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Resumen

Nuevas tecnologias de bioremediacion vienen siendo estudiadas y adaptadas a sistemas de
recirculacion acuicolas (SRAs) con la finalidad de amplificar su autonomia y cumplir con
las exigencias medioambientales impuestas por la legislacion. La tesis descrita planteo
estudiar la viabilidad de un reactor de desnitrificacion o filtro biologico anaerobico (FBA)
como solucion al problema de acumulacion de nitrato (NO3) en SRAs. Se demostro que la
naturaleza del sustrato contenido en el FBA es un parametro clave en el rendimiento
depuratorio de NO3. Los sustratos areno-rocosos y rocosos exhibieron los mejores
resultados de depuracion, gracias a su reducida granulometria que: (1) facilito la
generacion de anaerobiosis, y (2) proporciono una mayor superficie de colonizacion a las
bacterias desnitrificantes. El valor de cinética de reduccion calculado, en condiciones
6ptimas de operacion, fue 0.7 kg NO3.m FBA.d". La desnitrificacién resulté ser una
estrategia economica para resolver los problemas de acumulacion de NO3 en SRAs (por

cada g de N-NOj3 depurado, el costo de operacion fue S/. 17 6 4.42 €).

Palabras clave: Sistemas de recirculacion acuicolas, desnitrificacion, filtracion biologica.
Abstract

New bioremediation technologies are being studied and adapted to recirculating
aquaculture systems (SRAs) in order to amplify their autonomy and to satisfy the
environmental requirements imposed by the legislation. This thesis proposed to better
understand the viability of a denitrification reactor or anaerobic biofilter (FBA) to face the
problem of nitrate (NO3) buildup in SRAs. It was proved that the substrate nature
contained in the FBA is a key factor in the depuration performance of NO3. Sand-rocky
and rocky substrates showed the best removal rates due to their reduced granulometry that:
(1) eased the generation of anaerobic conditions, and (2) supplied a higher surface for the
colonization of denitrifying bacteria. The calculated reduction kinetics value at their
optimal operating conditions was 0.7 kg NO3.m FBA.d"'. Denitrification is an economic
strategy to solve the inconvenient of NO3 buildup in SRAs (for each g of N-NO3 removed,

the operation cost was S/. 17 or 4.42 €).

Key words: Recirculating aquaculture systems, denitrification, biological filtration.
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I. INTRODUCCION

La acuicultura, sector de produccion alimentaria cuya progresion es la mas

dindmica (tasa de crecimiento promedio anual de 6.9%), contribuye actualmente con cerca

del 50% de los peces con fin alimentario en el mundo (FAO, 2011).

Esta expansion de la industria acuicola, acelerada y en ocasiones no reglamentada,

genera problemas de caracter ecoldgico. Especificamente, en paises como China y

Ecuador, la acuicultura desfigura el paisaje costero y contamina el litoral mediante

efluentes masivos que transportan compuestos nitrogenados y materia organica (Asche ef
al., 2009; Yang et al., 2001; Masood, 1997; Folke y Kautsky, 1992).

Nuevos y recientes enfoques de productividad, fundados en el respeto por los

ecosistemas, son desarrollados en respuesta a una mayor conciencia medio ambiental y al

rigor en la legislacion (Mirzoyan ef al., 2010). Los principales son los siguientes:

El tratamiento de efluentes acuicolas por fitoremediacién, que consiste en la
utilizacion de macroalgas capaces de absorber el nitrégeno y fosforo remanentes
(Bartoli er al., 2005; Deviller ef af., 2004; Deviller y Blancheton, 2002).

La acuicultura “offshore”, basada en el engorde de peces confinados en jaulas
alejadas de la costa con la finalidad de: limitar el impacto medio ambiental causado
por la sedimentacion de heces y de alimento granulado no consumido (Skladany e?
al., 2007; Buck et al., 2004), y localizar cuerpos de agua que ofrezcan propiedades
-temperatura y saturacion en oxigeno- estables (Kaiser et al., 2010; Troell et al.,
2009; Jensen et al., 2007).

Los sistemas de recirculacion acuicolas (SRAs) o de agua reciclada, que facilitan el
cultivo de peces en zonas donde la disponibilidad de agua resulta limitante
(reduciendo asi su demanda y el volumen de efluentes), controlando sus parametros
fisicoquimicos y bajo Optimas condiciones de bio-seguridad (Ifremer, 2009;
Summerfelt, 1998).

La esencia de un SRA radica en su capacidad de remediar el agua de cultivo; éste se

encuentra estructurado por una secuencia de operaciones que permiten tratar el agua a

través de:

Un filtro mecénico o de arena para la eliminacion del material en suspension,



- Un filtro UV para evitar riesgos bio-sanitarios,

- Un filtro bioldgico para el tratamiento de los compuestos nitrogenados, y

- Un sistema de aireacion para la extraccion de gases disueltos (Blancheton er al.,
2009; Roque d’Orbcastel ef al., 2009).

En materia de compuestos nitrogenados, los parametros de calidad de agua de
mayor relevancia en un SRA son: el amonio (NHY), el nitrito (NO3) y el nitrato (NO3). De
todas las formas de nitrogeno inorganico existentes, el nitrato presenta una menor toxicidad
(Dupla er al., 2006); no obstante, a medianas concentraciones (700-1400 pM.), el nitrato
interfiere en el desarrollo normal de los tejidos, induciendo estrés continuo en los animales
cautivos; esto conduce a un estado de debilidad severa, que propicia retardo en el
crecimiento, baja fertilidad, padecimiento de enfermedades o incluso la muerte (Gutierrez-
Wing y Malone, 2006; Vidal et al., 2002).

Adicionalmente a la toxicidad del compuesto, la principal desventaja de la
acumulacion de nitratos es su efecto en la alcalinidad y el pH. La produccién de nitrato,
durante el proceso de nitrificacién, consume alcalinidad y genera protones responsables de

la acidificacion del medio acuatico (Ferra, 2008; Pulefou et al., 2008).

Mientras la nitrificacién de amonio y nitrito -filtracion bioldgica aerébica- (NH; —
NO; — NO3), forma parte de la configuracion estandar de un SRA, el tratamiento del
nitrato resultante no se ha enfatizado al no ser considerado un obstaculo sustancial en la
produccion (Hamlin e al., 2008; Singer ef al., 2008). Pequefias instalaciones regulan el
nivel de nitrato realizando recambios de agua periodicos, sin embargo, esta estrategia
deviene impractica en acuarios de gran envergadura -o locaciones sin acceso al mar-,
donde reemplazar una fraccion de agua significativa, se torna operacionalmente

complicado y oneroso (Grguric et al., 2000).

En respuesta a estas dificultades, la desnitrificacion biologica surge como
alternativa tecnologica de depuracion de nitrato en SRAs (Vidal et al., 2002; Clifford y
Liu, 1993). La denitrificaciéon es la reduccion disimilativa de nitrato a dinitrogeno (N»),
nitrogeno molecular o nitrégeno gaseoso (NO3 — NO; — NO(5 = Ny0gy = N; (),
mediante una secuencia de reacciones enzimaticas, en las que se produce nitrito, 6xido
nitrico (NO) y 6xido nitroso (N;0) como productos intermedios (Quang, 2006; Ovez et al.,
2006).



Este proceso respiratorio es efectuado por bacterias heterotroficas -anaerobias
facultativas- del género Psewdomonas en su mayoria (Boopathy ef al., 2007; van Rijn er
al., 2006; McCarthy y Gardner, 2003). Las bacterias desnitrificantes requieren un sustrato
oxidable -materia organica- o donador de electrones, como fuente de energia (Klas et al.,
2006a; Aboutboul er al., 1995); éste sera oxidado empleando los siguientes aceptores
terminales de electrones en orden preferencial: oxigeno disuelto, nitrato y sulfato (Sauthier
et al., 1998). En condiciones de anoxia, el nitrato se convierte en el aceptor terminal

elegido.

Durante la transferencia de electrones -del donador hacia el aceptor-, el organismo
gana energia ulteriormente asignada al mantenimiento de la biomasa celular existente y a
su replicacion (Ovez et al., 2006). La eficiencia de remocion de nitrato es dependiente de la
temperatura, el pH, el oxigeno (Lu ef al., 2008; McCarthy y Gardner, 2003), y el ratio C/N
(Schneider e al., 2006).

La desnitrificacion puede ser considerada como un proceso de dos fases: (1) la
reduccién de nitrato a nitrito -se elimina un atomo de oxigeno y un ion de nitrito es
liberado-, seguida de (2) la reduccion de nitrito a nitrégeno molecular, en serie, llevada a
cabo en el periplasma celular y cuya velocidad de reaccién estd supeditada a la presencia

de donadores de electrones organicos (Lee et al., 2000).

La transformacion bioldgica de nitrato a dinitrogeno, deriva en la completa
eliminacién de nitrégeno de un SRA, pues es relativamente simple desgasificar el
nitrdgeno gaseoso con un dispositivo de aireacion (Menasveta et al., 2001). Un efecto
colateral positivo de este proceso es la creacion de iones hidroxilo (OH™), que estabilizan
el decrecimiento normal de pH -consecuencia de la nitrificacion aerébica- (6NO3 +
5CH3;0H - 3N, + 5C0, + 7H,0 + 60H7), incrementando asi la capacidad buffer del
agua; esto reduce la necesidad de costear la incorporacion de bases externas adicionales
(Klas et al., 2006b; van Rijn, 1996).

Al dia de hoy, esta tecnologia sigue siendo inmadura y su rentabilidad deber ser
mejor estudiada (Martins er al, 2010). Los disefios de reactores anaerébicos son
complejos, dificiles de mantener y por ende, caros (Hamlin er al., 2008; Singer er al.,
2008); éste es un punto desfavorable, ya que en la actualidad la nocion de economia es una

prioridad en todo tipo de produccion acuicola (Kucuk et al., 2010; Menicou y Vassiliou,



2010; Withmarsh er al., 2006; Troell et al., 2004; Losordo er al., 1998; Izquierdo y
Carrillo, 1997; Lazur y Britt, 1997; Bjerndal, 1988).

El presente manuscrito de tesis, cuya fase experimental se desarrollo en el marco de
una colaboracion entre el Centro de Investigacion PIScicola (CINPIS) y el departamento de
Manejo Pesquero y Medio Ambiente de la Facultad de Pesqueria de la UNALM, se
focalizé en: (1) el disefio y construccion de filtros biologicos anaerébicos (FBA) -reactores
de desnitrificacion- adaptables a SRAs marinos, a bajo costo y haciendo uso de materiales
existentes en las industrias nacionales del gas, riego tecnificado, construccion, y
acuicultura -tema de estudio innovador, considerando el contexto actual de nuestro pais:
sector atin inmaduro e informacion exhaustiva no disponible-; y (2) la evaluacion del
efecto de la naturaleza del sustrato, contenido en los reactores, en la eficiencia de

depuracion de nitrato.
En consecuencia, los objetivos del trabajo de investigacion fueron los siguientes:

Objetivo general

- Evaluar el efecto de la naturaleza del sustrato (areno rocoso, rocoso y sintético),
contenido en filtros biologicos anaerdbicos, en la eficiencia de remocion de

nitrato.

Objetivos especificos

- Disefiar e implementar un prototipo de FBA a bajo costo para su aplicacion en
SR As marinos.

- Determinar la cinética de desnitrificacion en FBAs en funcion de los diferentes
tipos de sustrato contenidos.

- Calcular el costo de operacion de un FBA en condiciones optimas de

funcionamiento por gramo de N-NO3 depurado.



II. REVISION DE LITERATURA

21  SISTEMAS DE RECIRCULACION ACUICOLAS (SRAs)
2.11 DEFINICION

Un SRA o sistema de agua reciclada asocia tanques de cultivo y un circuito de
tratamiento primario constituido por equipos de reciclaje y tratamiento de agua (bombas,

filtros, esterilizador, etc.).

Este circuito comprende un aporte de agua nueva cuyo objetivo es la preservacion
de la optima calidad del agua del SRA, asi como la compensacion de pérdidas por
evaporacion, fugas, vaciados por pesca y retrolavados de filtros. El agua nueva es
previamente filtrada (10-15 pm) gracias a un filtro de tambor rotativo, calentada y
esterilizada (destruccion de bacterias y pardsitos) y se introduce normalmente al nivel del

tanque de homogeneizacion.

La cadena de tratamiento de agua nueva es dimensionada en funcion de la calidad
de agua del sitio y del caudal de agua nueva a adicionar en el circuito primario. En la
practica, es conveniente limitar la cantidad de agua nueva utilizada con el fin de reducir los

costos de termorregulacion.

La utilizacion de un SRA limita el impacto de la actividad acuicola sobre el medio
ambiente. Con estos sistemas, no existen efluentes directos en el medio natural, pues
paralelamente se implementa una cadena de tratamiento secundario (decantacion de lodos
— digestion anaerobia del lodo y/o valorizacion del sobrenadante a través de cultivos

agricolas o de algas).

2.1.2 PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO

El principio es simple: reciclar el agua luego de su paso por los tanques de cultivo
con la finalidad de re-otorgarle las caracteristicas fisicoquimicas optimas para el cultivo de
la especie en cuestion, eliminando agentes contaminantes y gases disueltos. La capacidad
de produccion del SRA depende de la eficiencia de la cadena de tratamiento; ésta se

dimensionada en funcion del grado de confort deseado para la especie producida.



2.1.3

Luego de circular a través de los tanques, ¢l agua es enseguida:

Colectada en el tanque de homogeneizacion o en el filtro de tambor rotativo;
Filtrada fisicamente con ¢l fin de eliminar los restos de alimento no consumido vy
las heces de los animales en cultivo;

Tratada con ozono (Os) o esterilizada con radiacion UV,

Tratada biolégicamente por filtros bacterianos o biofiltros para eliminar el
amoniaco;

Mezclada con agua nueva (origen: pozo o mary);

En parte desgasificada y en parte sobre-oxigenada,

Redistribuida a los tanques de cultivo.

MONITOREO DE PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Los parametros de calidad de agua con mayor preponderancia son: la temperatura

(°C), el oxigeno disuelto (0, en mg.L™), el nitrogeno total (N H3/NHJ), los nitritos (NO3),

el pH, la alcalinidad, el diéxido de carbono (CO,) y los nitratos (NO3).

En SRAs, un seguimiento regular de los principales parametros es indispensable.

En la practica, tanto los valores de temperatura, pH, O, disuelto y CO, pueden ser

monitoreados y registrados continuamente (Figura 1). Este sistema de monitoreo se

encuentra conectado a un sistema de alarmas -con transmision telefonica, SMS o enlace a

un PC inalambrico- que brinda ordenes a un equipamiento de oxigenacion de seguridad,

revisado y controlado regularmente.

\a) \D)

Figura 1. (a) Monitoreo y control de los parametros de calidad de agua de un SRA; (b)
Interface hombre-maquina del software empleado en la estacion piscicola del [IFREMER

de Palavas-les-Fl16ts (Francia) [Fuente: Alain Vergnet].



2.1.4 NATURALEZA DE LOS EFLUENTES A TRATAR

El alimento de los peces afecta la calidad de agua de los sistemas de cultivo (Figura
2 y Cuadro 1). Los efluentes generados se encuentran vinculados a la actividad metabolica
de los peces -respiracion y excrecion soluble y solida- y a los residuos de alimento no
ingerido. En piscicultura, el flujo y concentracion de compuestos contaminantes a la salida
de los tanques de cultivo dependen de la especie y estado de crianza (su metabolismo), de
la técnica de cultivo (tasa de alimentacion) y de la calidad de los alimentos utilizados

(composicion y elaboracion).

Oxigeno CcO,
025alkg 025atlkg
Emisiones solidas
025a0.5kg
Amoniaco/Amonio
0.0220.04 kg
Alecalinidad Fosforo
0.18a0.4 kg 8al5g

Figura 2. Impacto de la alimentacion en la calidad de agua [Fuente: Losordo er al., 1998].

Los principales metabolitos disueltos son el resultado de la excrecion,

principalmente por las branquias y el rifion:

- El amoniaco y la urea (NH; y CON,H,) en el caso del nitrogeno — el nitrogeno
excretado representa entre el 50 y 70% del nitrégeno ingerido;

- El €O, en el caso del carbono — representa aproximadamente 50% del carbono
ingerido;

- Los ortofosfatos (PO;™) — la excrecion de fosforo solo representa el 20% del

fosforo ingerido.

Los acuicultores deben cuantificar y calificar sus efluentes. Esta medida permite
una optimizacion del dimensionamiento y de la gestion de los dispositivos de tratamiento

primario y secundario del SRA, y asi, reducir el impacto ecologico en el medio receptor.






Aiireacién y oxigenacién
Difusores
Columnas empacadas
TuboenU
Cono de oxigenacién
Mini plataforma-jet

Filtraciéon de particulas
finas en suspension
Fraccionador de espuma

Tanques de cultivo
Circulares
Octogonales

Eliminacién de CO, Raceways

Difusores Resina o concreto

Columnas empacadas -

Desinfeccién
Esterilizador UV
Ozonador

Filtracion del material -]  Filtracién biologica
solido Filtro a lecho fluidizado
Decantador laminar Filtro rotativo
Filtro de tambor rotativo .|  Filtro empacado de
Filtro a lecho fluidizado | sustrato (bio-bolas, ...)
Filtro de arena Filtros gravitatorios 0 a
Filtro de bolsa presion

Figura 3. Diferentes equipos de u*atamienio de agua empleados en acuicultura [Fuente:
Losordo et al., 1998].

En un SRA, el amoniaco es consumido y convertido por bacterias nitrificantes
autdtrofas; una primera poblacién de bacterias transforma el amoniaco en nitritos (menos
toxicos para los peces) y una segﬁnda poblacion de bacterias transforma los nitritos en
nitratos (toxicos para los peces a muy elévadas concentraciones). Este proceso es conocido
‘como nitrificacién y se lleva a cabo en el filtro biologico (biofiltro) del SRA (Figura 4).

NH3 Bacterias | Bacterias
Amoniaco | Nitrosomonas | mp; Nitrobacter | Nog
Ton amostio L

Figura 4. Etapas de la nitrificacion biolégica [Fuente: Losordo et af,, 1998].

Las comunidades bacterianas heterétrofas son normalmente la causa de problemas
en los SRAs -consumo de O,, creacion de amoniaco, brote de patologias- pero también son
los activadores del sistema por su rol preliminar en la ﬁltraci(")n biologica. Una
- concentracién apropiada de oxigeno disuelto es indispensable para que se lleven a cabo las

reacciones quimicas de la nitrificacion:

3
NH{ +50; = 2H* + H,0 + NOZ



1
NO; +50; = NO3

Por cada gramo de NH} oxidado en NO3, 4.5 g de oxigeno y 8 g de alcalinidad son
consumidos (HCO3) -sean 0.7° TAC-, 2 g de 4cidos y 4.5 g de NO3 son producidos.

Los nitritos son menos toxicos que el amoniaco, sin embargo estos bloquean la
transferencia de oxigeno efectuada por la hemoglobina de la sangre (consecuencias:
reduccion de defensas inmunitarias y situacion de stress), y deben ser mantenidas a una

concentracion inferior de 1 mg L™ continuamente.

En piscicultura los nitratos son considerados no tdxicos a concentraciones inferiores
de 200 mg.L”. Estos son diluidos y evacuados del sistema durante las operaciones de

mantenimiento (retrolavado de filtros) de un SRA.

b. El control de gases disueltos

Es primordial mantener una concentracion optima de oxigeno disuelto en los
tanques y en el circuito de agua del SRA. Esta concentracion debe cubrir las necesidades

de los peces y las bacterias del biofiltro (autdtrofas y heterétrofas).

El CO, proveniente de la respiracion de los peces y bacterias se acumula en el
cuerpo de agua, su concentracion deberd permanecer por debajo de 20 mgL’. Esta
acumulacion de CO, produce una disminucion del valor de pH, parametro que gobierna

diversas reacciones quimicas en un SRA.

Un exceso de CO, puede ser la causa de distintos problemas, como la falta de
apetito en los peces, sin embargo, el mas comun es el aumento de la sensibilidad a

enfermedades (estrés), y por consiguiente malformaciones o mortalidad.

En la practica, se emplea productos sintéticos (carbonatos y bicarbonatos) para
tamponar el pH del agua. La masa de bicarbonato adicionado al circuito representa

aproximadamente 20% de la cantidad de alimento distribuido por dia.

Por lo general, el agua es agitada previa introduccion a los tanques de cultivo por
intermedio de columnas de desgasificacién, colmadas de anillos plasticos, y cuya
atmosfera interior es renovada por inyeccion de aire masiva (stripping de CO,). Este tipo

de dispositivo permite incrementar de 0.3 a 0.7 unidades el pH del agua del circuito



principal. Se debe tener en cuenta que valores de pH superiores a 7 reducen la actividad de

las bacterias nitrificantes.

Figura 5. Columna de desgasificacion a depresion COLDEP® asociada a un SRA de la
estacion de IFREMER de Palavas-les-F16ts (Francia); tecnologia patentada por el
IFREMER en 2009 [Fuente: propia).

2.1.7 TECNICAS Y EQUIPOS DE TRATAMIENTO DE AGUA
a. Eliminacion de particulas decantadas, en suspension y disueltas

Los tanques de cultivo son dimensionados, elegidos y equipados por su capacidad
de auto-limpieza. Estos deben facilitar la decantacion de materiales sélidos, limitando asi
su tiempo de residencia y consiguiente lixiviacion. La evacuacion del tanque puede
disponer de un sistema de trampa de particulas (e.g. Eco Trap™ manufacturado por

Aquaoptima®™) con colectores y separadores de particulas (doble drenaje).

Los tanques de engorde estdn equipados de un dispositivo (surface skimmer) que
permite eliminar grasa, espuma y materia organica presente en la superficie del agua. El
ingreso de agua en los tanques se realiza sobre todo el tirante de agua para facilitar la

evacuacion de los desechos.

En ecloseria o hatchery, se tendra especial cuidado en no crear corrientes de agua o

velocidades muy rapidas, pues éstas ultimas favorecen la malformacion de larvas de peces.

El agua del circuito es canalizada hacia un filtro mecanico encargado de capturar y

evacuar los materiales en suspension. En la practica, se emplea filtros a tambor rotativo o a



discos Hydrotech‘m (filtracion de 20 a 100 pym, caudal de tratamiento de 200 a 400 L.min™

para aguas cargadas hasta 25 mg.I”' de material en suspension [MES]).

Los filtros de arena a presion o los filtros de bolsa o mangas son reservados a
caudales reducidos. Estos sistemas pueden disponer de un sistema de autolimpieza
(retrolavado) automatizado programable. Filtros a lecho fluidizado (bolas autolimpiantes) o

tiltros de correa inclinada son también empleados.

A la salida de los tanques, mas del 50% de las particulas sélidas presentes en el
agua poseen un diametro inferior a 30 pm. Un método eficaz para suprimir estos materiales
consiste en utilizar fraccionadores de espuma o protein skimmers que reducen la turbidez

del fluido (Figura 6a).

Su principio de funcionamiento radica en la introduccion de micro burbujas de aire,
en el fondo de una columna cerrada, que se desplazan a contracorriente del liquido; las
particulas comprendidas entre 100 nm y 100 um pueden adsorberse a la superficie de las
burbujas, quedando atrapadas, v ascienden hasta la superficie, formando espuma (mezcla

trifasica de agua/aire/particulas) que se separa por rebose o desbordamiento.

(@) (D)
Figura 6. (a) Fraccionador de espuma de la marca Aquaoptima” de la ARDA en la isla de
La Réunion (Francia) [Fuente: Bertrand Barrut]; (b) Esterilizador UV de la estacion
IFREMER de Palavas-les-Flots (Francia) [Fuente: propia].



Esto mejora globalmente la calidad de agua (reduce la turbidez) y limita la

irritacion branquial de los peces.

Las particulas gruesas (mayores a 80-100 pum) son facilmente atrapadas por
filtracion mecanica o separadas por decantacion. Un filtro mecanico retiene entre el 50 y
90 % de las particulas producidas por los peces. Las pequefias particulas son comparables a

los materiales al estado coloidal, y su concentracion depende del volumen de agua nueva.

La calidad de filtracién influencia el rendimiento de otros equipos de tratamiento de
agua. La concentracion en nutrientes y en materia organica favorece el desarrollo de algas,
bacterias y hongos. Esta acumulacion de biomasa contribuye a la obstruccion general del
sistema de cultivo (tuberias y filtros) y reduce el caudal circulante. Un vaciado sanitario
regular posibilita la limpieza y desinfeccion de equipos y canalizaciones de agua (mediante

cloracion y limpiadores a alta presion).

Actualmente, diversos estudios son conducidos para optimizar la cohesion de los
desechos solidos y de esta forma aumentar la cantidad de productos fecales retenidos por
los sistemas de filtracion mecanicos clasicos. Este adelanto tecnologico permitira conservar
una optima calidad de agua, favorable para el bienestar del pez, gracias a la eliminacion

rapida de los desechos del tanque de cultivo.
b. Eliminacién de micro-organismos

La desinfeccion continua del agua por irradiacion ultravioleta (UV), es una técnica
altamente expandida en acuicultura. Los caudales de tratamiento de las zonas de captacion
de agua y en el circuito de tratamiento pueden variar entre 1 y 1000 m’.h" (Figura 6b).
Esta no produce ningin efecto sobre los animales cultivados. Para asegurar una
esterilizacion total, antes del retorno a los tanques de cultivo, el esterilizador es instalado

entre el filtro mecanico y el biofiltro.

La desinfeccién al ozono es una solucién con alta proyeccion en acuicultura. El
ozono (Os) es un gas incoloro ligeramente azulado, aromatico y toxico, de rapido y elevado
poder germicida. En la practica, su dosificacion no es simple de ejecutar y requiere
estudios que describan con precision su eficiencia, los riesgos a asumir y su posible

impacto en los peces.



Se utiliza cominmente un fraccionador de espuma para poner en contacto el gas
con el agua a tratar. Al dia de hoy, el progreso técnico en esta drea es vertiginoso y

presume numerosas aplicaciones futuras en acuicultura.

c. Eliminacién del nitrégeno total (N-NH;/N-NH})

En la practica, los biofiltros de un SRA son activados a 20°C alrededor de un mes y
medio antes de la introduccion de los peces. La activacion se efectiia en fase estatica
asegurando la circulacién de agua por intermedio de una bomba sumergible. En ocasiones,
se adiciona un activador (inoculo ABIL® - Avécom), sin embargo el método clasico reside
en aportar con al menos un mes de antelacion NH,Cl a una concentracion de 4 mg.L”. La
activacion/maduracion se da por finalizada cuando el tenor en NO3 es inferiora 1 mgL™'y

que la concentracion en NOZ aumenta progresivamente.

Las condiciones Optimas de nitrificacion biologica son las siguientes: una
temperatura de agua elevada, una superficie de contacto impertante entre el sustrato de
filtracién y el fluido, la presencia de amoniaco y nitritos, de oxigeno (5 a 7 mg.L™), un pH

comprendido entre 6.8 a 7.5 y una velocidad de paso reducida (inferior a 40 m.h™").

La eficiencia del biofiltro se controla realizando lecturas de concentracion de NNH7
en el agua su ingreso y salida durante la fase de activacion o en curso de funcionamiento.
De esta forma, se evalia el crecimiento y la cinética de oxidacion del film bacteriano
(biofilm).

Existen numerosos modelos de biofiltros y sustratos de filtracion. Los biofiltros
difieren por ¢l tipo de sustrato utilizado, la energia requerida para su funcionamiento, el
mantenimiento y el costo. Los principales modelos son: a lecho sumergido, rotativo, a

escurrimiento, a lecho fluidizado (fluidized bed) o sometidos a presion.

Para un funcionamiento 6ptimo del biofiltro, en términos de gestion de los animales
(stock), es conveniente restringir las variaciones de biomasa en el circuito, respetando un
plan de produccion preciso. Esta gestion, en teoria simple con la utilizacion de programas
informaticos especializados (software), es normalmente complicada en la practica al
presentarse retrasos en las previsiones de crecimiento, riesgos e incertitud del mercado,

problemas logisticos, etc.



El dimensionamiento del biofiltro toma en cuenta la densidad del cultivo, el aporte
de agua nueva introducida en el circuito y el caudal de recirculacion. Existe una
correlacion entre el volumen de sustrato utilizado, la velocidad de transito del agua a través
del filtro, el rendimiento (eliminacion) y la excrecion nitrogenada de la biomasa en stock.
Es necesario determinar igualmente, el tipo de sustrato a utilizar y el modo de

funcionamiento hidraulico (presion, ascendente o descendente).

Se precomiza la realizacion de lavados (al aire o por inversion del sentido de
circulacion del agua, retrolavados) semanales o cotidianos de los biofiltros. La periodicidad

dependera de la cantidad de biomasa contenida en el SRA.

Como ejemplo concreto, la eliminacion promedio de las bio-esferas (sustrato
plastico de filtracion biologica comercializado en cantidades industriales) estd estimada a 2
g.h! de nitrégeno amoniacal. m™ de biosferas. En crianza intensiva, 1 kg de turbots produce
120 mg de N-NH{ por dia. Para 20 toneladas de biomasa en stock en un SRA (sean 2400 g
de N-NHj producidos por dia, sea 100 gh”, el volumen de sustrato necesario sera de 50

3
m.

d. Re oxigenacion del agua

En los SRA, la oxigenacion de agua debe cubrir las necesidades de los peces, 150 a
500 mg.kg" h' segin las especies, pero también el consumo de bacterias que colonizan el
biofiltro. Siendo las densidades acostumbradas elevadas (50 a 100 kg.m™), la oxigenacion

es indispensable. En practica, la sobresaturacion no excede los 20 mg L.

Existe numerosas herramientas que permiten reoxigenar el agua en un SRA. Los
diferentes dispositivos de aireacién (aireadores de superficie o sumergidos, los tubos en U
o las plataformas-jet) presentan buenos rendimientos de disolucién de oxigeno (60 a 90%)
y permiten tratar grandes caudales, sin embargo su funcionamiento mixto al aire acentiia

los riesgos de contaminacion de agua en gases téxicos (nitrégeno o argon).

Algunes inconvenientes de los aireadores radican en su instalacion. En el caso de
las plataformas-jet, se requiere una gran superficie, y en lo que respecta a los aireadores de

superficie, su funcionamiento puede crear perturbaciones en los tanques de cultivo.



El dispositivo mas utilizado es el oxigenador a presion (sistema cénico colmado a
2/3 por la parte superior y mantenido a presion por una bomba independiente). Incluso si

no permite tratar grandes caudales (30 a 180 m’.h™), es sencillo de instalar (Figura 7a).

El cono recibe una inyeccion de O, por la parte superior (cielo de oxigeno) y su
perfil le confiere la posibilidad de generar un tiempo de contacto prolongado entre el agua
y el gas; por consiguiente, una disolucién importante (hasta 500% de saturacion). Instalado
en un circuito independiente del circuito de agua reciclada, este tipo de oxigenador permite
alcanzar concentraciones muy elevadas en un reducido volumen de agua. El agua
sobreoxigenada es inmediatamente mezclada al agua no tratada del tanque de cultivo (2

alimentaciones de agua por tanque).

En materia de dimensionamiento, se determinara el tamafio y el nimero de equipos
a instalar en funcién del consumo de los peces (formulado segin la especie, temperatura y
peso promedio). El resultado obtenido sera multiplicado por dos para tomar en

consideracion el consumo de bacterias.

A

(@ (®)
Figura 7. Dispositivos de disolucién y almacenamiento de O, de la estacion IFREMER de

Palavas-les-Fl16ts (Francia): (a) Cono de oxigenacion de 180 m’ h’! (2 bares), 3a 5 kg de
O, transferidos al agua de mar a 15 °C, 35 mg.L‘1 de O a la salida [Fuente: Cyrille
Przybila]; (b) Almacenamiento de O; liquido [Fuente: propia].



En todos los casos, se evitara inyectar oxigeno puro directamente en los tanques,
pues esta técnica limita la sedimentacion de MES y no es eficaz en términos de

oxigenacion.
2.1.8 OTROS EQUIPOS Y CONSIDERACIONS TECNICAS

Los fluidos (agua nueva, agua reciclada, aire, oxigeno, ozono...) circulan
comunmente en redes de PVC. Estas canalizaciones son identificadas y separadas. La
utilizacion de zonas de PVC transparente permite un control de la circulacion y del grado
de ensuciamiento y atascamiento de los circuitos. Las redes eléctricas se encuentran
aisladas y responden a las restricciones y directivas reglamentarias en materia de

instalacion industral.

Al dia de hoy, los proveedores de equipos de SRA proponen soluciones completas
que garantizan la seguridad de las instalaciones gracias al registro, la puesta bajo control de
alarmas y la automatizacion de diversas operaciones: niveles y presion de agua,

termorregulacion, encendido de luces y bombas, retro-lavado de filtros, etc.

No obstante, en la practica de un ciclo de produccion acuicola, y de forma general,
no es tan facil mantener el correcte funcionamiento de un SRA durante un largo periodo.
Las limitaciones y problemas pueden llegar a ser numerosos: mal funcionamiento de
equipos, averias, mala calidad de agua, estrés, enfermedades, y el fendmeno de sabor a
tierra del filete del pez. Adicionalmente, el sistema es absolutamente dependiente de la
energia eléctrica (220-380V trifasico). Es recomendable de definir de forma adecuada los

requerimientos durante el proyecto y asegurar las instalaciones con un grupo electrogeno.

Los problema de corrosion y desgaste de equipos constituidos de motores eléctricos

(bombas, filtros rotativos) son mas severos en SRAs de agua de mar.

Una averia o disfuncion del sistema, que genere un corte de la alimentacion en agua
a los tanques, provoca una caida brutal y subita de la tasa de oxigeno disuelto en el agua,
que requiere una intervencién muy rapida (proximidad de equipos de intervencion durante

las horas de noche).

Las bombas son elementos importantes en el SRA, pues aseguran la circulacion de
agua del sistema, a través de los distintos equipos de tratamiento. Existen diversos modelos

y proveedores. Normalmente, se emplea bombas centrifugas anticorrosion en SRA marinos






2.2

2.21

La capacidad de inversion,

El nivel de proteccion sanitario deseado (gestion de riesgos);

El plan de produccion ¢e la granja (namero de lotes, clases de edades presentes en
los circuitos;

El stock maximo o capacidad de carga (carrying capacity) predefinido (niveles de
produccioén e intensificacion);

El niimero de tanques y el volumen en agua total del sistema;

La calidad y cantidad maxima de alimento empleado: un indice de conversion
promedio de 1.5 para una produccion anual de 50000 kg genera una distribucion
cotidiana de 205 kg de alimento;

La cantidad de desechos contaminantes a tratar (niveles de excrecion y consumo de
la especie: la capacidad de produccion del sistema es proporcional a la capacidad de
asimilacion de desechos);

La calidad de agua requerida;

La disponibilidad .de productos consumibles y servicios (O, liquido,
mantenimiento, servicios industriales,... );

El tamafio y los costos de construccion y de explotacion de edificaciones;

Los gastos energéticos;

Las autorizaciones de explotacion;

El reclutamiento de personal calificado y experimentado.
DESNITRIFICACION

BASES TEORICAS

La desnitrificacion bioldgica es la reduccion microbiana de nitrato (NO3) o nitrito

(NO3) en nitrogeno gaseoso (N,) por bacterias aerobias facultativas heterétrofas y

autotrofas, y algunos hongos ampliamente encontrados en el medio ambiente. Un amplio

rango de bacterias puede emplear nitrato u oxigeno para oxidar material organico,

cambiando facilmente de régimen respiratorio (respiracion de oxigeno y respiracion de

nitrégeno), en funcién de la concentracion de oxigeno en el medio. Los desnitrificadores

son comunes entre los heterétrofos, Gram-negativos Proteobacteria, como Pseudomonas,

Alcaligenes, Paracoccus y Thiobacillus. Algunas bacterias Gram-positvas, incluyendo

Bacillus, pueden desnitrificar (Rittman y McCarty, 2001).



Ademas de los organismos heterétrofos, muchos microorganismos autétrofos son
capaces de desnitrificar. Estos organismos, que emplean sulfuro inorganico reducido y
compuestos de hierro o hidrég no como su fuente donadora de electrones, obtienen carbon
de una fuente inorganica y son con frecuencia dominantes en ambientes organicamente

pobres donde tales donadores se encuentran presentes.

En condiciones de anoxia, los nitratos y nitritos remplazan al oxigeno como aceptor
de electrones para la oxidacion de una extensa variedad de donadores de electrones
organicos o inorganicos. Fl témmino anéxico define las condiciones Optimas para la

desnitrificacion, baja concentracion en oxigeno y elevada en nitrato.

La desnitrificacion ocurre de forma gradual, en la cual el nitrato es secuencialmente
reducido en nitrito (NO3), oxido nitrico (NO), oxido nitroso (N,0) y finalmente N,
£ase0so.

NO3 + 2¢~ + 2H* - NO; + H,0
NO; +e~+ 2H* - NO + H,0
2NO +2e"+2H* - N,0+H,0
N,0+2¢e~+2H* > N, (g) + H,0

Las ecuaciones de las semi-reacciones o reacciones parciales para la
desnitrificacion (sin tomar en cuenta los requerimientos de carbono para el crecimiento
bacteriano y su mantenimiento) de nitrato y de nitrito como aceptores de electrones son las
siguientes (EPA, 1993):

1/cNO3 +6/cH* + ™ - 1/, N, +3/c H,0

El carbono organico reducido, que es oxidado durante la desnitrificacion

heterotréfica, puede ser generalmente presentado asi:
1/,CH0 + 1/, H,0 5 1/, CO, + HY + o™
La transformacion completa genera:

NO3 + 6 H* +5¢™ - 1/, N, +3H,0



Este proceso puede ser mediado optimamente por bacterias desnitrificadoras
sometidas a condiciones especificas, tales como: (1) bajo potencial REDOX, (2) bajos
niveles de oxigeno, (3) disponibilidad de una fuente de carbono organica aprovechada
como donador de electrones y carbono, (4) una fuente de nitrato como aceptor de
electrones, (5) un rango optimo de pH comprendido entre 7-8.5 y (6) un rango optimo de
temperatura comprendido entre 25-32°C. Si el sistema no es controlado correctamente,
bajas condiciones REDOX pueden desarrollarse, lo que fomenta la produccion de sulfuro
de hidrégeno toxico. Los limites inferiores para concentracion de N-NO3 varian entre 10 y

50 mg.L”" antes que el sulfuro de hidrégeno pueda convertirse en un problema.

a. Desnitrificacion heterétrofa

Se ha realizado cuantiosa investigacion sobre la desnitrificacion en la industria del
tratamiento de aguas residuales (ITAR), y en menor grado en SRAs. A pesar de que existen
numerosas fuentes donadoras de electrones organicas, pocos sustratos han sido

extensamente estudiados y empleados en la ITAR.

Estas fuentes donadoras de electrones exogenas usadas comunmente, como el
metanol, acetato, glucosa y etanol, pueden ser adquiridas en cantidades importantes
(elevada disponibilidad) y a precios modicos. Es en virtud de estas caracteristicas que el

metanol (CH;0H) ha sido el compuesto mas utilizado en reactores de desnitrificacion.

Las desventajas del uso de metanol son las cuestiones de seguridad asociadas con el
transporte, manipuleo y almacenamiento, pues éste es considerado un compuesto reactivo y
toxico. En acuicultura, diversos potenciales donadores de electrones han sido estudiados v

evaluados por su rendimiento.

La ecuacion estequiométrica de la desnitrificacion, empleando metanol como

donador exogeno de electrones es la siguiente:
NO3 + 1.08 CH;0H + 0.24 H,CO3 - 0.056 CsH,NO, + 0.467 N, + 1.68H,0 + HCO;

La ecuacion sugiere que son requeridos 2.47 g de CH;O0H para reducir 1 g de N-
NO3. Los ratios experimentales metanol/nitrato encontrados en la literatura fluctiian entre
2.5y 3 g de CH;0H por g de N-NO3. Adicionalmente, por cada g de N-NO3 eliminado,
0.45 g de VSS es generado, y 3.57 g de alcalinidad como CaCO; o un equivalente de
alcalinidad por g de N-NO3 desnitrificado.



Es necesario contar con sofisticados y costosos sistemas de control computarizados
para regular las dosis de carbono correctamente y prevenir una sobredosis (Lee et al.,
2000). Un exceso de carbono en ausencia de nitrato en un ambiente anaerébico puede
reducir los valores de potencial REDOX, promoviendo asi la reduccion de sulfatos y la
produccion de sulfuros -H,S- toxicos (Whitson ef al., 1993).

Ademas de la reaccion estequiométrica de la desnitrificacion, la estequiometria para
la eliminacion de oxigeno disuelto fue también reportada por Hamlin ef al., 2008, ya que
en algunos casos, la remocién de oxigeno es realizada gracias a la adicién de la fuente de

carbono.

Las ecuaciones estequiométricas de desnitrificacion y reduccién de oxigeno

empleando metanol son las siguientes:
0, + 0.93 CH;0H + 0.056 NO3 + 0.056 H* — 0.056 CsH,NO, + 0.65 €0, + 1.69 H,0
NO; + 1.08 CH;0H + H* - 0.065 CsH,NO; + 0.47 N, + 0.76 CO, + 2.44 H,0

Finalmente, la digestion de lodos organicos y heces de SRAs conforman una
excelente fuente de carbono enddgeno para las bacterias desnitrificantes, mediante la

siguiente relacion estequiométrica:

C,H;34035P 3N + 3.3NO3 + 2.6H*
— 1.6N, + 2.9C0; + 0.2NH; + 4.9H,0 + 0.8CsH;0,P; ;N + 0.2P0;

b. Desnitrificacion autétrofa

Fuentes donadoras de electrones inorgénicas son también utilizadas en procesos de
desnitrificacion autdtrofa y en la actualidad vienen ganando popularidad, especialmente en

acuarios marinos publicos.

El gas hidrégeno es un excelente donador de electrones con un costo relativamente
bajo comparado con otros compuestos organicos que producen mayor cantidad de biomasa

como resultado del crecimiento heterotrofico.

La principal desventaja del hidrogeno ha sido la falta de un sistema de transferencia
eficiente y seguro. Recientes avances en dispositivos de disolucion de membranas superan

el riesgo de explosion y han convertido al gas de hidrégeno en una alternativa viable



(Rittman y McCarty, 2001). La relacion estequiométrica para emplear el gas de hidrogeno

para eliminar el N-NO3 es:
2NO3; +5H; » N, +4H,0+20H"

Es popular el uso de azufre reducido en su forma elemental para llevar a cabo la
desnitrificacion autétrofa en acuarios publicos comerciales. El azufre es oxidado a SOy y
es suministrado en una matriz consistente o perdigdn que incluye una base solida como
CaCOj;. La base es agregada puesto que durante el proceso de oxidacion un acido fuerte es
generado, previniendo asi medificaciones bruscas de pH. La reaccion estequiométrica que

gobierna la eliminacién del N-NO3 empleando azufre elemental es:

10NO3 + 11S + 4.1HCO;3 + 0.5C0, + 1.71NH, + 2.54H,0
- 0.92C5H,NO, + 11S0; + 5.4N, + 9.62H*

2.2.2 PROCESOS UNITARIOS DE DESNITRIFICACION

Muchos de los procesos de tratamiento empleados en acuicultura son adaptaciones
de operaciones unitarias utilizadas en la ITAR. A través de los afios, éstos se han ido
modificando para alcanzar los mas altos estandares de calidad de agua en acuicultura
(reduccion de la DBO y concentraciones de nitrdgeno amoniacal), y para que resulten lo

mas rentables posible.

Estos procedimientos aplicados en SRAs incluyen, por ejemplo, el uso de tanques
de sedimentacion y filtros de micre-barrera para la captura de sélidos, y filtros de goteo,
RBC:s (rotating biological contactors) o contactores biologicos rotatorios y biofiltros de
lecho fluidizado (fluidized bed biereaciors) para la nitrificacion (Figura 8). Por ende, es
conveniente examinar las tecnolegias de desnitrificacion empleadas en instalaciones de

tratamiento de aguas residuales de ultima generacion previa adaptacion a un SRA.

En los ultimos 10 afios, se ha incrementado el rigor en la legislacion en cuanto a la
eliminacion de nitrégeno de los efluentes de la ITAR. Por esta razon, diversas alternativas
de tratamiento se han venido desarrollando, basadas en tecnologias de lodos suspendidos,

el proceso de desnitrificacion y recientemente bioreactores de lecho fijo.

En la ITAR, se hace distincion entre los dos tipos de desnitrificacion heterotrofa

aplicadas: (1) la pre-desnitrificacion, emplea el carbono endogeno liberado durante la






2.2.3 FACTORES QUE CONTROLAN LA DESNITRIFICACION

Al considerar los diversos factores que controlan la desnitrificacion, es importante
tomar en cuenta que la reduccién de nitrato a dinitrogeno se desarrolla via productos
intermediarios, entre los cuales figura el nitrito, un compuesto extremadamente toxico para
animales acuaticos. En SRAs, es necesario identificar no solo los factores que inhiben o
fomentan la desnitrificacién, sino también aquellos que originan la acumulacion de nitrito

intermediario.
a. Oxigeno

Las bacterias desnitrificantes y las poblaciones microbianas han construido e
integrado sistemas de control que aseguran que las formas mas eficientes de generacion de
energia sean utilizadas (EPA, 1993). En el caso de bacterias desnitrificantes, el oxigeno

disuelto es la eleccion preferencial sobre el nitrato o nitrito.

Bajo condiciones aerdbicas, no se prevé que la desnitrificacion se lleve a cabo. Sin
embargo, en SRAs, asi como también en otros sistemas de tratamiento de agua, la
eliminacion de nitrato en ambientes aparentemente aerobicos, como filtros de nitrificacion,
es comun. La remocion de nitrate ebservado bajo estas condiciones es atribuida a la

heterogeneidad del ambiente.

La acumulacién de materia orgdnica en ambientes aerobios puede conducir a
condiciones de anoxia sobre la capa organica o biofilm. Esto provee una situacion
favorable para la proliferacion y actividad de los desnitrificadores. Por otra parte, cortos
periodos anaerobicos de zonas normalmente aerdbicas puede provocar pérdidas
importantes de nitrato. Esto no es sorprendente si consideramos que los desnitrificadores
forman una parte intrinseca de las comunidades microbianas desarrolladas bajo

condiciones aerobicas.
b. pH

En general, la desnitrificacion es mucho menos sensible al pH que la nitrificacion
(EPA, 1993). La desnitrificacion puede ocurrir a través de un amplio rango de valores de
pH, con 6ptimos comprendidos entre 7 y 8. Algunas observaciones sugieren que las tasas

de desnitrificacion disminuyen por encima de 8 y por debajo de 6.



En algunos casos, en donde altas concentraciones de nitrato deben ser eliminadas, la
produccion resultante de alcalinidad puede incrementar el pH del medio. Modificaciones
en los valores de pH pueden originar la acumulacion de productos intermediarios como el

NO3, NO y N,0.
c. Temperatura

Debido a la gran versatilidad de los desnitrificadores, existe un amplio rango de
temperaturas en el cual la desnitrificacion se lleva a cabo. El impacto de la temperatura en

sistemas biologicos es con frecuencia descrito por la ecuacion de Arrhenius:

Qr = Qg8 2%

Donde: Qr = tasa de desnitrificacion a temperatura T (°C),
Qs  =tasa de desnitrificacion a 20°C,
o = constante dependiente de la temperatura simplificada de Arrhenius.

Entre de 10 y 30°C, los coeficientes de actividad térmica generalmente disminuyen

en el rango de 1.08 y 1.20, y los valores correspondientes a Qyo en el rango de 2 a 3.

A pesar de la utilidad de la funcion presentada previamente para la modelizacion de
la desnitrificacion, ésta se encuentra limitada a un rango de temperaturas definidas y el

valor de © es a menudo especifico al lugar de ensayo (EPA, 1993).
d. Salinidad

Basado en algunos estudios realizados, no existe ningln consenso claro sobre el

efecto de la salinidad en la desnitrificacion (Glass y Silverstein, 1999).

No han sido encontradas diferencias significativas en tasas de desnitrificacion entre
SRA de agua dulce y marinos por van Rijn e al. (2006). La adaptacién de desnitrificadores
de agua dulce a agua de mar fue examinada por Park e a/. (2001), quienes encontraron que
una acumulacion temporaria de nitrito ocurria durante el proceso de aclimatacion. Luego
de la finalizacion de este periodo, no se observaron diferencias significativas en las tasas de

desnitrificacion entre ambientes de agua dulce y marinos.



e. Inhibidores

Los desnitrificadores son mucho menos sensibles a compuestos inhibidores que los
nitrificadores (EPA, 1993). En general, podria esperarse que los inhibidores como etanol o
fenol tengan un grado de impacto similar sobre la desnitrificacion y la respiracion aerdbica
heterotrofica. Ademas, los nitrificadores en un sistema necesitan tiempo para adaptarse a
los bajos niveles de inhibidores que son empleados para respaldar el proceso de

desnitrificacion.

Muchas bacterias y sistemas microbianos poseen la habilidad de aclimatarse a altos
niveles de compuestos inhibidores, no obstante, éstos deberan ser usados cautelosamente y

de forma discontinua o reducida si alguna respuesta inhibitoria es observada.
f. Fuente de carbono

Los desnitrificadores heterotroficos obtienen los electrones y protones requeridos
para la reduccion de nitrato en nitrégeno gaseoso de compuestos de carbono organicos.
Casi todos los compuestos que sen degradaos con oxigeno como aceptor de electrones
servirdn también como fuente donadora de electrones en presencia de nitratos. Como
resultado, la lista de compuestos organicos susceptibles de ser utilizados como sustrato
organico para la desnitrificacion es extensa. Estos compuestos incluyen carbohidratos,
alcoholes organicos como el metanol o etanol, aminoacidos, acido acético, acidos grasos,

etc.

El ratio C/N requerido para una completa reduccion de nitrato a dinitrogeno a través
de los desnitrificadores depende de la naturaleza de la fuente de carbono y de las especies
de bacteria en cuestion. Para las fuentes de carbono organico mas accesibles en el mercado,
una reduccion completa del nitrato es alcanzada con ratios de g COD/g NO3

comprendidos entre 3 y 6.

Una limitacion de carbono resultara en la acumulacion de productos intermedios de
la desnitrificaciéon como el NO, y el N,0, mientras un exceso de carbono promovera la
reduccion disimilativa de nitrato a amonio (Tiedje, 1990). El tipo de carbono también
afecta el nivel de acumulacion de nitrito en reactores de desnitrificacion (McCarthy et al.,
1969). Algunas fuentes de carbono pueden conllevar al enriquecimiento especifico de
bacterias que acumulan nitritos, tal cual fue documentado en un estudio de reactores de

desnitrificacion en donde la adicién de sustratos fermentables fomentaron el crecimiento de



este tipo de bacterias. (Wilderer et al., 1987). Un periodo temporal de inanicion de carbono
conlleva a la acumulacién de nitritos en bacterias desnitrificantes con nitrato reductasas
constitutivas y nitrito reduct sas inducibles. Una competicién entre nitrato y nitrito
reductasas por donadores de electrones comunes es un factor adicional causante de una

acumulacion de nitritos por algunos desnitrificadores.

Fuentes potenciales de carbono son los polihidroxialcanoatos (PHAs). PHAs son
una familia de polimeros bioplasticos producidos a partir de la fermentacién de azucar. La
biodegradacion de PHAs en presencia de nutrientes libera carbono organico, lo que los
convierte en un sustrato ideal para un reactor de desnitrificacién pasivo y de auto-

regulacion.

Los PHAs ofrecen un mantenimiento reducido, un método rentable para alcanzar la
desnitrificacion, ya que actian al mismo tiempo como fuente de carbono organica y
sustrato de fijacion para las bacterias desnitrificantes (Ebeling y Drennan, 2006). Esto
suprime la necesidad de sistemas de control sofisticados y el manejo de quimicos

peligrosos requeridos para los métodos de tratamiento convencionales (Boley et al., 2000).

Otra alternativa de fuente de carbono para desnitrificacién biolégica es MicroC™,
un producto quimico de tratamiento de aguas residuales patentado y desarrollado por
Environmental Operating Solutions y disefiado especificamente como viable, no
inflamable y donador de electrones derivado de la agriculutra. Mientras este candidato aun
no ha sido probado en SRAs, se ha demostrado que MicroC™ puede sostener la
desnitrificacion eficientemente y mostr6 una ligera mejor performance en comparacion al
metanol, especialmente al ser utilizado en un proceso de post-desnitrificacion y a bajas

temperaturas.

g. Luz

En un estudio focalizado en una bacteria desnitrificante aislada de un reactor de
lecho fluidizado de desnitrificacién de un SRA, la exposicion de la luz produjo una
acumulacion de nitrito. Ha sido demostrado que a intensidades de luz tan bajas como el 5%
de la intensidad solar total, la acumulacién de nitrito es el resultado de una inhibicién de

los citocromos involucrados en la reduccion de nitrito en esta bacteria (Barak et al., 1998).



h. Nitrate

La reduccion de nitrato sigue la cinética clasica de Michaelis-Menten con respecto a
la concentracion en nitratos del medio. Puesto que los valores de afinidad de nitrato para
los desnitrificadores se encuentran en un rango de concentracion (pumolar), la eliminacion
de nitrato en la mayoria de ambientes, incluyendo SRA, pueden ser percibidos como una

reaccion de orden cero (velocidad de reaccion constante).

2.2.4 EFECTO DE LA DESNITRIFICACON EN LA ALCALINIDAD

La estabilizacion de la capacidad buffer del agua de cultivo, a través de la
desnitrificacion, es considerada un factor adicional que favorece el empleo de reactores de
desnitrificacion en SRAs. La cantidad de acido requerido para titular las bases en el agua es
una medida de la alcalinidad del agua. Una reaccion quimica en donde dcido es producido
disminuira la alcalinidad del agua, por el contrario, lo opuesto se manifiesta con una

reaccion en la que el acido es consumido o iones hidroxilo son producidos.

Weihrauch ef al. (2009) suministra una revision de literatura que involucra la
excrecion de amoniaco por peces y crusticeos acuaticos. Sin embargo, no totalmente
concluyente, ellos concluyen que la forma dominante excretada por los peces es NH3 en

oposicion al amonio, NHJ .

Recientes investigaciones de Timmons y Ebeling (manuscrito en preparacion)
verificaron gracias a medidas de pérdida de alcalinidad que los peces excretan amoniaco
principalmente como NH;, lo que significa que la combinacion de la excrecion de
amoniaco y la nitrificaciéon consumirdn de forma neta aproximadamente una unidad de
alcalinidad (1 equivalente por mol de amonio excretado), y no 2 unidades como ha sido

previamente reportado en muchos textos.

El proceso de desnitrificacién preduce una unidad de alcalinidad por mol de nitrato
desnitrificado, lo que significa que el proceso total del sistema de alcalinidad permanecera
invariable. Este es un punto muy importante de la estabilidad del sistema en términos de

calidad de agua en un SRA.

Como el amoniaco puede reaccionar con H', cada mol de amoniaco excretado por
los peces aumenta la alcalinidad de 1 equivalente (eq). En el rango normal de pH de

sistemas acuicolas, el amoniaco es protonado a NH; al entrar en contacto con el agua.



Se puede observar en las siguientes ecuaciones que la alcalinidad, perdida por la
conversion de NH; en NH{ | es recapturada con la formacién de OH™, un ion que también

reaccionacon H*.

NH; + H,0 & NHJ + OH-
NH; + H,0 = NH,OH = NH} + OH"~

(Aumento de alcalinidad = 1 eq de alcalinidad por mol excretada de NH;)

Durante la nitrificacion de amonio (NHJ), la alcalinidad disminuye 7.14 g de
CaCOs (2 eq) por cada g de amonio oxidado a nitrato de acuerdo a la siguiente reaccion

estequiométrica simplificada:
NH; + 20, = NO3 + 2H* + H,0
(Pérdida de alcalinidad = 2 eq de alcalinidad por mol de NH; o0 7.14 mg CaCOs/mg TAN)

En consecuencia, la pérdida de alcalinidad a través de la excrecion de NH; y la
consiguiente nitrificacion es 1 eq por mol de NH; excretrado por los peces. Esta pérdida de
alcalinidad es compensada cuando ademas de reactores de nitrificacién, la desnitrificacion

es empleada como una fase extra de tratamiento de agua.

La desnitrificacion heterotrofica origina la liberacion de iones hidroxilo y por ende
aumenta la alcalinidad. Se estima que cada gramo de N-NOj3 reducido a N,, produce un
aumento de alcalinidad de 3.57 g CaCO; de acuerdo a la siguiente reaccion

estequiométrica:
2NO3 + 12H* + 10e™ = N, + 6H,0
(Ganancia de alcalinidad = 1 eq por mol de NO3 0 3.57 g CaCOs/g N-NO3)

La desnitrificacion autétrofa puede ser aplicada en la remocion de nitrato en
algunas variantes de SRA. Con sulfuros como fuente donadora de electrones, se genera
alcalinidad a través de dos procesos distintos. En el primero, el sulfato es reducido en
sulfuro. Este Gltimo compuesto es reoxidado a sulfato con la concomitante reducciéon de

nitrato en el segundo proceso.

SO2~ 4+ 10H* + 8e* = H,S + 4H,0



(Ganancia de alcalinidad = 2 eq de alcalinidad por mol de SO~ 0 100 g CaCO3/mol SO37)
5H,S + 8NO; — 5505~ + 4N, + 4H,0 + 2H"
(Pérdida de alcalinidad = 2 eq por S moles de H,S o0 20 g de CaCO;/mol H,S)

Se infiere de las ecuaciones precedentes que el acoplamiento de los procesos de la
reduccién de sulfato, oxidacion de sulfuro y reduccion de nitrato resulta en una generacion
de alcalinidad neta de 400 g de CaCO; por 8 moles de N-NO5 reducido o 3.57 mg CaCO;
por mg de N-NO3 reducido.

No obstante, es poco probable que la desnitrificacion autotrofa ocurra en presencia
de compuestos orgianicos degradables (el caso normal en un SRA) va que la
desnitrificacion heterétrofa se impondria. Este tipo de desnitrificacion podria llevarse a
cabo a posteriori de un tratamiento de desnitrificacion primario, donde la mayoria de DBO

ha sido consumida y suprimida previamente gracias a un microfiltro de tambor o discos.

2.2.5 TIPOS DE REACTORES

El tratamiento de aguas residuales emplea distintos tipos de reactores de
desnitrificacion. Estos pueden ser divididos en sistemas de biomasa bacteriana suspendida

o ligada.

Los sistemas suspendides son reactores continuos de tipo tanque agitado
(completely-mixed flow reacters) o de flujo piston (plug-flow reactors), en los que se
desarrolla biomasa bacteriana desnitrificadora bajo condiciones de anoxia y la adecuada
disponibilidad de carbono. De la misma forma que el tratamiento de lodos activados, parte
de los lodos retirados de los reactores es reciclado con el objetivo de mantener una biomasa

estable de organismos desnitrificadores.

En SRAs donde este tipe de reactores son empleados, no es necesario retirar los
lodos. El proceso RAFA (reactor anaerobio de flujo ascendente) es un tipo de sistema de
crecimiento bacteriano suspendido, en éste, las aguas residuales fluyen de forma
ascendente a través de una capa de lodo compuesta de granulos formados biologicamente.
Este tipo de reactor, principalmente empleado para realizar la digestion anaerobia de
materia orgdnica, es también empleado para eliminar nitrato en algunas plantas de

tratamiento de aguas residuales e instalaciones acuicolas.



Los bioreactores en los que las bacterias se encuentran fijas a la superficie de un
sustrato, son denominados reactores de lecho empacado (fixed-film o packed bed reactors),
incluyendo a los reactores a lecho fluidizado (fluidized bed reactors) y en reciente
expansion, los reactores de lecho agitado (moving bed bioreactors) MBBR (Qdegaard,
2006).

2.2.6 TECNOLOGIA MBBR

En los inicios de los aitos 80, los reactores de lecho agitado (MBBR) fueron
desarrollados en Noruega. El objetivo de su creacion fue readaptar y equipar, de forma
rentable, las instalaciones de tratamiento de aguas residuales para eliminar nitrégeno

mediante procesos de pre o post-desnitrificacion.

Una ventaja significativa de los MBBR en la modernizacion de las plantas de
tratamiento existentes, fue su reducida superficie y bajo mantenimiento en comparacion a

temas operacionales asociados a filtros de goteo (trickling filters) y lodos activados.

En la actualidad, la tecnologia MBBR es ampliamente utilizada en instalaciones de
tratamiento de aguas rtesiduales europeas, y en operaciones umitarias acuicolas

(nitrificacion) a pequefia y gran escala comercial.

El MBBR puede resumirse en un proceso de tratamiento biologico cuya operacion
e€s continua, sin obstruccion, con baja pérdida de carga, un elevade ratio de superficie por
unidad de volumen (mz.m'3 )}y sin requerimiento de retrolavados. La biomasa bacteriana se
desarrolla ligada a los transportaderes o sustrato de adhesién (media o carriers), y se
desplaza libremente por toda la columna de agua en el seno del reactor. Este reactor puede
operar bajo condiciones aerobicas o anaerobicas segun el tipe de proceso biologico a

emplear, nitrificacion o desnitrificacion respectivamente.

En el caso de MBBRs empleados para la nitrificacién, el sustrato movil [carriers o
media] es mantenido en constante circulacion a través un sistema de aireacion por burbujas
que crea condiciones aerobicas y para la desnitrificacion, a través de un agitador de paletas

rotativo sumergido con el fin de promover condiciones anaerobicas.

Normalmente, el sustrato movil ocupa alrededor del 67% del volumen del reactor
(por lo general 50% lleno), un porcentaje de llenado mas elevado reduce la eficiencia de

agitacion. El mas comunmente utilizado (Kaldnes™ K1, Figura 9) es elaborado con









3.2.3 TESTIGO

Tratamiento D: El FBA no contiene sustrato alguno.

Figura 11. FBAs empleados en el ensayo [Fuente: propia).
3.2.4 FACTOR DE CONTROL

Fotoperiodo aplicado a un sistema DENIL/FT. Sus niveles fueron: natural, nocturno
(24h) y diurno (24h).

3.2.5 BLOQUES

Bloque 1: Fotoperiodo natural.
Bloque 2: Fotoperiodo nocturno (24h).
Bloque 3: Fotoperiodo diurno (24h).

3.2.6 UNIDAD EXPERIMENTAL

Un sistema DENILIFT (Figura 11a); 12 unidades experimentales en total.

Un sistema DENILIFT (DENItrification-air./FT) es un simulador de un SRA
constituido de: un mini-sistema air/ifi o transportador aéreo (funcién hidraulica), 2 tubos
de policloruro de vinilo (PVC) de 1.27 cm de diametro alincados perpendicularmente
(vertical de 50 cm de longitud y horizontal de 10 cm de longitud) formando un tubo en T,
un contenedor de 20 L, una valvula de gas acoplada a un inyector -orificio de salida de 0.8
mm- o regulador de flujo o dosificador y un FBA -tubo de PVC que contiene un sustrato

gspecifico (altura: 24.5 c¢cm y diametro: 54 mm). Estos componentes se encuentran






Un simulador DENILII'T es un sistema dinamico, posee una capacidad volumétrica
de 20.5 L y contiene agua de mar (33 g.L"') filtrada a 5 um y esterilizada quimicamente. Su
concentracion de nitrato fluctiia alrededor de 70 mg.L.”" (adicion de KNO;) Diariamente se
adiciona melaza, como fuente de carbono exogena a los sistemas DENILIFT respectando el

ratio C/N de 2.5 establecido por Hamlin ez al. (2008).

Los 12 sistemas construidos son alimentados por un compresor eléctrico de la
marca BOYU (china), modelo ACQ-003 cuya potencia eléctrica es de 40 W por un caudal
de 40 L.min™".

a) (0) () (@
Figura 13. (a) Construccion de los mini-sistemas air/ift; (b) vista frontal de los FBAs; (¢)
valvulas de gas empleados como reguladores de flujo; (d) pesado de la fuente de carbono
previa introduccion a los sistemas D/sN/L{FT [Fuente: propia].

3.2.7 VARIABLE RESPUESTA

Rendimiento depuratorio de nitrato en mg.L"' durante un periodo de 15 dias en un

sistema DINILIFT.

33  DISENO EXPERIMENTAL

El experimento fue conducido bajo los lineamientos de un Disefio de Bloques
Completos al Azar (DBCA) con un mivel de significacion del 5%. El modelo estadistico

aditivo lineal es el siguiente:
Y,-j=,u+Ti+ﬁ’j+eij 1<i<4 j=1,2,7‘

¥;; - Rendimiento depuratorio de nitrato resultante al emplear el /-ésimo sustrato contenido
en el FBA sometido al j-ésimo fotoperiodo.
u : Efecto de la media general del rendimiento depuratorio de nitrato.

7, . Efecto del /-ésimo sustrato contenido en el FBA.



B; : Efecto del j-¢simo fotoperiodo.

e;; : Efecto del error experimental empleando €l i-€simo sustrato contenido en el FBA
sometido al j-ésimo fotoperiodo.

t - Numero de tratamientos (4)

r : Namero de bloques (3)
3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Culminados los ensayos preliminares, cuyo objetivo gravitd en corroborar la
correcta operacion en el tiempo (caudal circulante invariable, hermeticidad, etc.) de los 12
sistemas DENILIFT y su replicabilidad, se dio inicio a la prueba experimental que permitio

realizar el contraste de las hipotesis (o test de significacion) formuladas en la seccion 3.1.

Durante el periodo experimental (15 dias), el conjunto de actividades programadas

se desarrollo en el orden cronologico siguiente:

- Disefio y construccion de 12 sistemas DENILIFT (4 tratamientos y 3
blogues).

- Toma de muestras de agua iniciales por cada unidad experimental.

- Puesta en marcha de los sistemas DEN/L{FT (dia cero o D-0).

- Verificacion del correcto e idéntico funcionamiento, en términos hidraulicos
(caudal de agua circulante 1 Lh™') en las 12 unidades experimentales
(Figura 14b).

- Andlisis fisicoquimicos en laboratorio para evaluar la concentracion de
nitrato en las muestras de agua iniciales mediante técnicas

espectrofotométricas (ensayos colorimétricos).

.

(a) (0) ©
Figura 14. (a) Sistemas DFN/LIFT antes y después de la adicion de la fuente de carbono;
(b) medicion del caudal de recirculacion en una unidad experimental; (c) muestras de agua
de mar previo analisis espectrofotométrico para estimar la concentracion en nitrato.



- Adicién diaria de la fuente de carbono -melaza- (Figura 14a) a cada unidad
experimental (calculo de las dosis, anexo I).

- Monitoreo diario del pH, del potencial REDOX (ORP), de la temperatura y
de la concentracion de oxigeno (% de saturacion y en mg.L'l) en cada
unidad experimental.

- Finalizacion del ensayo (dia 15 o D-15).

- Toma de muestras de agua finales por cada unidad experimental.

- Analisis fisicoquimicos en laboratorio para evaluar la concentracion de
nitrato (Figura 14c) en las muestras de agua finales (ensayos
colorimétricos).

- Creacion de una base de datos con la informacién recopilada (ver Cuadro 4)

para su posterior analisis estadistico.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos de depuracion obtenidos, se efectué en principio un analisis
exploratorio (estadistica descriptiva) mediante un diagrama de cajas o boxplot. Este grifico
facilité la interpretacién de los resultados encontrados ulteriormente a través de la

estadistica inferencial.

El analisis de variancia (ANOVA) se efectué empleando el paquete estadistico
SPSS -Statistical Package for the Social Sciences-; este analisis fue validado al verificar
los 4 supuestos de aplicacion: (1) independencia, vinculada a la asignacion al azar de las
unidades experimentales a los tratamientos, « aleatorizacion »; (2) normalidad de los
errores, mediante una grafica de probabilidad normal de los residuos; (3) homogeneidad de
variancias, a través de la prueba de Levene (Med); y (4) que no exista interaccion entre el

factor en estudio (naturaleza del sustrato) y el factor de control (fotoperiodo).

Validado el ANOVA, se realizaron pruebas de comparacion multiple entre grupos
de medias de los tratamientos, Tukey y Dunnett, con la finalidad de conocer con qué

tratamiento se obtuvo el mejor rendimiento depuratorio de nitrato.

3.6 INSTRUMENTOS DE COLECTA DE DATOS

Se emplearon los siguientes equipos e instrumentos, con el fin de monitorear y

evaluar los parametros fisicoquimicos del agua de mar en cada unidad experimental:



- Un espectrofotometro de laboratorio de la marca HACH, modelo DR2500,

(Figura 15a) y células de muestra con tapa de la marca HACH categoria
24276-06.

(a) (b) (©)
Figura 15. Equipos e instrumentos empleados durante el ensayo.

- Un ion-metro de la marca JENWAY, modelo 3205, cuya precision es de
+0.02 unidades de pH.

- Una balanza electronica de la marca Traveler'™, modelo TA301, cuya
precision es de +0.1 g.

- Un electrodo REDOX y ordenador de la marca Aqua Medic™ para el
control del potencial de REDOX del agua (Figura 15b), cuya precision es de
+5mV.

- Un oximetro de la marca YSI, modelo 550A, para el control de la
concentracion de oxigeno y temperatura del agua (Figura 15c¢).

- Un salindmetro digital cuya precision es de +1%.









Fue posible, entonces, afirmar que existe suficiente evidencia estadistica, a un nivel
de significacion del 5%, para indicar que hay diferencias en el rendimiento depuratorio de

nitrato entre los distintos tipos de sustrato empleados en los FBA (p-value < 0.05).

De la misma forma, la asignacion de bloques presentd un p-value < 0.05, lo que
ratifica un adecuado control local durante el experimento, al igual que el correcto y

eficiente disefio experimental empleado en el trabajo de investigacion.

El coeficiente de determinacion (R?) calculado a partir de los resultados de
depuracion de nitrato fue de 95.7%. Este indicador de la bondad del ajuste del modelo
estadistico lineal al conjunto de datos obtenidos durante el experimento, se interpreta de la
siguiente forma: 95.7% de la variabilidad total del rendimiento depuratorio de nitrato
puede atribuirse a la variabilidad del factor en estudio, en este caso, la naturaleza del
sustrato contenido en el FBA; el 4.3% excedentario, se debi6 al efecto de otros factores que

no fueron tomados en cuenta durante el ensayo (error experimental).

El coeficiente de variacién (CV), parametro en relacion directa con la variabilidad
del error experimental, es empleado como criterio de fiabilidad de los datos (grado de
dispersion) en un ANOVA. En este experimento, el valor calculado fue de 3.1%. Segin
Salinas (2011), dependiendo del tipo y lugar de experimentacion: en laboratorio, en campo
(agronomia), en estudios en animales y a nivel industrial, estos valores no deben
sobrepasar el 5, 30, 20 y 5%, respectivamente. Este resultado corroboré una vez mas, el

apropiado control local efectuado durante el periodo experimental de la tesis.

4.1.2 VALIDACION DEL ANOVA

Los 4 supuestos de aplicacién del ANOVA fueron validados; 2 a través del
software SPSS 'y presentados en el anexo 2 -normalidad y homocedasticidad

(homogeneidad de variancias)-, y los 2 restantes son detallados a continuacion:

a. Independencia

El supuesto de independencia es una condicion esencial para la realizacion del
ANOVA; para respetarlo, la asignacion de tratamientos al conjunto de unidades
experimentales se efectuo de forma aleatoria entre las 3 modalidades o niveles del

fotoperiodo (factor de control o bioque).



« Randomizacion »

Figura 17. Permutacion aleatoria.

b. Interaccion entre bloques y tratamientos

El grafico presentado a continuacion (Figura 18) confirmé que no existio
interaccion entre el factor en estudio (naturaleza del sustrato contenido en los FBA) vy el
factor de control, (fotoperiodo) ya que la evolucion de los rendimientos depuratorios de

nitrato, entre bloques, exhibe una misma tendencia (comportamiento analogo).

La conformidad de este ultimo supuesto, atribuyo validez cientifica al ANOVA de

dos vias utilizado en la prueba de hipétesis.

4.1.3 COMPARACION DE TRATAMIENTOS

Dado que, imicialmente se rechazo la hipdtesis nula y los supuestos del ANOVA
fueron validados, se llevaron a cabo pruebas de comparaciones multiples entre los grupos

de medias de los tratamientos « post-hoc » -Tukey y Dunnet-.
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Figura 18. Efecto del fotoperiodo en el rendimiento depuratorio de nitrato.






a la desnitrificacion, esta fuente de carbono posibilité la reduccion de nitrato por medio de

la respiracion anaerobica (proceso energético menos ventajoso para el microorganismo).
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Figura 21. Efecto de la naturaleza del sustrato del FBA en el rendimiento depuratorio de
nitrato.

Timmons y Ebeling (2010) afirmaron que el tiempo de retencion hidraulica (TRH),
es una variable que debe ser integrada en el disefio de FBAs. Basados en la ITAR, los
autores establecieron que los valores optimos de TRH se sitian entre 20 y 30 minutos. El
TRH del fluido calculado en los sistemas DENILIFT fue de 33.6 min (0.56 L de volumen
del FBA y caudal circulante de 1 L.h™).

Mantener un escenario andxico, proclive a oxigenarse mediante procesos de
transterencia de masa agua/atmosfera (reequilibrio entre presiones parciales de gases), en
los sistemas dinamicos DEN/LIFT, confirma que la estrategia adoptada en su disefio y

modo operatorio fue la apropiada.

Con la finalidad de afinar la generacion de condiciones anacrobias, y por
consiguiente, mejorar el rendimiento de los FBAs, se podria considerar las técnicas
siguientes: (1) reducir la presion de saturacion del reactor (exposicion a una presion de
vacio); o (2) desgasificar el agua a tratar, previo ingreso a los FBAs, a través de un reactor

quimico del tipo columna de burbujas (gas/iff) que emplee N> como gas motor.

Segln Lee ef al. (2000), el valor a partir del cual el proceso de desnitrificacion no

genera productos intermedios (desnitrificacion completa) es -200 mV. El monitoreo del



ORP revelo que el uso de sustratos areno-rocosos y rocosos, favorecid tenuemente la
generacion de anaerobiosis en los FBAs. Estos tratamientos alcanzaron valores cercanos a -
200 mV en menor tiempo, con respecto al sustrato sintético y al testigo (Figura 22a). Es
muy probable que la arena, de granulometria reducida, haya propiciado v facilitado la
formacion de micro-zonas al reducir el espacio intersticial entre particulas ocupado por

aire.

Esta ligera ventaja, pudo jugar un papel protagénico en la obtencion de
rendimientos depuratories superiores con los tratamientos A y B. En esas condiciones, con
el objetivo de aprovisionarse de energia para su metabolismo, las bacterias contenidas en
los FBAs correspondientes, iniciaron la ruta metabdlica de desnitrificacion completa con

anteriondad.

Las bacterias se desarrollan formando un biofilm en la superficie de sustratos fijos o
moviles; en condiciones idénticas de disponibilidad de nutrientes, a mayor relacion area-

superficial/volumen, as/v (m™"), mayor generacion de biofilm.

La complejidad de estimar con precision la relacion as/v del FBA por cada
tratamiento, en particular el B (sustrato rocoso), obligo a simplificar el calculo
considerando el radio promedio de particulas esféricas (T-A, 0.5 mm, T-B, 2.1 mm y T-C,
2.5 mm). Al resultado se le adicioné el valor obtenido en el T-D (ratio as/v del FBA o

cilindro vacio).

Las estimaciones de los ratios as/v para los tratamientos A, B, C y D fueron 6304,
1739, 1511 y 311 m™, respectivamente. El ratio as/v resultd ser el factor de mayor
relevancia en los FBA durante el ensayo. Los sustratos areno-rocosos y rocosos confieren
ratios as/v superiores, frente a los sintéticos y de forma mas acentuada frente al tratamiento
control (diferencias significativas en la reduccion de nitrato entre todos los tratamientos

con respecto al testigo, prueba de Dunnett, anexo 3).

Al no existir diferencias significativas entre los tratamientos B y C (Figura 20), se
pone de manifiesto que la composicién del sustrato contenido en el FBA, sea mineral o
sintética (silicona), no perturba la actividad de los desnitrificadores. Estos tratamientos

presentaron valores del ratio as/v muy cercanos.

La eficiencia de depuracién de nitrato en FBAs se rige a la accion independiente o a

la interaccion (hecho no estudiado durante este estudio) de 2 factores: (1) la granulometria,






favorables en los sistemas DENILIFT, 3 dias, (2) un volumen de FBA constante y
equivalente a 0.56 L (altura: 24.5 cm y didmetro: 54 mm), y (3) un volumen total del

sistema de 20.5 L.

En Francia, Sauthier ef al. (1998), determinaron la capacidad de tratamiento maxima de un
biofiltro sumergido de 8 L, que empled como sustrato fijo granulos de ladrillo triturado (4
mm de didmetro promedio) y cuya relacion as/v fue de 2200 m™; este valor de cinética de

referencia fue de 10.6 kg NO3.m FBA.d".

La razon por la que el FBA propuesto por Sauthier er al. (1998), fue =15 veces mas
eficiente que el FBA perteneciente al sistema DI“N/LII"T (T-A/B-11) de mejor performance,
incluso contando con un ratio as/v 3 veces inferior (6304 m™'), podria radicar en la
eleccion del compuesto carbonado empleado como fuente donadora de electrones, el

etanol.

() (b)
Figura 23. Monitoreo del ORP en los sistemas DEN/LII"T dentro del rango optimo en el
que opera el proceso de desnitrificacion: (a) -195 mV; (b) -407 mV (Fuente: propia).
Este producto quimico, translucido, se comercializa puro, por lo que no interfiere
con la calidad de agua del sistema a tratar. Adicionar melaza, sin embargo, constituida por

compuestos disueltos (mono, polisacaridos) y al estado coloidal, aumenta la turbidez y la

concentracion de MES del fluido.

En presencia de MES y condiciones anaerébicas en el agua, se promueve el
desarrollo de otro tipo de comunidades bacterianas, ajenas a la desnitrificacion. Los

microorganismos resultantes son de naturaleza fermentativa (Wilderer er al., 1987).

El monitoreo de pH revel6 una excesiva acidificacion del agua de mar durante los

altimos dias del ensayo, valores cercanos a S (Figura 24a). Los procesos fermentativos
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lacticos, paralelos a la desnitrificacion, podrian explicar los reducidos rendimientos
depuratorios generados en los sistemas DENILIFT con respecto al valor de cinética

expuesto por Sauthier er al. (1998),

Servirse de melaza como fuente de carbono en los FBAs, genero como efecto
colateral negativo una caida extrema de pH (fermentacion lactica), que interfirié con la
eficiencia de las bacterias desnitrificantes. Van Rijn er al., (2006) afirmaron que valores

sub-optimos de pH y una elevada intensidad luminosa inhiben la actividad desnitrificante.

A intensidades de luz tan bajas como el 5% de la intensidad solar total, la
acumulacion de nitrito es el rcsultado de una inhibicion dc los citocromos involucrados en
la reduccion de nitrito (Barak ¢/ af., 1998). El efecto negativo de la iluminacion sobre la
eficiencia de depuracion fue verificado en el ensayo (Figura 24b), ya que al trabajar con un

fotoperiodo de 24h nocturno, la eliminacion de nitrato fue superior (p-value < 0.05).
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Figura 24. (a) kvolucion del valor de pH promedio en funcion del tiempo en los sistemas
DENILIFT, (b) Pertil de las concentraciones de nitrato bioremediadas y remanentes
obtenidas en cada unidad experimental.

En Estados Unidos, Hamlin et a/. (2008) probaron que la utilizacion de melaza
como fuente de carbono es una alternativa interesante en los procesos de desnitrificacion
(precio modico). si los problemas de turbidez y formacion de espuma son solucionados.
Los autores utilizaron FBAs a flujo ascendente (10 L.min) constituidos de un tanque de

3

polictileno de 1.89 m’ (1 m’ de sustrato) que generaron una tasa maxima de

desnitrificacion diaria equivalente a 2.9 kg NO3 m FBA.d.

Si bien este valor de cinética se aproxima a los alcanzados con los sistemas

DENILIFT haciendo uso de la misma fuente de carbono, los equipos de operacion eran



considerablemente mas onerosos en aprovisionamiento v funcionamiento (bomba

peristaltica, sensores, etc.).

En el presente ensayo, los prototipos de FBAs se acoplaron a una valvula de gas v a
un airliff (dos elementos de regulacion de caudal) en lugar de una bomba, por lo que cada

sistema D/NILII'T opero a costo energético reducido.

Adaptar un air/ifi, inyeccion de aire que desplaza volumenes de agua consecuentes.
es siempre una solucion economica. Energéticamente, es mucho menos caro transportar

aire que agua (Lovless v Malone, 1998).

Los sistemas DENILIT podrian superar los inconvenientes de turbidez v
formacion de espuma registrados durante el ensayo. v también sefialados por Hamlin ¢7 al.
(2008), adaptando un sistema de recuperacion de espuma al vacio; esta mejora tecnologica

ha sido también propuesta por Suzuki er a/. (2003).

Recuperar la espuma formada mediante una presion de vacio reducira la
concentracion de compuestos decantables y al estado coloidal del cuerpo de agua. Ln
consecuencia, se aminorara la turbidez y la formacion de posibles zonas de sedimentacion
que son el principal lugar de produccion de ion amonio a través de la via metabolica
bacteriana DNRA o reduccion disimilativa de nitrato a amonio (McCarthy v Gardner.

2003).

(d) (D)
Figura 25 (a) Sistema D/EN/LIT produciendo espuma a la salida del air/ifi: la adaptacion
de una camara de espuma sometida a presiones de vacio para recuperarla es una solucion
practica a considerar; (b) Sistemas D/-N/L/[-T expuestos a un fotoperiodo 24h nocturno (a
laizquierda) y a un fotoperiodo natural (a la derecha).

4.3  ASPECTO ECONOMICO

LLa rentabilidad de esta estrategia de bioremediacion fue puesta en evidencia al

estimar el costo de operacion de un sistema D/N/]/[] para depurar un ¢ de N-NO3. L



costo estuvo constituido por los gastos de consumo eléctrico (compresor) y de

aprovisionamiento de la fuente de carbono (melaza).

Se consideré que el precio industrial de un kW-h consumido fue de S/. 0.327
(fuente: EDELNOR - Empresa de Distribucion Eléctrica Lima Norte S.A.A.), y que el
precio de un kg de melaza fue de S/. 1 (Fuente: Facultad de Zootecnia de la UNALM).

El mejor rendimiento depuratorio (60 mgL™") fue alcanzado por el sistema
DENILIFT asignado al T-A/B-I1. En estas condiciones, el compresor consumié S/. 4.71 (40
W-h x 15 dias = 14.4 kWh x 0.327) y el gasto derivado de la adicion de melaza fue de S/.
0.06 (60 mg.L™" x 0.07 x 15 dias = 63 g de melaza).

El costo total invertido para depurar 60 mg.L"' de NO3 empleando un FBA fue de
S/.4.76,sean 1.23 € (1 €=5/. 3.85, Fuente: BCP - Banco Central de Reserva del Peru).

Integrando la capacidad volumétrica del sistema DENILIFT, se consiguio eliminar
0.28 g de N-NOj3 por S/. 4.76. Extrapolando, el costo a invertir para eliminar 1 g de N-NO3
serade S/. 17 (4.42 €).

La desnitrificacion se revela ser una solucion econdmica de eliminacion de nitrato
de los efluentes acuicolas marinos. Adicionalmente, su incorporacion en SRAs minimiza
los gastos suplementarios ligados a la incorporacion de bases externas (NaOH o
bicarbonatos) que buscan remediar los inconvenientes de pérdida de alcalinidad
(Summerfelt e al., 2000 ; Loyless y Malone, 1998). La utilizacion de productos quimicos
es cada vez menos recomendada por respeto a las normas de calidad y medioambientales

de cada nacion.



V. CONCLUSIONES

La naturaleza del sustrato contenido en un reactor de desnitrificacion o filtro
biologico anaerébice (FBA) es un factor que gobierna la eficiencia de eliminacion de
nitrato en efluentes acuicolas. Los sustratos areno-rocosos y rocosos exhibieron resultados
de depuracion superiores, gracias a su reducida granulometria que: (1) facilita la
generacion de anaerobiosis, y (2) proporciona una mayor superficie de colonizacion a las

bacternias desnitrificantes.

El mejor valor de cinética de reduccion de nitrato (0.7 kg NO3.m FBA.d") se
alcanza empleando un FBA que debe encontrarse expuesto a un fotoperiodo 24h nocturno

y contener en su seno un sustrato areno-rocoso.

En condiciones optimas de operacion (descritas en el parrafo precedente), los FBAs
de los sistemas DENILIFT pueden depurar 1 g de N-NO3 a un costo de operacion modico y
equivalente a S/. 17 (4.42 €).



V. RECOMENDACIONES

Emplear fuentes de carbono que no produzcan coloracion en el agua a tratar, de tal
forma que no se genere una posible interferencia con el ensayo colorimétrico
(espectrofotometria).

Realizar paralelamente el monitoreo de la concentracion de nitrito, para controlar
correctamente el funcionamiento del biofiltro vy la posible acumulaciéon de
productos intermediarios del proceso de desnitrificacion.

Utilizar unidades experimentales homogéneas en términos de concentracion de
nitrato.

Efectuar ensayos adicionales que permitan discriminar el efecto de la temperatura
en la cin€tica de desnitrificacion.

Servirse de la tecnologia econdmica de desnitrificacion, en el tratamiento de
efluentes con elevada concentracion en nitrato provenientes de otras industrias
(aguas residuales, productos quimicos de limpieza, etc.), readaptando los filtros
biolégicos anaerdbicos propuestos durante la tesis, y haciendo uso de los valores de

cinética de reduccion calculados durante la fase experimental.
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ANEXOS

Anexo 1. Calculo de la dosis de melaza a adicionar a los sistemas DENILIFT [Fuente:

Facultad de Zootecnia de la UNALM].

Sabiendo que la melaza esta constituida por: . PM =342 g.mol!
(C12H22011): -PM: 180 gmol" (CgH;,04); y -PM =
180 g.mol™ (CgHq,04).

En 1 gramo de melaza, encontramos 0.17 g de carbono:

Para respetar el ratio C/N de 2.5 (2.5 g C/ 1 g N) establecido por Hamlin er al.

(2008), sera necesario 14.71 g de melaza:

1471 gMelaza—2.5gC
1471 gMelaza— 1 gN

Considerando una concentracion de nitrato de 50 mg.L™" y el volumen del sistema

DENILIFT (20.5 L), existira 0.23 g de nitrégeno a depurar:

14 gN N lg
62gNO; 1000 mg

50 mg NO3/L x 20.5L x =023gN

Entonces, seran necesarios 3.4 g de melaza:

1471 gMelaza — 1 gN
3.40 g Melaza— 0.23 g N

Para conocer la cantidad de melaza a adicionar (CMA) de forma mas simple, se

calculo un factor de conversion:

CMA (g) = [NO3] x = [NO3] >



Anexo 2. Supuestes de nermalidad y hemecedasiticidad validados por el software SPSS
15.0.

Grafico de prebabilidad nermal — Validacion del supuesto de Normalidad de los

residuales.
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(validacion del supuesto de hemeccdasticidad).
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Anexo 3. Tests « | it-hoc » de comparacion multiple realizados a través del software
SPSS 15 (Tukey y Dunnett).

Tests«] it ) »de TukeyyDu et
ifférence |
(I) Substrat | (J) Substrat| 7€ les  Signification
moyennes . p-value
(I-0) |
1S de Tukey S¢  o-roch. | Rocheux 3.33331 0.140

Synthétique 4.666 0 H
Témoin 18.333 0.000

Rocheux Sablo-roch. -3.3533 0.140
Synthétique 1.3333 0.735
Control 15.00t 0.000

Synthétique | Sablo-roch. -4.66t 0.041
Rocheux -1.35351 0735
Control

Témoin Sablo-roch.
Rocheux
Synthetique
Témoin
Témoin
Témoin

(") La aitterence ges moyennes est significative avec un seult ge SIgaITICaton ae >Yo.







Anexo 5. Monitoreo promedio de la temperatura por tratamiento.

Valor promedio: 16.9 °C

20
18
16 4+
144
O
12 A
£
2 10 -
5
=,
ﬁ 6 . ATeno-rocoso |-
4 . Rocoso
| —e=S. Sintético
2 “ontrol
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo (dias)



	001
	002
	003
	004
	005
	006
	007
	008
	009
	010
	011
	012
	013
	014
	015
	016
	017
	018
	019
	020
	021
	022
	023
	024
	025
	026
	027
	028
	029
	030
	031
	032
	033
	034
	035
	036
	037
	038
	039
	040
	041
	042
	043
	044
	045
	046
	047
	048
	049
	050
	051
	052
	053
	054
	055
	056
	057
	058
	059
	060
	061
	062
	063
	064
	065
	066
	067
	068
	069
	070
	071
	072
	073

