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ABSTRACT

In Mexico, waste water treatment does not focus in the elimination of nutrients (nitrogen and phosphorous). Never-
theless, Mexican legislation, NOM-001-ECOL-1996 establishes maximum permissible limits of 40 total nitrogen mg/I for
water discharged into receiving bodies (Diario Oficial de la Federacion, 1997). In order to overcome this requirement, it is
necessary to develop biological processes for nutrient removal. In the last 30 years, a limited number of works has been
published where it is considered to use the methane as carbon source and energy in the biological denitrification. The re-
ported works defer in their results leaving a filed for developing research studies on this subject, methane being the main
by-product of anaerobic digestion. Biogas is an attractive option of cheap substrate capable of achieving reasonable rates
of nitrate removal. In this study, methane was used as energy and carbon source for biological denitrification under anoxic
conditions. During 152 days, a reactor with capacity of 2.5L was fed with synthetic (denitrifying) water and a concentration
of 35 mg/| of N-NO3-. Pure methane (99.0%) was introduced to the system until reaching a partial pressure of 4.41lb/in2.
Although the obtained denitrifying activity is low, 14.6g N-NO3-/g SSV*d (0.61g N-NO3-/g SSV*h) it may be concluded that
it is feasible to use methane as carbon source and energy for wastewater desnitrification.
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Resumen

En México los procesos de tratamiento de agua residual poco se enfocan en la eliminacion de
nutrientes (nitrégeno y fosforo). Sin embargo, la legislacion mexicana vigente, NOM-001-ECOL-
1996 establece como limite maximo permisible un valor de 40 mg/L de nitrégeno total para
descargas de aguas a cuerpos receptores (Diario Oficial de la Federacién, 1997). Ante esta
problematica es necesario desarrollar procesos biolégicos de tratamiento de aguas para la
eliminacion de estos nutrientes. En los ultimos 30 afios, se ha publicado un nimero limitado de
trabajos donde se considere usar el metano como fuente de carbono y energia en la
desnitrificacion bioldgica. Los trabajos reportados difieren en sus resultados dejando una linea
de investigacion por demas interesante aun por investigar debido a que el metano por ser el
principal subproducto de la digestién anaerobia; es una opcidn atractiva de sustrato barato y
del que se pueden obtener tasas razonables de remocion de nitrato. En este estudio se aborda
el uso de metano como fuente de carbono y energia para la desnitrificacion bioldgica bajo
condiciones andxicas. Durante 152 dias se operd un reactor con capacidad de 2.5L que contenia
agua sintética (medio desnitrificante) y una concentracion de 35 mg/L de N-NOs". Metano puro
(99.0%) se introdujo al sistema hasta alcanzar una presién parcial de 4.41lb/pulgada®. Si bien la
actividad desnitrificante obtenida es baja, 14.6g N-NOs/g SSV*d (0.61g N-NOs/g SSV*h) se
concluye que es factible utilizar metano como fuente de carbono y energia para la
desnitrificacion de aguas residuales.

Introduccion

Las actividades industriales, comerciales, agricolas y domésticas son fuentes generadoras de
aguas residuales, las cuales presentan caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas tan diversas
como las materias primas y los productos involucrados en tales actividades. El impacto negativo
gue pueden causar sobre el medio ambiente estas descargas incontroladas tiene implicaciones
no solo ecoldgicas, sino también econdmicas y sociales cada vez mds graves. Debido a esto, el
control de las descargas, la remocidn y la disposicién adecuada de las aguas residuales, ha
tomado un papel relevante dentro del campo del control ambiental. Esto hace necesario
recolectar los residuales para darles un tratamiento efectivo antes de devolverlas al ambiente.
Ademas en muchos casos las aguas residuales tratadas pueden ser reusadas en la agricultura y
la industria.

El nitrégeno es uno de los principales contaminantes cominmente encontrados en aguas
residuales, con impactos potencialmente importantes en cuerpos acuiferos (rios, lagos, lagunas
etc.). Este elemento presenta diferentes formas contaminantes al ser humano como el amonio
(NH4"), amoniaco (NH3) nitrato (NO3) y nitrito (NO5).
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Los procesos biolégicos ofrecen alternativas potenciales a los relativamente costosos y en
algunas veces ineficientes procesos de tratamiento fisicoquimicos para la eliminacion de
especies nitrogenadas. Estos procesos han sido usados por anos en el tratamiento de aguas, son
altamente selectivos para remover nitrato y la eficiencia del proceso es muy alta. Tienen el
inconveniente de requerir una fuente de carbono organico (sustrato) para que se lleve a cabo.

En 1994 Morgan-Sagastume et al. desarrollaron el Sistema Anaerobio-Andxico-Aerobia (Sistema
triple A) para la remocion de nitrégeno. La diferencia del triple A con otros sistemas radica en
que la mayoria poseen un sistema de remociéon de nitréogeno en lodos activados con zona
anoxica, esto genera el uso de sedimentadores y de recirculacion de lodos lo cual eleva el costo
del sistema de tratamiento.

En el proceso triple A, el agua residual entra al reactor anaerobio en donde se elimina el 60-80%
del contenido de materia organica y se transforma el nitrégeno orgdnico en amoniacal. El agua
evacuada se mezcla con la corriente de recirculacion proveniente del tercer reactor
(nitrificador), la cual contiene nitrégeno oxidado en forma de nitratos principalmente. En el
segundo reactor, los nitratos son transformados en nitrégeno molecular que es inocuo al medio
ambiente y se consume el contenido de materia orgdnica biodegradable evacuada por el reactor
anaerobio. El nitrégeno amoniacal que pasa sin cambios a través de este reactor se oxida a
nitratos en el tercer reactor y al ser recirculados al reactor desnitrificador se convierten en
nitrégeno molecular y asi se entrega un agua tratada con un minimo de compuestos
nitrogenados. Este arreglo puede ser complementado con un segundo reactor desnitrificador
(cuarto de la serie), con el fin de incrementar la eficiencia de remocion del nitréogeno sobre un
95%.

Quezada et al., (1993) implementaron una sencilla metodologia en lote que permitié observar la
actividad desnitrificante de los microorganismos presentes en un lodo usando metano como
Unica fuente de carbono y energia. Probaron 4 diferentes temperaturas (13, 20, 27 y 302C) y 16
concentraciones de nitrato (16, 20, 30, 40, 60, 80, 90, 100, 120, 140, 150, 200, 250, 300, 400 y
500 mg N-NOs7/L). Los resultados mostraron que es factible utilizar metano como donador de
electrones en el proceso de desnitrificacion aun cuando las tasas fueron bajas (0.16 a 0.52 mg
de N-NOs3/L*h) comparadas con las que se reportan usando metanol.

En este contexto, y considerando los trabajos publicados sobre el tema (Davies, (1973), Mason,
(1977), Sollo et al., (1976), Rhee y Wolfgang (1978), Werner y Kayser (1990), Wisotzky y Bardtke
(1992), Quezada et al., (1993), Thalasso et al., (1996), Houbron et al., (1999), Rajapakse y Scutt
(1999), Costa et al., (2000), Eisentraeger et al., (2001), Islas-Lima et al., (2004), Gavazza dos
Santos et al., (2004), Khin y Annachhatre (2004), Waki et al., (2005), Cuba y Foresti (2006) y
Modin et al., (2008)), pero sobre todo por la discrepancia existente en la necesidad o no de
adicionar pequefias cantidades de oxigeno durante el desarrollo del proceso, se considera
importante definir claramente si el metano puede ser usado como la Unica fuente de carbono
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para llevar a cabo la desnitrificaciéon biolégica ya sea en ausencia o presencia de oxigeno. Las
implicaciones son importantes, ya que en ciertos procesos de tratamiento, como el descrito
anteriormente (Sistema triple A), el metano es un subproducto que puede ser aprovechado en
la desnitrificacidn, sin costos adicionales de operaciéon por motivo de un reactivo como metanol.

Termodinamicamente la oxidacién del metano con el nitrato como aceptor de electrones es
favorable como lo muestra la reaccion de la ecuacion (1):

2CH; + 2NO3 — N, + 2HCOj3 +3H, AG= -849.3 KJ/reaccion ecuacion (1)

El objetivo de este trabajo fue determinar si el metano puede ser usado como Unica fuente de
carbono y energia en un proceso de desnitrificacion bioldgica.

Metodologia

Para caracterizar el inoculo desnitrificante se hicieron las siguientes pruebas: Soélidos
suspendidos totales (SST), sélidos suspendidos volatiles (SSV), sélidos suspendidos fijos (SSF),
indice volumétrico de lodos (IVL) y velocidad de sedimentacién (VS) conforme a los métodos
descritos en APHA-AWWA-WPCF, (1989). Ademas se realizaron cinéticas de desnitrificacidn para
comprobar la efectividad de estos lodos para remover nitratos.

Descripcidn del dispositivo experimental

El dispositivo experimental consistid en un reactor cilindrico de vidrio de 40cm de altura y 9cm
de diametro cerrado herméticamente con capacidad nominal de 2.5L. La tapa tenia insertado un
mandmetro de 2 pulgadas de cardtula con entrada inferior de % de pulgada, rango de 0 a 1
atmdsfera (0 a 14.5 Ib/pulgada®) marca METRON MR ademads de una entrada para alimentacion
y una toma de muestra como se puede observar en la figura 1. En la parte central de la tapa
habia un dispositivo para tomar la muestra de la fase gaseosa. Para homogenizar el sistema se
usé una placa de agitacion Cole - Parmer y dentro del reactor se colocé una barra agitadora de
teflon modelo polygon de 2 x 3/8 de pulgada marca spinbar.

El reactor fue operado por un periodo de 152 dias. Durante los primeros 82 dias de operacidn, la

toma de muestra y la alimentacion se realizé diariamente. Después de este periodo, y debido a
la baja velocidad de remocion de nitrato observada en el sistema, posterior al dia 83 de
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operacion, se optd por realizar el seguimiento de la fase liquida cada semana y cada tercer dia
de la fase gas pero siguiendo la presién interna del sistema de manera diaria con la finalidad de
tener disponible el metano en la fase liquida para que los microorganismos pudieran usarlo
como sustrato.

Linea de muestreo

para la fase liquida \ Manémet
; andmetro
-

/I l
Linea de

alimentacidn

\9 Linea de muestreo

para la fase de gas

Bomba peristiltica

Mecanismo de agitacion

Figura 1: Reactor desnitrificante.

Se colocd 1 litro de lodo andxico (2.88 g/L de SSV) y 1 litro de medio desnitrificante propuesto
por Timmermans y Van Haute (1983) con el objeto de ocupar 2 litros del volumen del reactor. El
reactor fue alimentado con 35 mg/L N-NOs'y después de cada toma de muestra se introdujo al
reactor medio desnitrificante para ajustar la concentracién de nitratos y mantener constante el
volumen de trabajo en el sistema. Se cambid la atmdsfera interna del reactor por metano
durante 5 minutos (500 ml de volumen del reactor) para eliminar la presencia de oxigeno en el
sistema de la siguiente forma: con una aguja de jeringa adaptada a una manguera que se
conectd a un tanque de metano, se introdujo una corriente de gas metano a una presion de 0.3
kg/cm2 (4.41 Ib/pulgadaz) la cual era evacuado con una segunda aguja de jeringa colocada en la
parte superior del reactor. Terminado el tiempo para el cambio de atmdsfera se retird la aguja
de jeringa y se incrementd la presién interna con metano hasta 8 Ib/pulgada® (0.56 kg/cm?)
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medida con un transductor de presién Cole Palmer con rango de 0 — 15 Ib/pulgada” con la
finalidad de alcanzar una concentracion de 52.5mg de CH,4 para conservar la relacion C/N = 1.5.
Seguimiento de la fase liquida. Para la realizacidon de las pruebas fisicoquimicas (Tabla 1), se
tomaron 10 ml de muestra de la fase liquida con la ayuda de una jeringa adaptada a la linea de
muestreo del reactor (Figura 1). Seguimiento de la fase gaseosa. Durante el primer mes se
tomaron muestras diarias de la fase gas y posteriormente una vez por semana, antes de tomar
la muestra liquida, para cuantificar la concentracion de metano presente en el reactor. Se
inyectaron 0.4 ml del gas en un cromatografo de gases con detector de conductividad térmica
(Fisher gas partitioner modelo 1200) de doble columna (Porapak Q y malla molecular SA), la
temperatura de la columna se mantuvo a 509C la corriente del puente a 150mA y el atenuador
en 4. Se empled helio como gas acarreador a un flujo de 25 ml/min. Posterior a la toma de
muestra y a la alimentacién del reactor se reinyectaba metano para recuperar la presion inicial
del reactor. Con los datos obtenidos se calculd la concentracién de metano disuelto dentro del
reactor la cual se mantuvo alrededor de 206 mg/L.

La actividad de los microorganismos se calculé dividiendo la tasa maxima de desnitrificacion (mg

N-NO3" removidos por unidad de tiempo) entre la cantidad de SSV en el reactor la cual se
expresa como mg N-NOz /g SSV *d.

TABLA 1: Pardmetros analizados durante el monitoreo del digestor andxico

Pardmetro Método Frecuencia
Espectométrico
ultravioleta selectivo y
Nitratos RQ-Flex (Método Semanal
Reflexométrico)
Nitritos RQ-Flex (I\/,Iet.odo Semanal
Reflexométrico)
Nitrdgeno amoniacal APHA AWWA,WPCF Semanal
(1989)
Nitrégeno total APHA, AWWA, WPCF Semanal
(1989)
SST, SSV, SSF Gravimétrico Semanal
Metano en fase gas Cromatografico Diario
Presidn en el reactor Manomeétrico'y Diario
transductor
Alcalinidad APHA'A(‘IV;\QQ?’WPCF Semanal
pH Potenciométrico Semanal
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Pruebas Microbioldgicas

Con la finalidad de dar seguimiento a los microorganismos presentes en el inoculo
desnitrificante se llevaron a cabo pruebas microbioldgicas usando diferentes fuentes de carbono
(glucosa, etanol y metano) al inicio en la parte intermedia y al final de la fase experimental. Las
pruebas efectuadas fueron: NUmero mas probable (NMP). Prueba presuntiva, Tinciéon de Gram y
Prueba de la catalasa.

NMP. En series de tres tubos serolégicos con campana de Durham se colocaron 9 ml medio
desnitrificante y se inocularon con 1 ml (2.88 g/L SSV) de lodo desnitrificante. La glucosa y el
etanol fueron agregados en el medio desnitrificante y el metano inyectado por los septos de las
tapas de los tubos por medio de jeringas todos a una relaciéon C/N = 1:1.5.

Tincién diferencial de Gram. Se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en APHA-AWWA-
WPCF, (1989).

Prueba de Catalasa. Se colocd una gota de inoculo en un vidrio de reloj y se puso en contacto
con H,0,. Si hay presencia de burbujas la prueba se considera positiva.

Resultados obtenidos y discusion

Los resultados de la caracterizacién del inoculo obtenido para esta experimentacion (indice
volumétrico de lodos (IVL), velocidad de sedimentacién (VS) y sélidos suspendidos en sus tres
formas) se muestran en la tabla 2. Estos valores indican que se trata de un lodo floculento con
una velocidad de sedimentacion de de 5 m/h.

TABLA 2: Valores del IVLy VS del inéculo desnitrificante

Parametros Lodo andxico
Sélidos suspendidos totales (SST). 3.9 g/L (100%)*
Sélidos suspendidos volatiles (SSV). 2.9g/L(74.1%)*
Sélidos suspendidos fijos (SSF). 1.0 g/L (25.9%)*
Indice volumétrico de lodos (IVL). 283 ml/g*
Velocidad de sedimentacion (VS). 5.0 m/h*

*Los valores son el promedio de tres replicas.

El dispositivo experimental fue operado por 152 dias; en la figura 2 se observa que al inicio del
experimento (primera semana Fase |) hubo una relativamente alta Actividad Desnitrificante
(AD), la cual se atribuye a la presencia del carbono exdgeno (glucosa) con que fue adaptado
previamente el lodo. Una vez que el sustrato remanente fue consumido por los
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microorganismos, en el dia 15 se adiciond metano, observandose una reducciéon de la AD. A
partir de ese dia, la AD obtenida puede atribuirse al consumo de carbono enddgeno (lisis
celular) lo que se refleja en la disminucion de SST y SSV (3.9 g/La1g/Ly 2.9 g/L a0.81 g/L
respectivamente). A pesar de que termodinamicamente la desnitrificacion con metano es
posible (AG = -849.3 Kl/reaccion), esta no se desarrollé adecuadamente pues la actividad
desnitrificante obtenida fue de 2.3mg N-NO3 /g SSV*d (6.7 mg N-NOs /g SSV*h).
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Figura 2. Actividad desnitrificante y comportamiento de los
solidos suspendidos volatiles con respecto al tiempo.

Estos resultados concuerdan con algunos de los trabajos realizados en el tema donde sugieren
que es necesario previo a la adiciéon de metano como fuente de carbono y energia asegurar el
consumo de todo el carbono exdgeno presente (Davies (1973), Werner & Kayser (1991),
Houbron et.al., (1999), Rajapakse & Scutt (1999), Eisentraeger et.al., (2001), Gavazza dos Santos
et.al., (2004), Khin & Annachhatre (2004) y Waki et.al., (2005).

Para verificar si el sustrato estaba disponible para las bacterias desnitrificantes se hicieron

pruebas microbioldgicas (NMP) variando la fuente de carbono: glucosa, etanol y metano
empleando campanas de Duham para detectar la produccién de gas (N,) en el medio.
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Los resultados de las pruebas de numero mads probable resultaron positivos a todas las
diluciones para los tubos a los que se suministré glucosa y etanol como fuente de carbono y
negativas para todos los tubos a los que se les inyecté metano como fuente de carbono.

Con los resultados microbioldgicos obtenidos puede asegurarse que el metano estaba poco
disponible en el medio liquido para ser usado como fuente de carbono por las bacterias
desnitrificantes presentes o que no se podia dar la reaccién a esas condiciones. Para mejorar
este problema se deben implementar mecanismos que favorezcan la solubilidad del metano en
el medio liquido para aumentar su contacto con los microorganismos. En este trabajo, la
concentracién de CH, disuelto fue de 52.5mg de CH4 para conservar la relacion C/N = 1.5

La bibliografia reporta que las bacterias desnitrificantes son positivas a la prueba de Catalasay a
la tincion de Gram. Al realizar estas sencillas pruebas al inoculo el resultado fue positivo para
ambas.

Los trabajos realizados hasta el momento concluyen que el metano puede ser usado como
fuente de carbono para la desnitrificacion biologia pero las condiciones de operacién no han
sido establecidas.

Algunos de los trabajos publicados concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo.
Davies (1973), Rhe & Wolfgang (1978) y Quezada et. al., (1993), concluyen que si es posible
desnitrificar con metano aun cuando las tasas de remocidn son bajas.

Las concentraciones de N-NOs usadas en los trabajos reportados van de 20 a 50 mg/L de N-NOs"
lo que da pauta para implementar este tipo de sistemas de tratamiento en aguas con bajo
contenido de nitratos. Asi mismo la temperatura que manejan entre 252 y 30 2C lo cual esta
reportado como ideal por Quezada et. al., (1993) ya que a 302C obtuvo la maxima actividad
desnitrificante.

Werner & Kayser (1991), Thalasso et. al., (1996), Houbron et. al., (1999), Rajapakse & Cutt
(1999), Costa et. al., (2000), Eisentraeger et. al., (2001), Islas et. al., (2004), Gavazza dos Santos
et. al., (2004), Khin & Annachhatre (2004), Waki et. al., (2005) y Cuba & Foresti (2006)
obtuvieron tasas de remocion de bajas a moderadas pero estudiaron la influencia del oxigeno el
cual parece jugar un papel importante en el proceso de desnitrificacion. En efecto, podria ser
necesaria una etapa de oxidacidon previa del metano por medio de bacterias metanotroficas a
metanol u otro metabdlito de mas facil asimilacion para las bacterias desnitrificantes).

Para establecer las bases que ayuden a resolver la controversia del mecanismo de accién del
metano debe aclimatarse el lodo que va a servir como inoculo esto con la finalidad de eliminar
cualquier traza de carbono remanente que influya en la actividad desnitrificante del sistema. El
medio sintético también debe estar libre de cualquier fuente de carbono externa. Davies (1973),
Quezada et. al., (1993), Thalasso et. al., (1996), Houbron et. al., (1999), Eisentraeger et. al.,
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(2001), Islas et. al., (2004) Khin & Annachhatre (2004) y Waki et. al., (2005) pretrataron el
indculo durante periodos de tres dias a seis meses con metano.

En todos los trabajos se reporta deficiencia en el fendmeno de transferencia de masa
(disponibilidad de metano) lo cual conlleva a un déficit de sustrato en el medio.

Las condiciones de operacidon del sistema asi como los parametros evaluados juegan un papel
sumamente importante ya que estos permitirdn establecer el mecanismo de accidon del metano
asi como el rol de la concentracién y presencia de oxigeno en el medio. En los trabajos
presentados estas condiciones varian ampliamente.

El dispositivo experimental usado en esta investigacion debid ser controlado de manera mas
estricta. El inoculo obtenido debid caracterizarse de manera microbioldgica para establecer si
los grupos desnitrificantes y metanotroficos estaban presentes en el mismo. El metano
introducido al sistema solo fue cuantificado por la presion interna del reactor y en la fase
gaseosa del sistema pero no en la fase liquida del mismo. Si bien el CH,4 fue adicionado de
manera que estuviera disponible en la concentracién requerida, esto no fue determinado de
manera global para cerrar el balance del sistema.

Conclusiones

El objetivo planteado en esta investigacién se cumplid parcialmente ya que no se logré
establecer premisas sélidas que ayuden a resolver la controversia si el metano puede o no ser
usado como donador de electrones en el proceso de desnitrificacion bioldgica. Los trabajos
reportados difieren en sus resultados por lo que es necesario profundizar en este tema debido a
gue el metano, al ser el principal subproducto de la digestidon anaerobia; es una opcién atractiva
de sustrato barato para llevar a cabo el proceso de desnitrificacién.
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