunda fase pasar a la
gasificacion, en la que se produce dioxido de carbono y metano. En la Figura 1.1 se
esquematizan las principales fases de transformacion de la materia orgénica. En primer
lugar, las macromoléculas organicas (carbohidratos, lipidos y proteinas) son hidrolizadas
por enzimas extracelulares hasta originar diferentes compuestos cono, azicares simples,
dcidos grasos de cadena larga, y aminoacidos. En una siguiente fase actuan las bacterias
fermentativas, que catalizan la formacion de 4cidos grasos volatiles y algunos alcoholes
(acido acético, butirico, propidnico y etanol, por mencionar algunos subproductos),

Después actuan algunas bacterias especializadas en producir acctato a partir de los acidos
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grasos volatiles (AGVs), Hy, y CO». Finalmente a partir de éstos tltimos se forma CO5

y metano como consecuencia de la actividad metanogénica bacteriana.

CHO
Lipidos
Proteinas

Enzimas

Extracelulares “""““)

Bacterias fermentativas

6/"‘

H o C02 Acido butiricrl)
< . Propiodnico, alcohol,
Acido acétic subproductos

K— Bacterias acetogénicas
H 9 002
Acido acéticp

<— Bacterias metanogénicas

CH 4
Metano
Cco 2

Figura 1.1 I'ases generales relativas a la transformacion microbiologica de compuestos
organicos en un praceso anaerobio.

1.2.1 Acidogénesis y Fermentacion

La acidogénesis es el fenomeno por el cual los carbohidratos y acidos grasos de cadena
larga son transformados a acidos grasos volatiles de bajo peso molecular. Las vias
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) y Entner-Doudoroff son importantes en la
descomposicion de la glucosa en condiciones anaerobias, donde el producto terininal de

la via es el acido pirivico y desempefia un papel importante porque a partir de él se
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inician las fermetaciones lactica, alcholica y de acidos grasos volatiles (bacterias

fermentativas).

Acetogénesis

La acetogénesis como ruta alterna a la acidogeénesis fermentativa, consiste en la
transformacion de los productos de la primera etapa acidogénica, a acetato, CO», dcido
formico e Hy. Existe un grupo de bacterias acetogénicas productoras obligadas de
hidrogeno (BPOH), ¢l ctanol puede ser oxidado en acetato por un cultivo mixto de
bacterias acetogénicas productoras de hidrogeno (BAPH) y bacterias hidrogenofilicas. El
propionato y butirato pueden ser oxidados a acetato y COp. Otro grupo de bacterias
autotroficas comao  Acetobacterium  woodii o Clostridium — aceticum  utilizan  un

metabolismo “acido homoacético", para la conversion de Hy y CO9 en acetato.
La reaccion balanceada es la siguiente;

2 €Oy + 4 Hy -» CH3COOH + 2 Hy0

1.2.2 Metanogénesis

La metanizacion es el proceso de respiracion anacrobio Hevado a cabo por un grupo de
arqueobacterias, en la que sustratos tales como el H, y CO,, formato, acetato, metanol,
aminas metiladas y algunos compuestos sulfometifados, son reducidos a metano. El
formato es el sustrato que utilizan aproximadamente la mitad de las especies
metanogénicas pero el acetato es el precursor mas importante del metano en la naturaleza.
Como se puede observarse en la Tabla 1.2 los cambios energéticos son bajos con respecto

a los procesos aerobios.

6
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Tabla 1.2-Rendimientos de energia de sustratos metanogénicos

Reaccion G (ki/mol)
4Hy + COp - CHy + Hy0 139
4HCOO" + 20" -~CH, +CO, + 2HCOy 127
ACH30H - 3CH, + COpt HyO 103
4CH3NHy +2H90 + 4H" + -3 CHgt COpNHy" 102
CH3CO0" + HyO---Cli + HCO3" 28
(CH3)S + HoO-~- 1.5 CHy + 0.5 COx+ HaS -74

Zehnder y col., 1988,

Flora Bacteriana Metanogénica.
Se han podido aislar nueve péneros de bacterias metanogénicas: Methanobacterium,
Methanotermus, Methanococcus, Methanocrobium, Methanogenium, Methanococeoides,

Methanoplanus, Methanosarcina, Methanothrix y Methanolobus.

Morfoldgicamente las metanogénicas exhiben una gran variedad de formas y tamafios
como cocos, bacilos, espirilos y sarcinas, que pueden ser Gram-positivos o Gram-
negativos. No obstante, la naturaleza quimica de la pared celular difiere al de las

cubacterias, ya que no contienc mureina sino mas bien una pseudomureina (Kandler y

Hippe, 1977).
Enzimas participantes cn el transporte de electrones.

Los estudios bioquimicos indican que el mecanismo de transporte de electrones a €Oy
durante la metanogénesis, es diferente a otros procesos respiratorios anaerobios, como la
desnitrificacion y Ia reduccion de sulfato a sulfuro. Un sistema ordinario de transporte de
clectrones puede incluir citocromos, flavinas y quinonas, los cuales no existen en Ia
metanogénesis. De ser asi la sintesis de AP, podria ocurrir en una especie de proceso de

fosforilacion por transporte de electrones. Un componente del transporte que ha sido
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identificado en las bacterias metanogénicas es el factor 420 (Fq90) una coenzima de peso
molecular 630, fluorescente azul-verde, que posee una fuerte absorcion a 420 nn en su
forma oxidada. Otras coenzimas encontradas en las metanogénicas son la I43q que es un
tetrapirrol, que contiene niquel y la K349, que es una pterina denominada metanopterina.
La 1430 sirve como grupo prostético de la metilcaenzima M reductasa en el paso final de

la metanogénesis (Salamanca, 1992).

1.3 Eliminacion de nitrégeno

Los sistemas mas tradicionales de tratamiento de la contaminacion por nitrogeno
comprenden dos procesos biologicos: la nitrificacion y la desnitrificacion, ambos procesos
son complementarios porque en la primera fase el amonio es oxidado a nitrito y a nitrato,
los cuales sufren una reduccion hasta Np por medio del proceso desnitrificante (Johson y
Schroepfer, 1964; Wuhrmann, 1964; Ludzack y Ettiger, 1962). Las condiciones
ambientales de las microfloras nitrificantes y desnitrificantes son opuestas, por ejemplo, las
bacterias responsables de la nitrificacion, las amonio oxidantes y nitrito oxidantes (por
cjemplo, Nitrosomonas y Nitrobacter), son litotrofas, aerobias estrictas, aportan protones
al medio. En cambio, las bacterias facultativas pueden desnitrificar en condiciones
anoxicas, nutricionales heterotroficas y producen iones "OH por lo que el pH tiende a ser

basico.

1.3.1 Eliminacion de nitrato y nitrito por medios fisico-quimicos y bioldgicos

Existen técnicas fisico-quimicas de eliminacion de nitrato y nitrito que se han propuesto
para el tratamiento de aguas subterrancas de uso doméstico. Algunas de estas técnicas

son: intercambio ionico, reduccion quimica, Gsmosis inversa y electrodialisis (Sontheimer
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y Rohmann, 1984; Sorg, 1979), pero lnicamente las téenicas de intercambto ionico y

desnitrificacion bioldgica son consideradas factibles de llevar a cabo en gran escala.

La desnitrificacion biologica es un método barato y eficaz para ol tratantiento de la
contaminacion de las aguas por la presencia de nitratos. En la Tabla 1.3 se muestran las
vias metabolicas por las cuales el nitrato se reduce a Ny y en ocasiones a NHt. El
conocintiento de los meeanismos de regulacion  bioguimica pueden ser un [actor
importante que determinen la orientacion de la desnitrificacion, o bien la reduccion
desasimilativa mendiante la formacion de NHyt. A diferencia de la reduccion de nitrato
asimilativa cn la que se forma ¢l mismo producto (NHyH), ef fin terminal de este ultimo es
proveer a la célula de nitrogeno para la sintesis de compuestos estructurales y funcionales.
l<n cambio el metabolismo desasimilativo del nitrato a monio (RDNA), la célula no utiliza
el amonio para requerimientos biosintéticos, mas tarde se tratara con mayor defalle los
aspectos bioquimocos de la RDNA.

‘Tabla 1.3- Asimilacion y desasimilatorio nitrato.

Proceso Ruta Regulado por Organimos
responsables
Mecanismo
asimilatorio
Plantas, Hongos,
Reduccion Algas, Bacterias
asimilatoria de NO3, NO2, NHy NHy, N-organico
nitrato
Mecanismos
desasimilatorios

Bacterias  aerobias,

Desnitrificacion NO3, NOy, NpO,Ny 07) que pueden crecer
cn anaerobiosis con
NO3, y NOy,

Reduecion NO3, NOp, NHy 0y Bactesias anacrobias

desasimilatoria  de y facultativas.

nitrato a amonio
(Tiedje, 1988).

9
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Fuente de carbono y relacion C/N

Las aguas residuales tratadas con sistemas de lodos activados, y digestion anaerobia
carecen de carbono organico para llevar a cabo el proceso de desnitrificacion, en ¢l dado
caso de haber necesidad de eliminar nitrato. Si asi fuese s¢ tendrd en consideracion la
adicion de una fuente de carbono asimilable para que awmente la velocidad de
desnitrificacion (Payne, 1981; Knowles y col., 1983; Tam y col., 1992).

Los requerimientos macronutricionales necesarios para la biosintesis celular son C, H, O,
N, Py S, en tanto que los micronutrientes son K, Na, Mg, Ca, y Fe. En ocasiones es
necesaria la adicion de Mn, Zn, Cu, Co y Mo (Champ y col., 1979). Las relaciones
favorables de C/N/P/S de acuerdo a fa composicion celular promedio puede ser de
100:20:4:1 (Spector, 1956). Se debera afiadir suficiente carbono no solo para satistacer las
necesidades biosintéticas (al menos 30% mas del carbono calculado), sino ademas para
proporcionar electrones suficientes para reducir ef nitrato hasta nitrogeno molecular,

La concentracion de carbono necesaria para efectuar la desnitrificacion, sin limitaciones,
variard en funcion de la naturaleza de la fuente de carbono. Skrinde y col, (1982)
encontraron que la eficacia de eliminacion de nitrogeno con valores crecientes de la
relacion DQO/N. Sin embargo, para cada sustrato orgénico es diferente el valor de la
relacion C/N, con el que se obtiene los maximos porcentajes de eliminacion de nitrato.

Es posible que la desnitrificacion se pueda dar con la materia orgénica y su tipo
cualitativo, almacenada en los microorgamimos, pudiendo incrementarse la velocidad con
respecto a las velocidades de desnitrificacion endogenas. Conviene enfatizar que la
cantidad de materia organica necesaria para la desnitrificacion depende del compuesto de
carbono utilizado, de fa cantidad de energia que posee ¢l compuesto y de la afinidad que
exista entre la materia organica y los microorganismos.

El metanol por excelencia, ha sido el sustrato mas utilizado como fuente de carbono para

el proceso desnitrificante, sin embargo la toxicidad del metanol, unido al aumento del



L

FELIMINACION DI CARBONO Y NITROGENO

CAPITULOA

precio del petroleo ha provocado que el metanol deje de ser una fuente de materia

orgéanica barata, lo que ha hecho necesaria la bisqueda de tuentes de carbono alternas. En

la Tabla 1.4 se muestran las relaciones C/N con sustratos, como metanol, acetato, etanol y

glicerol para Hevar a cabo la desnitrificacion.

Tabla 1.4- Diferentes relaciones C/N para desnitrificar con diferentes sustratos.

SUSTRATO
Metanol
Metanol
Metanol
Metanol
Metanol
Acctato

Acetato

Acetato
Acetato

Etanol

Etanol
Etanol
Etanol
Etanol

Glicerol

RELACION C/N
0.93
0.93

1.1-1.2

132
0.83

1.5

1.5
1.04
0.67

1.125-1.25

20
2.01

1.6

1.0
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Bitton y Gerba, (1984) propusicron que la relacion C/N requerida para efectuar la
desnitrificacion hasta una eficiencia entre 80-90% fue de 1. Grabinska y col., (1985%)
también encontraron que la relacion C/N | fue la mejor en estudios con unidades
biocendticas desnitrificantes. En éste Gltimo caso la fuente de carbono y donadar de
electrones fue el glicerol. Parcce ser que las bacterias desnitrificantes pueden emplear una
gran variedad de compuestos organicos, fales como los carbohidratos, alcoholes, acidos
organicos y aminoacidos, pero con eficacias distintas. Akuna y col., (1992) encontraron
otros tipos de comportamientos en funcién de la relacion C/N, cuando utilizaron glucosa
como fuente de carbono; encontrando tres comportamientos distintos:

1).- Desnitrificacion a C/N< 3.5, en donde la mejor relacion para la eliminacion de nitrato
s 3.5 y para el nitrito de 2.6.

2).- Desnitrificacion y produccion de metano: 3.5 << C/N< 21.3, La cantidad de metano fue
mayor cuanto mayor fue la relacion C/N.

3).- Produccion de metano sin desnitrificacion: C/N >21.3, a medida que la relacion C/N
aumento, la amonificacacion se incrementd y la desnitrificacion disminuyo. Cuando la
relacion C/N fue igual a 42, la amonificacion es total, aunque esta actividad se relaciona

con ¢ tipo de fuente carbonada (glucosa).

Hay evidencias de que la glucosa puede contribuir al crecimiento de las bacterias
amonificantes (Kuroda y col, [988), cabe aclarar que se entiende como bacterias
amonificantes a aquellas que tienen la capacidad de reducir el nitrato a amonio por fa via
desasimilativa; por ejemplo algunas especies del género Clostridia y ciertas bacterias
sulfato reductoras. Otro factor que pudiera contribuir a la formacion de amonio es la
presencia de bacterias sulfato reductoras en los lodos, debido a que éstos pueden reducir
nitrito a amonio, especialmente en aguas que contengan poco sulfato (Tiedje, 1988)

La cficacacia de la glucosa como fuente de electrones en la desnitrificacion, varia entre el

10y 100% (Tam y col, 1992; Manoharan y col, 1989; Wilderer y col, 1987), debido a que



ELIMINACION DECCARBONO Y NITROGENO CAPITULO) |

favorece el cremiento de bacterias facultativas a  expensas de las  verdaderas
desnitrificantes. Tam y col., (1992) sugiricron que el acetil-CoA -compuesto clave en las
vias catabolicas ghcolitica y de los acidos tricarboxilicos- que se forma a partir de acetato,
podria ser una fuente de carbono directa, no asi el metanol o glucosa en la desmitrificacion.
ista sugerencia esta apoyada por otros investigadores que encontriaron mayores
velocidades de desnitrificacion con acetato, que con metanol (Andersson y Rosen, 1990;
Winter y col., 1989; Gerbery col., 1987.).

En un estudio (Akuna, 1993) en el que sc compararon diferentes fuentes de carbono
(glucosa, acetato, lactato o metanol) para efectuar la desnitrificacion con lodos de un
digestor anaerobio, encontraron que la mejor relacion C/N fue inferior en cultivos con
acetato y lactato, que con glucosa o glicerol, debido probablemente, a que con estos
tiltimos sc produjo amonio, lo que puede indicar que los formadores de amonio no utilizan
acidos grasos volatiles para llevar a cabo la reduccion desasimilatoria de nitrato a amonio.
Una observacion importante sugiere que la amonificacion y fermentacion toman lugar

simultaneamente cuando la fuente de electrones es glucosa.

Algunas observaciones de Turk y Mavinic, 1987 condujeron a concluir que un sistema
microbiano que fue adaptado para desnitrificar con nitrito, sera incapaz de realizar este

proceso cuando se sustituya cl nitrito por nitrato, no asi lo contrario,

Dado el nivel de la carga organica en las aguas residuales, asi como su composicion
quimica con gran diversidad de compuestos, son per se medios de cultivos. Esto
disminuye la necesidad de tener que balancear nutricionalmente el influente. De ser asi,
algunas de las ventajas son:

1.- Reduce la cantidad de residuos que la industria debe tratar.

2- Reduce los costos de operacion y mantenimiento.

13
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Algunas de las caracteristicas que debe complir un agua residual o un subproducto para
ser utilizada como fuente de carbono son:

a).-Alto contenido en carbono, para aminorar los gastos de transporte y las carpas
hidraulicas.

b).-Composician uniforme y cercania a la planta para evitar problemas de transparte.

in la Tabla 1.5 se citan algunos tipos de aguas residuales utilizadas para Hevar a cabo la

desnitrificacion.

Tabla 1.5.- "Tipos de aguas residuales utilizadas para desnitrificar.

Tipo de Aguas residuales C/N Referencia
Agua de cocina proxima a 4 Biswas y col, 1985
Excretas de cerdo 323 Haga y co., 1989
Melazas azucarcras 7 Bosman y col,, 1978
Melazas azucareras 5 (ecen y col.,, 1992
Derivados del ensilaje de forraje de maiz - Skrinde y col., 1982

Levaduras de fabrica de cerveza -

Suero de leche -

Licor de sulfito de papelera -

Aguas residuales urbanas 5-7 Jiménez y col., 1984

Skrinde y col, (1982), encontraron los mejores resultados al desnitrificar con tres tipos de
aguas residuales, las cuales se citan en la Tabla 1.5. Cuando se utilizo el snero de leche el
rendimiento no fue mayor que el 83%, por citar un caso. Las relaciones DQO/N
recomendadas estuvicron proximas a 3, ademds de que se encontré una dependencia lineal

entre la relacion DQO/N y la velocidad de desnitrificacion por debajo de la citada relacion.

14
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1.4 Reactores desnitrificantes

Reactores biologicos utilizados para In eliminacion de nitrogeno.

Se han aplicado varias tecnologias en el tratamiento de aguas residuales y aguas de pozo
contaminadas con nitratos. Los reactores utilizados para estos estudios son de
alimentacion continua, y las concentraciones de nitrato varian ampliamente desde 13.8 a
1560 mg N-NQO3/l, mismas que sefialan en fa Tabla 1.6. Klapwitk y col., (1981), utilizaron
un reactor de lecho de lodos de flujo ascendente. Francis y Callahan, (1975) ¢ lbrahim,
(1978) sugieren la utilizacion de reactores de biopelicula fija para el tratamiento de aguas
residuales altamente contaminadas con nitrato (500-5,000 NO3 mg/l), provenientes de
plantas de produccion de oxido de uranio. Una altermnativa mds es la utilizacion de
reactores de lecho empacado (Blaszezyk y col, 1981). Existen varias publicaciones
relacionadas con estudios de eliminacion de nitrogeno en diferentes tipos de reactores, que

se muestran en la Tabla 1.6.

Tabla 1.0 Reactores utilizados para desnitrificar y sus respectivas concentraciones. Lecho
de lodos de flujo ascendente (LDLEFA).

Tipo de Reactor Concentracion  Solidos suspendidos Referencia
mg N-NO3/l volatiles
il
Lecho fluidificado 19.5 - Hally Zabel, 1984
LDLFA 1560 30 Klapwijk y col,1981
LDLFA 220-670 0.1 Guabinsha-Lovicwika y oo, 1983
Reactor de pelicula 18.1 - Gros y col, 1986
fija
Nitrazur 16.3 - Richard, 1989
Biodenit 14.7 - Rogallay col., 1990
Reactor de mezcla 13.8 25 Szpyrkowicz y col., 1991
completa
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1.5 Microorganimos Desnitrificantes

Los microorganismos que participan en la desnitrificacion son generalmente bacterias
lieterotrofas facultativas, las cuales en condiciones anacrobias, utilizan las formas oxidadas
de nitrogeno (nitrato y nitrito) como aceptores ultimos de electrones. Estas bacterias son
bioquimica y taxonomicamente muy diversas (Knowles, 1982), como ejemplo, pueden
citarse a Psendomonas sp y Nuerospora, que son bacteria y hongo, respectivamente.

En la Tabla 1.7 se mencionan algunos de los géneros y especies de bacterias que

desnitrifican en los sistemas de tratamiento de aguas residuales.

Tabla 1.7.-Flora microbiana responsable de la desnitrificacion

Bacterias Referencia
Alcaligenes faecalis Kakutani y col.,(1981)
’seudomona aernginosa  Fabig y col., (1979)
Achromobacter Smith y col., (1972)
Bacillus Smith y col., (1972)
Hyphomicrobium spp. Nurse, (1980)
Tiobacillus denitrificans Sikora y Keeney, (1976)

Las bacterias desnitrificantes frecuentemente mas comunes son los géneros de
Pseudomonas seguidas por algunas Acalligenes. Bl predominio de las Psendomonas
parece ser debido a su versatilidad y la competencia por la fuente de carbono, tanto en
habitats terrestres, como en acuosos. Para tener idea de la gran variedad de la flora
desnitrificante que existe en la naturaleza se sefiala que pueden utilizar poder reductor
organica e inorgdnica pero los sustratos orgdnicos son la fuente mds comin. (Tiedje,
1988). Por ello los nichos ecoldgicos de donde se les puede aislar son también variados
localizados en sistemas terrestres (suelos y rizosfera) y en sistemas acuéticos (sedimentos
marinos, lacustres y estuarios).

En los sistemas de tratamiento de aguas discfados para la climinacion de nitrato por

desnitrificacion y que han sido alimentados con metanol, se encontrd que predomina el
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género Hyphomicrobium, ¢l cual consume ¢specialmente compuestos orgdnicos de un

solo carbono (Meiberg y col., 1980).

1.6.- Aspectos Bioquimicos
Ll proceso global de desnitrificacion de forma general es:

X Apeg + XNO3™ > BAgy+ YN
Donde:
Ared: compuesto quimico en su estado reducido (fuente de electrones)

Apx: compuesto quimico oxidado

a, B, X,y Y son cocficientes estequiométricos

Las condiciones principales para que se efectiic la desnitrificacion son las siguientes:
1).-La presencia de materia oxidable que actué como fiiente de electrones.
2).-Condiciones anaerobias

3).-El nitrogeno debe encontrarse como nitrato 0 como nitrito.

Enzimas participantes en la desnitrificacion

En Paracoccus denitrificans se ha estudiado la secuencia de reduccion de nitrato en la
que intervienen enzimas reductasas (Boogerd y Stouthamer, 1980; Porte y Vignais, 1980,
John y Whatley, 1975). Las enzimas participantes son las nitrato reductasa (NR), nitrito
reductasa (NIR), nitrito oxido reductasa (NOR) y oxido nitroso reductasa (NoOR). En la
Figura 1.2 se muestra un modelo de la via en donde se observa que los electrones son
transportados por los citocromos b y ¢ al oxigeno, pero en condiciones de anaerobiosis,
son dirigidos a los oxidos de nitrogeno (NO3~, NO7-, NO, N2O). La enzima nitrato
reductasa puede ser de tipo A (participante del metabolismo desasimilatorio, o del tipo B

(proceso asimilatorio), ambas proteinas son diferentes y codificadas por diterentes genes

17
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(Payne, 1973, Pichinoty, 1973). La nitrato reductasa desasimilatoria de las desnitrificantes
es similar a otras nitrato reductasas desasimilatorias en cuanto al contenido de fierro,
azufre y molibdeno (Stouthamer, 1976). La cenzima esta asociada a membrana y esta
implicada en la conservacion de la energia. bn Paracocens denitvificans, la NR vy
citocromos de membrana estan corregulados y la actividad enzimatica parece tener un

papel en la regulacion de su propia sintesis (Calder y col., 1980; Stouthamer, 1976).

HQ
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Figura 1.2.- Modelo de la via de transporte de electrones mds probuble en Paracoceus
denitrificans (modificado de referenciays citadas). NRD, nitrato reductasa; NIR, nitrito
reductasa; NOR, oxido nitrico reductasa; NyOR, oxido nitroso reductasa;  Fp,
Slavoproteina; 1eS, sulfuro de fierro; UQ-10, ubiquinona-10; Cyt, citocromo; Mo,
molibdeno; MeOH, meianol,

La enzima nitrito reductasa (NIR) ha sido puriticada de diferentes bacterias y parece haber
dos tipos principales. Primero una hemoproteina de citocromo tipo cd, la cual puede
también tener actividad de citocromo oxidasa (Lam y Nichola, 1969; Sawhney y col.,

1978).
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Bioguimica de 1a reduccion desasimilativa de nitrato a amonio (RDNA): Formacion
deNlygt

La rapida reduccion de nitrato a amonio por bacterias fermentativas estd bien
documentada desde hace algunos afos (Woods, 1938). Existen dos tipos de enzimas
nitrato reductasa caracterizadas por bacterias que reducen nitrito a amonio.(ver Figura
1.3). Una de cllas fue puriticada a partir de Clostridium y ¢l otro tipo de enzima fué
obtenida de la membrana de fv. coli o Klebsiclla acrogenes (este tipo de enzima fue

similar a la correspondiente enzima desnitrificante).

- N O
NO Nitrato .
3. ~ reductasa L 7 2

NO T _N_lgrntq_fedudasa

\ o > NH amino  a.

aminas
amidas

Nitrosaminas
Nitrosamidas

Iigura 1.3, Reduccion de nitrato y nitrito por enterobacterias (Cole, 1991).
desasimilacion anacrobia, (- -.-.->); asimilacion del nitrato (9); otras vias , (—-->).

En la membrana citoplasmitica parece ser que se efectia la donacion de electrones por
NADH, (nicotinamida dinucledtido reducido) o por formato, hacia las tres o cuatro
subunidades compartamentalizadas en la membrana citoplasmatica, las cuales a su vez los
donan al nitrato intracelular. Los mecanismos de como el nitrato entra a la bacteria ni cual
es cl papel del formato o NADH dependiente en la reduccion del nitrato no estan ain

claros (Cole, 1991).

Como se observa en la Figura 1.3 hay al menos dos rutas bioquimicas y genéticamente
diferentes para la produccion de amonio, una de ellas encontrada unicamente en al familia

Iinterobacteriaceae, la cual comprende una enzima citoplasmatica soluble. Por otro lado,
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la via de mayor distribucion cs la reduccion electrogénica por un Cit ¢ hexa-hem
(citocromo ¢) que actua a nivel de periplasma (Cole, 1989, 1988; Fujita y Sato, 1970;
Cole, 1968). Por ahora no hay datos suficientes para saber si hay otros tipos de nitrito
reductasas que catalicen la formacion de amonio encontradas en bacterias anaerobias
obligadas como clostridias, lactobacilos, estafilococos, estreptococos, corinebacterias,
flavobacterias o neiserias, las que reducen ¢l nitrito. En la ‘'abla 1.8 se muestra la gran
diversidad de enzimas que intervienen en la reduccion desasimilativa de nitrato y nitrito en

diferentes grupos bacterianos.

Tabla 1.8 Subgrupos de bacterias que reducen nitrato a amonio basado en las diferencias
bioquimicas de la enzimas participantes en la reduccion del nitrato y nitrito.

Ligada a membrana NO3™ reduictasa NO3” reductasa
NOj3" reductasa soluble no detectable
v v
desnitrificacion ¥ N RDNA NOy™ -NH,* NOy” -NHy*
NO;" reducido 4 NO," reducido a T t
NO, N7O, Ny NHy"
NOy" reductasa NO," Feductasa
l desconacida desconocida
K
Nitrito reductasa soluble Hexa-hem ¢
sirohem nitrito reductasa nitrito reductasa
uscherichia Desulfovibrio Clostridium Streptococeus
Klebsiella Wolinella Neisseria
Cibrobacter lischerichia
Proteus Haemaophilus

Achromobacter
Citrobacter

(Cole, 1991).
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Aparentemente todas las bacterias que son capaces de reducir nitrato, lo son también para
reducir al nitrito, aunque lo inverso no es del todo cierto ya que en algunas especies
capaces de reducir nitrito, es decir, que tienen actividad nitrito reductasa, estan
desprovistas de actividad nitrato reductasa (Forsyte y col., 1988). Por otro lado muy
pocas especies tienen la doble capacidad de desnitrificar y reducir nitrato a amonio como

Iseudomonas putrefactens estudiada por Samuelsson (1985).

Segtn estudios de Wimpenny y Warmsley (1968), los organismos que utilizan al nitrato
como (ltimo aceptor de los electrones, lo hacen mediante reacciones similares a las
utilizadas por los microorganismos que donan lus electrones al oxigeno, es decir, que
proceden a través ciclo de los dcidos tricarboxilicos, que generan NADH. En cambio los
organismos fermentativos, al igual que las enterobacterias, parece ser que metabolizan
piruvato preferentemente a formato durante el crecimiento anaerobio, independientemente
si el nitrato esta o no presente. El formato es un excelente donador de electrones para la
reduccion de nitrato (Wimpenny y Cole, 1967).

En el esquema siguiente se muestran los productos finales del nitrato dependiendo del tipo

de bacterias y sustrato presentes en ¢l medio

Producto final de NO -

Bacterias no fermetativas 3
{ N2 )
Metabolismo quimiolitotrofas y bact. totosintéticas
Anaerobio Bacterias fermentativas +
{NH )
4
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La regulacion enzimatica de la sintesis de la nitrato reductasa en kascherichia coli, parcce
ser que depende de dos mecanismos, la represion por oxigeno o induccion por sustrato
durante ¢l crecimiento anacrobio. Un mecanismo dual similar tambicn regula la sintesis de

nitrito reductasa.

Acumulacion de nitritos

Frecuentemente se observa la acumulacion de nitritos en el proceso desnitrificante. Se han
hecho varios estudios orientados a esclarccer los faclores que la controlan. Las
observaciones al respecto sefialan una gran cantidad de factores, entre los que pueden
destacarse las especics microbianas que participan en el proceso, la composicion del
medio, la naturaleza de la fuente de carbono, la fuente de nitrogeno, el tipo de reactor, la

forma de alimentacion (continua o discontinua), entre otras (Hamon y col., 1991).

Se distinguen tres modelos de desnitrificacion expresados por tres diferentes especies de
bacterias, los cuales se enumeran a continuacion (Blasckzyk, 1992; Blaszczyk y col.,
1981)

1.- Reduccidn de nitrato sin acumulacion de nitrito. La acumulacion de nitrito sélo se
presenta a partir de una determinada concentracion de nitratos. Ahneida y col., (1993)
observaron que no se acumulaba nitritos ain cuando la concentracién de nitrato legaba
hasta a 800 mg/l.

2.~ Gran acumulacion de nitrito. Una vez que todo el nitrato se ha reducido a nitrito, da
comienzo la reduccion de éstos ultimos (Almeida y col., 1993; Lewadowskis, 1985). El
nitrato puede inhibir la reduccion de nitrito, ain después de haber comenzado dicha
reduccion, ya sea de forma total o bien de forma momenténea, lo que dependera de cada
especie bacteriana (Blaszczyk y col., 1981).

3.- Reduccion de nitrato a nitrito con una pequefia acumulacion de nitritos.
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Con el objetivo de explicar la acumulacion de nitritos, los investigadores han formulado
las siguientes conclusiones de sus respectivos trabajos experimentales:

1.- Diferente concentracion de nitrato y nitrito reductasas (Kristensen y col., 1991;
Betlach y Tiedje, 1981;)

2.-- Inhibicion de la nitrito reductasa por el nitrato, debido a la competencia por los
electrones (Almeida y col., 1993).

3.- Inhibicion de la oxido nitrico reductasa por el nitrato, hecho que precede a la
inhibicion de la nitrito reductasa por la acumulacion de oxido nitrico. La reduccion de
nitrato y de nitrito se inicia con la sintesis de las reductasas apropiadas (Payne y col.,
1969).

4.- Se ha encontrado que en sistemas de nitrificacion-desnitrificacion Nitrobacter sp.
podria catalizar la reaccion inversa a la de nitrificacion en condiciones anoxicas,
provocando la acumulacion de los nitritos (Bock y col., 1983).

5.- Beccari y col., (1983), comprobaron que a concentraciones elevadas de nitrato se
acumulaban nitritos debido a la presencia de acido nitroso libre. En algunos casos a
medida que aumenta la concentracion de nitratos en cl influente, la acumulacion de nitrito
es mayor. Cuando la concentracion de nitrato en el influente esta entre 3 y 4 g N-NO3/,
practicamente todo ¢l nitrogeno sale en el influente en forma de nitrito (Mycielski y col,

1985).

Sobre el efecto de la fuente de carbono en la acumulacion de los nitritos, Blasczczyk
(1993), observo que cuando desnitrificaba con caldo de nutrientes difco enriquecido con
nitrato potésico no se producia la acumulacion de los nitritos, debido a las actividades
paralelas y equilibradas de las reductasas de nitratos y de nitritos, la induccion de ambas
reductasas ocurria simultaincamente, o en una sucesion rapida. Con metanol, acetato o
ctanol, la induccion de nitrato reductasa en algunos lodos es rapida, a diferencia de la

induccion de la nitrito reductasa que puede retardarse varias horas ¢ incluso dias, con Ja
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consecuente acumulacion de nitritos, aunque en otros casos los resultados no son

similares.

Algunos autores justifican la acumulacion de nitrito con base en las velocidades de
reduccion de los nitratos y de los nitritos. Los nitratos se reducen a mayor velocidad que
los nitritos, provocando la acumulacion de estos ultimos (Almeida y col., 1993;Wilderer y
col., 1986). Tiedcje (1981), aplicando el modelo de Michaelis-Menten, encontro
evidencias que apoyan la idea de que la diferencia de velocidades de reduccion sea la
causa de la acumulacion de nitrito, debido a que la velocidad méaxima de reduccion del
nitrato es cinco veces mayor que la del nitrito, lo que explica que el nitrito se acumule casi

en cantidades estequiométricas.

Existen evidencias de que la acumulacion de nitritos esta en funcion del tipo de bacterias
que proliferen en el reactor desnitrificante, comprobandose que las bacterias anacrobias
facultativas catalizan la reduccion de uitrato hasta nitrito, pero no reducen ¢l nitrito,
mientras que las bacterias realmente desnitrificantes reducen ¢l nitrito hasta nitrogeno
gaseoso (Cole, 1991). Las condiciones de cultivo permiten la proliferacion de bacterias
anaerobias facultativas, que ocasiones, son las anicas responsables de la acumulacion de
los nitritos. La cantidad de nitritos acumulados y el tiempo que estos tardan en eliminarse
en algunos sistemas, podria depender de la proporcion entre las bacterias anaerobias
facultativas y las realmente desnitrificates, pero habrda que hacer los estudios
correspondientes. Las bacterias de respiracion fermentativa pueden crecer a mayor
velocidad que las realmente desnitrificantes y muchas veces a expensas de estas,
especialmente en ambiente andxico por ¢l tipo de via respiratoria (Wilderer y col., 1987,
Mycielski y col. 1985; Blaszczyk y col., 1981;).

Cuando la alimentacion en un proceso desnitrificante consiste de almidon, se observa que

el nimero de bacterias desnitrificates depende de la relacion de almidén a nitrato presente
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en el medio. En determinadas concentraciones de almidon crecen bacterias fermentativas
que reducen el nitrato, pero no ¢l nitrito (Mycielski y col., 1985). Blaszezyk, (1993)
afirma que la acumulacion de nitrito depende, en muchos casos, de un equilibrio
apropiado entre la concentracion y tipo de fuente de carbono y la concentracion del

nitrato.

Se ha puesto de manifiesto que la acumulacion de nitritos depende del tipo de reactor
utilizado y de las condiciones hidrodinamicas del sistema. Alemeida y col,, (1993)
observaron que la acumulacion de nitritos es mayor en Jos reactores que operan con
células inmovilizadas. Kone y col., (1981), y Requa y Schroeder (1973), comprobaron
que la acumulacion fue independiente de la forma de alimentar al reactor y que dependia

mas de otros factores, como los ambientales o las inhibiciones.

1.7 Factores Ambicntales

Efecto del Oxigeno

Las concentraciones de oxigeno a partir de las cuales la desnitrificacion cesa, depende de
las condiciones en las que se realice el proceso, del tipo de reactor uilizado, de las
especies bacterianas involucradas en la desnitrificacion, como principales factores (Misra y
col., 1974; Krul, 1977; Hochstein y col., 1984; Robertson y col., 1984).

Existen evidencias del efecto del oxigeno tanto en la sintesis (represion) como en la
actividad de la nitrato reductasa (inhibicion). Cuando se utilizd Klebsiella aerogenes
inicialmente en condiciones anacrobias, posteriormente en medio aerobio, los resultados
obtenidos fueron los siguientes:

1.-Existe cese inmediato de la formacion de nitrato reductasa.

2.- Existe cese de la produccion de nitrito.

3.~ Ocurre inactivacion parcial de la enzima presente.
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Un andlisis de los resultados sugiere que la inactivacion de la nitrato reductasa es debida a
que los clectrones transferidos por el nitrato son desviados de la ruta desnitrificante al
sistema de transferencia de electrones del proceso respiratorio acrobio, por lo que la
nitrato reductasa se oxida al no serle transferidos el par de electrones del nitrato.

Con respecto a la desnitrificacion en medio liquido se tienen algunos estudios que
sugicren que puede darse hasta alrededor de 0.5 mg/l (0.016mol/ml) de oxigeno disuclto
(Wheatland y col., 1959), mientras que otros autores indican que el nitrato no ¢s reducido
a concentraciones de oxigeno disuelto de aproximadamente 0.2 a 0.4 mg/l, (0.0062 a

0.012mol/ml respectivamente) (Skerman y MacRae, 1957).

Se encontrd que el producto final de la desnitrificacion con Paracoccus halodenitrificans,
dependia de la concentracion de oxigeno presente en el sistema desnitrificante. Por
ejemplo, cuando las condiciones fueron anaerobias, el producto final fue Ny; cuando
aumentaba la concentracién de oxigeno se llegaba unicamente a oxido nitroso, un
posterior aumento en la concentracion de oxigeno, el proceso se acortaba hasta la
obtencion de nitrito y si se aumentaba ain més la cantidad de oxigeno, el nitrato se
acumulaba. Tal parece que la reductasa de nitrato fue la menos sensible y la mas sensible
era la enzima 6xido nitroso reductasa, incluso cuando la concentracion de oxigeno no era

detectable en disolucion, la reduccion a Np disminuyo (Holchstein y col., 1984).

Influencia del Potencial Redox

Las reacciones bioldgicas de oxidacion-reduccion pueden seguirse a través de pardmetros
electroquimicos, como es el potencial redox. Es cual es un factor importante vinculado
con la concentracion de oxigeno en el liquido. La dificultad de utilizar el potencial redox
como parametro operacional esta en la diferencia entre la concentracion de oxigeno a nivel

micro y macroambiental.
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pit.

La influencia del pH es una variable fundamental en los procesos biologicos, por el efecto
que tiene este sobre la bioquimica y fisiologia (enzimas, membrana) de las células, y ain
mas cuando in sitn hay produccion de iones “OH, como sucede en las reacciones que
describen el proceso desnitrificante.

Esta bien documentado los valores de ptl en los que ocurre la desnitrificacion, lo cual
depende de las condiciones experimentales en las que se efectue éste. Por ejemplo,
diferentes autores afirman que la desnitrificacion es maxima cuando el pH esta entre¢ 7.0y
9.0 (Edholm y col,, 1970; Ide y col,, 1972), en tanto que otros observaron que esta entre
pH 7.0 y 8.0 (Henze y Harremoes, 1977, Payne, 1981; Knowles, 1982; Hiscock y col,,
1991).

Temperatura.

El efecto que tiene la temperatura sobre la desnitrificacion biologica no es independiente
de otros parametros de operacion (velocidad de carga, concentracién de nitriatos en el
medio). A medida que aumenta la concentracion de nitratos, la dependencia de la
desnitrificacion con la temperatura aumenta, y que al aumentar la temperatura aumentaba
la velocidad de eliminacion (Jewell y col., 1975). Henze, (1991) comprobd que la fuente
de carbono utilizada y la temperatura determinaban la velocidad del proceso. También se
observé que la dependencia de la desnitrificacion con la temperatura es funcion de la edad

del lodo activado y del régimen hidraulico de operacion,
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1.8 Aspectos Cinéticos

Crecimiento de biomasa y consumo de sustrato.

Como ¢s sabido el crecimiento bacteriano dependera de dos relaciones fundamentales: la
velocidad de crecimiento bacteriano y la velocidad de utilizacion del sustrato. El modelo
clasico que describe el efecto de la concentracion de sustrato limitante sobre la velocidad

de crecimiento microbiano es ¢! modelo de Monod (ecuacion 1)

R Mgy === (1)

Donde, 1 es velocidad de crecimiento especifico, (171); gy s la velocidad de
crecimiento especifico méxima, ((t-1); S es la concentracian de sustrato limitante (mol/l);
Kg es la constante de saturacién (concentracion de sustrato limitante para la cual la

velocidad de crecimiento es la mitad de la maxima)
La velocidad de crecimiento bacteriano se define segin la ccuacion 2;

vpi=p X 2)

vy es la velocidad de crecimiento bacteriano (mol (-1 I-1) y X es concentracion de biomasa
(mol Iy,
Combinando las Ecuaciones 1 y 2, se obtiene la relacion que expresa la velocidad de

crecimicnto bacteriano en funcion de la concentracion del sustrato, Ecuacion 3:

Hmax XS
V= mmmmmnmecceee 3)
KS + S

28



FLIMINACION DI CARBONO Y NITROGEENO CAPHTULO

Ln el proceso de desnitrificacion biologica, participan dos sustratos, el compuesto
oxidado de nitrogeno y la materia organica, ambos pueden ser sustratos limitantes del
proceso. Por lo que varios autores han moditicado la ecuacion de Monod para obtener
una ecuacion similar con dos sustratos y sus correspondientes constantes (Beecari y col.,
1983; Engberg y Schroedder, 1975; Eramo y col,, 1993; Watanabe y col., 1992; Sheng-
Kuny col,, 1991).

Cuando la concentracion de sustrato en el medio es mucho mayor que kg la ecuacion de
Monod queda reducida a una reaccion de orden cero y cuando es inferior se reduce a una

reaccion de orden 1, siempre que sea despreciable la velocidad de muerte celular.

I'= Myax reaccion de orden cero
Imax
r=-—-—-8=k8 reaccion de orden 1
Kg

1.9 Interaccién entre la desniirificacion, RDNA y metanizacion

Competencia entre desnifrificacion y RDNA

Las relaciones encontradas entre la RDNA vy la desnitrificacion, proporcionan importantes
topicos de investigacion. Ambos son procesos de reduccion desasimilativa que ocurren en
anaerobiosis, por medio de los cuales la célula obtiene energia para su crecimiento (Flarris,
1982). Tiedje y col., (1982) estudiaron la competencia entre la desnitrificacion y la RDNA
y sus conclusiones fueron que en condiciones limitadas de nitrato la RDNA fue favorecida
y, cuando habia limitaciones de fuente de carbono, la desnitrificacion fue la via

predominante. Sin embargo, désta observacion no puede ser considerada como
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desnitrificante, ya que despuds encontraron que en algunos sistemas naturales (aguas de
pozo) la RDNA puede competir exitosamente con la desnitrificacion st existe
disponibilidad de nitrato. Binnerup y col, (1992) estudiaron fa desnitrificacion, la RONA 'y
nitrificacion en un sedimento estuarino con un sistema de flujo continuo. La concentracion
de nitrato en el estuario fue de 125 a 600 M. Los resultados mostraron que la reduccion
desasimilativa de nitrato a amonio, con respecto a la desnitrificacion, no fue significativa,
no haciéndose mecion alguna respecto al tipo y concentracion de la fuente carbonada, Lo
anterior sugiere que la relacion C/N puede ser determinante para que un consorcio

microbiano bajo condiciones andxicas, sc incline por la desnitrificacion o por fa RDNA.

Por otro lado, es también evidente el efecto del tipo de sustrato en la velocidad de
reducion de nitrato. Recientemente se ha observado que la glucosa es el sustrato menos
eficiente para llevar a cabo la desnitrificacion (Akunna y col., 1994; Carley y Mavinic,
1991; Manoharan y col., 1989). La glucosa por otra parte, en la fase anoxica puede
promover el crecimiento de los microorganismos anaerobios facultativos a expensas de
verdaderas desnitrificadoras (Carley y Mavinic, 1991).

Muchos microorganismos catabolizan los sustratos organicos por la via glicolitica y la de
los acidos tricarboxilicos para obtener la fuente de carbono y de energia (Brock y
Madigan, 1991). Tam y col., (1992) sugirieron que ¢l acetil-CoA, a partir de acetato,
podria ser una fuente de carbono y de electrones mas directa que el metanol o glucosa
para desnitrificar. Esta observacion estd apoyada por otros investigadores que encontraron
mayores velocidades de desnitrificacion con acetato que con metanol (Andersson y Rosen,
1990; Winter y col., 1989; Gerber y col., 1987), sin embargo, no se hace mension al tipo
de microflora presente.

También s tienen antecedentes que el donador de electrones influye en la seleccion y
dindmica del crecimiento de la biocenosis participante en la desnitrificacion (Grabinska-

Loniewska y Slavikowa, 1990; Grabinska-Loniewska y col., 1985). En resumen parece ser
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que es importante el tipo de sustrato que se utilice, y posiblemente la refacion C/N, ya que

de cllo puede depender la arientacion del proceso, a saber desnitrificacion y RDNA,

En la Figura 1.4 se desglosan todos los posibles eventos bioquimicos que en la digestion
anacrobia podrian efectuarse. Como se puede observar la desnitrificacion es uno de los
procesos bioquimicos que se pueden generar, despudés de la etapa acidogénica, en la que se
producen compuestos como acetato, piruvato, laciato, o succinato los cuales pueden ser

las fuentes de electrones (Fass y col., 1994).

En la digestion anacrobia, el proceso desnitrificante podria estar en ventaja cont respecto a
los procesos metanogénicos, desde el punto de vista termodinamico, asi como por la
inhibicion que ejercen los nitratos y los nitritos sobre la metanogénesis, sea debido a los
cambios de potencial redox o por la competencia por el sustrato carbonado (Bell, 1969;

Bollag y Czlonkowski, 1973).

POLIMEROS BIOLOGICOS
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Figura 1.4 Fsquema de vias metabolicas implicadas en la digestion anaerobia. BD,
bacteria desnitrificante; BSR, bacterias sulfato reductoras 1; BSRy, bacterias sulfato
reductoras 2; BF, bacterias fermetativas, BMA, bacterias metanogénicas acetocldsticas;
BM, bacterias metanogénicas.
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Sin embargo, recientemente Cheng y Lin, (1993), no encontraron cvidencia de
competencia por cl sustrato entre entre bacterias desnitrificantes y metanogénicas, ni que
la causa de la inhibicion sea debida, al cambio de patencial redox por la adicion de oxidos

de nitrogeno, aunque si observaron un efecto negativo por la presencia de nitrato.

En la Tabla 1.9 se observan las condiciones ambientales mas comunes para llevar a cabo la
metanogénesis y desnitrificacion, en el mismo praceso. Lin ocasiones ambos no pueden
ocurrir simultaneamente, sino que primero sc efectuaré la acidogénesis y posiblemente la
desnitrificacion, y por tltimo la metanogénesis, siempre que se proporcionen los sustratos

y las condiciones necesarias.

Tabla 1.9 Donadores de electrones y condiciones ambientales frecuentes de la
desnitrificacion y metanizacion.

Condiciones | Fuente de G T Potencial
-------------- carbonoy kJ/mol pH °C redox | Inhibidores
Proceso donador de mv
clectrohcs
Desnitri- oxigeno>
ficante Glucosa | -2384.9 7-8 39 -320 0.2-04
C/N1.1 ppm
Desnitri- oxigeno>
ficante Acetato -673.6 7-8 39 -320 0.2-0.4
C/N0.9 ppm
Desnitri- -578.9 oxigeno>
ficante Metanol 79 39 -320 0.2-0.4
C/N0.75 ppm
menoresa | SO472
Metano- | Acetato -31 7 35 2340 a NO;-
génesis NO,-
02
menoresa | SO472
Metano- -103 7 35 =340 NO,-
génesis Metanol NO,-
0?
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Ein la Tabla 1.9 se indican las AG®" de las reacciones desnitrificantes con glucosa, acetato y
metanol, y se puede ver que son mas exergonicas que las correspondientes reacciones
metanogénicas. Otro factor, quizas ¢l mas importante que impide la simultancidad de los
das fendomenos, es que el nitrato es inhibidor de la metanogéuesis ain a pequefias dosis.
Asi misio, se puede también observar, algunas de las condiciones ambientales tales como
pH, temperatura, potencial redox, que son similares en ambos procesos. Es claro, que
algunas de las condiciones ambientales coinciden en los procesas, sin embargo, no estd
plenamente demostrado que asi sea para cualquier lodo.

se puede decir, que si se realiza la desnitrificacion y metanogénesis con acetato y metanol
a una relacion C/N 0.9 o 0.75, respectivamente, como se muestra en la Tabla 1.9, los
sustratos se consumiran como donadores de electrones, hasta reducirse todo el nitrato a
N9. Si hubiera carbono remanente podria ser consumido (que no es ¢l caso para los
valores C/N citados) finalinente por bacterias metanogénicas para dar lugar a la formacion
de metano. La metanizacion a esos valores de C/N e¢s evidente que no podria llevarse a
cabo. De lo anterior se desprende que es necesario realizar mas estudios que permitan
realizar la desnitrificacion y metanogénesis de modo concertado. Es decir, identificar un
posible conjunto de condiciones, que posibiliten la operacion de ambos, pero dificiimente

al 100 % cada una.

En los métodos anacrobios tradicionales para el tratamiento de aguas residuales, el
efluente de un digestor anacrobio es aircado para oxidar el amonio antes de desnitrificar.
En muchos de los casos se hace necesario agregar fuente de carbono para ascgurar una
completa desnitrificacion, debido a la posibilidad de que la materia orgénica fuera antes
transformada antes a metano y a COp en el digestor anaerobio. Algunas veces hay una
desnitrificacion incompleta debido a que no hay suficiente materia organica; o también

puede darse el caso de tener completa la desnitrificacion con un incremento en la demanda
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quimica de oxigeno, lo cual es un problema que antes ya se habia resuelto. Se ha sugerido
que para realizar la eliminacion del material carbonado y nitrogenado por la digestion
anacrobia, nitrificacion y desnitrificacion. Se deberia utilizar un sistema de mas de un
reactor, aunque para aguas residuales urbanas el sistema podria ser mas simple.

Asi Akunna y col., (1992) mencionaron que este problema podria ser resuelto, si las
bacterias desnitrificantes se mantienen en ¢l digestor anaerobio y el exceso de carbono
organico puede ser convertido a metano y dioxido de carbono después de completarse la
desnitrificacion, segln las reacciones microbianas de la digestion anacrobia. Otras
investigaciones relacionadas fueron hechas por Hanaki y Polprasert (1989), concluyendo
que en un sistema, en el que las condiciones para desnitrificar estén dadas, ésta tomara
lugar preferentemente con respecto a la produccion de metano, en tanto haya nitrato o
nitrito en el reactor y las bacterias metanogénicas removeran el metanol residual. Si las
baterias metanogénicas estdn junto a bacterias desnitrificantes, en un reactor a niveles
bajos de carbono organico, asi como de nitrato o nitrito, el proceso combinado puede ser
factible de llevarse a cabo. La otra vetaja es que un sistema asi climina la utilizacion de un
reactor acrobio que se requeriria para completar la remocion de materia organica
postdesnitrificante. Como resultado de estos estudios sobre la desnitrificacion y
produccion de metano en reactores de flujo ascendente, con un influente sintético (metanol
y nitrato), encontraron tres zonas en el intervalo de varias relaciones Metanol: N-NO3-
(M:N) con las que trabajaron, las cuales se esquematizan en la Figura 1.5. (Hanaki y

Polprasert, 1989).
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Vigura 1.5 Relaciones metanol:N-NO3 que deliminatan el tipo principal de actividad
oy bacteriana (desnitrificacion, metanogénesis y ambos pracesos).

En la zona 1 (Z)) se produce una desnitrificacion incompleta la cual se incrementa casi al
100% al aumentar la relacion metanol/mitrogeno (M/N); en la zona 2 sc efectua una
desnitrificacion completa sin produccion de metano y; en la zona 3, donde estan las
relaciones mas altas M/N, se encontro desnitrificacion completa, baja demanda quimica
oxigeno en el eflucnte con el auxilio de la produccion de metano. En este caso las

concentraciones iniciales utilizadas fueron, en promedio, de 53 mg/l de nitrato.
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3. EFFECTO DE LA FUENTE DE ELECTRONES Y LA (/N SOBRE LA
DESNITRIFICACION Y METANO

3.1 Plan experimental

Con cl objetivo de medir la influencia la fuente de la glucosa, metanol y acetato y el efecto
de la relacion C/N sobre la desnitrificacion y la RDNA, se disefio un conjunto experimental
con 10 condiciones diferentes, comb sc muestra cn la Tabla 3.1. Por cada condicion se
utilizaron 6 botellas seroldgicas, de las cuales 3 fueron destinadas para muestreo del
biogas. Las otras 3 botellas restantes, una se utilizd para muestreo de NO3~, otra para
NO5, y la dltima para NHg% (el volumen de la muestra liquida fue de 1 ml). Se les
adiciond 40 mi de lodos desnitrificantes y 10 mi de una solucion concentrada, constituida
por la fuente de carbono, nitrato y fa solucion inorganica. En relacion a la confiabilidad de
los métodos de medida empleadas, en general, se cncontrd una reproducibihdad

porcentual de 95% 1 2.

Tabla 3.1. Concentraciones de las diferentes fuentes de carbono y nitrato en cada uno de
los tratamientos.

Condicidn | Relacion Glucosa Metanol Acetato N-NO3

C:N mg C/l mg C/l mg C/l mg N/l
1 74 740 - - 100
2 3.7 370 - - 100
3 1.85 185 - - 100
4 74 - 740 - 100
5 37 - 370 - 100
6 1.85 - 185 - 100
7 74 - - 740 100
8 3.7 - - 370 100
9 1.85 - - 185 100
10 testigo - - - 100
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Al momento de la inoculacion, el licor obtenido en cada una de las botellas serologicas,
tuvo una concentracion de solidos suspendidos totales de 4402 mg/l y de solidos
suspendidos volatiles 1552 mg/l. Cabe sefialar que ¢l interés inicial de este trabajo fue
evaluar ¢l comportamiento fisiologico (respiratorio) del lodo en diferentes condiciones de
cultivo. Por lo mismo sc utilizaron volumenes de cultivo pequefios, lo que no permitia

evaluar los valores de SST y SSV.
3.2 Perfiles de formacion de nitrito y amonio

En la Figura 3.1 se muestran los perfiles obtenidos de nitrito, cuando sc utiliza glucosa
como fuente de clectrones y carbono. Se aprecia que cuando el valor de la relacion C/N es
de 1.85 es practicamente nula la presencia de nitrito. Sin embargo a mayores relaciones,
3.7y 7.4, la concentracion de nitrito es significativa. En cualquier caso se observa que la
acumulacion maxima de N-NOy~ se alcanza alrededor de 4 lioras, posteriormente da inicio
su disminucion.
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Figura 3. 1.- Perfiles de formacion de nitrito a las trey relaciones C:N (7.4, 3.7 y 1.85) en
donde la fuente de carbono es glucosa.

L.a acumulacion transitoria de nitrito observada puede ser debida a varias causas como:
concentracion y tipo de fuente de carbono, concentracion de nitrato, menor velocidad de

reduccion de nitrito con respecto a la velocidad de reduccion de nitrato, entre por citar
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algunos ejemplos (Almeida y col., 1993; Blaszezyk, 1993; Wilderer y col., 1980). lis
visible que la concentracion de la glucosa tiene un efecto importante en la acumulacion
transitoria del nitrito, ya que parece existir una relacion estrecha entre la concentracion de
ésta y la concentracion de nitrito. A mayor concentracion de glucosa mayor concentracion
de nitrito. Se tienen referencias de que la glucosa es el sustrato menos indicado para llevar
a cabo la desnitrificacion (Manoharan y col., 1989; Carley y Mavinic, 1991, Akuna y col,
1994). Una de las razones es que puede promover el crecimiento de anaerobios
facultativos a expensas de las verdaderas desnitrificantes.

En la Figura 3.2 se observan los perfiles de amonio, en donde la fiente de carbono fue
glucosa. Se aprecia que las maximas concentraciones de coincidieron a las 4 horas, siendo
significativas éstas. Ademas se observa que las concentraciones maximas de amonio
correspondientes a los tres perfiles observados decrecen conforme disminuye la relacion
C/N. En todos los casos hay una disminucion de la concentracion de N-NH4t hasta

mantenerse en una concentracion de 25 mg N-NH4 /1, aproximadamente.
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Figura 3.2.- Perfiles de formacion de amonio a fas tres relaciones C:N (7.4, 3.7 y 1.85)
en donde la fuente de carbono es glucosa.
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Se sabe que la glucosa contribuye al crecimiento de las bacterias amonificantes o
formadoras de amonio (Kuroda y col, 1988), otra factor que podria contribuir al
incremento de amonio cn los lodos son las bacterias sulfato reductoras, especialmente
cuando hay limitacion de sulfato, ya que pueden reducir nitrito a amonio (Tiedje, 1988).
Por lo tanto es razonable pensar que a mayor concentracion de glucosa mayor sea la
concentracion de amonio formado, debido a que las bacterias amonificantes van a estar
cada vez menos limitadas por el sustrato carbonado.

En la Figura 3.3 se observan los perfiles de nitrito obtenidos, cuando el poder reductor es
es metanol. Si se comparan las Figuras 3.1 y 3.3 se aprecia que las concentraciones de
nitrito son de un orden de magnitud inferiores con respecto a las obtenidas cuando el
poder reductor es glucosa. A excepeion de la condicion que establece una relacion C/N
1.85 y el poder reductor es glucosa, la concentracion de nitrito es del mismo orden de
magnitud con respecto a las observadas en la Figura 3.3. Las bajas concentraciones de
nitrito podrian sugerir que la velocidad de reduccion de nitrito es casi tan rapida como la

velocidad de reduccion de nitrato en presencia de metanol.

S CIN 7.4
o CIN 3.7
“ CIN 1.85

mg N-NO2/i
~nN
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Figura 3.3.- Perfiles de formacion de nitrito a las tres relaciones C:N (7.4, 3.7 y 1.85) en
donde la fuente de carbono es metanol.

Esta conducta del lodo en presencia de metanol coinciden con lo citado en la literatura,
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Lin la Figura 3.4, se observan los pertiles de amonio correspondientes a las tres relaciones
C/N (7.4, 3.7 0 1.85) y fuente de electrones es metanol. Las concentraciones maxinias
alcanzadas de amonio estuvieron en un intervalo de 20 a 34 mg N-NH,4 '/l Si se comparan
las concentraciones de amonio mostradas en la en la Figura 3.2, con las de la Figura 3 4.
Se aprecia que éstas ultimas son equiparables con la concentracion maxima alcanzada

cuando el poder reductor es glucosa y la relacion C/N ¢s de .85,
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ligura 3.4.- Perfiles de formacion de amonio a las tres relaciones C:N (7.4, 3.7 y 1.85)
en donde la fuente de carbono es merarnol.

En la Figura 3.5 se muestran los perfiles de nitrito, cuando el poder reductor fue acetato,
como se puede observar hay una acumulacion transitoria de nitrito, al menos con las
relaciones C/N 1.85 y 3.7, cuyas concentraciones son comparables con las obtenidas con
la relacion C/N 1.85 y fuente reductora glucosa, la cual se muestra en la Figura 3.1. A
excepcion de la relacion C/N 7.4 (Figura 3.5) en la que practicamente no se obscrva
acumulacion de nitrito. Esta observacion coincide con lo citado por McCarty, (1966), en
un estudio que efectud con varios compuestos carbonados (acetona, metanol, acido
acético y etanol) a una relacion C/N 1.4. Se observo que con acetato se produjo la menor

concentracion de nitrito con respecto a lo obtenido con los demas compuestos orgénicos.
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Lo cual parece evidenciar ¢f efecto de la relacion C/N sobre la acumulacion de nitrito, es

decir que a mayor C/N mayor acumulacion de nitrito.
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Figura 3.5.- Perfiles de formacion de nitrito a las tres relaciones C:N (7.4, 3.7 y 1.85) en
donde la fuente de carbono es acetato.

En fa Figura 3.6, se puede apreciar que las concentraciones de amonio son bajas, del orden
de 10 mg/l o menos, siendo éstas las mas bajas con respecto a las obtenidas con los demas
sustratos (glucosa o metanol). Con lo cual se infiere que la actividad de bacterias
amonificantes fue minima, y que el acetato no favorece su actividad y crecimiento, como
ya se tiene referenciado que el acetato es una fuente de carbono y electrones mas directa
que ¢l metanol y la glicosa para desnitrificar, debido que las desnitrificantes posiblemente
catabolicen los sustratos organicos por la via glicolitica para obtener Ia fuente de carbono

y de energia (Brock y Madigan, 1991).
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Iigura 3.6.- Perfiles de formacion de amonio a las tres relaciones C:N (7.4, 3.7 y 1.85)
en donde la fuente de carbono es acetato.

En la Figura 3.7 se muestran los perfiles de nitrito y amonio del cultivo al que no le fue
anadido poder reductor, asi que la poca actividad microbiana fue debida al metabolismo

enddgeno, manifiesta por la formacion de bajas concentraciones de nitrito y amonio.
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ligura 3.7 Cultivo que no le fue adicionado fuente de carbono a diferencia de los demds
ensayos,
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kn la 'Tabla 3.2 se presentan los porcentajes de nitrdgeno (N-NH, '), que se formo a partir
de N-NO;~. La concentracion de nitrito no fue tomada en cuenta porque era un
ntermediario. Kl caculo fue realizado tomando en consideracion que la concentracion incial
de N-NO3~ corresponde al 100%. Asi que se resto la méxima concentracion de N-NHy*
obtenida en cada una de las condiciones experimentales a fa concentracion inicial de N-
NO3~ ( 100 mg/l) y se calculd la razon entre la diferencia y la concentracion incial de N-
NO3~.

De las tres fuentes de carbono utilizadas en éste experimento (glicosa, metanol y acetato),
se produjo mayor cantidad de amonio con glucosa. Akunna y col., (1994) observaron lo
mismo en cultivos lote con diferentes sustratos (glucosa, acetato, lactato y metanol) en la
que establecieron una relacion C/N de 5.4 (200 mg/l N-NQ3). Sin embargo parece ser
posible controlar la formacion de amonio al disminuir la relacion C/N, como se puede
observar a partir de la Figura 3.1, en donde se muestra que a menor relacion C/N (7.4 a
1.85), se forman concentraciones de amonio cada vez menores. En la 'Tabla 3.2 también se
observa la misma tendencia de formacion de amonio en relacion al cociente C/N. Lo cual es
indicativo que la via RDNA es favorecida cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono
y ademas a relaciones C/N crecientes. Es sabido que la glucosa no es una buena fuente de
carbono para la desnitrificacion, su eficacia varia entre el 10 y 100% (Wilderer y col., 1987,
Manocharan y col., 1989; Tam y col., 1992) debido a que favorece ¢l crecimienio de

bacterias amonificantes a expensas de verdaderas desnitrificantes.

Se aprecia que los porcentajes de formacion de amonio con acetato a las tres relaciones C/N
son menores, con respecto a los obtenidos con glucosa y metanol. El acetato puede ser una
fuente de carbono mas directa que el metanol o glucosa. Tam y col., (1992) encontraron
mayor velocidad de desnitrificacion con acetato en comparacion con metanol o glucosa. Por
otro lado, Akunna y col., (1993), observaron que con acetato se efectuaba casi al 100% la

desnitrificacion sin acumulacion de amonio. Sin embargo se puedo observar segin Figura
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35 que a mayor relacion C/N la acumulacidon transitoria de nitrito  alcanzaba

concentraciones cada vez mayores.

Tabla 3.2.- Porcentajes de amonio, y produccion de metano postdesnitrificante de cada una

de las condiciones experimentales ensayadas.

Tratamiento % N-NI14 % Produccion
sustrato-C/N | producido a partir Metano
de nitrato postdesnitrificinte

Glucosa 7.4 75.9 0
Glucosa 3.7 42 73
Glucosa 1,85 28.3 98
Metanol 7.4 37.9 77
Metanol 3.7 21.7 100
Metanol 1.85 29.6 189
Acetato 7.4 17 45
Acetato 3.7 19 41
Acetato 1.85 20 92

testigo 8 0

Cuando se utiliza metanol como poder reductor en la desnitrificacion se observa que las
concentraciones de nitrato o amonio son similares a cualquier relacion C/N (7.4, 3.7 o
1.85). Ademas de que no se observa ninguna tendencia que pudiera relacionar C/N con
las concentraciones de nitrito o amonio. Por lo que pudiera decirse que el metanol es el

poder reductor desnitrificante que parece no le afecto la relacion C/N.
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3.3 Perfiles de formacion de metano

Se agruparon los perfiles de formacidn de metano por relacion C/N, obtenidas con las
fuentes de electrones (glucosa, metanol y acetato). Iin la Figura 3.8 sc¢ observan las
concentraciones de metano con respecto al tiempo, de los cultivos batch a una relacion
C/N 7.4 con los respectivos donadores de electrones. Se puede observar que después de
76 horas de digestion se inicia la formacion de metano a partir del poder reductor
residual (postdesnitrificante), es decir ¢l carbono residual que pudo ser utilizado por las
bacterias metanogénicas del lodo, una vez que fa ctapa desmitrificante hubo concluido. El
carbono residual fue calculado tamando en consideracion las  ecuaciones
estequiométricas desnitrificantes y que el sustrato limitante es el nitrato. De tal forma se
caleulo fa concentracion de metano tedrico postdesnitrificante para cada condicion, los
cuales se compararon con fos obtenidos en cada ensayo. Los porcentajes de CHy se
muestran en la Tabla 3.2. En la Figura 3.8 s¢ aprecia que la pendiente de la curva de
metanol es acusada con respecto a la curva que describe la formacion de metano del
cuftivo alimentado con acetato. También se observa que al cultivo que e fire adicionado

glucosa, no produce metano.
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Figura 3.8.- Produccion de metano a la relacion C/N 7.4

46



EFECTO SUSTRATO Y RELACION C/N CAPITULO 1

3.3 Perfiles de formacion de metano

Se agruparon los perfiles de formacion de metana por relacion C/N, obtenidas con las
fuentes de electrones (glucosa, metanol y acetato). En la Figura 3.8 se observan las
concentraciones de metano con respecto al tiempo, de los cultivos batch a una relacion
C/N 7.4 con los respectivos donadores de electrones. Se puede observar que después de
76 horas de digestion se inicia la formacion de metano a partir del poder reductor
residual (postdesnitrificante), es decir el carbono residual que pudo ser utilizado por las
bacterias metanogénicas del lodo, una vez que la etapa desnitrificante hubo concluido. El
carbono residual fue calculado tomando en  consideracion las  ecuaciones
estequiométricas desnitrificantes y que ¢l sustrato limitante es el nitrato. De tal forma se
calculd la concentracion de metano teorico postdesnitrificante para cada condicion, los
cuales se compararon con los obtenidos en cada ensayo. Los porcentajes de CHy se
muestran en la Tabla 3.2, En la Figura 3.8 sc aprecia que la pendiente de la curva de
metanol es acusada con respecto a la curva que describe la formacion de metano del
cultivo alimentado con acetato. También sc observa que al cultivo que le fue adicionado

glucosa, no produce metano.
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Figura 3.8.- Produccion de metano a la relacion C/N 7.4
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No es extraio que el metanol haya sido ¢l sustrato con el que se obtuvo mayor
concentracion de metano (=35 pmol/mi fase liquida), debido a que el requerimiento
estequiométrico para desnitrificar incluyendo el necesario para fa biosintesis corresponde
a una relacion C/N de 0.92, ¢l cual es inferior con respecto al requerido para desnitrificar
con glucosa o con acelato (McCarty, 1966). lLa produccion de metano
postdesnitrificante fué del 77% en ell cultivo inoculado con metanol. La produccion de
melano postdesnitrificante con sustrato glucosa a la relacion 7.4 se inhibio totalmente,
debido que hubo acidificacion del medio, esta ampliamente documentado el electo
inhibitorio de la caida del pH en la metanogénesis. En el cultivo alimentado con acetato,
el porcentaje de produccion de metano fué¢ del 45% con respecto al esperado (Tabla
3.2). Ello pudiera indicar la posibilidad de que otras vias metabolicas pudicran haber
intervenido. Se puede apreciar en la Figura 3.9 que con metanol, se repite el patron
mostrado previamente en la Figura 3.8, es decir, la curva que describe la formacion de
metano, tiene una mayor pendiente con respecto a la de glucosa o acetato. Una
diferencia del comportamiento de la glucosa con respecto al obervado en la Figura 3.8,
es que se aprecia una produccion significativa de metano, incluso superior a la producida

por acetato.
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Figura 3.9.-Produccion de metano a la relacion C/N 3.7
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En la Figura 3.10 se observa de nuevo que con metanol se produce mayor cantidad de

metano con respecto a los otros sustratos (glucosa, acetato).
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Figura 3. 10.-Produccion de metano a la relacion C/N 3.7 (friplicados)

En la Tabla 3.2, se muestran los porcentajes de metano obtenido para cada una de las
condiciones ensayadas, es notable advertir que conforme la relacion C/N disminuye, el
porcentaje de metano aumenta, A excepcion de los cultivos efectuados con acetato, que
se desvian de este comportamiento cuando las relaciones C/N son 7.4 o 3.7. Notese
también que a la relacion 7.4 con glucosa, la metanizacion es totalmente inhibida, debido
problemas de pH. En estudios de cultivos continuos Hanaki y Polpraset, (1989)
encontraron que en el intervalo de la relacion C/N, 0.87-0.99, con metanol, se verificaba
exclusivamente la etapa desnitrificante y por encima del limite superior s¢ observaba
produccion de metano y desnitriticacion. De los tres compuestos organicos, es evidente
que con metanol se obtienen la mayor cantidad de carbono organico eliminado, seguido
de glucosa (a excepcion de la relacion C/N 7.4) y por dltimo acetato ( a excepeion de la

relacion C/N 1.85).
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3.4 Actividad Metanogénica

Se caleularon las velocidades iniciales de produccion de metano a cada uno de los cultivos,
segun la relacion C/N y respectivo sustrato. Las veloeidades calculadas son representadas
en la Figura 3.11, contra la relacion C/N de los cultivos alimentados con los diferentes
sustratos. Se observa que con metanol se obtiencn las mayores tasas de produceion de
metano y que a mayor C/N mayor actividad metanagénica. De la misma forma con acetato
la actividad es creciente a mayor C/N, aunque las velocidades de formacion de metano son
inferiores con respecto a las obtenidas con metanol. Con la glucosa la actividad decrecio al
aumentar la relacion C/N, las velocidades fueron casi del mismo orden de maguitud de las
obtenidas con acetato. Este comportamiento no fue el esperado, ya que era de suponerse
que a mayor concentracion de glucosa mayor actividad metanogénica. Otro factor que no

se tomo en cuenta es el control del pH, que en presencia de glucosa puede suftir variacion

CAPITULO W1

y el tamaiio de éste es una funcion de la concentracion del azicar.
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Figura 3. 11.- Actividad metanogénica contra la relacion C:N (1.85, 3.7 y 7.4) de las tres

Juentes carbonadas (glicosa, metanol y acetato).
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3.5 Couclusiones

Conclusiones

I.- No se observo metanizacion y desnitrificacion simultanea en ningtin cultivo batch,
debido a la presencia de nitrito y nitrato que son inhbidores de la metanogénesis. En los
todos los cultivos se inicié la produccion de metano hasta después de 76 horas, con
excepeion de aquel que contenia glucosa a una relacion C/N 7.4, debido a inhibicion de

pH.

2.- Se observo que con glucosa y a relaciones C/N crecientes, la formacion de amonio es
mayor, lo que es indicativo del predominio de la RDNA a relaciones C/N mayores. La

misma tendencia se observo con la formacion de nitrito.

Se observd que con metanol, se produjeron concentraciones similares de amonio a
cualquier relacion C/N, el mismo comportamiento se observo para fa formacion de nitrito,

es decir no se observo efecto de la relacion C/N.,

Se observo que con acetato, la relacion C/N no afecto la formacion de amonio, dado que
en cualquicr caso (C/N) se produjo la concentracion mas pequefia de amonio con respecto
a la formada con los demas sustratos. Sin embargo si afectd la C/N, la formacian de

nitrito, ya que a relaciones C/N mayores, se obtenian mayores cantidades de nitrito.

3.- Parece ser que la fuente de electrones menos recomendable para flevar a cabo la
desnitrificacion es glucosa y sobre todo a relaciones C/N altas, en donde predomina la
RDNA, y parece que son mejores fuentes de elecirones tanto ¢l acetate como el metanol,
dado que con éstos se observan las mds bajas concentraciones de amonio, lo cual puede

indicar que no fomentan la activided de las bacterias amonificantes. En cambio esta
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referenciado que se han obtenido mayores velocidades de desnitrificacion con acetato que
con metanol y plucosa (Andersson y Rosen, 1990; Winter y col., 1989; Gerber y col.,

1987).

4.- Con cualquiera de los tres compuestos organicos, los mayores porcentajes de carbono
climinado en forma de metano, se obtuvicron a la relacion C/N mas pequeiia (1.85). Kl
sustrato con quien mejor se metaniza, es con metanol, seguido de glucosa a las relaciones
(3.7 y 1.85) y por altimo con acetato a la relacion (1.85). Una produccion de metano
inferior al 100% podria significar que se dieron lugar otras rutas metabolicas simultdneas a

la desnitrificacion 0 metanogénesis.
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4, COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE ENTRE UN
LODO METANOGENICO Y OTRO DESNITRIFICANTE

4.1 Antecedentes

Hay evidencias de haber encontrado desnitrificantes viables en lodos de un cultivo
enriquecido con metanogénicas por dos afios, con acetato como anica fuente de carbono
y energia (Buswell y Pagano, (1952), asi como en sedimentos lacustres metanogénicos
(Chen y col. 1972). Kaspar y col.(1981), se plantearon el objetivo de determinar si en
periodos largos de anaerobiosis es posible mantener la capacidad desnitrificante sin
suministro de nitrato, nitrito u oxigeno. £} material biologico que seleccionaron fue lodos
de un digestor de una planta de tratamientos de aguas municipales y un cultivo
enriquecido con metanogénicas alimentadas con acetato como dnica fuente de carbono
por dos afios y medio. Otro aspecto que les interesd esclarecer fue cuantificar el
potencial de reduccion desasimilativo de nitrato a amonio con los lodos del digestor y
compararlo con el potencial desnitrificante, a concentraciones de nitrato del orden de 3-
300 uM. Los resultados fueron que Ia capacidad desnitrificante persistio en ambas lodos
y que el potencial de los lodos del digestor para reducir el nitrato a amonio fue dos veces

mas grande que su potencialidad para desnitrificar

En ésta tesis se disefio un experimento para saber en que grado el lodo desnitrificante
tiene mayor potencialidad de reducir el nitrato (NO3") hasta nitrogeno molecular (N;)
con respecto al lodo metanogénico. Los ensayos consistieron en dos series de cultivos
batch inoculados con lodos desmitrificantes y metanogénicos respectivamente,

alimentados con glucosa y nitrato a las concentraciones descritas en la Tabla 4.1
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Se selecciono glucosa como donador de electrones porque se evidencio en el capitulo 3
que este sustrato fue ¢l menos adecuado para desnitrificar, queriendo simular un influente
real que dificilmente contendra buenos sustratos para desnitrificar,

Se variarion las concentraciones de glucosa y de nitrato a la vez para mantener constante
la relacion C/N 1.2 (relacion estequiométrica para efectuar la desnitrificacion con

glucosa).
5CeH )06 + 24 NO3 -» 12Ny +30C0O; +24-OH+ 18 HyO
C/IN12

Tabla 4.1.- Concentraciones de C-glucosa, N-NO7 y sélidos suspendidos volatiles.
LD, lodo desnitrificante; LM, lodo metanogénico.

C-glucosa glucosa N-NO3  NaNOj3 MY

mg/l g/l mg/l g/ mg/l
[.M 5000 12.5 4166 25.3 1668
LM 2500 6.25 2083 12,6 1668
LM 1000 2.5 833 5.1 1668
LD 5000 12.5 4166 25.3 2212
L.D 2500 6.25 2083 12.6 2330
LD 1000 2.5 833 5.1 2330

4.2 Perfiles de nitrato, nitrito y amonio

En las Figuras 4.1 a la 4.6 se muestran los perfiles de nitrato, nitrito y N-NO3™ 4 N-
NOy, con respecto al tiempo, de los cultivos batch inoculados con lodos metanogénicos
y desnitrificantes. En la Figura 4.1 se observa el perfil de consumo de nitrato con lodos
desnitrificantes, y en el transcurso de 50 horas, la disminucion de la concentracion es
continua. Aproximadamente a las 70 horas, el consumo de nitrato se estaciona para

perimanecer a una concentracion aproximada de 800 mg N-NO3~/I. También se advierte
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que la concentracion mixima transitoria de nitrito fué de 290 mgN-NOy*/l. Cabe
mencionar que fa concentracion de amonio fué pequena con respecto al N inicial
(3840 mp/t N-NO7y™), del orden de 80 mg N~NH4"‘/I. No se observo acumulacion de

dste, 1o que pudiera ser efecto de fa refacidn C/N a la que se realizd el cultivo.
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Figura 4.1.- Lvolucion de nitrato, nitrito y amonio con respecto al tiempo. I<d cultivo
Jue realizado en batch con lodos desnitrificantes y las concentraciones de glicosa y
nitrato fueron respectivamente 5000 mg C/ly 4166 mg N /1.

En la Figura 4.2 se observa un consumo lento de nitrato por parte del lodo metanogénico
el cual se estaciona a las 45 horas, a partir del cual se mantiene una concentracion de
aproximadamente 3000 mg N-NO;/I. Se observa una acumulacién continua de nitrito a
partir de las 30 horas, alcanzandose una concentracion maxima de 500 mg N-NO, /1. No
se advierte acumulacion de amonio, al final del ensayo se determinaron concentraciones

del orden de 30 mg/l.

Al comparar la evolucion de nitrato con respecto al tiempo en las Figuras 4.1 y 4.2 se
observa que la microflora del lodo metanogénico no desnitrifica y no reduce el nitrato a
amonio, Solamente hay formacion de nitrito proporcional al consumo de nitrato, por lo

que se inficre que la concentracion inicial de N-NO3 (3660 mg/l) fue toxica para la
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microflora del lodo anaerobio. Sin embargo, en ¢l cultivo realizado con ¢l indculo
desnitrificante en la Figura 4.1, bien se puede observar actividad desnitrificante, una
pequedia cantidad de nitrito acumulado y sorprendenteniente no se observa acumulacion
significativa de amonio. De acuerdo con los resultados de los experimentos del capitulo
tres, se esperaba que hubiera acumulacion de amonio, dado que el sustrato utilizado fue

el adecuado para la actividad de bacterias que reducen el nitrato a amonio.
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Figura 4.2.- Ivolucion de nitrato, nitrito, amonio y glucosa con respecto al tiempo. Il
cultiva fue realizado en batch con lodo metanogénico y las concentracionies de glucosa
Y witrato fueron respectivamente 5000 mg C/A y 3600 mg N /1.

En la Figura 4.3 se observa el rapido consumo de nitrato con lodos desnitrificantes a una
concentracion inicial de 1938 mg N-NO3°/l, hasta detenerse a las 40 horas
aproximadadmente (~500 mg N-NOjy°), ademas se inicia la acumulacion de nitrito a
partir de las 25 horas, continuando cste patron hasta el final del ensayo. No se observo
acumulacion de amonio en el transcurso, siendo éste del orden de 20 mg N/L.

Como se puede observar en la Figura 4.4 se describen los cambios de concentracidnes de
nitrato, nitrito y amonio de los cultivos inoculadas con lodos metanogénicos. Se observa

que la concentracion de 2083 mg N-NO3~/l no fue toxica para la flora microbiana de
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lodo metanogénico y puede decirse que la actividad desnitrificante es muy similar a fa del
lodo desnitrificante (Figura 4.3). Por lo que respecta a la formacion de amonio esta fué
del orden de 60 mg N-NO7/L. De nuevo esta concentracion no es significativit con

respecto al nitrégeno inicial.
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Vigura 4.3.- Ivolucion de nitrato, nitrito y amonio con respecito al tiempo. 1l cultivo
Jue realizado en batch con lodo desnitrificante y las conceniraciones de glucosa y
nitrato fueron respectivamente 2500 mg C/Ay 1938 mg N /1.
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ligura 4.4.- Evolucion de nitrato, nitrito, amonio y ghicosa con respecto al tiempo. I3l
cultivo fue realizado en batch con lodo metanogénico y las concentraciones de glucosa
Y nitrato fueron respectivamente 2500 mg C/1 y 2083 mg N /1.
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Como se puede observar en las Figuras 4.5 y 4.0, el patron de comportamiento de
nitrato, mitrito y amonio es muy similar en ambos cultivos (lodo desnitrificante y lodo
metanogénico). Los lodos metanogénicos fueron capaces de desnitrificar sin previa
aclimatacion, a excepcion del cultivo cuya concentracion inicial de nitrato fue de 4106

mg/l.

CAPITULO IV
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Figura 4.5.- Evolucion de nitrato, nitrito y amonio con respecto al tiempo. Ll cultivo

Sfué realizado en batch con lodo desnitrificante y las concentraciones de glucosa y

nitrato fueron respectivamente 1000 mg C/1y 833 mg N /1.

Por otro lado la relacion C/N 1.2, la cual se mantuvo constante en todos los ensayos
realizados, fiie muy baja con respecto a los ensayos del experimento del capitulo 3, en
los cuales habia mayor formacion de amonio a mayor relacion C/N. Es decir, a mayor
cantidad de glucosa, mayor concentracion de amonio formado; contrario a lo que se
esperaba en estos ensayos, pues la concentracion de glucosa utilizada fue mayor con
respecto a los experimentos descritos en el Capitulo 3. Por lo tanto el prongstico era que
gran parte de la concentracion inicial de nitrato fuese convertido a amonio. Esto no

sucedio, posiblemente por la relacion C/N baja.
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ligura 4.6.- I'volucion de nitrato, nitrito, amounio y glucosa con respecto al tiempo. Idf
cultivo fue realizado en batch con lodo metanogénico y las concentraciones de glucosa
Y nitrato fueron respectivamente 1000 mg C/l y 833 mg N /.

Los resultados obtenidos aqui concuerdan con las observaciones de Tiedje y col., (1982),
con las que llegaron a la conclusion de que en condiciones limitadas de carbono, la
desnitrificacion es favorecida con respecto a la RDNA.

En las Figuras 4.1, 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6 se aprecia que cuando la relacion C/N fue 1.2 con
una alta concentracion de nitrato y de glucosa, no se produce amonio lo que es
indicativo de que la fraccion de microorganismos fermentadores, entre ellos algunas
enterobacterias que utilizan la via RDNA no compitieron eficazmente por los iones
nitrato, lo anterior se observd tanto en las fermentaciones inoculadas con lodos
metanogénicos y lodos desnitrificantes. Posiblemente sea efecto de la relacion C/N tan

baja.

4.3 Velocidades especificas inicinles de eliminacién de nitrato

Se calcularon las velocidades especificas iniciales de eliminacion de nitrato de cada una

de las condiciones ensayadas asi como los porcentajes de climinacion de (N-N()3). El
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calculo se realizo como la diferencia entre el nitrgeno en forma de nitrato inicial y las
tres diferentes formas de nitrogeno residual (N-NO3 + N-NOj 4 NHy), los cuales se
muestran en la Tabla 4.2. La velocidad especifica de consumo de nitrato fue caleulado a
partir de la pendiente de Ja curva representada por N-NO3~ F N-NO7~ y I

concentracidn de SSV (g/1).

‘Tabla 4.2 Velocidades especificas de consumo de nitrato y porcentajes de eliminacion de
N-NO;y~. LD (lodo desnitrificante). LM (lodo metanogénico).

Ensayo Velocidad Lspecifica % N-NO5~ inicial
Concentracion C-glucosa Inicial climinado
mg C/l consumo de nitrato
mg N/g SSV h
1000 LD 7.0 81.5
2500 LD 18.6 82.0
5000 LD 13.2 82.3
1000 L. M. 8.0 82.9
2500 LM - 78.7
5000 LM - 9.0

Como se puede observar las velocidades especificas de eliminacion de nitrato en los
ensayos inoculados con lodos desnitrificantes son del orden de 7 a 18 mgN-NO3~/g SSV
h. En los cultivos con lodos metanogénicos y concentraciones de C-glucosa (2500 y
5000 mgfl), no se calculo la velocidad de inicial de consumo de nitrato debido a que la
correlacion entre la concentracion de nitrato y tiempo (h) no fué lineal, dado que el
coeficiente de correlacion fué inferior a 0.5,

Akunna y col.,, 1993 obtuvieron velocidades promedio de eliminacion de nitrato del
orden de 2.7 mg N-NO3 /g SSV h, cuando la relacion C/N de cultivos batch alimentados
con glucosa fue de 5.4 y una concentracion inicial de 200 mg N-NO3/l. Ademds

observaron que la via de reduccion del nitrato a amonio fue dominante con respecto a la

60
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desnitrificacion, esta observacion ya habia sido contemplada en los pruebas descritas en
el Capitulo 3 de esta tésis. Se citan velocidades de especificas de desmtrificacion en
condiciones no limitadas y limitadas de carbono (metabolismo enddgeno) de 2.08 y 0.83
mg N-NO3 + N-NOy~ /g SSV h, respectivamente. Por otro fado Bishop y col., 1976
obtuvieron una velocidad desnitrificante de 0.95 mg N-NO3 4 N-NOy~ /g S8V h, a
una refacion C/N 1.5 con metanol (20 mg/l). Como se puede apreciar las velocidades
calculadas en ésta tésis son aproximadamente una orden de magnitud superior con
respecto a las citadas en la fiteratura. Cabe enfatizar que cuando la relacion C/N fué de
1.2, la via predominante de reduceion de nitrato fue la desnitrificacion, lo cual sugiere
que la fuente de carbono (glucosa), deja de tener un efecto positivo en la desasimilacion

de nitrato a amonio cuando se utilizan relaciones C/N a 1.2,

Con respecto a los porcentajes de eliminacion obtenidos no es muy apreciable la
diferencia entre realizar la desnitrificacion con un tipo determinado de lodo, a excepcion
del cultivo que fue inoculado con lodo metanogénico, alimentado con 5000 mg C/l. En
este ensayo solamente el 9% del nitrato inicial fue eliminado, por lo que cabe pensar que
pudo haber sucedido que se verificase una inhibicion por cambio de pH en la etapa de

fermentacion.,

Como era de esperarse, dada las concentraciones altas de nitrato y por ende la relacion
C/N francamente desnitrificante, no hubo actividad metanogénica debido a que
probablemente hubo inhibicion de algunas enzimas clave de la metanogénesis. Por

¢jemplo se sefiala que la actividlad metanogénica de Methapobacterium

thermoautotrophicum fue inhibida en un 25% en presencia de 15 mM de nitrato y en un

066-82%, en presencia de 1 mM de nitrito (Balderston y Payne, 1976).

el
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4.4 Conclusiones:

De la comparacion de los dos lodos se observo que:

I.- El lodo proveniente de un digestor anacrobio (metanogénico) tiene un potencial
desnitrificante equiparable con ¢l lodo desnitrificante, cuando la relacion C/N ¢s 1.2 y
adems, si la concentracion ¢s similar o inferior a 2108 mg N-NO3/l. Si se duplica la
concentracion de nitrato el potencial desnitrificante decrece agudamente en el lodo

metanogénico.

2. A relacion C/N cercana a la estequiométrica (1.2), de la reaccion desnitrificante con
sustrato glucosa, la via preponderante de reduccion de nitrato en culiivos anacrobios
intermitentes es la desnitrificacion, por o que fa naturaleza de la fuente de carbono
(glucosa) parece ser que no tienc efecto positivo en la reduccion de nitrato a amonio. A
relaciones C/N mayores, se favorece la amonificacion, como ya ha sido citado en la

literatura (Akuna, y col, 1994).

3.- Con base en los resultados de éste experimmento es factible realizar eliminacion de
altas concentraciones de nitrato, con lodos digestores anaerobios mediante el proceso

desnitrificante.

4.- Se obtuvieron velocidades de eliminacion de nitrato superiores en un orden de

magnitud con respecto a los citados en la literatura.
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5. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE  GLUCOSA EN LA
DESNITRIFICACION  EN  CULTIVOS  INOCULADOS  CON  LODOS
METANOGENICOS.

5.1 Condiciones experimentales

Se realizaron ensayos que permiticron confinmar que a mayor concentracion de la
glucosa, se observa mayor concentracion de amonio formado a partir de nitrato. Por esto
se mantiene constante la concentracion de nitrato y se varia la concentracion de glucosa.

Las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Relaciones C/N-NOj, concentraciones de C-glucosa, N-NO3 y solidos
suspendidos volatiles.

C/N C-glucosa N-NO3 SSv
mg/l ing/l mg/l
5 500 100 2657.5
1.8 810 450 2657.5
74 3330 450 2657.5

5.2 Perfiles de nitrato, nitrito y amonio

En la Figura 5.1 se muestran los perfiles de las tres diferentes fonnas de nitrogeno
(nitrato, nitrito y amonio) con respecto al tiempo, de los cultivos batch ensayados a una
relacion C/N 1.85. Como se puede advertir en la Figura 5.1, hay un descenso de la
concentracion de nitrato, se observa acumulacion transitoria de nitrito y amonio cast
equivalente, cuyas concentraciones corresponden a 67 y 77 mg N/l respectivamente. El
porcentaje de amonio (concentracion pico) es de 17%, con respecto al nitrogeno incial
(450 mg/1). También se muestra una curva de la suma de N-NO3~ + N-NO»~, la cual es

indicativa de la velocidad de desnitrificacion.
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lignra 5. 1.-Ivolucion de nitrato, nitrito y amonio con respecto al tiempo del cultivo
batch el cnal le fue adicionado 810 mg C-glucosalt y 450 mg N-NO3, lo que
corresponde a una refacion C/N 1.8

In la Figura 5.2 se muestra el ensayo correspondiente al de mayor concentracion de
glucosa (3330 mgC-glucosa/) donde se mantiene constante la concentracion de nitrato
(450 mg N-NO31). Se observa que tanto la concentracion acumulada transitoria de
nitrito como de amonio es superior a la observada en la Figura 5.1. La concentracion
pico de amonio representa el 43% vy del nitrito el 18%, con respecto al nitrogeno incial
(450 mg N-NO3/1). Se muestra también la curva que representa la velocidad de

desnitrificacion (N-NO3~ + N-NOy~)
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ligura 5.2.-Ivolucion de witrato, nitrito y amonio con respecto al tiempo del cultivo
baich el cual le fue adicionado 3330 mg C-glucosa/l y 450 mg N-NOz~, lo que
correspoidde a una relacion C/N 7.4
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También puede notarse que el consumo de nitrato se estaciona después de una rapida
caida de la concentracion. Estos resultados reiteran nuevamente lo observado en el
primer experimento del Capitulo 3, donde se mantuvo constante fa concentracion de
nitrato y se varid fa concentracién de glucosa, se encontrd que a mayor relacion C/N
mayor fue la formacion de amonio. En otros términes, si se manticne la concentracion
de nitrato constante, y se varia de forma creciente fa concentracion de glucosa, se
observard un aumento de la concentracion de amonio, como resultado de fa reduccion

de nitrato mediante ta RDNA,

En la Figura 5.3, se muestran los perliles de todas las formas nitrogenadas con respecto
al tiempo. En esta condicion experimental se varid tanto la concentracion de glucosa

como la concentracion de nitrato, para tener una refacion C/N intermedia entre 1.8 y 7.4,

—o—N-NO2

~&—N-NO3

120 ——N-NH4
s ©

o 60
£ 40
20 5
0 I - SR toa S -
0 & 10 15 2 25 30
tiempo {h)

Figura 5.3.-Evolucion de nitrato, nitrito y amonio con respecto al tiempa del cultivo
batch el cual le fue adicionado 500 mg C-glucosa/t y 100 mg N-NOg, lo que
corresponde a una relacion C/N 3.

Como se puede observar el nitrato se reduce totalmente a las 16 horas a dos formas
nifrogenadas amonio y nitrito en cantidades similares al inicio y al final del ensayo. Es

alto el porcentaje de amonio formado y representa mas de un 40%, con respecto al

b
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nitrogeno inicial. Se puede notar el efecto negativo sobre fa desmitrificacion cuando se
baja la concentracion de nitrato de 450 a 100 mg N/

Con base a los resultados obtenidos y mostrados en las Figuras 5.1 a la 5.3, se infiere que
cuando la desnitrificacion se dleva a cabo a una relacion C/N diferente a la
estequiométricamente necesaria con glucasa, se pueden presentar dos efectos negativos
de la desnitrificacion. El primero de ellos esta en relacion a concentraciones crecientes de
glucosa manteniendo constante la concentracion de nitrato, es decir a mayor
concentracion de glucosa menor actividad desnitrificante, Por otro lado se observo cl
efecto de disminuir la concentracion de nitrato, manteniendo constante la concentracion
de glucosa, la relacion fue que a menor concentracion de nitrato menor actividad
desnitrificante. En conclusion, lo anteriormente observado esta directamente relacionado
con el cociente C/N, asi que de forma general se puede decir que, si se quiere orientar el
proceso hacia el metabolismo desnitrificante es importante que este se realice a una
relacion C/N cercana a 1.2 y como consecuencia el efecto del poder reductor (glucosa),

ya no influiria de forma negativa en la desnitrificacion.

5.3 Porcentajes y velocidades de desnitrificacion

En la tabla 5.2 se detallan los porcentajes de desnitrificacion calculados para cada
condicion, y se observa que el maximo porcentaje de desnitrificacion fue de 80.15%,
correspondiendo a la relacion C/N 1.8. Como se preveia, la relacion 7.4 tuvo menor
actividad desnitrificante y la via predominante fue la reduccion desasimilativa de nitrato a
amonio. El ensayo que corresponde a la relacion C/N intermedia de 5 también tuvo un

comportamiento similar, es decir, no desnitrificd en mas de 25% del nitrogeno inicial.

G1
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Tabla 5.2.- Porcentajes y velocidad de desnitrificacion.

Condicidn Esperimental % desnitrificacion Velocidud expecificade Via predombrante
CIN desnitrificacion mg/ g SSVh
1.8 80.15 5.73 desnitrificacion
5.0 57.2 1.97 no hay predoninio
7.4 36.6 0.56 NO3» NHy"

Con respecto a las velocidades iniciales de desnitrificacion, las cuales fueron calculadas a
partir del primer cambio de pendiente de N-NO3~+ N-NO»y~ (Figuras 5.1-5.3), se

observa que a menor relacion C/N, mayor es la velocidad de desnitrificacion especifica.

En la Figura 5.4 se muestran los consumos de glucosa en funcion del tiempo de las tres
condiciones. Como se puede advertir, en las tres curvas hay un periodo de retardo (8 h),
en el que no se consume glucosa, después de este tiempo el consumo es gradual y se

agota totalmente a las 30 horas.

3500 —H—CNS
3000 ~0—C:N 1.8
2500 - ~E8—C:N 74
S 2000
£ 1500 -
1000
500
30 i 50

tiempo (h)

Figura 5.4.- Perfiles de consumo de glucosa en funcion del tiempo.
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Se calealaron las velocidades de consumo de glucosa fas cuales fueron 15.5, 29.2y 78 0
mg C/g SSV h, a las relaciones C/N de 5, 1.8 y 7.4 respectivamente. No parece haber
ninguna relacion entre la velocidad de consumo de glucosa y refacion C/N, pero se puede
notar que a mayor concentracion de glucosa mayor es la velocidad de consumo de ¢sta.

Se realizaron andlisis de gases, hasta casi 700 horas de seguimiento analitico y se
graficaron los perfilesde produccion de metano postdesnitrificante, como se muestra en

la Figura 5.5.
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Vigura 5.5 Produccion de metano postdesnitrificante de cada uno de los cultivos a

relaciones C/N 5, 7.4 y 1.8,

En la Figura 5.5, se aprecian tres curvas que representan la evolucion de fomacion
metano de cultivos desnitrificantes a tres relaciones C/N (5, 1.8 y 7,4). En ninglin caso se
produjo metano antes de 190 horas de cultivo, lo que parece confirmar, que mienfras
hubo nitrato o nitrito en el medio de cultivo, fue inhibida la formacion de metano. A
pesar de que no haya limifaciones de carbono organico. Notese que a la relacion 7,4 no
hay produccion de metano sin embargo hay una total degradacion de glucosa a acidos
grasos, Cabe seifialar que un comportamiento similar fue observado en cultivos batch a
relacion C/N 7.4, pero con concetraciones 100 mg N-NO3/, el cual se discutié en el

Capitulo 3. La inhibicion de la produccion de mefano pudiera deberse a razones de

Y
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control del pll. Lin cambio en los cultivos a relaciones C/N de 5 y 1.8, se observa el
dable de la concentracion de metano esperado, es decir que todo carbono residual que ya
no interviene en la desnitrificacion y que estaria dispomible para ser utilizado en la
metanizacion, s¢ transformo al 100% en metano. Con lo cual se infiere que se esta
eliminando la mayoria de la materia orgdnica inicial en forma de metano y COy.

De acuerdo a los resultados de este ensayo se pueden obtener las siguientes

conclusiones.

Conclusiones

La relacion C/N tiene un efecto sobre la desnitrificacion de mayor importancia, que la
naturaleza de la fuente de carbono (glucosa).

La wejor relacion C/N para llevar a cabo la desnitrificacion con glucosa, fue la
estequiométrica de la reaccion desnitrificante con dicho sustrato (relacion C/N 1.2

aproximadamente)

Como c¢ra de esperarse dada la concentracion de nitrato (piveles toxicos de
metanizacion) no era factible que un sistema batch se efectuara simultancamente la

desnitrificacion y metanogénesis.

Dependiendo de la naturaleza de la filente de carbono se observa un efecto positivo o
negativo sobre la desnitrificacion, con glucosa se observd un efecto negativo, pero este
efecto puede anularse cuando el proceso se lleva a cabo a una relacion C/N baja

(proxima a la relacion requerida en la reaccion estequiométrica)

10
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