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RESUMEN

La contaminacion de aguas superficiales y subterrdneas, esta estrechamente asociada a las
descargas de compuestos nitrogenados, provenientes de las actividades agricolas, ganaderas y
de vertidos urbanos e industriales entre otros. La presencia excesiva de dichos compuestos
nitrogenados limita su uso como fuente potencial para el abastecimiento de agua para
consumo humano como para uso industrial, recreativo o proteccion de la vida acuatica

silvestre.

En México, mas del 80% de las aguas residuales, son vertidas en cuerpos superficiales
naturales (lagunas, arroyos, rios, embalses, esteros, suelos, etc.) sin haber recibido algun
tratamiento. De manera particular, los cuerpos de aguas naturales y artificiales presentan
graves problemas asociados a su grado y tipo de contaminacion (Enkerlin y Cano, 1998; CNA,

2006).

Existen métodos fisicos, quimicos y biologicos capaces de remover los contaminantes
presentes en las aguas residuales. Los tratamientos de tipo bioldgico, representan una opcion

técnica y econOmicamente interesante.

Su aplicaciéon en la remocién de nutrientes, tales como compuestos nitrogenados, resulta
relevante debido a la poca generacion de subproductos no deseados. Asimismo, permiten el
retso del recurso afectado, sin necesidad de tratamientos avanzados posteriores, que generen a
su vez subproductos que deban ser tratados, lo cual repercute en el encarecimiento de la

depuracion de un determinado volumen de agua.

La eliminacién bioldgica del nitrégeno amoniacal del agua, es el resultado de la accion
interdependiente del proceso de nitrificacion con el proceso de desnitrificacion. En el primer
proceso transforma el nitrogeno amoniacal a nitratos y en el segundo, se transforman los

nitratos en nitrogeno molecular que se desprende hacia la atmosfera.
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El objetivo del presente trabajo se enfoco a determinar los efectos causados en la velocidad de
nitrificacion debido a la variacion de oxigeno disuelto, cuando se aplica en columnas
experimentales utilizando agua y agua residual enriquecida con relativamente altas

concentraciones de nitrogeno amoniacal.

La experimentaciéon se llevo acabo bajo condiciones de operacion controladas (luz,
temperatura, pH, OD). Se determinaron periddicamente nitratos, nitritos y amonio, empleando
un espectrofotometro ULTROSPEC 3000. El valor de pH se midid con ayuda de un
potenciometro OAKTON vy la determinacion del oxigeno disuelto (OD) se efectué con un
multimedidor CORNING, modelo Checkmate M-90. En todos los casos, las determinaciones
se hicieron con apego a lo indicado en los procedimientos aceptados internacionalmente

(APHA, 1998).

Los resultados indican que la velocidad especifica de biodegradacion de amonio dentro de las
columnas alcanzé un valor de 17.57 mg/Ld, mientras que la biogeneracion de nitratos adquirio
un valor de 4.72 mg/Ld. El fendmeno de nitrificacion presentd una cinética de orden cero en

ambos casos.

Las concentraciones iniciales de amonio, en el agua residual, a tratar fueron de 280 mg/L. Al
finalizar el periodo experimental de 17 dias, las concentraciones de amonio fueron
sensiblemente reducidas obteniendo asi valores menores a 3 mg/L. Al cabo de 15 dias de
tiempo de residencia hidraulico (TRH) se cont6 con una concentracion remanente de 9.24
mg/L de NHy', esto equivale al 96% de remocion alcanzado en ese tiempo. Bajo las
condiciones de operacion en que se realizaron los experimentos, puede afirmarse que es
posible dar cumplimiento a lo establecido por la normatividad ambiental nacional vigente
aplicable, la cual establece el valor de 15mg/L como limite maximo permisible de nitrégeno

total para cuerpos de agua cuya funcion sea la proteccion de vida acudtica y silvestre.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La degradacion y remocion de los residuos industriales, es hoy en dia, un campo de estudio
prioritario a nivel mundial. Para la solucién de estos retos, se han desarrollado diversas
tecnologias (fisicas, quimicas, bioldgicas y fisicoquimicas), encaminadas a la remocion de
contaminantes. De entre ellas, las de tipo biologico, han demostrado ser las que generan
menores cantidades de subproductos no deseados y permiten la reutilizacion del recurso
afectado como lo son las aguas y suelos contaminados organicamente (Ambriz, 2001). Si bien
dichas tecnologias permiten la remocion aceptable de compuestos carbonosos, no han logrado
un ¢xito aceptable en la remocion de nitrégeno amoniacal. En los tultimos afios la
contaminacion ambiental se ha convertido en un tema de preocupacion generalizada, en cuanto
a sus causas, impacto social y consecuencias a mediano y largo plazo. La presencia de
amoniaco, nitritos y nitratos en aguas residuales en altas concentraciones son considerados
como contaminantes. Estos compuestos en determinadas concentraciones resultan toxicos para
la vida acudtica existente en un cuerpo 6 corriente de agua natural (Jiménez y Balcazar, 2003;
Rodriguez, 2004). Siendo mas especifico, la presencia de estos compuestos en aguas
residuales, en su forma de iones amonio, amoniaco, nitratos y nitritos son altamente toxicos
para los peces. La oxidacion del amonio a nitrato, requiere de consumo de oxigeno disuelto, lo
que trae como consecuencia el abatimiento en la concentracién de este elemento en un
determinado volumen de agua. Adicionalmente, estos compuestos de nitrogeno, pueden
constituir un factor determinante para acelerar el fenomeno de eutroficacion en lagos, lagunas
y embalses (naturales y artificiales), llevando al deterioro fisicoquimico y biologico de los
mismos. De aqui la importancia de eliminar dichos compuestos de las aguas residuales, antes

de que sean descargados en cuerpos acuaticos receptores (Sedlack, 1991; Celick et al., 2001).

Por lo antes mencionado, es de suma importancia contar con datos cinéticos utiles. El
propdsito de este trabajo es determinar bajo condiciones experimentales controladas el
porcentaje de transformacion de nitrogeno amoniacal a nitratos cuando se emplean columnas
experimentales y microorganismos nitrificantes suspendidos, para o cual se planteo lo

indicado en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 2. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

2.1. Hipotesis

Con el uso de bacterias nitrificantes es posible desarrollar una tecnologia bioldgica capaz de
nitrificar de forma permanente mediante el suministro intermitente de aire, de este modo, el
sistema serd capaz de obtener un ahorro energético considerable y de esta manera, la industria
nacional podré ser beneficiada. Asimismo, se plantea demostrar la relacion que existe entre la

nitrificacion y el consumo de oxigeno disuelto.

2.2. Objetivo general

Determinar bajo condiciones experimentales controladas el porcentaje de transformacion de
nitrégeno amoniacal a nitratos utilizando agua sintética y agua residual, ambas enriquecidas
con una alta concentracion de nitrégeno amoniacal (>200mg/L), cuando se emplean columnas

experimentales y microorganismos nitrificantes suspendidos.

2.3. Objetivos particulares

i.  Establecer la metodologia para el manejo adecuado de las columnas nitrificantes, bajo
condiciones de operacion por lote, que permitan actividad nitrificante permanente
dentro de ellas.

ii.  Realizar experimentos preliminares para conocer el consumo de oxigeno por
microorganismos nitrificantes y establecer periodos de aireacion que favorezcan a la
nitrificacion en forma continua y permanente.

iii.  Determinar la velocidad especifica de transformacion de amonio dentro de las
columnas experimentales utilizando agua y agua residual enriquecida con altas
concentraciones de amonio (>200 mg/L).

iv.  Determinar el tiempo de retencidon hidraulica (TRH) requerido para cumplir con la
mayor transformacién de amonio a nitrato.

v.  Estimar los costos asociados al ahorro de energia obtenidos gracias a los periodos de

no aireacion establecidos para la operacion de las columnas experimentales.
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2.4. Estrategia de trabajo

Para el desarrollo experimental de este trabajo, se establecid una estrategia basada en el
manejo adecuado de las columnas nitrificantes, bajo condiciones de operaciéon por lotes,
ademas de proponer el orden a seguir para encontrar los efectos causados en la velocidad de

nitrificacion debido a la variacién de oxigeno disuelto dentro de las mismas columnas. Se

sigui6 el siguiente diagrama de flujo:

Obtencidn de bacterias
nitrificantes para inoculacion

Primera etapa experimental
Promover la nitrificacion y el
crecimiento bacteriano

Analisis de resultados con
saturacion de OD

Tercera etapa experimental
Obtencion de la velocidad
especifica de degradacion de NH,"
utilizando ARE

Segunda etapa experimental Determinacion Analisis de resultados:
Establecer las condiciones optimas o/ deNH,",NO,, nitrificacion continua, bajo
dentro de las CN con aireacion - NO;, OD y pH periodos de aireacion/no

intermitente y ASE ) aireacion

Analisis de resultados, de

parametros cinéticos de la

transformacion de NH," a
NO5”

'

Discusion de resultados y
Conclusiones

Figura 2-1.- Diagrama de flujo de la metodologia seguida.
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CAPITULO 3. MARCO DE REFERENCIA TEORICO

En este capitulo se presentaran los aspectos tedricos mas relevantes para el entendimiento de
la problematica seleccionada. En primer lugar se abordard el aspecto relacionado con la
contaminacion del agua y los parametros de mayor interés para su tratamiento bioldgico.
Posteriormente, se describird la problematica asociada a los contaminantes nitrogenados, sus
ciclos biogeoquimico y principales factores que influyen en su biodegradaciéon. En un
subsiguiente inciso se describirdn los fendmenos de nitrificacion y desnitrificacion requeridos
para la completa eliminacion de los compuestos nitrogenados presentes en solucién acuosa y
sobre la normatividad ambiental nacional asociada a la presencia de dichos compuestos en
aguas y aguas residuales. En segundo lugar se proporcionard de manera breve los aspectos

mas sobresalientes relacionados con reactores y cinéticas de reaccion.

3.1. Aspectos relevantes de Ia contaminacion del agua

Durante muchos afios el ambiente ha sido constantemente sometido a la accion contaminante
de las actividades antropogénicas, accion que se ha incrementado constantemente con el
crecimiento de las poblaciones. Dicho crecimiento ha llevado a explotar en demasia los
recursos naturales, produciendo un desequilibrio en el ambiente y evitando que se tenga un
proceso de recuperacion o regeneracion del equilibrio ecologico (Boopathy, 2000;

Reuschenbach et al., 2003; Reyes, 2006).

Uno de tantos problemas es el uso del agua como vehiculo para la eliminacion de desechos y
la disposicion de los efluentes hacia los cuerpos de agua superficiales y suelos, generando una
creciente contaminacion, no solo en México sino en todo el mundo. Lo que ha tenido como
consecuencia una disminucion de la disponibilidad de este recurso, ademds de problemas
como el agotamiento progresivo de los mantos freaticos, el deterioro de suelos, desequilibrios
en la flora y fauna silvestre y el incremento en enfermedades de tipo gastrointestinal. Dichos
problemas son el resultado de una incorrecta disposicion de las aguas residuales, incluyendo

las de origen doméstico, industrial y de la actividad agricola.
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La creciente problematica sobre el suministro de agua para las diferentes actividades humanas,
han originado que se preste mayor atencion a las fuentes de abastecimiento como rios, lagos y
presas. Como se sabe, la mayoria de los cuerpos acudticos de nuestro pais, tanto natural como
artificial, sufren la problematica de la contaminacién por ejemplo, el rio Panuco, el lago de
Xochimilco, el lago artificial Nabor Carrillo, etc. Dicha contaminacidon proviene de manera
significativa de las diferentes actividades humanas (domésticas, industriales, agricolas, entre
otras). En funcion de su concentracion, es posible afirmar que los principales compuestos
presentes en las aguas residuales son aquellos formados por carbono, nitrogeno y fosforo
(Argaman et al., 1991; De Barbadillo et al., 1995). Entre las alternativas existentes para el
control y/o prevencion de la contaminaciéon, por compuestos orgéanicos disueltos
biodegradables, se encuentran los sistemas de tratamiento bioldgico tanto de tipo aerobio
como anaerobio (Randall et al., 1992; Knight et al., 1995). En el pais, no obstante los
esfuerzos realizados al respecto, Uinicamente se le da tratamiento a aproximadamente el 15%
de las aguas residuales generadas (INEGI, 1994). En términos generales, las plantas
depuradoras construidas para tal efecto usualmente funcionan al 60% de su capacidad
logrando entre el 40 y 60% de remocion de los contaminantes de tipo carbonoso presentes en
solucion, pero dejando de manera remanente altas concentraciones de compuestos
nitrogenados parcialmente oxidados. Estos compuestos al ser descargados en rios y lagos
artificiales o naturales ocasionan problemas de enriquecimiento de nutrientes y con ello, se

tiene como consecuencia el abatimiento de la calidad del agua.

De los compuestos nitrogenados contenidos en las aguas residuales de tipo doméstico,
comunmente el 39.5% se encuentra en forma orgénica; 59.5% en forma amoniacal y el
restante 1% como nitratos y nitritos. La presencia de compuestos nitrogenados en aguas
tratadas ocasiona problemas ambientales, tanto a nivel de eutroficacion como al reaccionar con
algunas substancias pudiendo originar compuestos altamente toxicos como las nitrosaminas,
muchas de las cuales son reconocidos agentes carcinogénicos. Durante la oxidacion
microbiana realizada en sistemas biologicos de tratamiento, los compuestos de nitrégeno
organico y amoniacal son transformados en nitritos y nitratos (Rols et al., 1994), quedando
estos en concentraciones superiores a las recomendadas tanto nacional como

internacionalmente para ser descargadas en cuerpos acudticos receptores.
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En la actualidad se ha planteado la realizacion de estudios enfocados a la utilizacion de
periodos alternos de aireacion como mecanismo para la reduccion, a niveles aceptables, del
contenido de los compuestos nitrogenados disueltos en las aguas residuales tanto parcialmente
tratadas como sin tratamiento previo (Bartone et al., 1994; Isaacs y Henze, 1995), sin embargo
dicha problematica solo ha sido abordada en los paises altamente industrializados de manera
escasa y con enfoques de tipo ingenieril (Argaman et al., 1991; Suwa et al., 1992; Wanner,

1994), dejando de lado el aspecto microbiolégico del proceso depurativo.

Es evidente que tratandose de sistemas de tratamiento bioldgico, para la transformacion de
dichos compuestos nitrogenados el papel de los microorganismos es de crucial importancia, no
solo para comprender el fendmeno, sino también para disefiar y optimizar el funcionamiento
de sistemas de tratamiento encaminados a la obtencion de aguas tratadas aptas para ser
descargadas en cuerpos acuaticos receptores (Edeline, 1993; Luna Pabello et al., 1996) sin

ocasionar, problemas posteriores de eutroficacion o toxicidad.

3.2. Procesos bioldgicos en el tratamiento de las aguas residuales

Cuando las aguas residuales entran a una planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR),
sufren un pre-tratamiento en el que se retiran los sélidos y gruesos de gran tamafo, asi como
las arenas y grasas. A continuacion, el agua pasa al denominado tratamiento primario, donde

se eliminan s6lidos en suspension facilmente sedimentables y parte de materia orgénica.

La materia orgdnica que queda disuelta y en suspension asi como el resto de las particulas
solidas que no se han eliminado en los tratamientos anteriores, son eliminadas mediante los
denominados “Procesos Bioldgicos”, estos pueden ser aerobios o anaerobios y comunmente

son denominados como tratamientos secundarios.

Se puede definir a los “Procesos Bioldgicos Aerobios”, como aquellos realizados por
determinado grupo de microorganismos (principalmente bacterias y protozoos) que en
presencia de oxigeno, actiian sobre la materia orgédnica e inorgénica disuelta, suspendida y

coloidal existente en el agua residual, transformandola en gases y materia celular, que puede
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separarse facilmente mediante sedimentacion. La union de materia organica, bacterias y
sustancias minerales forma los floculos y el conjunto de floculos es lo que se conoce como

lodo biolégico.

Los objetivos que persigue este tipo de tratamiento son la transformacion de la materia
organica y la coagulacion y eliminacion de los solidos coloidales no sedimentables. En el caso
de algunas aguas residuales urbanas, también se persigue la eliminacion de nitrogeno y de
fosforo. Por ultimo, se consigue también la disminucidén de los microorganismos patdgenos y

fecales presentes el agua residual.

Bésicamente, existen dos tipos de tratamientos bioldgicos aerobios: Procesos de Biomasa en

Suspension (Lodos Activados) y Procesos de Biomasa Fija (Biopelicula).

3.2.1. Los procesos de oxidacion bioldgica

La oxidacion bioldgica es el mecanismo mediante el cual los microorganismos degradan la
materia organica contaminante del agua residual. De esta forma, estos microorganismos se
alimentan de dicha materia orgénica en presencia de oxigeno y nutrientes, de acuerdo con la

siguiente reaccion:

Materia organica + Microorganismos + Nutrientes + O, =

- Productos Finales + Nuevos microorganismos + Energia

Para que lo anteriormente expuesto se produzca, son necesarias dos tipos de reacciones
fundamentales totalmente acopladas: de sintesis o asimilacion y de respiracion endégena u

oxidacion.
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3.2.2. Reacciones de sintesis o asimilacion

Consisten en la incorporacion del alimento (materia orgdnica y nutrientes) al interior de los
microorganismos. Estos microorganismos al obtener suficiente alimento no engordan, sino que
forman nuevos microorganismos reproduciéndose rapidamente. Parte de este alimento es

utilizado como fuente de energia. La reaccion que ocurre es la siguiente:

CHNO (materia organica) + O, + Bacterias + Energia >

—>CsH7NO; (sustancias del interior bacteriano)

3.2.3. Reacciones de oxidacion y respiracion endigena

Los microorganismos al igual que nosotros, necesitan de energia para poder realizar sus
funciones vitales (moverse, comer etc.), dicha energia la obtienen transformando la materia
organica asimilada y aquella acumulada en forma de sustancias de reserva en gases, agua y

nuevos productos de acuerdo con la siguiente reaccion:

CsH7NO; (material celular) + 50, = 5CO, + 2H,0 + NHj; + Energia

Como se puede observar, después de un tiempo de contacto suficiente entre la materia
organica del agua residual y los microorganismos (bacterias), la materia organica del medio
disminuye considerablemente transformandose en nuevas células, gases y otros productos.

Este nuevo cultivo microbiano seguira actuando sobre el agua residual.

A todo este conjunto de reacciones se les denomina oxidacion bioldgica, porque los

microorganismos necesitan de oxigeno para realizarlas.
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3.2.4. Factores que intervienen en la oxidacion bioldgica

Los factores principales que hay que tener en cuenta para que se produzcan las reacciones

biologicas y por tanto, la depuracion del agua residual son:

Las caracteristicas del sustrato: Las caracteristicas fisico-quimicas del agua residual,
determinan el mejor o peor desarrollo de los microorganismos en este sistema, existiendo

compuestos contaminantes que son degradables bioldgicamente y otros que no lo son.

Los nutrientes: El interior celular, aparte de C, H y O, elementos caracteristicos de la materia
organica, contiene otros elementos como son el N, P, S, Ca, Mg etc., denominados nutrientes y
que a pesar de que muchos de ellos se encuentran en el organismo s6lo en pequefias
cantidades, son fundamentales para el desarrollo de la sintesis biologica. Se ha determinado a
nivel medio que los microorganismos para sobrevivir necesitan por cada 1000 gr. de C, 43 de
Ny 6 de P, y que en las aguas residuales urbanas existen por cada 1000 gr. de C, 200 g. de Ny
16 g. de P.

Si se compara lo que necesitan los microorganismos para sobrevivir, con las cantidades
existentes de dichos elementos en el agua residual, se puede concluir que a titulo general
dichos microorganismos pueden desarrollarse en el agua residual perfectamente. Es
interesante comentar que en el caso de determinadas aguas con vertidos industriales, las
proporciones de dichos elementos no estan equilibradas, siendo necesario a veces dosificar N

y P en el agua, para que pueda darse el desarrollo bacteriano y exista depuracion bioldgica.

Aportacion de Oxigeno: Como se ha visto, para el desarrollo de las reacciones biologicas es
necesario un medio aerobio, es decir, con oxigeno suficiente que permita el desarrollo y la

respiracion de los microorganismos aerobios.

Temperatura: A medida que aumenta la Temperatura, aumenta la velocidad con que los

microorganismos degradan la materia organica, pero a partir de los 37°C, dichos organismos
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mueren. Nuestras temperaturas son ideales para el desarrollo 6ptimo de los procesos de

depuracion biolégica.

Salinidad: El contenido en sales disueltas no suele ser problematico para el desarrollo
bacteriano en el proceso de lodos activados hasta concentraciones de 3 a 4 g/L. En los
procesos de biomasa fija (biopelicula), la influencia es atin menor, no afectando valores que no
superen los 15 g/L. Sin embargo, existen diversos grupos bacterianos capaces de vivir en
aguas saladas, de forma que si a tu sistema de depuracion le das tiempo de adaptacion, pueden

desarrollarse bastante bien dichos grupos microbianos a concentraciones salinas superiores.

Toxicos o inhibidores: Existen una serie de sustancias organicas e inorganicas que, a ciertas
concentraciones, inhiben o impiden los procesos biologicos. Este tipo de sustancias, entre las
que se encuentran los metales pesados, ejercen un efecto perjudicial sobre los
microorganismos encargados de depurar el agua y por tanto, no deben de entrar en las plantas

depuradoras con el agua residual, o si entran deben de hacerlo en concentraciones muy bajas.

Todos estos factores mencionados son de gran importancia, y deben de ser controlados si
desea obtener un rendimiento eficaz de depuracion por parte de los microorganismos

encargados de degradar la materia organica y otros contaminantes del agua residual.

3.3. Compuestos nitrogenados como contaminantes del agua

El nitrogeno es un nutriente esencial para el hombre, asi como para todas las formas de vida en
el ambiente; la entrada del nitrogeno al ambiente, ha tenido un incremento considerable a
partir de los afos 40’s como se muestra en la Figura 3-1 (Choi et al., 2004). La principal razoén
del incremento de nitrogeno en el ambiente, es por el uso masivo y excesivo de fertilizantes,
debido al interés de incrementar la produccion de las cosechas dicha situacion, trajo consigo
un impacto negativo en la salud humana, asi como en el ambiente, esto causado por el exceso
de nitrégeno. Asimismo, provoca la acidificacion del suelo y agua, la eutrofizacion de cuerpos
de agua valiosos tales como rios, lagos y aguas costeras; trayendo como consecuencia la
perdida de la biodiversidad de los diferentes tipos de ecosistemas (tanto terrestres como

acuaticos).
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Figura 3-1.- Incrementos en la concentracion de nitré6geno en el ambiente
(Howarth, 2004).

Nota: 1 teragramo es igual a 1 millon de toneladas.

Los compuestos nitrogenados son de suma importancia para tener un buen desarrollo de la
vida en cuerpos de agua natural, pero si se encuentran en exceso tendrian como consecuencia
un desequilibrio del ecosistema, manifestindose en forma de contaminacién del cuerpo
receptor. En el caso de los ambientes acuaticos, el nitrato es también un nutrimento esencial
para el desarrollo de la vegetacion acuatica por este motivo, un aumento en su concentracion
lo convierte en un factor promotor de la productividad primaria, lo cual puede ocasionar la

eutroficacion de este ambiente (Celik et al., 2001).

Uno de los principales problemas de los estanques asi como cuerpos de agua naturales y
artificiales, es que el agua toma un color verde intenso, especialmente durante primavera y
verano, fendmeno conocido como eutroficacion (ver Figura 3-2). La causa del color verde es
el crecimiento exponencial de poblaciones de algas microscopicas Clorofitas, Dinoflagelados,
Diatomeas, Euglenas y cianobacterias (algas verde-azules, que son verdaderas bacterias).
Estos organismos requieren luz solar directa, altas temperaturas, fosfatos y (en menor grado)

compuestos de nitrogeno.
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No obstante, las cianobacterias asi como otras bacterias heterotréficas son capaces de fijar
nitrogeno elemental disuelto en el agua, y por tanto no estan limitadas por la disponibilidad de
nitrato. La estratificacion térmica del agua (mas caliente en la superficie) les favorece, siendo
el fosforo el elemento menos abundante y que limita su actividad. Las cianobacterias y los
dinoflagelados son los causantes de producir y liberar exo-toxinas que en concentraciones

elevadas ocasionan la muerte de la fauna acuatica.

Figura 3-2.- Ejemplo de un cuerpo de agua eutroficado (Canal de Xochimilco).

La acumulacion de compuestos nitrogenados se presenta en el suelo como consecuencia de la
descarga de aguas residuales y la adiciéon inadecuada de fertilizantes. De no ocurrir la
transformacion de amonio a nitrato, las plantas no se desarrollan 6ptimamente debido a que el
primero, como sal de amonio, es toxico a altas concentraciones y de dificil asimilacion,
mientras que el segundo (el nitrato), es un nutrimento esencial para las plantas, por lo que es

deseable que este presente en el medio (Rodriguez, 2004).

Desde el punto de vista de contaminacion ambiental los compuestos nitrogenados se
encuentran clasificados entre los principales contaminantes del agua, presentandose
preferentemente en aguas residuales de la industria alimentaria, agricola y doméstica. Dentro
de los compuestos considerados como contaminantes principales se encuentran: amonio,
nitrito y nitrato. La presencia de compuestos nitrogenados en agua para beber, puede conducir
al incremento de casos de cancer, aborto y otros problemas a la salud (Montuelle et al., 1996;

Choin et al., 2004).
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Para su eliminacion de las aguas residuales puede recurrirse a los procesos biologicos de
nitrificacion y des-nitrificacion. La eliminacion de dichos compuestos, es un método
econdmico el cual no genera residuos que requieran un manejo especial, lo que ocurre cuando

se emplean métodos fisicoquimicos.

Por lo anterior, se hace necesario profundizar en el entendimiento del fendémeno de
nitrificacion en el contexto de los ciclos biogeoquimicos, a efecto de evitar generar
subproductos no deseados, como consecuencia del tratamiento que se proponga para su

eliminacion.

3.4. Ciclo biogeoquimico del nitrogeno

El Nitrogeno (N), es un componente esencial para la vida, ya que los organismos lo emplean
en la sintesis de proteinas, acidos nucleicos (ADN y ARN) y otras moléculas fundamentales
del metabolismo. Todos los organismos requieren nitrogeno para vivir y crecer. El aire de la
atmosfera contiene el 78% de nitroégeno, por lo que la reserva fundamental de este elemento es

la atmosfera, en donde se encuentra en forma de N».

A pesar de su abundancia, dicha molécula no puede ser utilizada directamente por la mayoria
de los seres vivos (exceptuando algunas bacterias), pocos son los organismos capaces de
absorberlo directamente para utilizarlo en sus procesos vitales. La razon reside en que debido
al fuerte enlace triple entre los &tomos N en las moléculas de N, el nitrégeno es relativamente

inerte.

En realidad, para que las plantas y los animales puedan usar nitrogeno, el gas N, tiene primero
que ser convertido a una forma quimica disponible como el amonio (NH4"), el nitrato (NO3),
o el nitrogeno organico (urea - (NH;),CO). La naturaleza inerte del N, significa que el
nitrégeno bioldgico disponible es, a menudo, escaso en los ecosistemas naturales. Esto limita

el crecimiento de las plantas y la acumulacion de biomasa (Harrison, 2006).

Juan Benjamin Segura Miranda 17



El Nitrégeno es un elemento muy versatil que existe en forma inorganica y organica, también
se puede encontrar con diferentes estados de oxidacion. El movimiento del nitrégeno entre la
atmosfera, la bioesfera y la geoesfera en sus diferentes formas esta descrito en el ciclo del
nitrogeno (Figura 3-3). El ciclo del nitrogeno consiste en varios bancos o bolsas de
almacenamiento de nitrogeno y de procesos por los cuales las bolsas intercambian nitrogeno

(flechas).

N orgéanico (R-NH,)

. Amonio (NH,")
Nitratos (NO,)

Nitritos (NO,)

Figura 3-3.- Ciclo biogeoquimico del nitrégeno (Harrison, 2006).
Nota. Las flechas amarillas indican las fuentes humanas de nitrégeno para el ambiente. Las flechas rojas indican
las transformaciones microbianas del nitrégeno. Las flechas azules indican las fuerzas fisicas que actGan sobre
el nitrégeno. Y las flechas verdes indican los procesos naturales y no microbianos que afectan la forma y el

destino del nitrégeno.

Los procesos principales que componen el ciclo del nitrogeno que pasa por la biosfera, la
atmosfera y la geosfera son cinco: la fijacion del nitrégeno, la toma de nitrogeno (crecimiento
de organismos), la mineralizacion del nitrogeno (desintegracion), la nitrificacion y la
desnitrificacion. Los microorganismos, particularmente las bacterias, juegan un papel muy
importante en las principales transformaciones del nitrogeno. Como procesos de mediacion
microbianas. En el caso de estos procesos la velocidad se ve afectada por factores ambientales
como la temperatura, la humedad y la disponibilidad de recursos que influyen la actividad

microbiana.
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Figura 3-4.- Ciclo biogeoquimico del nitr6geno (enfoque microbiologico).

La Fijacion del Nitrégeno (N, —»NH ;).

La fijacion del nitrégeno es un proceso en el cual el N, se convierte en amonio (NH4"). Este es
esencial ya que es la Uinica manera en la que los organismos pueden obtener nitrogeno
directamente de la atmoésfera. Algunas bacterias, por ejemplo las del género Rhizobium, son
los unicos organismos que fijan el nitrogeno a través de procesos metabolicos. Esta simbiosis
ocurre de manera bien conocida, en la familia de las legumbres (por ejemplo frijoles, arbejas y

tréboles).

En esta relacidon, la bacteria que fija el nitrogeno habita los ndédulos de las raices de las
legumbres y reciben carbohidratos asi como un ambiente favorable de la planta anfitriona a
cambio de parte del nitrogeno que ellas fijan. También hay bacterias que fijan el nitrogeno
existente, sin plantas anfitrionas. Estas son conocidas como fijadoras de nitrogeno libre sin
limites. En ambientes acuaticos, las algas azules verdosas (en realidad una bacteria llamada

cianobacteria) es una importante fijadora de nitrégeno libre sin limites.
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Ademas del nitrogeno que fija la bacteria, eventos de alta energia natural, tales como los
reldmpagos, fuegos forestales, y hasta flujos de lava, pueden causar la fijacion de pequenas,
pero significativas cantidades de nitrogeno. La alta energia de estos fendmenos naturales
puede romper los enlaces triples de las moléculas de N,, haciendo alcanzables atomos

individuales de N para la transformacion quimica.

La toma del Nitrogeno ( 1+ > Norinico)

El amonio producido por el nitrogeno que fija la bacteria es usualmente incorporado
rapidamente en las proteinas y otros compuestos de nitrégeno organico, ya sea por la planta
anfitriona, por la misma bacteria, o por otro organismo del suelo. Cuando los organismos mas
cercanos a lo alto de la cadena alimenticia (como el hombre) comen y usan el nitrégeno que ha

sido inicialmente fijado por la bacteria.

.
La Mineralizacion del Nitrogeno (NOrgénico — NH, )

Después de que el nitrdgeno se incorpora en la materia organica, frecuentemente se vuelve a
convertir en nitrégeno inorganico a través de un proceso llamado mineralizacién. Cuando los
organismos mueren, la materia orgdnica en descomposicion es consumida por bacterias y
hongos. Durante este proceso, una cantidad significativa del nitrégeno contenido dentro del
organismo muerto se convierte en amonio. Una vez que el nitrégeno esta en forma de amonio,
esta también disponible para ser usado por las plantas o para transformaciones posteriores en

nitrato (NO3) a través del proceso llamado nitrificacion.
Nitrificacion (NH, — NO; ).

La nitrificaciéon es el proceso en el que el nitrogeno organico y amoniacal se oxida,
transformandose primero en nitrito y, posteriormente en nitrato. Estas reacciones las llevan a
cabo bacterias muy especializadas, diferentes de aquellas que se encargan de degradar la
materia organica del medio. Este tipo de bacterias, se reproducen lentamente y son muy

sensibles a los cambios de su medio habitual.
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Al ser este fenomeno dependiente de la presencia de oxigeno, en la naturaleza ocurre
solamente en ambientes ricos en este elemento, como es el caso de las aguas que circulan o
que fluyen y las capas de la superficie de los suelos y sedimentos. El proceso de nitrificacion
tiene consecuencias importantes. Por ejemplo, los iones de amonio tienen carga positiva y por
consiguiente se pegan a particulas y la materia organica del suelo las cuales tienen carga
negativa. La carga positiva previene que el nitrogeno amoniacal sea barrido (o lixiviado) del
suelo por las lluvias. Por otro lado, el i6n de nitrato con carga negativa no se mantiene en las
particulas del suelo y puede ser barrido del perfil de suelo. Esto lleva a una disminucién de la
fertilidad del suelo y a un enriquecimiento de nitrato de las aguas corrientes de la superficie y

del subsuelo.

Al ser procesos llevados a cabo por determinados grupos de microorganismos bacterianos es
necesario proporcionar en las plantas de tratamiento de aguas residuales, las condiciones
adecuadas para que el fendmeno se lleve a cabo, un prerrequisito es la eliminacion de la
materia orgénica a bajos niveles de concentracion a efecto de evitar competir, con las bacterias
heterotrofas, por el oxigeno disuelto. En este contexto, los tratamientos de aguas residuales
realizados mediante el sistema de lodos activados requieren de un nivel de oxigeno de al
menos 2 mg/L y tiempo de residencia hidraulico relativamente alto (entre 7 y 12 dias

aproximadamente) para que el fendémeno de nitrificacion ocurra.

Desnitrificacion (NO; - N, + N,O).

La desnitrificacion consiste en el paso de los nitratos a nitrégeno atmosférico, por la accion de
un grupo de bacterias llamadas desnitrificantes. Dicha forma de nitrogeno tendera a salir a la

atmosfera, consiguiéndose asi, la eliminacidon de nitrogeno en el agua.

A través de la desnitrificacion, las formas oxidadas de nitrégeno como el nitrato (NO3’) y el
nitrito (NO;) se convierten en dinitrogeno (N3) y, en menor medida, en gas 6xido nitroso. La
desnitrificacion es un proceso anaerdbico llevado a cabo por la bacteria que desnitrifica,

convirtiendo el nitrato en dinitrégeno en la siguiente secuencia:
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NO; - NO; - NO - N,0 - N,

Una vez que el nitratos se convierten en dinitrogeno, tiene pocas posibilidades de reconvertirse
en una forma biolédgica disponible, ya que es un gas perdiéndose rapidamente en la atmosfera.
La desnitrificacion es la unica trasformacion del nitrogeno que remueve el nitrogeno del
ecosistema (que es esencialmente irreversible), y aproximadamente balancea la cantidad de

nitrogeno fijado por bacterias descritas con anterioridad.

En medios acuosos, para que las bacterias desnitrificantes actiien, es necesario que el agua
tenga suficiente contenido de materia organica, una fuente de nitratos elevada, muy poco
oxigeno libre y un pH situado entre 7 y 8. El oxigeno asociado a los nitratos es la tnica fuente
de oxigeno necesaria para llevar a cabo sus funciones vitales. De esta forma, los niveles de
oxigeno libre en el medio donde actian deben de ser inferiores a los 0.2 mg/L. Es interesante
comentar que el tiempo minimo de contacto entre el agua y las bacterias desnitrificantes debe
de ser suficiente para que se produzcan las reacciones deseadas, estimandose un tiempo

minimo de 1.5 horas.

Dado el interés del que para la presente tesis representa el fenomeno de nitrificacion se

profundizara al respecto.

3.5. El fenomeno de nitrificacion

3.5.1. Transformacion del nitrigeno de su forma organica a la mineral (Nitrificacion bioldgica).

La importancia de la nitrificacion biologica fue reconocida hace mas de un siglo. En el ciclo
biogeoquimico del nitrogeno (N3), la nitrificacion es una de las fases en la transformacion del
nitrogeno de su forma organica a la mineral. Nitrificacion es el término empleado para la
oxidacion bioldgica del amonio en dos pasos, primero a la forma de nitrito y segundo, de
nitrito a nitrato. Los microorganismos involucrados en estas reacciones son conocidos como

oxidadores de amonio o nitritantes y oxidadores de nitrito o nitratantes.
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Entre los microorganismos que se encuentran involucrados en la transformacion, estan
presentes bacterias heterotrofas y autotrofas, hongos y algunas algas (Montuelle et al., 1996,
Oremland y Capone, 1998; De-A-Cybys y Horan, 1997; Hommes et al., 1998; Hurts et al.,
1997; Schramm et al., 1999).

La forma mas comun para representar el proceso de nitrificacion es mediante las reacciones de
oxidacioén de amonio a nitrito, y de este a nitrato (Eckenfelder y Argaman, 1991; Cardot, 1999;

Klotar et al., 1996; Vayenas et al., 1997; Seyfried et al., 2001):

NH; +1.50, —Mments s NO; +2H " +2H,0 + energia (1)
NO; +0.50, — 22wty NO; + energia (2)

A menudo se incluye en las reacciones la expresion empirica de la biomasa formada, asi se
obtiene una representacion mas completa de este proceso. Debido a que la velocidad de
crecimiento de estos microorganismos es muy lenta, la produccién de biomasa es costosa y
por esta razon resulta dificil realizar analisis de su composicioén. En la mayoria de los estudios
se suele tomar como composicidon de la biomasa correspondiente a una media calculada para
bacterias aerobias (Roels, 1983). Las estequiometrias propuestas por varios autores estian
basadas en la determinacion experimental de la relacion media entre el CO, consumido y el N
oxidado. Un ejemplo de ello seria la estequiometria presentada por Kowalski y Lewandowski

(1983):

NH, +1.830, +1.98HCO; —0.021C,H,0,N" +1.04H,0 +0.98NO; +1.88H,CO; ...(3)

* La formula empirica de la biomasa para un atomo de carbono seria: CH; 400 4Ny

Los microorganismos responsables de la nitrificacion bioldgica se pueden dividir en dos
grupos: nitrificantes autétrofos y heterdtrofos. Esta clasificacion se basa en el modo de obtener
energia para el crecimiento. Asi las bacterias nitrificantes autdtrofas consiguen su energia a
partir de la oxidacion de compuestos inorganicos de nitrogeno, mientras que las heterotrofas

oxidan materia organica como fuente de energia.
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En los sistemas depuradores de aguas residuales, las bacterias autdtrofas de la familia
Nitrobacteraceae son las principales responsables de la nitrificacion (Bock et al., 1991). Dicha
familia bacteriana comprende dos grupos: las bacterias que oxidan amonio y las que oxidan
nitrito, todas ellas Gram negativas. Los distintos géneros de bacterias que oxidan amonio son
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus y Nitrosovibrio; mientras que las
que oxidan nitrito son Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus y Nitrospira (Campos, 2000). Los

géneros detectados comunmente en la depuracion biologica son Nitrosomonas y Nitrobacter.

3.5.2. Factores que afectan a la nitrificacion bioldgica

En este apartado se intenta enumerar y comentar los principales factores que influyen en el
proceso de nitrificacion bioldgica. Para ilustrar de una forma mas directa y sencilla, se

presenta en la Figura 3-5, un esquema en el que se sintetizan estos factores.

Limitacion por substrato

CO:..- El crecimiento autétrofo, esta limitacion se produce por fuente de carbono.

O,.- Debido a que las bacterias nitrificantes requieren una cantidad importante de oxigeno, el
efecto de limitacion del crecimiento debido a una falta de O, ha sido ampliamente estudiado.
Cuando no existe limitacion por substrato nitrogenado, el efecto del oxigeno disuelto se ajusta
a una cinética tipo Monod:
— Soz
HN = HipaxN Koz +Soz

Donde, So; es la concentracion del oxigeno disuelto y Ko, es la constante de saturacion para el
oxigeno. Las constantes de saturacion para cultivos puros de bacterias nitrificantes estan en un
rango aproximado de 0.25 — 2.5 mg/L de oxigeno disuelto (Painter, 1986). También resulta un
hecho constatado que las bacterias que oxidan amonio tienen una constante de saturacion

mayor que la de las bacterias que oxidan nitrito.
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NH,", NO, .- Son las fuentes de energia (dadores de electrones) de las bacterias que oxidan
amonio y de las que oxidan nitrito (respectivamente). Es por esta razon que se consideran los
factores limitantes del crecimiento mas importantes, junto con el oxigeno. Generalmente, la
constante de saturacion de las bacterias que oxidan amonio es mayor que la de las que oxidan
nitrito; sin embargo, la bibliografia presenta una variable notable (recopilacion bibliografica

realizada por Prosser, 1989, y por otra parte, Hunik, 1994, Tokutomi, 2004).

( Concentracién de oxigeno disuelto

Concentracién de los substratos: HCO3, NH,", NO,»”
{ Limitaciones <

Transferencia de materia: G/L y L/S

pH
\ Condiciones de cultivo

T t
Factores que SRR

afectan a la <
nitrificacién
biocldgica

Inhibidores "cldsicos": NH; y HNO,
Materia orgdnica
Inhibicién - .
e Concentracidn de oxigeno disuelto

Luz (inhibicién fisica)

\ Substancias téxicas

Figura 3-5.- Esquema de los factores que influyen en el proceso de nitrificacion.

Limitaciones fisicas

pH.- El pH o6ptimo de las bacterias nitrificantes esta entre 7.5-8.5 (Watson et al., 1989;
Montuelle et al., 1996; Rodriguez, 2004), aunque la nitrificacion bioldgica se puede llevar a
cabo en un rango mas amplio (entre 6-10, segin Prosser, 1989). La limitacion del crecimiento

de las bacterias nitrificantes debido al pH se puede diferenciar por dos causas:

La primera es que el pH afecta la actividad enzimatica, lo que provoca la consiguiente pérdida

de actividad en las células.
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La segunda es que la concentracion de los protones afecta a los equilibrios acido-base de los
substratos: NH3/NH,", NO,7/HNO; lo cual, como se expone a continuacion puede provocar

inhibicion afectando también la concentracion disponible de HCO;5™ (fuente de carbono).

Temperatura.- Al igual que para todas las bacterias, el crecimiento de las bacterias
nitrificantes varia con la temperatura (Montuelle, 1996; Rodriguez, 2004); el valor 6ptimo se
sitia en el intervalo de 26-30°C. La temperatura afecta los valores de las constantes de
equilibrio acido/base, gas/liquido, la solubilidad de las substancias, los coeficientes de difusion
y la actividad enzimatica. La influencia de la temperatura en las diferentes constantes

bioldgicas o fisicas se expresa habitualmente mediante la ecuacion de Arrhenius.

Limitaciones de transferencia y difusién.- En el caso de cultivos en suspension, la
transferencia de materia entre fases puede limitar el crecimiento: por ejemplo, el oxigeno se
suministra en fase gas, teniendo que llegar a la fase liquida para ser consumido. En el caso de
células inmovilizadas, no s6lo hay que tener en cuenta la transferencia entre la fase gaseosa y
liquida, sino que adquiere también importancia la transferencia entre la fase liquida - s6lida y

la posterior difusion en el solido (Garrido et al., 1997).

3.5.3. Factores que inhiben el crecimiento de las bacterias nitrificantes

Inhibicidon por substrato o producto

NH,", NO,. Como resultado del estudio de la inhibicion de la nitrificacién por NH; y HNO,
se propuso un diagrama (Figura 3-6) el cual combinaba el pH con el efecto inhibitorio de los
compuestos NH; y HNO; en los cocultivos de Nitrosomonas y Nitrobacter (Anthonisen et al.,
1976).

En el diagrama de Anthonisen (Figura 3-6) se pueden observar diferentes zonas, en las que
existe inhibicion o no de alguna o de ambas especies debido a la concentracion de las especies

NH; y HNO; (verdaderos inhibidores), a ese valor de pH.
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O,.- A eclevadas concentraciones el oxigeno es inhibidor ¢ induce a un aumento de la
acumulacion de polifosfatos (Prosser, 1989). No obstante, la inhibicidén por oxigeno parece ser
mas importante en procesos en los cuales se anade oxigeno puro o una elevada presion parcial,

que en los que se aporta aire.

Materia organica.- Ya se ha comentado la posibilidad de crecimiento en medio mixotréfico
por parte de las bacterias que oxidan nitrito. Ademads, lejos de ser inhibidora para estas
bacterias, la presencia de materia organica acelera la velocidad de crecimiento de Nitrobacter
winogradskyi (Watson et al., 1989). La inhibicion por la materia organica podria estar ligada
al hecho de que en poblaciones nitrificantes no axénicas la aparicion de una fuente de carbono
organico altera los porcentajes de poblaciones relativas de microorganismos, permitiendo el
desarrollo de células que, dependiendo de la disponibilidad de oxigeno estardn asociadas a uno
u otro género, estableciéndose competencias importantes. No obstante, se realizaron
experimentos para intentar separar este efecto del posible efecto inhibitorio sobre las bacterias
que oxidan amonio (Hanaki et al., 1990 a,b). Las conclusiones de este estudio fueron, que la
oxidacion de amonio por parte de las bacterias amonio-oxidantes, presentaron un claro efecto
inhibitorio debido a la presencia de materia organica, mientras que no se observo efecto en la

oxidacion de nitrito por parte de las bacterias nitrito-oxidantes.

10000
1000 1000
= <
E 2
o) T
z z
= =
100 100

pH

Figura 3-6.- Diagrama de Anthonisen.

Zona 1: inhibicion de Nitrosomonas sp. Y Nitrobacter sp. Zona 2: inhibicion de Nitrobacter sp. por NH3. Zona 3:
nitrificacion. Zona 4: inhibicién de Nitrobacter sp por HNO,.
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3.5.4. Inhibiciones fisicas del crecimiento de las bacterias nitrificantes

Inhibicién por efectos de la luz.- La inhibicion por la luz es significativa en la superficie del
agua, donde se observa una reduccion del 50% de la actividad de las bacterias nitrificantes a
intensidades de luz de un orden de magnitud tres veces menor que la intensidad a plena luz del
dia. Nitrobacter parece ser mas sensible a la fotoinhibiciéon que Nitrosomonas (Prosser, 1989;
Rodriguez, 2004). En el crecimiento de las bacterias que oxidan amonio se puede reducir la
sensibilidad a la luz mediante ausencia de oxigeno o altas concentraciones de amonio (Prosser,

1989).

3.5.5. Substancias toxicas

Al igual que en el caso del pH o la temperatura, el efecto de las substancias toxicas sobre las
bacterias nitrificantes depende de la concentracion de la sustancia toxica y del tiempo de
exposicion a ésta (Tokutomi, 2004). Las substancias toxicas mas frecuentes en el campo de las
aguas residuales son: tiourea, cianuro, fenoles, anilina (con efecto mds notorio sobre

Nitrosomonas), clorato y cianato (que producen una mayor toxicidad sobre Nitrobacter).

3.5.6. Legislacion relacionada con las descargas de amoniaco, nitritos y nitratos

La legislacion mexicana vigente, hace referencia a las descargas de amoniaco, nitritos y
nitratos, en la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 que establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales (DOF, 1997), estableciendo que estos contaminantes deberan ser medidos
en forma de nitrégeno total. Por otra parte, en la Ley Federal de Derechos en Materia de Agua,
publicada por la Comision Nacional del Agua (CNA, 2006), y dentro de su titulo segundo
correspondiente a los derechos en materia de agua y de manera particular en su articulo 224
seccion V, indica que “no se pagara el derecho por aguas que regresen a su fuente original o
sean vertidas en cualquier otro sitio previamente autorizado por la Comision Nacional del

Agua.
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Lo antes mencionado serd posible siempre y cuando se cuente con el certificado
correspondiente”. En la Tabla 3-1 se resaltan los compuestos nitrogenados importantes para el

desarrollo del presente trabajo.

Tabla 3-1.- Limites permisibles de descarga de amoniaco, nitratos y nittitos para diferentes tipos

de agua.
PARAMETROS UsosS
mg/L 1 2 3 4
Amoniaco-N - - 0.06 0.01
Nitritos-N 0.05 - - 0.01
Nitratos-N 5.0 - - 0.04

(Tomada de la Ley Federal de Derechos en Materia de agua, 2006)
Uso 1.- Fuente de abastecimiento para uso publico urbano.
Uso 2.- Riego agricola.
Uso 3.- Proteccion a la vida acuatica: agua dulce, incluye humedales.

Uso 4.- Proteccion a la vida acudtica: aguas costeras y estuarios.

Asimismo, la Ley Federal de Derechos en materia de Agua, establece en su capitulo XIV,
Articulo 278-B que los limites maximos permisibles de nitrogeno total susceptibles de ser
descargados en cuerpos receptores tipo A 'y B como rios con uso en riego agricola, publico o
urbano, embalses naturales y artificiales con uso de riego agricola, la concentracion es de 40
mg/L. Mientras que para el caso de cuerpos receptores tipo C, como son los rios para la
proteccion de vida acuatica; embalses artificiales o naturales con uso publico urbano y

acuiferos, es de 15 mg/L.

En este contexto, es importante resaltar que esas concentraciones podrian ocasionar problemas
en los ecosistemas receptores como seria el caso de eutroficacion de embalses destinados a la
proteccion de la vida silvestre y de abastecimiento para uso potable, eventualmente la
autoridad debera solicitar una menor concentracion de nitrogeno en las descargas a cuerpos

acuaticos receptores (Rodriguez, 2004).
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En las normas internacionales sobre agua para consumo humano la Asociacion Europea de
Agua para Consumo Humano establece que el limite maximo permisible de compuestos
nitrogenados en aguas de abastecimiento para consumo humano es de 0.05 mg/L, lo cual

también esta estipulado en la normatividad mexicana (CNA, 2006).

Es importante destacar que es necesaria la eliminaciéon de compuestos nitrogenados como el
amoniaco y nitrato, en los diferentes tipos de cuerpos acudticos susceptibles de ser empleados
como fuentes de abastecimiento de agua para consumo humano. El no cumplir con Ia
legislacion vigente, en cuanto a la descarga de estos contaminantes es motivo de sanciones
tales como el cierre parcial de las instalaciones y multas econdmicas, que se encontraran en

funcién de la concentracion y volumen descargado (CNA, 2006; Rodriguez, 2004).

Para realizar el control de las descargas de amonio, nitritos y nitratos en aguas residuales, se
debe conocer el fendmeno de nitrificacion y los factores que la afectan, asi como los métodos
de deteccion rapida, ya que son elementos utiles en la proteccion del ambiente (Purkhold et

al., 2000).

3.6. Reactores

Un reactor es una unidad procesadora disenada para que en su interior se lleve a cabo una o
varias reacciones quimicas o bioldgicas. Dicha unidad, esta constituida por un recipiente
cerrado o abierto segun se requiera, el cual cuenta con lineas de entrada de reactivos

(alimentacién) y salida de productos, y esta gobernado por un algoritmo de control.

Los reactores quimicos tienen como funciones principales:

a) Asegurar el tipo de contacto o modo de fluir de los reactivos en el interior del
recipiente, que garantice un buen mezclado y facilite el desarrollo de las reacciones
deseadas.

b) Proporcionar ¢l tiempo suficiente de contacto entre las sustancias y el catalizador (si

existiese), para conseguir el nivel de reaccion deseado.
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¢) Permitir condiciones de presion, temperatura y composicion de modo que la reaccion
tenga lugar en el grado y a la velocidad deseada, atendiendo a los aspectos

termodindmicos y cinéticos de la reaccion.

El disenio de un reactor implica la contestacion de las siguientes preguntas: ;Qué tipo y
tamafio de equipo se necesita para lograr el grado deseado de la reaccion? ;Qué condiciones
de operacion (temperatura, presion, velocidades de flujo, concentraciones de los reactivos) se
requieren? ;Qué dispositivos son necesarios para intercambiar la energia (generalmente en
forma de calor) con los alrededores? Las respuestas a estas preguntas constituyen el disefio de

proceso del reactor (Smith, 1999).

3.6.1. Clasificacion de los reactores

Los reactores quimicos pueden tener una gran variedad de tamafos, formas y condiciones de
operacion (Smith, 1999). Los reactores pueden ser clasificados segun su sistema de
alimentacion y operacion (por lotes o continua), por su forma fisica (de tanque o tubular) o si
se prefiere, por el nimero de fases presentes en el sistema reaccionante (sistema homogéneo o

heterogéneo), estas son las clasificaciones mas comunes empleadas para dichos equipos.

Existen infinidad de tipos de reactores, y cada uno responde a las necesidades de una situacion
en particular, entre los tipos mas importantes, mas conocidos, y mayormente utilizados en la

industria se pueden mencionar los siguientes:

a) Reactor discontinuo. Es aquel en donde no entra ni sale material durante la reaccion,
sino mas bien, al inicio del proceso se introducen los materiales, se lleva a las
condiciones de presion y temperatura requeridas, y se deja reaccionar por un tiempo
preestablecido, luego se descargan los productos de la reaccion y los reactantes no

convertidos. También es conocido como reactor tipo Batch.

b) Reactor continuo. Mientras tiene lugar la reaccion quimica al interior del reactor, éste
se alimenta constantemente de material reactante, y también se retira

ininterrumpidamente los productos de la reaccion.
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¢) Reactor semicontinuo: Es aquel en el cual inicialmente se carga de material todo el
reactor, y a medida que tiene lugar la reaccion, se va retirando productos y también

incorporando mas material de manera casi continua.

d) Reactor tubular. En general es cualquier reactor de operacion continua, con
movimiento constante de uno o todos los reactivos en una direccion espacial
seleccionada, y en el cual no se hace ningln intento por inducir al mezclado. Tienen

forma de tubos, los reactivos entran por un extremo y salen por el otro.

e) Tanque con agitacion continua. Este reactor consiste en un tanque donde hay un flujo
continuo de material reaccionante y desde el cual sale continuamente el material que ha
reaccionado. La agitacion del contenido es esencial, debido a que el flujo interior debe

estar en constante circulacion y asi producir una mezcla uniforme.

f) Reactor de lecho fluidizado. Se utiliza para reacciones donde intervengan un sélido y
un fluido (generalmente un gas). En estos reactores la corriente de gas se hace pasar a
través de las particulas solidas, a una velocidad suficiente para suspenderlas, con el
movimiento rdpido de particulas se obtiene un alto grado de uniformidad en la

temperatura evitando la formacion de zonas calientes.

g) Reactor de lecho fijo. Los reactores de lecho fijo consisten en uno o mas tubos
empacados con particulas de catalizador, que operan en posicion vertical. Las
particulas cataliticas pueden variar de tamafo y forma: granulares, cilindricas,
esféricas, etc. En algunos casos, especialmente con catalizadores metélicos como el
platino, no se emplean particulas de metal, sino que éste se presenta en forma de
mallas de alambre. El lecho esta constituido por un conjunto de capas de este material.
Estas mallas cataliticas se emplean en procesos comerciales como por ejemplo para la

oxidacion de amoniaco y para la oxidacion del acetaldehidico a acido acético.
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h) Reactor de lecho con escurrimiento. En estos reactores el catalizador sélido esta
presente como en el lecho fijo. Los reactivos se hacen pasar en corrientes paralelas o a

contracorriente a través del lecho.

i) Reactor de lecho de carga movil. Una fase fluida pasa hacia arriba a través de un
lecho formado por so6lidos. El solido se alimenta por la parte superior del lecho, se

mueve hacia debajo de la columna y se saca por la parte inferior.

j) Reactor de burbujas. Permiten hacer burbujear un reactivo gaseoso a través de un
liquido con el que puede reaccionar, porque el liquido contiene un catalizador disuelto,
no volatil u otro reactivo. El producto se puede sacar del reactor en la corriente

gaseosa.

k) Reactor con combustible en suspension. Son similares a los reactores de burbujeo,
pero la fase “liquida” esta formada por una suspension de liquidos y particulas finas

del catalizador solido.

I) Reactor de mezcla perfecta. En este reactor las propiedades no se modifican ni con el
tiempo ni con la posicion, ya que se parte de la suposicion de que se esta trabajando en
estado de flujo estacionario y la mezcla de reaccion es completamente uniforme. El
tiempo de mezcla tiene que ser muy pequefio en comparaciéon con el tiempo de
permanencia en el reactor. En la practica se puede llevar a cabo siempre que la mezcla

fluida sea poco viscosa y esté bien agitada

m) Reactores de recirculacion. Pueden ser con dispositivo separador, cuando se toma

parte de la corriente de salida y se llevan directamente a la entrada del reactor. Sin

dispositivo separador, cuando en la salida del reactor se coloca un dispositivo

separador que hace que se separen reactivos y productos, luego los reactivos se

recirculan de nuevo al reactor.

Juan Benjamin Segura Miranda 33



n) Reactores de membrana. Son aquellos que combinan la reaccion y la separacion en
una sola unidad; la membrana selectivamente remueve una (o mas) de las especies
reactantes o productos. Estos reactores han sido comiinmente usados para aplicaciones
en las cuales los rendimientos de la reaccion estan limitados por el equilibrio. También
han sido propuestos y usados para otras aplicaciones; para incrementar el rendimiento
y la selectividad de reacciones enzimaticas y cataliticas influyendo a través de la
membrana sobre la concentracion de una (o mas) especies intermedias, removiéndolas
selectivamente (o ayudando a mantenerlas en una concentracion baja), evitando la
posibilidad de que dichos compuestos envenenen o desactiven el catalizador y para

proveer una interfase controlada entre dos o mas reactantes.

0) Fermentadores. Este tipo de reactores utilizan hongos, los cuales forman un cultivo,
el cual a su vez se transforma en una “sopa” espesa que contiene crecimientos
filamentosos. Un ejemplo se encuentra en la fabricacion de antibidticos como la

penicilina.

p) Reactor trickle bed. Este tipo de reactor supone la existencia de un flujo continuo de

gas y otro de liquido hacia abajo sobre un lecho fijo de particulas solidas cataliticas, las
caracteristicas de las particulas sélidas y de su empaquetamiento, junto con los
caudales y propiedades de las dos corrientes de fluidos determinaran el régimen de

flujo del reactor y también sus propiedades fluido-dinamicas.

También se pueden mencionar los reactores ISOTERMICOS, que son aquellos que trabajan u
operan a una misma temperatura constante; y también los reactores ISOBARICOS, que son

aquellos que trabajan u operan a una misma presion constante.
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3.7. Cinética quimica

3.7.1. Definicion de cinética quiniica

La cinética quimica es el estudio de la velocidad y del mecanismo por medio de los cuales una
especie quimica se transforma en otra. La velocidad es la masa en moles, de un producto
formado o de un reactivo consumido por unidad de tiempo. El mecanismo es la secuencia de
eventos quimicos individuales cuyo resultado global produce la reaccion observada. Por
experimentacion se encuentra que la velocidad de una reaccion depende de la temperatura, la
presion y las concentraciones de las especies implicadas. La presencia de un catalizador o
inhibidor puede cambiar la velocidad en varias potencias de diez. A partir del estudio de la
velocidad de una reaccion y de su dependencia de todos estos factores, se puede aprender
mucho acerca de las etapas detalladas por medio de las que los reactivos se convierten en

productos (Castellan, 1987; Smith, 1999).

Una forma de estudiar los procesos de biotransformaciéon de un contaminante en las
condiciones que es desechado, es mediante el andlisis de las cinéticas con las que se realiza
dicho proceso. De esta forma se puede evaluar la concentraciéon remanente de cierto
contaminante en un tiempo o etapa de tratamiento determinado; asi como su posible
acumulacién en el ambiente y la posibilidad de exponer este compuesto a un cultivo
microbiano para su biotransformacion (Alam et al., 2003; Blok, 1994b; Mao y Smith, 1995;
Nyholm, 1996; Reyes, 2006).

3.7.2. Mediciones de velocidad

En el curso de una reaccion quimica, las concentraciones de todas las especies presentes varian
con respecto al tiempo, cambiando también las propiedades del sistema. La velocidad de la
reaccion se calcula midiendo cualquier propiedad adecuada que pueda relacionarse con la

composicion del sistema como funcion del tiempo.
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La propiedad escogida debe ser de facil medicion; variar lo suficiente en el curso de la
reaccién como para permitir hacer una distincioén precisa entre las diversas composiciones del

sistema a medida que transcurre el tiempo. La propiedad elegida depende de cada reaccion.

Existen muchos métodos para seguir una reaccioén con el tiempo. Algunos son: cambios en la
presion, cambios en el pH, cambios en el indice de refraccion, cambios en la conductividad
térmica, cambios de volumen, cambios en la resistencia eléctrica. Se pueden aplicar métodos

fisicos como estos, suelen ser mas apropiados que los métodos quimicos.

Como la velocidad de la mayoria de las reacciones quimicas es muy sensible a la temperatura
el recipiente de reaccion debe mantenerse en un termostato, de manera que la temperatura

permanezca constante. En algunos casos también es necesario controlar la presion.

No importa que propiedad se escoja para la medicion, los datos deberan ser traducidos en

variaciones de concentracion de los reactivos o productos en funciéon del tiempo. La

Figura 3-7, muestra esquematicamente esta variacion para un reactivo y un producto. La
concentracion de cualquier reactivo disminuye desde su valor inicial hasta el de equilibrio y la
concentracion de cualquier producto aumenta des de su valor inicial (generalmente cero) hasta

el del equilibrio.

Concentracion —

Tiempo —»

Figura 3-7.- Representacion grafica del progreso de una reaccion biologica (Segel, 1975).

Nota: biomasa (B), substrato (S), producto (P).
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Figura 3-7, es posible describir las diversas leyes de la velocidad encontradas por

experimentacion.
3.8. Leyes de velocidad

La velocidad de reaccion serd funcion de la temperatura, la presion y las concentraciones de
las distintas especies de la reaccion, cj, y puede depender de las concentraciones, cy, de
especies como catalizadores o inhibidores que no aparecen en la reaccion global. Ademas si la
reaccion se produce homogéneamente (esto es: en una sola fase), la velocidad es proporcional
al volumen de la fase V. Si la reaccion se produce sobre una superficie activa, la velocidad es
proporcional al area de la superficie activa A. Por lo tanto, en una forma muy general se puede
expresar la velocidad de reaccion como la suma de las velocidades de las reacciones

homogéneas y de superficie:

d
dszf (T, p.c,.c, )+ AF(T, p,c,,c, ), Ecuacion 3 -1

Donde (T, p, ci, cx) ¥ F(T, p, ci, cx) son funciones a determinar a partir de datos

experimentales. La Ecuacion 3 -1 es la ley de velocidad para la reaccion.

Las reacciones se clasifican cinéticamente como homogéneas y heterogéneas. Una reaccion
homogénea tiene lugar en una sola fase; una heterogénea se produce al menos en parte en mas
de una fase. Un tipo comun de reaccion heterogénea tiene una velocidad que depende del area
de una superficie que esta expuesta a la mezcla de reaccion. Esta superficie puede encontrarse
en la pared interior del recipiente de reaccion o puede ser la superficie de un catalizador
solido. En alguna etapa de cualquier estudio cinético es necesario averiguar si la reaccion esta
influida por las paredes del recipiente. Si el recipiente esta hecho de vidrio, suele rellenarse de
fibra de vidrio, bolas o muchos tubitos de vidrio para aumentar el area expuesta. Cualquier
efecto en la velocidad de reaccion se nota. Si la reaccion es estrictamente homogénea, la

velocidad no se vera afectada por el hecho de rellenar el recipiente de esta forma.
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Para reacciones homogéneas, el segundo termino de la Ecuacion 3-2, es despreciable y

tenemos

dé
e _Vi(T.p.c
i (T,p.c,.c,),

Ecuacion 3-2
En esta situacion es conveniente tratar con la velocidad de reaccion por unidad de volumen,

(1/V)(d&/dt). Segun la Ecuacion 3-2, la velocidad por unidad de volumen se convierte en

i
d\t/ — (T, p.c.c,), Ecuacion 3-3

Que es la ecuacion de velocidad para una reaccion homogénea.
Dividiendo la Ecuacidn 3-3 entre el volumen, obtenemos

1dé 1 dn,
VE_W dt ’ FEcuacion 3-4

Si el volumen no cambia con el tiempo, la Ecuacion 3-4, toma la forma

v
7\/ — i % Ecuacion 3-5
dt v, dt’

En la cual c; es la concentracion de la i-ésima especie; ¢; = ni/V. En muchos casos, la ley de

velocidad tiene la forma sencilla

d(éC )
7\/ =kc%cPe’ Ecuacion 3-6
dt A¥B¥C- >
En la que ca, cg, cc, ..., denotan las concentraciones de las especies participantes y k, o, By y

son constantes. La constante k es la constante de velocidad especifica de la reaccion, ya que k
es la velocidad si todas las concentraciones son unitarias. En general, la constante de velocidad
depende de la temperatura y la presion. La constante o es el orden de reaccion respecto a A, 3
es el orden de reaccion respecto a B y y respecto a C. El orden global de la reaccion es la

suma: o+p+y .
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El orden de la reaccion gobierna la forma matematica de la ley de velocidad y, por tanto, la
variacion de la concentracion de todas las especies con el tiempo. El orden de la reaccion
respecto a las varias especies debe de obtenerse por experimentacion. La determinacion
experimental del orden de la reaccion respecto a las varias sustancias que toman parte es uno
de los primeros objetivos de una investigacion cinética. No puede afirmarse con demasiada
rotundidad que el orden de la reaccion respecto a una sustancia dada no tiene relacion alguna

con el coeficiente estequiométrico de esa sustancia en la ecuacion quimica.
3.8.1. Ecuacion concentracion-tiempo para una sola reaccion irreversible

Orden cero. El orden cero en una reaccion quimica significa que la velocidad es independiente
de la concentracion, puede presentarse en dos situaciones: cuando la velocidad es
intrinsecamente independiente de la concentracion o cuando la especie es sumamente
abundante, que su concentraciéon puede considerarse practicamente constante durante la
reaccion. En este ultimo caso, es imposible detectar la dependencia de la velocidad con
respecta a la concentracion, y prevalece un orden cero aparente. De esta forma en la oxidacion
del NO a NO; en presencia de un gran exceso de O, la velocidad es de orden cero con

respecto al O,.

Para una ecuacion de orden cero a densidad constante la ecuacion es:

4G,

dt 0 Ecuacion 3-7

Integrando desde una condicidn inicial C = Cag se obtiene
Ca—=Chpo =Kt Ecuacion 3-8

Este resultado muestra que una caracteristica distintiva de una reaccion de orden cero consiste

en que la concentracion del reactivo disminuye linealmente con el tiempo. Es dificil citar una

reaccion homogénea que sea intrinsecamente de orden cero, aun que muchas reacciones son

aparentemente de orden cero cuando la concentracion de la especie es alta.
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3.8.2. BEvalnacion de ecuaciones de velocidad a partir de datos de laboratorio

Para el disefio de un reactor a escala comercial, es necesario contar con una ecuacion numérica
de la velocidad intrinseca de transformacion. En este contexto, la ecuacion 3-19, implica
conocer la forma de la funcién de concentracion, incluyendo los valores numéricos para las

constantes de dicha funcion, y un valor para la energia de activacion.

Por lo general, la informacioén con la que se cuenta son los datos a escala de laboratorio de
concentraciones en funcion del tiempo. A partir de esta informacion es necesario determinar la

expresion de la ecuacion 3-11 que mejor concuerde con los datos disponibles.

Esto, casi siempre requiere un procedimiento de prueba y error, comparando las diversas
ecuaciones de velocidad propuestas con los datos obtenidos. Puesto que es probable que la
reaccion sea una combinacion de varios procesos elementales, los datos adicionales auxiliares
pueden ser muy Tutiles para la primera tarea de postular expresiones de velocidad. Este tipo de
informacion incluye la identificacion de los compuestos intermediarios y el conocimiento de
las ecuaciones de velocidad que se sabe que concuerdan con los datos para otros ejemplos del

mismo tipo de reaccion.

Por lo anterior, es fundamental contar con una ecuaciéon de velocidad que sea exacta en el
intervalo de condiciones que se espera prevalecera en el reactor a escala comercial. Aunque
resulta util conocer el mecanismo, ello no es un requisito para el disefio de reactores. Por otra
parte, una ecuacion de velocidad satisfactoria no siempre proporciona suficiente informacion
para establecer el mecanismo de reaccion. Existen varios procedimientos de laboratorio para

detectar el curso de una reaccion.

La comparacion de la cinética experimental con las ecuaciones de velocidad propuestas puede
llevarse a cabo de dos maneras:

1. El método de integracion, que consiste en comparar las concentraciones observadas y

estimadas en funcion del tiempo. Al usar este método es necesario integrar la ecuacion

de velocidad para predecir la relacién de C; en funcion de t.
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2. El método diferencial, requiere una diferenciacion de los datos experimentales de C; en
funcién de t, para obtener una velocidad experimental. La velocidad se compara

entonces con la obtenida en base a la ecuacion de velocidad propuesta.

CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Agua y agua residual enriquecida con amonio

El agua o agua sintética enriquecida (ASE) se elabord con agua destilada (3L por columna), se
enriquecio con sulfato de amonio ((NH4),SO4) hasta obtener la concentracion deseada. Para
ayudar al desarrollo de los microorganismos nitrificantes, se agregaron micronutrientes en
solucion. La solucion se prepard de acuerdo a lo indicado por Hanaki, (1990a). El agua
residual enriquecida (ARE), se elabor6 agregando sulfato de amonio a un determinado
volumen de agua residual parcialmente tratada, procedente de los filtros de arena ubicados de
manera posterior al sedimentador secundario del sistema de lodos activados de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria (PTARCU) capaz de depurar aguas

residuales municipales.

4.2. Disefio de columnas nitrificantes

La tecnologia propuesta en el desarrollo y fabricacion de las columnas nitrificantes (CN)
estuvo sujeta al andlisis de los mecanismos bioldgicos que condujeran a la transformacion del
contaminante (NH,"). En el interior de las CN el proceso de nitrificacién serd constante y
operara bajo condiciones controladas de luz, temperatura, pH y OD; las CN son reactores

discontinuos ya que operan por lotes.

Las CN se conceptuaron como un tratamiento capas de transformar nitroégeno amoniacal
(NH;") a nitratos (NO;") mediante un proceso de nitrificacién. Para poder lograr esto, el
sistema desarrollado cumple con las condiciones necesarias requeridas por los
microorganismos involucrados en el proceso, debido a esto las CN son capaces de alcanzar

altos niveles de transformacion del contaminante (NHy4") a nitratos (NO3).
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Figura 4-1.- Diagrama de una columna nitrificante

Existen diversos factores que pueden afectar una buena nitrificacion bioldgica, dentro de estos
es posible encontrar limitaciones por substrato (CO,, O,, NH,;" y NOy), limitaciones fisicas
(pH, T y limitaciones de transferencia y difusion), inhibicién por substrato o producto (NH,",

NOy’, O, y materia organica) e inhibiciones fisicas (luz, substancias toxicas, entre otras).

Las dimensiones presentes en las CN estan consideradas en la contencion de un volumen de 3
L, dicho esto, las CN cuentan con un didmetro de 10cm y una altura de 60cm; la Figura 4-1
esquematiza una CN en una manera conceptual y sin mayor detalle.

4.2.1. Condiciones de operacion para las columnas nitrificantes

Las condiciones de operacidon que se establecieron para las CN se muestran en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1.- Condiciones de operacion para las tres diferentes etapas experimentales.

Parametros PEE* SEE* TEE**
Temperatura (°C) 28+2 28 +£2 28 +£2
pH (unidades de pH) 7.5-8.6 75-86 75-86
Luz (lux) Ausencia Ausencia Ausencia
Inéculo (mL) 50 50 50
Concentracion inicial 234 273 280
de NH, (mg/L)

Oxigeno disuelto (mg/L) 5-6 6-1 6-1

Nota: *= Agua destilada, **= agua residual parcialmente tratada

Juan Benjamin Segura Miranda 42



4.3. Columnas nitrificantes (CN)

Se utilizaron 3 columnas experimentales con las siguientes caracteristicas: material de
construccion: acrilico, diametro 10cm, altura 60cm (Figura 4-2). Para la distribucion de aire
dentro de las columnas, se utilizd6 un difusor colocado en el fondo de cada columna; el cual

tiene forma de embudo y tiene acopladas unas llaves de paso para la toma de muestra (Figura

4-3 y Figura 4-4).

Figura 4-3.- Sistema de aireacion en operacion y toma de muestra de Ia CN.

A) CN en operacion, vista en planta; B) difusor de aire en operacion;

C) sistema humidificador del aire para la CN; D) llave para toma de muestra.
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Figura 4-4.- Difusor de aire utilizado en Ias columnas nitrificantes

A) Vista superior; B) vista lateral; C) difusor de aire colocado en una columna nitrificante.

Las columnas fueron inoculadas con bacterias nitrificantes, las cuales fueron previamente
cultivadas durante un periodo de 2 a 3 semanas, bajo condiciones controladas (ver Tabla 4-2),
empleando una suspension de lodos activados enriquecida progresivamente con sulfato de

amonio, a continuacion se detalla como se hizo.

4.4. Obtencion de organismos nitrificantes

Los organismos nitrificantes fueron obtenidos por medio de un cultivo enriquecido con
amonio en agua residual proveniente de la PTARCU. Posteriormente se procedio a preparar el
indculo, esto se hizo poniendo 100mL de lodos en un matraz Erlenmreyer y se adiciono agua
residual enriquecida con (NH4)2SO4 hasta obtener un volumen de 1L. Después de
transcurridos unos dias este cultivo fue centrifugado y colocado en un matraz de 1L;
enseguida se le agrego una solucion de (NH4)2SO4, esto se llevo acabo con el objeto de
simular un agua residual que tuviera esta problematica en particular. El siguiente paso
consistidé en cambiar la solucién de nitrogeno amoniacal cada tercer dia, aumentando la
concentracion de nitrégeno amoniacal de 20 en 20 ppm hasta llegar a 200 ppm; esto se realizo
para acostumbrar a las bacterias a altas concentraciones de amonio. Para controlar el pH se
utilizo una solucion K2CO3 al 10% con la cual se mantuvo en un intervalo de 8 a 8.5. Para
suministrar el oxigeno disuelto necesario para el buen desarrollo de las bacterias fue
indispensable el montaje de un dispositivo que proporcionara aire hiimedo a los matraces

como se muestra en la Figura 4-5.
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In6culo B Bomba
de aire

Figura 4-5.- Arreglo de aireacion para el inéculo

Al realizar la investigacion bibliografica se encontraron condiciones favorables para el

desarrollo de las bacterias nitrificantes (Tabla 4-2).

Tabla 4-2.- Condiciones favorables para el desarrollo de las bacterias nitrificantes.

PARAMETRO INTERVALO
Oxigeno disuelto (mg/L) 4.3-4.6
Temperatura (°C) 25-30
Alcalinidad (mgHCOs) 7.14
pH unidades 7.5-8.6
Acido nitroso Inhibe a 1.68 mg/L a pH entre 5.8 - 7.2
Concentracion de amonio (mg NH,/L) 10— 100
Luz (lux) Preferente ausencia de luz (inhibicion a 250 — 350)
Hidrocarburos y haldgenos son sustratos alternativos para las
Compuestos promotores Nitrosomonas. Sodio10 M favorece el crecimiento de Nitrosomonas,

mientras que Mo 10 M a Nitrobacter
Presencia de excesivo contenido de material carbonoso de facil
biodegradacion. Presencia, aun en bajas concentraciones de: anilinas,
antibioticos, metales pesados, vitaminas, compuestos clorados,
metilamina, tiourea

Tomados de: Prosser, 1992; Le-Bihan, 1995; Metcalf y Eddy, 1990; Bartone et al., 1994.

Compuestos inhibidores
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4.5. Condiciones de operacion

Las condiciones de operacion que se establecieron para operar las CN se muestran en la Tabla

4-3.

Tabla 4-3.- Condiciones de operacion para las tres diferentes etapas experimentales.

Parametros PEE> SEE* TEE**
Temperatura (°C) 282 282 28+2
pH (unidades de pH) 7.5-8.6 75-86 75-86
Luz (lux) Ausencia Ausencia Ausencia
Indculo (mL) 50 50 50
Concentracion inicial 234 273 280
de NH, (mg/L)

Oxigeno disuelto (mg/L) 5-6 6-1 6-1

Nota: *= Agua destilada, **= agua residual parcialmente tratada

El aire fue subministrado por bombas para acuario, que son capaces de proporcionar un flujo
de aire aproximado de 0.057m3/h (2 ft3/h), regulado con un rotametro, finalmente las bombas
estan conectadas al “timer”. Este dispositivo constituye el mecanismo de control de arranque y

paro de las bombas, controlandose asi los periodos de aireacion.

4.6. Técnicas y equipos usados para Ia determinacion de los pariametros

Los parametros que se monitorearon de manera continua durante toda la etapa experimental
fueron: N-NH4, N-NO2, N-NO3, OD Y pH; a continuacién se mencionaran los equipos y

técnicas ocupadas para las determinaciones de cada pardmetro.

Para la determinacion de N-NH4, se empleo la técnica de Nesslerizacion Directa la cual es una
técnica colorimétrica en la que se utilizo un espectrofotometro modelo ULTROSPEC 3000 en

el rango de luz visible (425 nm).
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En el caso de nitratos se empleo una técnica de espectrofotometria ultra violeta en usando
también el espectrofotometro ULTROSPEC 3000, tomando lecturas a los 220 y 275 nm. En
cuanto a nitritos, también se utilizo una técnica colorimétrica y el espectrofotometro
ULTROSPEC 3000 tomando la lectura a los 543 nm. Todas éstas técnicas se realizaron de

acuerdo a los métodos estandarizados para el tratamiento de aguas residuales (APHA 1998).

Para medir el pH se utilizé un potenciometro OAKTON vy finalmente, para medir el oxigeno

disuelto (OD) se utilizé6 un multimedidor marca CORNING, modelo Checkmate M-90.

Los periodos de aireacion se controlaron gracias a la utilizacién de un swich de tiempo (timer)

marca TORK; modelo 8001.

CAPITULO 5. EXPERIMENTACION

Para llevar acabo la experimentacion fue indispensable dividirla en 3 partes, ya que se hizo
necesario fijar las bases operativas de las columnas nitrificantes. Las dos primeras etapas
experimentales fueron consideradas como etapas previas ya que darian la pauta para alcanzar
las condiciones operativas necesarias dentro de las columnas experimentales. A continuacion

se explica en que consistié cada etapa.

La primera etapa experimental tuvo como objetivo lograr la nitrificacion permanente asi como
el crecimiento bacteriano dentro de las columnas y una correcta operacion de las mismas sin

variar las concentraciones de oxigeno.

En la segunda etapa experimental se establecieron las condiciones Optimas en las columnas,
para maximizar el ahorro de energia logrando la transformacion del nitrogeno amoniacal
adicionalmente, se conoci6 el consumo de oxigeno debido a los microorganismos nitrificantes
estableciéndose periodos de aireacién/no aireacion que favorezcan a la nitrificacion en forma

continua.
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En la ultima etapa experimental fue posible conocer la velocidad especifica de degradacion de
amonio dentro de las columnas experimentales utilizando agua y agua residual enriquecida
con altas concentraciones de amonio, asi mismo se determind el tiempo requerido para
cumplir con la normatividad nacional vigente evaludndose ademads los costos asociados al

ahorro de energia obtenido gracias a los periodos de no aireacion establecidos.

5.1. Primera etapa experimental

En esta etapa se hizo un andlisis de todas las técnicas que utilizadas con el propdsito de
aprenderlas, ademas fue necesario acondicionar las bacterias para su buen desempefio tanto en

esta etapa como en las siguientes.

Las columnas fueron lavadas, armadas y sometidas a pruebas de hermeticidad para evitar

fugas durante las diversas etapas experimentales antes de ser puestas en operacion.

El arreglo experimental utilizado estuvo compuesto por tres columnas dos de las cuales
mantuvieron en su interior agua enriquecida con altas concentraciones de amonio (234 mg/L
aproximadamente) y 50 mL de indculo; la ultima columna fue el testigo conteniendo solo agua

enriquecida a la misma concentracion de amonio.

Las columnas fueron puestas en operacion bajo condiciones de saturacion de oxigeno disuelto
(5-6 mg/L de O,), con un pH de 8 a 8.5, a una temperatura constante de 28 + 2 °C durante un
periodo de 10 dias, este periodo de tiempo fue establecido en funcidon del porcentaje de
remocion obtenido; ademas se realizo el muestreo y las determinaciones de nitratos, nitritos y

amonio diariamente a lo largo de la prueba.

Las condiciones de operacion permitieron que, a lo largo de todo el experimento, el proceso de
nitrificacion fuera permanente, lo cual se reflejo a su vez en el crecimiento bacteriano dentro

de las columnas que contenian inoculo.
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5.2. Segunda etapa experimental

En esta etapa segunda experimental se establecieron las condiciones 6ptimas de operacion de
las columnas nitrificantes para obtener el maximo ahorro de energia posible, esto sin afectar el
proceso de nitrificacion permanente obtenido en la primera etapa. Para esto, se partio del
mismo arreglo utilizado en la etapa anterior, requiriendo de modificaciones minimas en puntos

especificos de dicho arreglo.

El primer cambio requerido fue conectar las bombas a un timer, esto para poder establecer
periodos de aireacion/no aireacidn, que permitieran un ahorro energético. Estos periodos se
establecieron cuidadosamente para no afectar la nitrificacion por falta de oxigeno disuelto
dentro de las columnas, ya que si por algiin motivo la concentracién de oxigeno disuelto es
igual o menor a 1 mg/L el proceso de nitrificacion podria verse disminuido al grado de ser

inhibido (Montuelle et al., 1996).

Los periodos de aireacion se fijaron estableciendo lapsos de tiempo predeterminados, estos
constaban de una relacion de aireacion no aireacion, que estaban en funciéon de la
concentracion de oxigeno disuelto dentro de las columnas nitrificantes. Las relaciones de
aireacién/no aireacion evaluadas fueron las siguientes:

» | hora de aireacién por 23 horas de no aireacion: esta relacion no funcion6 ya que
después del periodo de no aireacion la concentracion de oxigeno disuelto fue de 0
mg/L.

= | hora de aireacion por 11 horas de no aireacion: esta relacion al igual que la anterior
arrojo el mismo valor de oxigeno disuelto después de concluir el periodo de no
aireacion, por lo que también fue descartada.

* [ hora de aireacion por 1 hora de no aireacion: en esta relacion, se obtuvieron valores
que oscilaron desde 4-3 mg/L de oxigeno disuelto, por lo que fue necesario buscar una
relacion que nos arroje valores mas cercanos a la concentracion limite de OD para que
se de una correcta nitrificacion.

* 30 minutos de aireacion por 1 hora con 45 minutos de no aireacion: con esta relacion,

se obtuvieron valores entre 1.6 y 2 mg/L de oxigeno disuelto dentro de las columnas
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después del periodo de no aireacidn; estos valores se encuentran muy proximos al
valor de 1.5 mg/L de oxigeno disuelto reportado en la bibliografia como concentracion
limite para obtener una buena nitrificacion (Montuelle et al., 1996; Tokutomi) motivo

por el cual se decidio utilizar dicha relacion.

En esta segunda etapa experimental la concentracion existente de amonio dentro de las

columnas fue incrementada hasta alcanzar valores aproximados de 270mg/L.

El fendmeno de nitrificacion se corroboro a lo largo de toda la experimentacion. Los
parametros de interés (NH4, NO3, NO,, pH y OD) fueron monitoreados de manera constante.
Para evitar que por efecto de la presion hidrostatica el agua ocupara la manguera dispuesta
para el flujo de aire evitando una correcta aireacion, fue necesario colocar una véalvula check

que evitara dicha invasion (esto se hizo para cada columna).

5.3. Tercera etapa experimental

En esta ultima etapa experimental fueron retomados los arreglos de las columnas, el factor de
aireacion/no aireacion previamente encontrado asi como las concentraciones de amonio que

debian ser removidas (270mg/L aproximadamente).

Las diferencias de esta parte experimental con las elaboradas anteriormente radica en la
utilizacion no solo agua sintética sino también en el uso de agua residual previamente tratada,
sin haber sido sometida a un proceso de desinfeccion; los diferentes tipos de aguas empleadas
para esta corrida experimental debieron tener concentraciones de amonio muy elevadas, por lo
que fue necesaria la adicion de sulfato de amonio para conseguir concentraciones de alrededor
de 270 mg/L de amonio. En esta etapa al igual que en las anteriores, se midieron los
parametros de interés diariamente. La duracion de dicha etapa estuvo sujeta a la rapidez con
que se alcanzaron los porcentajes de remocidon de amonio deseados, dichos valores son los
establecidos en la Ley Federal de Derechos en Materia de Agua (CNA, 2006) para la

proteccion de la vida acuatica y silvestre.
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Con los valores obtenidos se dio pie al calculo de la velocidad especifica de degradacion de
amonio dentro de las columnas nitrificantes. Al monitorear el cambio de concentracion de
amonio a nitrato fue posible vislumbrar el tiempo que tarda en alcanzar los valores
establecidos en la legislacion vigente nacional (Ley Federal de Derechos en Materia de agua,

CNA, 2006).

CAPITULO 6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Resultados experimentales obtenidos

Los resultado obtenidos en las diferentes etapas experimentales, se presentan en las tablas
Tabla 6-1, Tabla 6-2 y Tabla 6-3. En dichas tablas se muestra el decrecimiento en la
concentracion de amonio y por el contrario se puede apreciar como los nitratos tienden a ser

incrementados, esto ocurrid en las tres diferentes etapas experimentales.

Tabla 6-1.- Valores promedio de la primera etapa experimental.

Tiempo (dias) | NH," (mg/L) | NO, (mg/L) | NO; (mg/L)
0 233.69 0.01 0.19
1 210.57 0.16 1.51
2 208.96 0.31 5.42
3 188.51 0.38 9.69
4 166.96 0.74 14.84
5 152.7 1.10 21.52
6 128.92 1.27 27.61
7 107.47 1.53 34.22
8 84.97 1.86 41.58
9 56.95 2.07 50.47
10 37.18 1.91 63.49
11 13.72 1.70 78.93
12 0.035 1.61 95
13 0.035 1.60 95
14 0.035 1.60 95
15 0.035 1.60 95
16 0.035 1.60 95
17 0.035 1.60 95
18 0.035 1.60 95
19 0.035 1.60 95
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Tabla 6-2.- Valores promedio de la segunda etapa experimental.

Tiempo (dias) | NH," (mg/L) | NO, (mg/L) | NO; (mg/L)

0 272.99 0 0

1 233.33 0.29 7.82
2 205.13 0.28 14.21
3 178.74 2.29 22.38
4 146.98 2.68 27.82
5 139.17 2.74 35.76
6 130.83 2.82 38.17
7 111.48 3.62 38.35
8 92.47 4.14 40.17
9 74.42 4.36 50.33
10 62.19 4.52 54.56
11 52.2 4.81 60.27
12 28.77 5.19 61.98
13 22.87 5.22 66

14 15.75 4.86 69.88
15 9.68 3.87 76.58
16 2.58 2.84 84.18
17 2.52 2.66 90

18 2.50 2.60 90

19 2.50 2.60 90

Tabla 6-3.- Valores promedio de la tercera etapa experimental.

Tiempo (dias) | NH," (mg/L) | NO, (mg/L) | NO; (mg/L)
0 280 0.19 0.85
1 266.22 0.29 5.30
2 244.61 0.53 5.57
3 232.75 1.18 8.60
4 221.5 1.56 13.94
5 211.46 2.15 20.85
6 182.47 2.55 29.88
7 165.37 2.74 38.27
8 141.59 2.77 52.67
9 106.36 2.76 58.23
10 87.62 2.87 59.35
11 60.53 5.82 64.08
12 44.83 5.35 69.54
13 33.23 5.73 72.06
14 17.69 5.69 71.07
15 9.24 0.92 69.79
16 8.89 0.82 72.66
17 2.13 0.82 71.28
18 2.12 0.72 74.07
19 2.10 0.70 74
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6.2. Efectos del oxigeno disuelto en el proceso de nitrificacion dentro de columnas

nitrificantes

Con los resultados obtenidos fue posible corroborar que los procesos de biodegradacion y
biogeneracion son mejor comprendidos si se analiza la cinética de dicho proceso, de esta
forma es posible evaluar la concentracién remanente de cierto contaminante en determinado
tratamiento; asi como su acumulacion en el ambiente. Los modelos mas usados para describir
los procesos de biodegradacion y biogeneracion son las cinéticas de orden cero, primer orden,

segundo orden y de pseudo primer orden (Reyes, 2006).

En las primeras 2 etapas experimentales se obtuvieron datos importantes para la toma y
visualizacién de decisiones de mejora en la operacion de las CN. De esta forma, fue posible
retomar los criterios establecidos en dichas etapas para ser aplicados en la tercera etapa
experimental (TEE). Como se puede observar en la Tabla 4-3, en las dos primeras etapas
experimentales, se utilizd ASE con altas concentraciones de NH4+ (234 mg/L y 273 mg/L

respectivamente), mientras que en la tltima etapa experimental se utiliz6 ARE (280 mg/L).

En la primera etapa experimental (PEE), se promovié la nitrificacion permanente y el
crecimiento de las bacterias nitrificantes dentro de las columnas en condiciones de saturacion
de oxigeno disuelto (OD) (en un intervalo de 5 a 6 mg/L. de OD), mientras que en la segunda
etapa experimental (SEE), se establecieron las condiciones de operacion que permitiesen la
nitrificacién permanente y el crecimiento de los microorganismos nitrificantes operando bajo
intervalos de aireacion (30 minutos de aireacion por 1 h con 45 minutos de no aireacion)
reduciéndose asi el consumo de energia eléctrica. Al encenderse las bombas de aire, la
concentracion de OD dentro de las columnas alcanzaban valores entre los 4 y 6 mg/L. OD,
mientras que cuando el suministro de aire era suspendido, la concentracion de OD descendia
hasta intervalos de 1 a 2 mg/L. Cabe sefialar que si la concentracion de OD hubiera sido < 1
mg/L el proceso de nitrificacion podria haberse visto disminuido o en su defecto inhibido

(Montuelle et al., 1996).
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En la Figura 6-1, se puede observar el perfil de nitrificacion a lo largo de los 12 dias de
experimentacion de la PEE. La Figura 6-2, se puede apreciar el proceso de nitrificacion
ocurrido durante la SEE. Al cabo de 17 dias de experimentacion, se determin6 dentro de las

CN, la presencia de 2.49 mg/L NH4+ y 90 mg/L de NO;'.

La velocidad especifica de biodegradacion de NH;" y de biogeneracién de NOs™ se observan
en la Tabla 6-4. Haciendo una comparacion entre la PEE y la SEE, se observd que el tiempo
requerido para lograr el mismo grado de biodegradacion de NH,;" es menor en la PEE,
posiblemente al constante suministro de oxigeno. Se ha determinado que para oxidar 1 mg/L
de NH4", en aguas urbanas empleando cultivos mixtos, se requiere aproximadamente de 4.6
mg/L de oxigeno, en tanto que para 1 mg/L de nitrito las nitrobacterias necesitan 1.14 mg/L.
En consecuencia, de manera global se requiere para la oxidacion de 1 mg de amonio a nitrato

de aproximadamente 5.74 mg/L de oxigeno (Klotar et al., 1996; Vayenas et al., 1997; Cardot,
1999; Seyfried et al., 2001).
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Figura 6-4.- Anilisis cinético de los resultados experimentales observados en la tercera
etapa experimental.

En la Figura 6-3, se observa el desempefio logrado en la TEE, donde la concentracién de NH,"
decrece en funcion del tiempo y a su vez, la concentracion de NO;™ aumenta, esto sucede en
presencia de un inoculo de bacterias nitrificantes siguiendo una cinética de orden cero en
ambos casos (y = k). Las constantes de transformacion, generacion y el orden de las
reacciones se obtuvieron al realizar el andlisis cinético de los resultados experimentales

presentes en la Figura 6-4 y la ecuacion cinética de orden cero.

Debido al orden de las reacciones se infiere que la velocidad de biodegradacion del NH," y la
biogeneracion de NO;3', no dependen de su concentracion inicial si no de la constante de
velocidad (k) que es la velocidad especifica de las reacciones. Las constantes de velocidad
encontradas para la biodegradacion de NH4' y para la biogeneracion de NOs™ se muestran en la
Tabla 6-4, donde se puede apreciar que la velocidad de biodegradacién de NH," es 3.7 veces

mas rapida que la biogeneracion de NOj'.
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Tabla 6-4.- Pardmetros cinéticos encontrados en el andlisis cinético de los resultados
experimentales ajustados a una cinética de orden cero.

Parametro PEE SEE TEE
NH," NO;y NH," NO;y NH," NO;y
k (mg/Ld) 20 7.56 15.31 4.87 17.57 4.72
R? 0.99 0.93 0.95 0.98 0.97 0.91

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede afirmar que después de 17 dias de
operacion, el porcentaje de remocion de amonio logrado en las columnas nitrificantes, es del
99%, pasando de 280 mg/L a 2.1 mg/L de NH,", mientras que la concentracion promedio de
nitratos fue superior a los 70 mg/L. Desde la perspectiva de un balance general del proceso de
transformacion de nitrégeno (NH4++1.83 0, +1.98 HCO;” — 0.021 CsH70,N + 1.04 H,0O +
0.98 de NO;™ + 1.88 H,CO3), es necesario tener en cuenta, ademas de las concentraciones
finales de NH,", NO;  y NO;™ (la transformacién de NOs'a NO, es muy réapida, por lo que
puede ser despreciada en andlisis cinéticos), el nitrégeno acumulado en la biomasa de
“nuevas” células de bacterias nitrificantes (CsH;0,N) lo que representa aproximadamente un

12 % del total de su peso.

Las tecnologias existentes no han logrado propiciar una remocién eficiente, por este motivo,
es necesario continuar en la busqueda de soluciones técnicas, econdmicas y ambientalmente
aceptables. La disminucion del nitrogeno presente en cuerpos de aguas (naturales y
artificiales), logra que estos, presenten una mejor calida y a su vez puedan ser utilizados como
fuentes de abastecimiento para agua potable, uso recreativo, industrial, proteccion de vida

silvestre y de interés comercial.

Es importante crear conciencia, de la importancia de poner en practica acciones correctivas
que involucren el saneamiento de las aguas residuales antes de ser descargadas en cuerpos

acuaticos naturales y artificiales.
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6.3. Andlisis de costos por el concepto de energia eléctrica

Para efecto del andlisis de costos, se tomo como referencia el consumo de energia,
considerando el precio del Kwh en 1.338 pesos (SIE, 2006), asi como el uso de periodos de

aireacion/no aireacion.

En el caso de la primera etapa experimental, en la cual existié saturacion de OD a lo largo de
todo el experimento, los costos estimados en el consumo de energia eléctrica son los

siguientes:

Duracion de la corrida experimental: 12 dias (remocién maxima). Cada dia equivale a 24 h. El
precio del Kwh es de $1.338 pesos. Por lo tanto el costo energético de esta primera etapa

experimental fue de $385.344 pesos.
(24h)(1.338$K‘%): $32.112 ($32.112)(12d ) = $385.344

Por otra parte, para efecto de comparacion, se tomaron los valores obtenidos en la tercera
etapa experimental la cual también se efectud con agua residual enriquecida pero aireada de
manera intermitente. Duracion: 18 dias, Cada dia equivale a 24 h. El precio del Kwh es de
$1.338 pesos. Por lo tanto el costo energético de la tercera etapa experimental fue de $144.504
pesos. En esta etapa se empleo 50% mads tiempo en lograr el mismo porcentaje de remocion,
pero el costo representa menos de la mitad del monto que el requerido si se aireara de manera

continua.
(6h)(1.338$K%)= $8.028 ($8.028)(18d ) = $144.504

Teniendo los costos de la primera y tercera etapa experimental, se puede inferir que el ahorro
existente por el uso de intervalos de aireacién es del 62.5%, los costos generados por el

consumo de energia eléctrica se muestran en la Tabla 6-5.
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Tabla 6-5.- Evaluacion de los costos generados en el consumo de energia eléctrica por las
columnas nitrificantes

Etapa Condiciones de Tiempo experimental Costo de %
Experimental aireacion de maxima remocion  operacion (pesos)
(dias)
Primera Continua 12 385.3 100
Tercera Intermitente 18 144.5 37.5
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

- Los efectos causados en la velocidad de nitrificacion debidos a la variacion en la
concentracion de oxigeno disuelto dentro de las columnas experimentales, utilizando
agua destilada (ASE) y agua residual municipal parcialmente tratada (ARE)
enriquecida con altas concentraciones de amonio, fueron encontrados después del
primer periodo de experimentacion donde fue posible establecer una metodologia para
el manejo adecuado de las columnas experimentales, bajo condiciones controladas y
operacion por lote, lo que permitié una actividad nitrificante permanente dentro de
ellas.

- Los experimentos preliminares contribuyeron al conocimiento del consumo de oxigeno
debido a la actividad bioldgica, dicha actividad fue llevada acabo por los
microorganismos nitrificantes, siendo posible establecer periodos de aireacion que
favorecieran una nitrificacion continua y permanente a lo largo de toda la
experimentacion.

- La velocidad especifica de transformacion del NH,™ contenido en ASE y ARE (273 y
280 mg NH,") fue de 15.31 y 17.57 mg/Ld, quedando concentraciones remanentes de
NH," de 2.5 mg/L y de 2.1 mg/L, respectivamente, lo que equivale a aproximadamente
un 99% de transformacion.

- Empleando columnas nitrificantes con aireacion/no aireacion, es posible ahorrar el
62.5% del costo econdmico. Lo anterior debido al menor uso de energia eléctrica. No
obstante, el tiempo empleado para lograr igual porcentaje de depuracion, respecto de

sistemas aireados de manera continua, se incrementa en un 50%.

Finalmente, debe resaltarse que un factor fundamental es la creacion de conciencia ambiental
en el area industrial, de forma tal que la toma de decisiones correctivas involucren el
saneamiento integral de los recursos contaminados y dejar muy claro que lo mejor para evitar
este tipo de problemas es la aplicacion de acciones preventivas con lo cual se deje de impactar

de manera negativa el ambiente.
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CAPITULO 9. ANEXOS

9.1. Tablas de resultados obtenidos en las diferentes etapas experimentales

Tabla 9-1.- Valores obtenidos durante Ia primera etapa experimental

Tiempo C1 NH,4 C2 NH,4 C1NO, C2NO, C1 NO; C2 NO;
(dias) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

0 233.69 233.69 0.01 0.01 0.69 -0.30

1 213.86 207.28 0.06 0.26 -0.26 3.28

2 221.99 195.92 0.11 0.53 0.40 10.46

3 216.98 160.05 0.19 0.58 1.68 17.72

4 187.46 146.46 0.28 1.21 2.95 26.75

5 184.45 120.95 0.72 1.49 5.43 37.63

6 164.84 92.99 0.86 1.68 7.78 47.44

7 144.68 70.27 1.21 1.85 10.91 57.55

8 126.52 43.42 1.65 2.07 15.08 68.10

9 96.33 17.57 2.13 2.02 18.42 82.53
10 72.38 1.98 2.39 1.45 25.61 101.38

Nota: C1: columna 1; C2: columna 2

Tabla 9-2.- Valores obtenidos durante Ia segunda etapa experimental

tiempo C1 NH,4 C2 NH, C1 NO, C2NO, C1 NO; C2 NO;

(dias) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 272.99 272.99 0.00 0.00 -0.63 -0.63
1 240.88 225.78 0.29 0.29 5.06 10.58
2 225.95 184.30 0.29 0.26 10.17 18.25
3 189.16 168.33 2.07 2.52 18.38 26.37
4 155.48 138.47 2.59 2.76 23.86 31.78
5 149.23 129.10 2.70 2.78 31.53 39.98
6 142.12 119.55 2.81 2.83 33.76 42.58
7 122.85 100.11 3.49 3.76 33.01 43.69
8 103.58 81.37 4.11 4.18 37.84 42.50
9 86.40 62.45 4.30 4.42 46.41 54.25
10 72.17 52.20 4.46 4.58 50.29 58.83
11 62.97 41.44 4.78 4.84 53.09 67.44
12 39.88 17.66 5.22 5.17 52.89 71.07
13 32.59 13.15 5.25 5.19 55.73 76.27
14 23.74 7.77 4.98 4.74 58.74 81.01
15 15.23 4.12 4.26 3.47 64.23 88.93

Nota: C1: columna 1; C2: columna 2
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Tabla 9-3.- Valores obtenidos en Ila tercera etapa experimental.

Tiempo C1 NH4 C2 NH4 CINO2 C2NO2 CI NO3 C2 NO3
(dias) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 280.00 280.00 0.19 0.19 0.85 0.85
1 248.35 284.10 0.29 0.29 5.35 5.26
2 248.17 241.06 0.53 0.53 5.63 5.51
3 234.00 231.50 1.15 1.21 9.22 7.98
4 221.00 222.00 1.51 1.62 14.54 13.34
5 209.12 213.80 2.03 2.27 20.44 21.26
6 192.11 172.84 2.57 2.53 26.91 32.85
7 178.22 152.53 2.76 2.72 30.95 45.59
8 170.06 113.13 2.82 2.72 43.12 62.23
9 121.98 90.74 2.76 2.76 52.56 63.90
10 104.28 70.96 2.86 2.88 54.21 64.50
11 73.55 47.52 5.82 5.83 58.29 69.88
12 85.36 4.30 5.06 5.64 65.09 74.00
13 63.10 3.37 5.84 5.62 67.15 76.97
14 33.00 2.39 5.81 5.57 66.25 75.90
15 16.27 2.21 0.89 0.96 68.31 71.28
16 16.10 1.69 0.94 0.71 67.73 77.59
17 2.39 1.87 0.76 0.89 67.36 75.20
18 2.56 1.69 0.71 0.73 72.10 76.05

Nota: C1: columna 1; C2: columna 2

9.2. Técnicas analiticas empleadas

9.2.1. Determinacion de N-NH,

Paso previo de destilacion

Discusion general

La muestra se amortigua a un valor de pH de 9.5 con un buffer de boratos para reducir la
hidrélisis de los cianatos y los compuestos orgénicos nitrogenados. Se destila a una solucion
de 4cido bdrico, cuando se va a utilizar nesslerizacion. Se puede determinar el amoniaco del

destilado colorimétricamente o por nesslerizacion.

Equipo y materiales

a) Aparato de destilacion: Dispongase un matraz de vidrio de borosilicato de 800 a 2000
mL de capacidad, unido a un condensador vertical de forma que el extremo de salida se

pueda sumergir debajo de la superficie de la solucidon éacida receptora. Utilicese un
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aparato totalmente fabricado en vidrio de borosilicato, o uno cuyas unidades de
condensacion sean tubos de estafio o aluminio.

b) Potenciémetro de laboratorio con sus respectivos electrodos para medicion de pH.

¢) Reactivos

d) Agua exenta de amoniaco. Se puede preparar por intercambio i6nico o destilacion.

e) Intercambio i0nico: para preparar agua exenta de amoniaco pase agua destilada a
través de una columna de intercambio i6nico que contenga una resina de intercambio
de cationes, muy 4cida, mezclada con una de intercambio de aniones, muy badsica.
Seleccione las resinas que eliminen los compuestos orgénicos que interfieren en la
determinacion de amoniaco. Algunas resinas de intercambio de aniones tienden a
liberar amoniaco. En ese caso, prepare el agua exenta de amoniaco con una resina de
intercambio de cationes muy acida. Regenere la columna seglin las instrucciones del
fabricante. Compruebe que el agua esta exenta de amoniaco.

f) Destilacion: Eliminar las trazas de amoniaco en el agua destilada por adicion de
0.1 mL de H,SO4 a 1 L de agua destilada y redestilando. Utilice el agua destilada
exenta de amoniaco para preparar todos los reactivos, lavar y diluir las muestras.

g) Solucién amortiguadora de borato. Agregue 88 mL de solucion de NaOH 0.1N a 500
mL aproximados de solucidon de tetraborato de sodio (Na,B4O7) 0.025M (9.5 g de
Na;B407:10H,0/L) y aforea 1 L.

h) Hidroxido de sodio (6N). Disolver 240 g de NaOH en agua y aforea 1 L.

1) Agua desclorante. Utilice 1 mL de alguno de los reactivos siguientes para eliminar 1
mg de cloro residual/L en 500 mL de muestra.

j) Sulfito de sodio. Disolver 0.9 g de Na,SOs en agua y afore a 1 L. Esta solucion debe
prepararse diariamente para cada determinacion.

k) Tiosulfato de sodio. Disolver 3.5 g de Na,S,05:5H,0 en agua y aforar a 1 L. Esta
solucion debe prepararse semanalmente.

[) Oxido de fenilarsina. Disolver 1.2 g de C¢HsAsO en 200 mL de soluciéon de NaOH
0.3N, filtrar si fuera necesario y aforar a 1 L con agua. (Precaucion: Toxico; procurese
evitar la ingestion).

m) Arsenito de sodio. Disolver 0.93 g de NaAsO, en agua y diluir a 1 L. (Precaucion:

Toxico; procurese evitar la ingestion). Esta solucion debe prepararse semanalmente.
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n) Agente neutralizante. Preparar con agua exenta de amoniaco. Hidroxido de sodio,
NaOH 1N y Acido sulfarico, H,SO4 IN.

0) Solucion absorbente, acido borico puro. Disolver 20 g de H3BO; en agua y aforar a
1L

p) Solucién indicadora de &cido bérico. Disolver 20 g de H;BO; en agua destilada exenta
de amoniaco, agregue 10 mL de solucidn indicadora mixta y afore a 1 L. Esta solucion
se debe preparar mensualmente.

q) Solucion de indicador mixta. Disolver 200 mg de indicador rojo de metilo en 100 mL
de alcohol etilico o isopropilico del 95%. Disolver 100 mg de azul de metileno en 50
mL de alcohol etilico o isopropilico del 95%. Mezcle las dos soluciones. Esta solucion
se debe preparar mensualmente.

r) Acido sulfurico (0.04N). 1 mL de H,SO4 concentrado se afora a 1 L con agua destilada.

Procedimiento

a) Preparacion del equipo: Agregue 500 mL de agua y 20 mL de buffer de boratos a un
matraz de destilacion, el pH se debe ajustar a un valor aproximado a 9.5 con la
soluciéon de NaOH 6N. Adicione unas cuentas de vidrio o fragmentos pequefios para
ayudar a la ebullicién, esa mezcla se usa para producir vapor en el aparato de
destilacion, hasta que en el destilado no aparezcan trazas de amoniaco.

b) Preparacion de la muestra: Utilizar 500 mL de muestra desclorada o una porcion
diluida con agua a 500 mL. Cuando la concentracion de N-NH; sea inferior a 100
ng/L, utilice un volumen de muestra de 1 L. Elimine el cloro residual, en el momento
de la obtencién. Si fuera necesario, neutralice a pH aproximado de 7, con acido o base
diluidos mediante un medidor de pH. Agregue 25 mL de solucién tampdn de borato y
ajuste el valor del pH a 9.5 con NaOH 6N mediante un medidor de pH.

c) Destilacion: Para reducir al minimo la contaminacion, deje instalado el aparato de
destilacion después de agotar el vapor y hasta justo antes de empezar la destilacion de
la muestra. Desconectar el matraz productor de vapor y pasar inmediatamente el
matraz de muestra al aparato de destilacion. Destilar a una velocidad de 6 a 10 mL/min
con el extremo del tubo de salida por debajo de la superficie de la solucion acida
receptara. Colectar en un matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenga 50 mL de

solucion de acido borico puro para el método de nesslerizacion. Colectar por lo menos
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200 mL de destilado. Bajar el destilado obtenido para evitar su contacto con el tubo de
salida y mantener la destilacion durante 1 o 2 minutos, para limpiar el condensador y
tubo de salida. Diluir a 500 mL con agua.

d) Determinacion de amoniaco: Determinar la concentraciéon de amoniaco por el método

de nesslerizacion.

Método de la nesslerizacion (directa vy subsiguiente a destilacion)

Discusion general

Los dos factores principales que influyen en la seleccion del método para determinar el

amoniaco, son la concentracion y la presencia de interferencias.

El método de Nessler es sensible a 20 pg de N-NHs/L. La turbidez, el color y las sustancias
precipitadas por el i6n hidroxilo, como magnesio y calcio, interfieren y pueden ser eliminadas
por destilacion previa o, menos satisfactoriamente, por precipitacion con sulfato de zinc y
alcali. El acido bdrico es el absorbente tras la destilacion, cuando el destilado vaya a ser

nesslerizado.

La nesslerizacion directa inicamente se utiliza para aguas potables purificadas, agua natural y
diluyentes residuales depurados, todos con poco color y concentraciones de N-NH; superiores
a 20 pg/L. Aplique la nesslerizacion directa a las aguas residuales domésticas, solamente

cuando sean aceptables los errores de 1 a 2 mg/L.

El tratamiento preliminar antes de la nesslerizacion directa con sulfato de zinc y alcali
precipita calcio, hierro, magnesio y sulfuro, que producen turbidez cuando se tratan con el
reactivo de Nessler. El floculado elimina también la materia en suspension y a veces la
coloreada. La adicion de EDTA o solucién de sal de Rochelle inhibe la precipitacion de los
iones residuales calcio y magnesio, en presencia del reactivo de Nessler alcalino. Sin embargo,
el uso de EDTA requiere una cantidad adicional de reactivo Nessler para asegurar que existe

un exceso suficiente del reactivo para que reaccione con el amoniaco.

Juan Benjamin Segura Miranda 72



La coloracion gradual de amarillo a pardo, producida por la reaccion amoniaco-Nessler,
adquiere gran absorbancia en una amplia gama de longitudes de onda. El color amarillo
caracteristico de la concentracion baja de nitrégeno amoniacal (0.4 a 5 mg/L) se puede medir
con sensibilidad aceptable en la zona de longitud de onda de 400 a 425 nm, cuando se dispone
de un recorrido de luz de 1 cm. De tener un recorrido de la luz de 5 cm, es posible ampliar la

medida a concentraciones de nitrogeno de 5 a 6 pg/L.

El matiz pardo rojizo tipico de los niveles de nitrdgeno amoniacal proximo a 10 mg/L, se
puede medir en la zona de 450 a 500 nm de longitud de onda. De ese modo, la seleccion
cuidadosa del recorrido de luz y longitud de onda permiten la determinacién fotométrica de

una gama considerable de concentraciones de nitrégeno amoniacal.

Las desviaciones de la ley de Beer pueden ser evidentes cuando se utilicen fotémetros
equipados con filtros de color de banda amplia. Por esta razon, la curva de calibracion debe

prepararse en condiciones idénticas a las adoptadas para las muestras.

Un reactivo Nessler preparado cuidadosamente puede responder, en condiciones Optimas a
cantidades de hasta 1 pg/L. N-NH;3 /50 mL. En la nesslerizacion directa, esto representa 20

ug/L. Sin embargo, la reproducibilidad por debajo de 100 pg/L puede ser erratica.

Equipo y materiales

1) Equipo colorimétrico: Se puede emplear alguno de los siguientes equipos:

2) Espectrofotometro, para uso de 400-500 nm con recorrido de luz de 1 cm o mas.

3) Fotdmetro de filtro, con un recorrido de luz de 1 cm o mas, provisto de un filtro violeta
de transmitancia maxima a 400 6 425 nm. Para concentraciones mas elevadas de NH;3-
N se puede utilizar un filtro azul.

4) Medidor de pH, provisto de un electrodo de pH elevado.

5) Materiales. Tubos Nessler, de 50 mL.
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Reactivos y patrones

Todos los productos quimicos usados en este método deben ser grado reactivo, a menos que se
indique otro grado. Utilizar agua exenta de amoniaco para preparar todos los reactivos, lavar y
realizar las diluciones. Se requieren todos los reactivos enumerados en la destilacion
preliminar, excepto el buffer de boratos y la solucion absorbente, y ademas los siguientes:

a) Solucion de sulfato de zinc: Disolver 100 g de ZnSO4-7H,0 y aforar a 1 L con agua.

b) Agente estabilizador: Utilizar EDTA o sal de Rochelle para evitar la precipitacion de
calcio o magnesio en muestras no destiladas tras la adicion del reactivo de Nessler
alcalino.

e Reactivo EDTA: Disolver 50 g de tetraacetato de etilendiamina disddica
dihidratada, en 60 mL de agua con 10 g de NaOH. De ser necesario aplicar
calor suave para completar la disolucion. Enfriar a temperatura ambiente y
diluir a 100 mL.

e Solucion de sal de Rochelle: Disolver 50 g de tartrato soédico potasico
tetrahidratado, KNaC4H4O¢-4H,0, en 100 mL de agua. Eliminar el amoniaco
presente normalmente en la sal, por ebullicion de 30 mL de solucion. Después
de enfriar, aforar a 100 mL.

a) Reactivo Nessler: Disolver 100 g de Hgl, y 70 g KI en una pequeiia cantidad de agua y
adicione esta mezcla lentamente, con agitacion, a una solucion fria de 160 g de NaOH
en 500 mL de agua. Aforar a 1 L. La muestra se debe almacenar en material de vidrio
de borosilicato con tapon de goma y protegido de la luz solar, para mantener la
estabilidad del reactivo por 1 afio, en condiciones normales de laboratorio. Se debe
comprobar si el reactivo produce el color caracteristico con 0.1 mg de NH3-N/L en los
10 minutos siguientes a la adicién y no forma un precipitado con cantidades pequefias
de amoniaco en las 2 horas siguientes. (Precaucion: Toéxico; procure evitar su
ingestion).

b) Solucion madre de amonio: Disolver 3.819 g de NH4CL anhidro, secado a 100 °C, en
aguay aforara 1 L; 1.00 mL = 1.00 mg N = 1.22 mg NH;.

c) Solucién patron de amonio: Diluir 10 mL de solucién madre de amonio a 1L con agua;
1.00 mL = 10.00 pg N =12.2 ug NHs.
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d) Solucién de color permanente:
e Solucion de cloroplatinato de potasio: Disolver 2 g de K,PtClg en 300 6 400 mL de
agua; adicionar 100 mL de HCI concentrado y aforara 1 L.
e Solucion de cloruro cobaltoso: Disolver 12 g de CoCl,-6H,0 en 200 mL de agua.

Agregar 100 mL de HCI concentrado y aforara 1 L.

Almacenamiento de las muestras

Se obtienen resultados mas confiables con muestras recientes. De ser necesario elimine el
cloro residual inmediatamente después de obtener las muestras para impedir su reaccioén con el
amoniaco. Si es imposible un andlisis rapido, las muestras se deben conservar con 0.8 mL de
H,SO4 conc./L de muestra y almacenadas a 4°C. El pH de las muestras conservadas con acido
debe estar entre 1.5 y 2. Algunas aguas residuales pueden precisar mas H,SO4 conc. para
conseguir ese pH. Si se utiliza la conservacion con acido, las muestras deben ser neutralizadas

con NaOH o KOH inmediatamente antes de la determinacion.

Procedimiento

a) Tratamiento de las muestras no destiladas: de ser necesario, el cloro residual debe ser
eliminado de la muestra recién obtenida por adicion de una cantidad equivalente de
agente desclorante. (No conservar las muestras cloradas sin descloracion previa).
Agregue 1 mL de solucién de ZnSO4 a 100 mL de muestra, mezclar completamente.
Adicione de 0.4 a 0.5 de solucion de NaOH 6N para obtener un pH de 10.5,
determinado con un medidor de pH, y mezcle suavemente. Es necesario dejar reposar
durante unos minutos la muestra tratada, con lo que se formara un precipitado
floculante y denso, que dejara un sobre nadante claro e incoloro. Las muestras se
clarifican por centrifugado o filtrado. Se debe evaluar previamente el papel filtro que
se va a utilizar para asegurarse de que no tiene amoniaco contaminante. Esto se hace
pasando agua a través del papel filtro y analizando el filtrado por nesslerizacion. La
muestra se filtra, desechando los primeros 25 mL de filtrado. (Precaucion: las
muestras con mas de 10 mg de NH;3-N/L pueden perder amoniaco durante este
tratamiento de las muestras no destiladas debido al elevado pH. Diluir esas muestras

hasta el rango sensible, para nesslerizacion, antes del tratamiento preliminar).
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b) Desarrollo del color:

e Muestras no destiladas: Utilizar 50 mL de muestra o una porcion diluida a 50
mL con agua. Si la porcion no destilada contiene concentraciones suficientes de
calcio, magnesio u otros iones que produzcan turbidez o precipitado con
reactivo Nessler, agregue 1 gota (0.05 mL) de reactivo EDTA o 1 a 2 gotas
(0.05 a 0.1 mL) de solucién de sal de Rochelle. Mezclar bien. Adicionar 2 mL
de reactivo Nessler si se ha utilizado EDTA, o 1 mL de reactivo Nessler si fue
sal de Rochelle.

e Muestras destiladas: Neutralizar el acido borico usado para absorber el
destilado de amoniaco, por adicion de 2 mL de reactivo Nessler, un exceso que
sube el pH al nivel deseado, o alternativamente neutralizando el 4cido bdrico
con NaOH antes de afiadir 1 mL de reactivo Nessler.

e Las muestras se mezclan tapando los tubos Nessler con tapones de goma (bien
lavados con agua) e invirtiendo los tubos 6 veces por lo menos. Mantener las
condiciones, tales como temperatura y tiempo de reaccidn, iguales para el
blanco, las muestras y patrones. Dejar que la reaccion prosiga por 10 minutos
por lo menos, tras afiadir el reactivo Nessler. Medir el color de la muestra y
patrones. Si el NH3-N es muy bajo, utilizar un tiempo de contacto de 30
minutos para la muestra, blanco y patrones. Medir el color de manera
fotométrica o visualmente como se indica mas adelante.

a) Determinacion fotométrica: Medir la absorbancia o transmitancia con un
espectrofotometro o fotometro de filtro. Preparar la curva de calibracion a la misma
temperatura y tiempo de reaccion utilizados para las muestras. Medir las transmitancias
frente a un blanco de reactivo y hacer comprobaciones paralelas frecuentes frente a los
patrones en el rango de nitrégeno de las muestras. Si es necesario vuelva a determinar
una curva de calibracion completa para cada nuevo lote de reactivo Nessler.

b) Para muestras destiladas, Prepara la curva de patrén en las mismas condiciones que
las muestras. Destilar el blanco de reactivo o los patrones apropiados, diluidos todos a
500 mL, del mismo modo que las muestras. Diluir a 300 mL de destilado mas 50 mL
de 4cido bodrico absorbente a 500 mL con agua y tomar una porciéon de 50 mL para

nesslerizacion.
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c) Comparacion visual: Comprobar los colores producidos en la muestra frente a los

patrones de amoniaco. Preparar patrones provisionales o permanentes, como sigue:

Patrones provisionales: preparar una serie de patrones visuales en tubos Nessler
por adicidon de los volumenes siguientes de solucion patron de NH4Cl: 0, 0.2,
04,0.7,1,14,1.7,2,2.5,3,3.5,4,4.5,5y 6 mL y aforar a 50 mL con agua.
Nesslerzar los patrones y porciones del destilado, afadiendo 1 mL de reactivo
Nessler a cada tubo y mezclar bien.

Patrones permanentes: medir en tubos Nessler de 50 mL los volimenes de
soluciones de K,PtCls y CoCl, indicados en la Tabla 9-4, diluir hasta la marca
de aforo y mezclar completamente. Los valores que ofrece la tabla son
aproximados; los equivalentes reales de los patrones de amonio pueden diferir
con la calidad del reactivo Nessler, tipo de iluminacion usada y sensibilidad al
color del ojo del analista. Por ello se deben comparar los patrones de color con
patrones provisionales nesslerizados de amoniaco y los tonos se modifican de
ser preciso. Hacer esas comparaciones para cada reactivo Nessler nuevo y
satisfaga las necesidades de cada analista relacionadas con la aptitud de la
correspondencia del color. Proteger los patrones del polvo, para ampliar su
duracion a varios meses. Comparar cada 10 6 30 minutos tras la nesslerizacion,
en funcion del tiempo de reaccion usado al preparar los patrones de amonio

nesslerizados frente a los que se compararon.

Tabla 94.- Preparacion de estindares de color permanente para determinacion visual de

nitrégeno amoniacal

Valor de nitrogeno Volumen aproximado de solucion de  Volumen aproximado de solucion de
amoniacal (ug) platino (mL) * cobalto (mL) *
0 1.2 0.0

2 2.8 0.0

4 4.7 0.1

7 5.9 0.2

10 7.7 0.5

14 9.9 1.1

17 114 1.7

20 12.7 2.2

25 15.0 33

30 17.3 4.5

35 19.0 5.7

40 19.7 7.1

45 19.9 8.7

50 20.0 104

60 20.0 15.0

* En tubos Nessler de 50 mL similares.
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Calculos
a) La cantidad de NH3-N en el agua utilizada para diluir la muestra original, antes de
calcular el valor final del nitrogeno.
b) Deducir también el blanco de reactivo para el volumen de soluciones de tampon borato
y NaOH 6N utilizadas con la muestra.
c) Calcular el NH3-N total por la siguiente ecuacion:

d) mg NH;3-N/L (51 mL volumen final) = A X B
mL muestra C

Donde: A = pg NH;-N (51 mL volumen final); B = volumen total de destilado obtenido, mL, incluyendo el
absorbente acido, y C = volumen de destilado tomado para nesslerizacion, mL.
La relacion B/C s6lo es aplicable a las muestras destiladas; ignorarla en la nesslerizacion directa.

Interferencias

La glicina, urea, acido glutamico, cianatos y acetamida hidrolizan muy lentamente en
soluciodn, pero solo la urea y los cianatos produciran la hidrdlisis en la destilacion a pH 9.5. La
hidrolisis supone alrededor del 7% a ese pH para la urea, y alrededor del 5% para los cianatos.
Glicina, hidracina y algunas aminas reaccionan con el reactivo Nessler produciendo el color
amarillo caracteristico en el tiempo requerido para la prueba. Algunos compuestos organicos,
como cetonas, aldehidos, alcoholes y algunas aminas pueden producir un color amarillento,
verdoso o turbidez en la nesslerizacion que sigue a la destilacion. Algunos de ellos, como el
formaldehido, pueden ser eliminados hirviendo a pH bajo antes de nesslerizar. También se

recomienda eliminar el cloro.
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9.2.2. Determinacion de NO, (Nitritos). Método Colorimétrico.

Discusion general

El nitrito considerado como una etapa intermedia en el ciclo del nitrogeno puede estar presente
en el agua como resultado de la descomposicion bioldgica de materiales proteicos. En aguas
superficiales crudas, las huellas de nitritos indican contaminacion. También se puede producir
el nitrito en las plantas de tratamiento o en los sistemas de distribucion de agua, como

resultado de la accion de bacterias sobre el nitrdgeno amoniacal.

El nitrito puede entrar en un sistema de abastecimiento a través de su uso como inhibidor de
corrosion en agua de proceso industrial. El nitrito es un agente etioldgico potencial de
metahemoglobinemia. El acido nitroso, que se forma de nitritos en solucién acida, puede
reaccionar con aminas secundarias (RR'-NH) para formar nitrosaminas (RR'-N-N=0) muchas
de las cuales son conocidas por ser potentes agentes carcinogénicos. El nitrégeno de nitritos
rara vez aparece en concentraciones mayores a 1 mg/L aun en efluentes de plantas de
tratamiento municipales. Su concentracion en aguas superficiales y subterraneas es
normalmente mas baja de 0.1 mg/L Debido a que el nitrogeno es un nutriente esencial para
organismos fotosintéticos, es importante el monitoreo y control de descargas del mismo al

ambiente.

Principio del método

El principio del método consiste en que los nitritos presentes reaccionan en medio acido (pH =
1.9 a 2.5), para formar 4cido nitroso que reacciona con la sulfanilamida por una reaccion de
diazoacion para formar una sal de diazonio, la cual por acoplamiento con el diclorhidrato de
N-(1-Naftil ) etilendiamina forma un colorante azdico de color plrpura rojizo que se mide
espectrofotométricamente a 543 nm. El rango de aplicacion del método para medidas
espectrofotométricas es de 10 a 1 000 pug de N-NO, /L, y se puede aplicar al de 5 a 50 ug de
N/L si se usa un recorrido de luz de 5 cm y filtro de color verde. El sistema de color obedece a
la ley de Beer hasta 180 pg N/L con 1 cm de recorrido de luz a 543 nm. Diluyendo las

muestras se pueden determinar concentraciones mas altas de NO;'.
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Interferencias

Por su propiedad de precipitacion en las condiciones de la prueba interfieren los iones
siguientes: férrico (Fe*"), mercuroso (Hg"), plata (Ag"), bismuto (Bi"), antimonioso (Sb*"),
plomo (Pb”), aurico (Au"), hexacloroplatinato (PtCls”) y metavanadato (VOs>"). Interfieren
el método ciertas sustancias frecuentemente encontradas en muestras de agua, principalmente:

cloraminas, tiosulfatos, polifosfatos de sodio, entre otras.

NOTA. Se recomienda emplear matrices fortificadas para verificar las interferencias.

Este método puede no mencionar todas las precauciones de seguridad asociadas con su uso. El
laboratorio es responsable de mantener un ambiente de trabajo seguro y un archivo de las
normas de seguridad respecto a la exposicion y manejo seguro de las substancias quimicas
especificadas en éste método. Debe tenerse un archivo de referencia de las hojas de
informacion de seguridad el cual debe estar disponible a todo el personal involucrado en estos

analisis.

Los acidos y bases concentradas empleados en este método pueden causar severas quemaduras
e irritaciones en la piel, por lo que debe utilizarse ropa protectora tal como: batas, guantes y

lentes de seguridad cuando se manejan estos compuestos quimicos.

El hidréxido de sodio en contacto con los ojos o piel, puede causar severa irritacion o
quemaduras. La inhalacion de vapores puede causar tos, dolor en el pecho, dificultad para

respirar o estado de inconsciencia.

La preparacion de todos los reactivos usados en este método debe realizarse bajo una campana

de extraccion. Consultar las hojas de seguridad sobre manipulacion y disposicion de éstos.

Cuando se trabaje con cualquiera de los compuestos quimicos descritos en este método, debe
usarse todo el tiempo equipo de seguridad tal como: guantes de latex, bata de laboratorio asi

como anteojos de seguridad.
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Recoleccion, preservacion y almacenamiento de muestras

Las muestras deben ser colectadas y conservadas en frascos de vidrio o polietileno, a una
temperatura de 4°C + 2°C, para evitar la conversion de nitritos a nitratos o amoniaco. No
utilizar nunca la conservacion acida en las muestras destinadas al analisis de NO,". Hagase la
determinacion inmediatamente sobre muestras recientes para evitar la conversion bacteriana

del NO, en NO3™ o0 NHs.

El andlisis debe realizarse durante las 24 h posteriores a su recoleccion, almacenar las

muestras a 4°C + 2 °C.

Las muestras congeladas a -10°C pueden conservarse maximo 48 h antes de ser analizadas.

Equipo y materiales

Equipo
a) Espectrofotometro o fotocolorimétrico con filtro para leer a 543 nm, con celdas de
pasodeluzde 1 cma 10 cm.
b) Balanza analitica con precision de 0.1 mg.
c) Balanza granataria con precision de 0.1 g.

d) Potencidometro de laboratorio con sus respectivos electrodos para medicion de pH.

Materiales
Todo el material volumétrico utilizado en este método debe ser clase A.
a) Frasco de polietileno o vidrio con tapa de 2 L de capacidad.
b) Membrana filtrante de 0,45 pm.
¢) Filtros de fibra de vidrio con diametro de poro de 0,7 um
d) Papel filtro de poro medio.

e) Electrodo combinado de vidrio.
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Reactivos y patrones

Todos los productos quimicos usados en este método deben ser grado reactivo, a menos que se
indique otro grado.
a) Agua: Debe entenderse agua que cumpla con las siguientes caracteristicas:
e Resistividad: megohm-cm a 25 °C: 0.2 Min.
e Conductividad: uS/cm a 25 °C: 5.0 Méx.
e pH:50a8.0
Si no se sabe si el agua destilada o desmineralizada estd exenta de NO,’, utilicese uno de los
procedimientos siguientes para prepararla:
e Agregue a 1 L de agua destilada un cristal de KMnO4 y otro de Ba(OH);, o
Ca(OH),. Destile usando un matraz de vidrio de borosilicato, descartandose los
50 mL iniciales del destilado. Colectar la fraccion de destilado libre de
permanganato; un color rojo con reactivo DFD, indica la presencia de
permanganato.
e Agregue 1 mL de H,SO4 conc. a 1 L de agua destilada, y 0.2 mL de solucion de
MnSOj4 (36.4 g de MnSO4 H,O/100 mL de agua destilada) a otro litro de agua
destilada, y virese a rosa con 1 a 3 mL de solucion KMnO4 (400 mg de
KMnO4/L de agua destilada). Destilar como se describe en el parrafo anterior.
Utilice agua exenta de nitritos para preparar los reactivos y diluciones.
a) Hidroxido de amonio (NH4;OH) concentrado.
b) Suspension clarificadora de hidroxido de aluminio. Disolver 125 g de sulfato de
aluminio y potasio (AIK(SO4)-12H,O0) o de sulfato de aluminio y amonio
(AINH4(SO4),-12H 2O) en 1 L de agua. Calentar a 60 °C y adicionar 5 mL de NH4OH

concentrado lentamente con agitacion, dejar que la mezcla repose 3 h y decantar. Lavar
el precipitado con adiciones sucesivas de agua destilada con mezclado manual y
decantacion hasta que se encuentre libre de olores amoniacales. Decantar la mayor
cantidad posible de agua y almacenar la suspension concentrada, en un frasco

herméticamente cerrado.
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¢) Disolucion de Acido sulfurico (H2804) IN. Diluir 30 mL de H,SO4 concentrado y

llevar a volumen de 1 L con agua.

d) Disolucion de hidroxido de sodio (NaOH) IN. Pesar 40 g de NaOH, disolverlos y
llevar a volumen de 1 L con agua.

e) Acido clorhidrico. (HCI) concentrado.

f) Disolucidon de sulfanilamida (NH,C¢H4SO,NH,); 4 aminobencensulfonamida Disolver
5.0 g de sulfanilamida en una mezcla de 50 mL de HCl y 300 mL de agua, y llevar a
volumen de 500 mL con agua. La disolucion es estable por varios meses debe de
almacenarse en frasco ambar y en refrigeracion a 4 £+ 2°C.

g) Disolucion de diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina (C,oH;NH-CH, NH,-2HCI),
NEDA. Disolver 500 mg de NEDA y llevar a volumen de 500 mL con agua, almacenar
en frasco ambar y poner en refrigeracion a 4 + 2°C. Renovar la disolucion
mensualmente o si aparece un color café intenso. Precaucion: este reactivo es toxico.
Debe evitarse su ingestion o contacto con la piel.

h) Acido sulfarico concentrado (H,SO,)

i) Disolucion de oxalato de sodio (Na,C,O4) 0.05N (Patron primario). Secar

aproximadamente 6 g de ( Na C,0 4) a 105°C por lo menos 1 h; pesar 3.35 g disolver y

llevar al volumen de 1 000 mL con agua.

j) Disolucion de permanganato de potasio (KMnOy) 0.05N. Disolver 1.60 g (de KMnO N

y llevar al volumen de 1 L con agua, almacenarlo en frasco ambar.
e Valoracion de la disolucion. Medir 25 mL de la disolucion de oxalato de sodio
agregar 10 mL de (H,SO.) concentrado calentar a 80°C, titular con la
disolucion de (KMnOQy) hasta la obtencion de un color rosa tenue estable por 30

s. Calcular la concentracion de (KMnO,) (N1) con la siguiente ecuacion:

_V2xN2
V1

Donde: V1 es el volumen de la disolucion de (KMnO,) gastado en la titulacion, en mL; V2 es el volumen de la
disolucion de (Na,C,0,) (0.05N) empleado para la titulacion, en mL, y N2 es la concentracion de la disolucion
(N82C204) (OOSN)

NOTA.- Para simplicidad de los calculos, la concentracion de las disoluciones se expresa como normalidad (N);
la equivalencia con la concentracion molar (mol/L) empleada en el Sistema Internacional de Unidades debe
involucrar la estequiometria de la reaccion de 6xido-reduccion que se realiza.

N1
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2MnO; +5C,0;> +16H* = 2Mn~ +10CO, +8H,0

a) Disolucion madre de nitritos (250 mg/L). Secar aproximadamente 5 g de nitrito de
sodio (NaNQO;) por lo menos 2 h a 105°C; pesar 1.232 0 g de este reactivo, disolverlo y
llevar a volumen de 1 L con agua. Preservar con 1 mL de cloroformo. 1.0 mL =250 ug

de N-NO .

e Valoracién de la disolucion. Tomar 50 mL de la disolucion de (KMnOy);
transferir a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, agregar 5 mL de H,SO4
concentrado y 50 mL de la disolucion madre de nitritos de tal forma que la
pipeta descargue bajo la superficie de la disolucion en el matraz, agitar y
calentar hasta 80 °C, titular con la disolucién de oxalato de sodio hasta
decoloracion, retitular el exceso de oxalato con la disolucion de KMnQO, hasta
la obtencion de un color rosa tenue estable por 30 s. Calcular la concentracion
de la disolucion madre de nitritos (Cp) en mg/L con la siguiente ecuacion:

[(VIx N1)=(V2x N2)|7)1000

V3

Donde: N1 es la concentracion de la disolucion de KMnOy (0.05N); N2 es la concentracion de la disolucion de
Na,C,04 (0.05N); V1 es el volumen de la disolucion de KMnO, adicionado para la valoracion de 50 mL mas el
volumen empleado en la retitilacion; V2 es el volumen de la disolucion de Na,C,0, gastado en la valoracion en
mL; V3 es el volumen de la disolucion madre de nitritos que se valora (50 mL); 7 es el peso equivalente del
nitrégeno, y 1 000 es el factor de conversion.

C, =

a) Disolucion intermedia de nitritos (50 mg/L). Calcular el volumen (V) de la disolucion
madre de nitritos de manera que la alicuota contenga 12.5 mg de nitrégeno de nitritos,
Medir el volumen calculado (V) (aproximadamente 50 mL) de la disolucion madre de

nitritos, diluir y llevar a volumen de 250 mL con agua. ImL = 50 ug de N-NO .

b) Disolucion patrén de nitritos (0.5 mg/L). Diluir 10 mL de la disolucion intermedia de

nitritos y llevar a volumen de 1 L con agua. 1 mL = 0.5 pg de N-NO,

NOTA. Esta disolucion debe ser preparada momentos antes de utilizarse.
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Procedimiento

a)

b)

b)

d)

La muestra debe estar libre de turbiedad y color, para lograr esto, filtrarla a través de
membranas de 0.45 pm de poro, filtros de fibra de vidrio de 0.7 um de poro o adicionar
2 mL o la cantidad necesaria de suspension clarificadora segun sea el caso, a
aproximadamente 100 mL de muestra con agitacion y filtrarla a través de papel de poro
medio. Neutralizar el filtrado a un pH aproximado de 7.0 con H,SO4 1N o NaOH IN.

Porcion de muestra. De la disolucion obtenida en 10.1 tomar una porcion de muestra,

dependiendo del contenido esperado de nitritos segin la Tabla 9-5.

Tabla 9-5.- Seleccion del volumen de muestra

Cantidad de nitrégeno de nitritos en la muestra (mg/L)  Volumen de muestra necesario (mL)

0.05 50
0.10 25
0.50 10
1.00 5

Con una pipeta volumétrica tomar 50 mL de la muestra o lo que indica la tabla y
transferirla a un matraz Erlenmeyer o tubo Nessler. En caso de realizar diluciones,
tomar el volumen de muestra con pipeta volumétrica y depositarlo en un matraz
volumétrico de 50 mL, llevar a la marca de aforo con agua y posteriormente verter el
contenido en un matraz Erlenmeyer o tubo Nessler. En donde se llevarad al cabo el
desarrollo del color.

Adicionar 1 mL de la disolucion de sulfanilamida, y agitar varias veces. Permitir que la mezcla
reaccione de 2 min. a 8 min.

Adicionar 1 mL de NEDA, y agitar varias veces, revisar que el pH esté entre 1.9y 2.5.

Dejar reposar por lo menos 10 min. pero no mas de 1 h, la presencia de nitritos desarrolla una
coloracion purpura.

e Leer la absorbancia a 543 nm. Utilicense, como guia, los siguientes recorridos de

luz para las concentraciones indicadas de NO,-N mostrados en la Tabla 9-6.
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Tabla 9-6.- Recorridos de Iuz para Ias concentraciones indicadas

Recorrido de luz (cm)  NO,-N (ug/L)

1 2-25
5 2-6
10 <2

a) Correccion por color.

e Si el color de la muestra pretratada persiste, puede interferir con la medicion de la
absorbancia. En lugar de agregar las soluciones de sulfanilamida y NEDA,
adicionar 1 mL de HCl al 10 % y leer la absorbancia.

e (Corregir la absorbancia de la muestra por medio de la ecuacion:

A=Am-Ab- Ac

Donde: A es la absorbancia corregida; Am es la absorbancia de la muestra determinada; Ab es la absorbancia del

blanco, y Ac es la absorbancia de la muestra empleada para correccion, de color. En caso de muestras incoloras
Ac=0.

b) Curva de calibracion: En matraces volumétricos de 50 mL preparar una serie de al
menos cinco patrones que contengan 1.0 ug de N-NO,, 2.0 pg de N-NO,, 3.0 pg de N-
NO,, 4.0 pg de N-NOy, 5.0, ug de N-NO,, a partir de la disolucioén patrén de nitritos
llevar a la marca con agua y proseguir como ya se ha mencionado.

c) Blanco: Llevar un blanco durante todos los pasos del método ya sea cuando se prepare

curva de calibracion o cuando se analicen muestras.

Calculos
Calcular la concentracion de la muestra por medio de la ecuacion de la recta que se obtiene de
las curvas de calibracion. Para calcular la concentracion de la muestra tomar en cuenta los

factores de dilucidon que se realicen. Reportar los resultados como mg/L de N-NO,.
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9.2.3. Determinacion de NO3 (Nitratos). Método Espectrofotométrico Ultravioleta Selectivo

Resumen
La concentracion de nitratos en una muestra de agua se determina midiendo la absorbancia en
el ambito de ultravioleta a 220 nm y comparandola con una curva de calibracion. La relacion

entre absorbancia y concentracion es lineal hasta una concentracion de 11 pg/L y verifica la

ley de Beer. El minimo detectable es de 0.01 pg/L.

El método es rapido y adecuado para pruebas de control rutinario. Utilicese esta técnica
solamente para seleccionar muestras con bajo contenido de materia organica. Dado que la
materia orgénica disuelta puede absorber también a 220 nm y NOs™ no lo hace a 275 nm, se
puede utilizar una segunda medida a 275 nm para corregir el valor de NOs". Esta correccion
empirica dependera de la naturaleza y concentracion de la materia orgdnica y puede variar de

unas aguas a otras.

En consecuencia este método no es recomendable cuando se precise una correccion importante
para la absorbancia de la materia organica, aunque puede ser 1til para controlar los niveles de
NO;™ en un sistema de aguas con un tipo constante de materia organica. Los factores de
correccion para la absorbancia de materia organica se pueden establecer por el método de

adiciones en combinacion con el analisis del contenido original de NOs™ por otro método.

La filtracion de la muestra tiene por objeto posibles interferencias de las particulas
suspendidas. La acidificacion con HCI IN sirve para impedir interferencias por
concentraciones de hidroxido o carbonato de hasta 1000 mg de CaCOs/L. El cloruro no afecta

a la determinacidn.

Interferencias

Interfiere la materia orgéanica disuelta, detergentes, nitritos y cromo hexavalente. Los nitratos
absorben la luz a 220 nm, la materia organica absorbe la luz tanto a 220 como a 275 nm, por lo

que una segunda medicion a 275 nm se usa para corregir los valores de nitrogeno de nitratos.
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Muestreo y almacenamiento

Las muestras deben ser representativas de las condiciones que existan en el punto y hora de
muestreo y tener el volumen suficiente para efectuar las determinaciones correspondientes.
Para el caso de pozos y tanques elevados se deja fluir el agua de 5 a 10 minutos con el fin de
desalojar el agua estacionada en la tuberia. Posteriormente se recoge la muestra en recipientes
de vidrio o plastico, y debe ser analizada lo mas pronto posible. En caso de requerir
almacenamiento, mantener en refrigeracion por un maximo de 48 horas entre 275y 278 K (2'y

5°C).

Material y equipo

Material
a) Material comun de laboratorio.

b) Papel filtro poro fino y filtro de membrana de 0.45 mm.

Equipo
e Espectrofotdmetro para usarse a 220 nm y 275 nm con celda de cuarzo de 1 cm o mas

de paso de luz.

Reactivos
Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico a menos que se
indique otra cosa.

a) Solucion madre de nitratos. Secar nitrato de potasio (KNOs) es una estufa a 378 K
(105°C) por 24 horas enfriar en un desecador. Pesar 0.7218 g de nitrato de potasio
anhidro y diluir a 1 L con agua destilada. Preservar con 2 mL de cloroformo (CHCL3);
1 mL =100 ng N-NOs. Esta solucion es estable por seis meses.

b) Solucién patron de nitrato. Diluir 50 mL de solucion madre de nitratos a 500 mL con

agua destilada; 1 mL = ug NNOs.

¢) Solucion de acido clorhidrico (densidad 1.19 g/mL) IN. Diluir 83 mL de acido

clorhidrico concentrado (HCI) a 1 L con agua destilada.

Juan Benjamin Segura Miranda 88



Curva de calibracion

a)

b)

c)

Diluir los siguientes volimenes de la solucidon patron y aforar a 50 mL, 0, 1, 3, 7, 10,
15, 20, 30 y 35 mL obteniéndose las siguientes concentraciones; 0, 0.2, 0.6, 1.4, 2.0,
3.0,4.0,6.0,y 7.0 ug de N-NOs/mL (de 0 a 350 pg de N-NO3).

Anadir 1 mL de solucion de HCI 1N a cada una de las soluciones de la curva y agitar
vigorosamente.

Trazar la curva de calibracion graficando las absorbencias obtenidas contra las

concentraciones correspondientes.

Procedimiento

a)

b)

c)
d)

Tomar 50 mL de muestra clara, filtrar si es necesario, primero por el papel de poro fino
y posteriormente a través del filtro de membrana.

Afiadir 1 mL de solucion de HCI1 1N y agitar vigorosamente.

Hacer las lecturas de absorbancia en la misma forma que la curva de calibracion.

Leer las absorbencias de las muestras a 275 nm, para determinar interferencias debidas

a materia organica.

Calculos

a)

b)

Correccidn por materia orgénica disuelta. Restar dos veces la lectura de absorbancia a
275 nm (A 275) de la lectura de absorbancia a 220 nm (A 220). Si el valor de la lectura
a 275 nm es mayor del 10% del valor de la lectura a 220 nm, este método no es
aplicable. AC=A 220-2 A 275

Leer en la curva de calibracion la concentracion correspondiente a las observancias ya
corregidas de las muestras y determinar el contenido de nitrogeno de nitratos en pg N-
NO;/mL.

En caso de haber trazado la curva de calibracion graficando las absorbencias obtenidas
contra los pg correspondientes (de 0 a 350 pg), el contenido en pg N-NOs;/mL se

determina mediante la siguiente formula:

,ugN—NO/ _C
mL v

Donde: C = pg leidos de la curva; V = Volumen de muestra en mL para el analisis.
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