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Resumen — Actualmente las aguas subterrdneas mantienen
altos niveles de contaminacion por nitrato, incremento
de actividades agricolas. En consecuencia, recientes
investigaciones se han enfocado en estudiar Sustratos Sélidos
Orgdnicos Naturales (SSON) para biorremediar las aguas
subterrdneas, obteniendo resultados alentadores. Sin embargo,
ain existen aspectos que deben profundizarse, tales como el
aporte de nutrientes desde los SSON, que son fundamentales
para la desnitrificacion. Para ayudar a clarificar estos aspectos,
investigamos Typha angustifolia L. (T. angustifolia) como
SSON. En este articulo presentamos resultados de ensayos
de desnitrificacion realizados en reactores batch con material
detritico de T. angustifolia colectado en invierno y verano. La
liberacion de DQO por hidrélisis durante el ensayo de invierno
(115 mg DQO/dia) casi duplicé al valor obtenido en verano
(60 mg DQO/dia). Se observaron similares rendimientos
de desnitrificacion usando carbono orginico liberado por
lixiviacion e hidrélisis, lo cual sugiere similitud entre estos
carbonos. Ademds, se comprobé que el nitrégeno biodisponible
en el material detritico fue usado por las bacterias para sintesis
celular. Los hallazgos de este estudio indican que es viable la
desnitrificacién del agua subterrdnea usando T. angustifolia;
ademds, aportan conocimientos relevantes sobre el uso de
materiales naturales como fuentes alternativas de carbono.
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Abstract - Currently groundwater maintains high nitrate
contamination due to increased agricultural activities.
Consequently, recent research has focused on studying
Natural Organic Solid Substrates (NOSS) for bioremediation
of groundwater, obtaining encouraging results. However,
there are still aspects that need further study, such as the
supply of nutrients from the NOSS, which are essential for
denitrification. To help clarify these aspects, we investigated
Typha angustifolia L. (T. angustifolia) as NOSS. In this paper
we present results of denitrification tests in batch reactors T.
angustifolia detrital material collected in winter and summer.
The release of COD by hydrolysis during winter testing
(115 mg COD/day) almost doubled the value obtained in
summer (60 mg COD/day). Similar yields of denitrification
using organic carbon released by leaching and hydrolysis
were observed, suggesting similarity between these carbons.
Furthermore, it was found that the bioavailable nitrogen in
the detrital material was used by bacteria for cell synthesis.
The findings of this study indicate that groundwater
denitrification is feasible using T. angustifolia; also they
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provide important insights into the use of natural materials as
alternative carbon sources.
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1. Introduccién

A nivel mundial la disponibilidad de agua
ha disminuido en cantidad y calidad. Esto es
causado por el aumento de la poblacién y la
contaminacién asociada a la agricultura intensiva
y a los altos indices de aplicacion de fertilizantes
[1]. En los Estados Unidos, més del 75 % de los
estados reportan que sus aguas subterraneas son
contaminadas por actividades agricolas; siendo
el nitrato el principal contaminante [2]. Al igual
que en los Estados Unidos, en Europa la principal
fuente de contaminacion de las aguas subterraneas
se asocia a las actividades agricolas [3]. Enlos paises
europeos el consumo de nitrégeno inorganico
alcanz6é un maximo de 11 millones de toneladas
anuales en la década de los 80, y aunque se ha
presentado una disminucién en su uso, la cantidad
de toneladas en los afios mas recientes esta en
el orden de los 9 a 10 millones [4]. Este elevado
consumo de fertilizantes en Europa repercute
negativamente, contaminando entre 32 % y 80 %
de las aguas subterraneas [3].

A raiz de esta alta contaminacién con nitrato,
se ha sehalado la necesidad de estudiar la
composicion y biodisponibilidad de carbonos
organicos para biorremediacion in situ de las
aguas subterrdneas con bacterias desnitrificantes
[3]. En este sentido, han surgido iniciativas para
investigar Sustratos S6lidos Organicos Naturales
(SSON) para la biorremediacién de las aguas
subterrdneas, tales como paja de trigo y aserrin [5-
7]. Sin embargo, a pesar de los avances logrados en
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la materia, hay aspectos poco claros en el uso de
SSON, tales como: liberaciéon de carbono organico
y el aporte de nitrégeno, en funcién del grado de
madurez, contenido lignocelulésico, de nutrientes
y humedad.

Para responder estas interrogantes en este
estudio se seleccion6é la T. angustifolia, la cual
es una graminea diseminada en climas frios,
templados y tropicales [8], nativa de marismas,
pantanos y humedales [9]. T. angustifolin es una
especie de tallo robusto y hojas ensiformes que
puede alcanzar hasta 3 m de altura [9]. Esta planta
es usada como depuradora de aguas residuales
en humedales artificiales [10, 11]. En paises como
Chile y Perd, tiene otros usos, tales como: material
de construccion para embarcaciones artesanales;
alimentos para el ganado y confeccion de artesanias
[12]. En contraste a su amplio uso, en varias partes
del mundo es considerada una especie invasiva
[13-15].

Consideramos que esta investigacion aporta
informacién relevante en el uso de gramineas, ya
que son pocos los estudios que han investigado
este tipo de SSON [16, 17].

2. Materiales y métodos
2.1. Colecta de T. angustifolia

Para esta investigacion se usé T. angustifolia
colectada en la Laguna de Batuco a 40 km al norte
de la ciudad de Santiago de Chile. Las plantas se
colectaron en invierno (Agosto) y verano (Febrero).
Enlos ensayos se us¢ el tallo de las plantas (material
detritico), porque es donde se concentra el mayor
porcentaje de carbono organico (como celulosa)
[18].

2.2. Caracterizacion de material detritico de T.
angustifolia

Las muestras de los materiales detriticos fueron
secadas a 105 °C por 24 horas [19]. El contenido
de lignina, celulosa y hemicelulosa fue obtenido
usando el método de Van Soest [20]. El contenido
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de nitrégeno se obtuvo con el método Kjeldahl
y el carbono total fue obtenido por el método
de combustion [19]. El nitrégeno indisponible
se obtuvo segin Goering & Van Soest [21]. El
contenido de cationes presentes en los materiales
detriticos se determiné mediante digestion de
acido nitrico y detecciéon de ICP [19]. La fracciéon
biodegradable y carbono orgénico disponible se
determinaron con la metodologia propuesta por
Van Soest [22].

El carbono organico biodisponible en los
materiales detriticos fue llevado a masa de DQO, el
cual se determiné siguiendo los siguientes pasos:
i) se obtuvo el contenido de celulosa de la masa
seca total del material detritico de los SSON; ii) se
determiné la masa de carbono organico presente en
la celulosa; iii) la masa de celulosa fue considerada
equivalente a la masa de CH20;
carbohidrato se le determiné la masa de electrones
equivalentes de DQO.

iv) finalmente, al

2.3. Preparacion de reactores de lixiviaciéon

El material detritico usado en cada ensayo fue
lavado cuidadosamente para eliminar impurezas
presentes en su superficie. Una vez lavado
el material, se seccionaron en trozos de 1 cm;
luego se irradiaron con luz ultravioleta para su
desinfeccion. Se usé luz ultravioleta, porque es un
método de desinfeccién eficaz usado para reducir
poblaciones microbianas presentes en la superficie
de los vegetales [23]. Se emplearon ldmparas de
efecto germicida, cuya longitud de onda estaba
entre los 245 nm y 345 nm. La dosis aplicada fue
de 1.2 KJ/m? por un periodo de 10 minutos. Esta
dosis ha sido reportada como efectiva para abatir
las poblaciones microbianas de las superficies de
materiales vegetales [24].

El agua y las botellas usadas en los ensayos
fueron esterilizadas. Los reactores se prepararon
por triplicado en una campana de flujo laminar.
En el ensayo se usaron agitadores termo-regulados
para mantener la temperatura en los reactores a
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30 + 2 °C y agitados a 150 rpm. El volumen total
usado en los ensayos fue 500 mL (agua + material
detritico himedo). La masa himeda de material
detritico de T. angustifolia usada en cada reactor fue
de 40.7 g. Los voltimenes de agua en los reactores
de invierno y verano con T. angustifolia fueron 417
mL y 456 mL, respectivamente. Esta diferencia en
el volumen de agua se debi a las densidades de
los materiales detriticos.

2.4. Configuracion de reactores biolégicos

Los ensayos consistieron de reactores batch con
un volumen total 2 L (agua + material detritico
himedo). La relaciéon agua - material detritico
fue de 1/6 para el ensayo de invierno, segin lo
realizado por Gibert et al. [25]. La masa usada de T.
angustifolia fue 163 g. Para el ensayo de verano se usoé
la misma masa hiimeda. Por lo tanto, el volumen
de agua usada en los reactores de invierno y verano
fueron 1667 ml y 1810 ml, respectivamente.

Los reactores se cubrieron con papel aluminio
para impedir la entrada de la luz solar. En cada
ensayo se utilizé agua desionizada y se dosificd
una concentracién de nitrato de 100 mg N-NO;/],
usando NaNO,. Los reactores se operaron en rangos
de pH entre 6.5y 7.5; para ello se dosificaron buffer
de fosfato (3 g/L de KH,PO, y 3 g/L K,HPO,).
Se inyect6 nitrégeno gaseoso de 5 a 10 minutos
para desairar los reactores batch y asi mantener
condiciones anéxicas. Los reactores se operaron con
agitacion continua de 150 rpm y a una temperatura
de 30 + 2 °C, usando agitadores termo-regulados.

Los materiales detriticos de T. angustifolia
fueron usados sin previo tratamiento, es decir
que se mantuvo su contenido de humedad inicial,
para propiciar condiciones naturales. En estudios
similares, el material detritico de gramineas fue
deshidratado [26]. Los materiales detriticos de T.
angustifolia no fueron lavados ni irradiados con
luz ultravioleta como se hizo en los ensayos de
lixiviacién; de esta forma se permitio el crecimiento
de las bacterias nativas adheridas a estos SSON.
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El uso de bacterias nativas adheridas a SSON ha
sido reportado [16, 25]. Ademds, no se dosificaron
micronutrientes en los reactores batch biolégicos,
ya que se asumi6 que las bacterias los obtendrian
de los materiales detriticos.

Es importante senalar que se adoptd la DQO
como la medida de referencia para el carbono
organico medido directamente en el agua, aquel
usado en la reduccién de nitrato y para representar
el carbono organico liberado desde los SSON.
Esto fue adoptado porque estda demostrado que
la DQO es el mas simple y facil de los parametros
individuales usados para describir la concentraciéon
de desechos o aguas residuales, en términos de mg
O,/L[27]. Ademas, es la tinica medida que permite
relacionar los equivalentes de electrones de sustrato
orgénico, biomasa activa y el oxigeno utilizado
[28]. De esta forma es posible hacer balances de
masas de carbono orgénico entre el medio acuoso
y los SSON.

En este articulo se usardn los términos de
carbono organico y DQO, para representar
biomasa biodisponible en los materiales detriticos
y el donante de electrones o sustrato orgénico.

3. Resultados
3.1. Caracterizacién de material detritico

Las colectas de T. angustifolia se realizaron en
dos estaciones del afio (invierno y verano), con el
proposito de evaluar la variabilidad del contenido
de nutrientes y el grado de madurez (tabla 1).
Los resultados obtenidos, reflejan que la planta
cosechada en invierno registré un mayor contenido
de nutrientes (por ejemplo, nitrégeno). En cuanto
a los contenidos de elementos inorganicos, se
encontré poca variaciéon en ambos periodos. Un
factor comun identificado entre los materiales
detriticos fue el alto contenido de sales, siendo el
Sodio el de mayor valor (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de materiales
detriticos de T. angustifolia colectadas en verano e invierno

Parametros Invierno Verano
Ca (mg/g) 1.53 1.55
Fe (mg/g) 0.09 0.02
K (mg/g) 3.32 1.97
Mg (mg/g) 0.30 0.16
Na (mg/g) 26.00 28.4
P (mg/g) 0.25 0.1
N (%) 1.23 0.27
C (%) 44.50 46.5
C/N 36.30 174
Celulosa (%) 37.66 44.30
Hemicelulosa (%) 18.54 19.20
Lignina (%) 6.80 11.21
Carbono organico (%) 35.20 31.80
Fraccion Biodegradable, f, (%)  67.10 57.60
Densidad (g/mL) 0.49 0.93
Materia seca (%) 11.90 91.00
Cenizas (%) 22.10 13.40
Proteinas (%) 7.67 1.67

3.2. Ensayos de Lixiviaciéon

En los ensayos de lixiviacién se encontré que
las concentraciones de nitrato, nitrito y amonio en
el sobrenadante de reactores de invierno fueron
1.78 mg N-NO, /gsust, 0.08 mg N-NO, /gsust y 1.1
mg N-NH,*/gsust, respectivamente (tabla 2). Para
el ensayo de verano no se detectaron nitrato ni
nitrito, mientras que el contenido de amonio en
el sobrenadante fue 0.01 mg N-NH,"/gsust. Los
resultados de DQO en los ensayos de lixiviacion
fueron altos, principalmente en los reactores con T.
angustifolia de invierno (tabla 2).

Tabla 2. Masa de nitrégeno, DQO y otros elementos
lixiviados por gramo de masa seca de T. angustifolia.

Parametros (mg/(g,,, como masa seca))

Reactores
N-NO; N-NO, N-NH;/” DQO Ca K Cl Na

T. angustifolia

et 178 0.08 1.1 445 60 212 925213
de invierno
I angustifolia 0 0.01 137 026 225 4.54 0.61
de verano
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3.3. Ensayos batch biolégicos
3.3.1.Comportamiento de componentes nitrogenados
en sobrenadantes

Nitrato

Durante la operaciéon de los reactores batch se
dosificé de nitrato cada 2 o 3 dias, para obtener
una concentraciéon de 100 mg N-NO,/L. El
nitrato se consumié totalmente y se mantuvo el
mismo comportamiento durante los periodos de
operacion de los reactores (figura 1a y 1b). La tinica
diferencia encontrada en los ensayos se registr6 en
los primeros 7 dias de operacién de los reactores
de invierno, lo cual se atribuye a la adaptacion
de bacterias y a la liberaciéon de nitrato desde T.
angustifolia, debido a la lixiviacion.
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Figura 1. a) Las mediciones de nitrato en los ensayos de
invierno reflejaron una completa desnitrificacion b). En los
ensayos de invierno se observé una remocién de nitrato por
arriba 90 % (Wdosificacién de nitrato).

Nitrito

En el ensayo de invierno se registraron
altos valores de nitrito en los primeros dias de
operacion y posterior al dia ocho la concentraciéon
estuvo menor a 0.3 mg N-NO, /L. En tanto, la
concentracion de nitrito fue casi cero en los ensayos
de verano (figura 2).
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Figura 2. Resultados de nitrito en el sobrenadante de los
reactores de invierno y verano. El nitrito del ensayo de
invierno pudo ser el resultado de una desnitrificacién parcial.

Amonio

Los resultados de amonio en el sobrenadante
reflejaron un comportamiento similar durante
la operacion de los reactores batch, ya que los
maximos valores se obtuvieron en el sexto dia de
operacion (figura 3). Las concentraciones maximas
de amonio en los ensayos de invierno y verano
fueron 23.8 + 2.45 mg N-NH,*/L y 39.5 + 2.25 mg
N-NH,*/L, respectivamente. Posterior al sexto
dia, se registr6 una disminucién del amonio en el
sobrenadante de los reactores, hasta llegar a valores
menores a 3 mg N-NH,+/L.
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Figura 3. El comportamiento de la liberacién de amonio desde
T. angustifolia fue similar en los reactores batch de invierno y
verano.

3.3.2. Balance de masa de nitrégeno en T.
angustifolia

El balance de nitrégeno en el material detritico
se hizo en porcentaje de masa seca. Para ello se
determiné el contenido de nitrégeno total antes
y después de los ensayos; de igual manera, se
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determino el nitrégeno no disponible. El nitrégeno
no disponible es aquel que se encuentra entrelazado
con lignina, la cual que no es hidrolizable por
bacterias [21].

La masa de nitrégeno total presente en los
materiales detriticos de T. angustifolia de invierno
antes y después de los ensayos fueron 247 mg N y
139 mg N, respectivamente (tabla 3). Al restar estos
dos valores se encontré que el nitrégeno liberado
durante los ensayos fue 108 mg N. Esta masa
representa el 68 % del nitrégeno biodisponible en
la T. angustifolia de invierno. En los ensayos con T.
angustifolia de verano, la masa de nitrégeno fue de
401 mg N antes del ensayo y 300 mg N al finalizar
las pruebas. Esto indica que durante la operaciéon
de los reactores batch se liber6 una masa de
nitrégeno de 101 mg N. Esto corresponde al 97 %
del nitrégeno biodisponible en el material detritico
de T. angustifolia.

Tabla 3. Balance de nitrégeno en materiales detriticos de
T. angustifolia

3 . N total N no disponible
Identificacion
(mg) (mg)
T. angustifolia invierno antes de ensayos 247 88
T. angustifolia invierno después de 139 88
T. angustifolia verano antes de ensayos 401 297
T. angustifolia verano después de ensayos 300 297

3.3.3.Comportamientode DQO en el sobrenadante

Los resultados DQO muestran que las méximas
masas para los ensayos de invierno y verano se
registraron al cuarto y sexto dia de operacién de los
reactores, respectivamente (figura 4a). En el ensayo
de invierno la maxima masa de DQO fue 1342 mg
y en verano fue de 3059 mg (figura 4a). Desde el
octavo dia, la DQO disminuyé progresivamente
hasta el final del ensayo. En estos ensayos se
observé que el decrecimiento fue de tipo lineal
(figura 4b).
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Figura 4. a) La masa de DQO del ensayo de verano fue mayor
que el liberado en el ensayo de invierno; b) El comportamiento
de la disminucién de la DQO entre el dia 8 y 29 fue similar en
los ensayos de invierno y verano.

El comportamiento de la liberacion de DQO
total acumulado en el sobrenadante se presenta en
la figura 5. Estos resultados se obtuvieron de sumar
los valores de DQO medidos en el sobrenadante
de los reactores y la DQO equivalente usada en
la reduccién de nitrato. La DQO equivalente se
obtuvo de multiplicar el nitrato reducido, por el
factor estequiométrico 2.225 mg DQO/mg N-NO,
[16]. La liberacion de DQO desde material detritico
de T. angustifolia de invierno y verano fue similar
hacia el final de los ensayos (figura 5).
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Figura 5. DQO acumulado en el sobrenadante de los
reactores batch para los ensayos de invierno y verano
tendieron a ser similares hacia el final de los ensayos.
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3.3.4. Balance de masa de carbono orgédnico (como
DQO) en sobrenadante y materiales detriticos

Serealiz6 un balance de DQO en el sobrenadante
de los reactores batch, para definir cuanto se liber6
debido a lixiviacién y a hidrolisis. En los ensayos
de invierno se identificé que 2.2 g de DQO se
debi6 a lixiviacion y 2.4 g de DQO se atribuye a
hidrélisis; mientras que en verano, la masa de
DQO por lixiviacién e hidrélisis fueron 4.1 gy 1.5
g, respectivamente (tabla 4).

Tabla 4. Balance de masa de DQO presente en el sobrenadante
de los reactores y en los materiales detriticos de T. angustifolia
colectadas en invierno y verano

DQO disponible en materiales

DQO en el sobrenadante detriticos

Ensayos ‘Antes

Por Total Por del
Lixiviacion acumulado  hidrélisis Después del ensayo (g)
® ® @ e
(g)
Invierno 22 4.6 2.4 7.0 4.6
Verano 4.1 5.7 1.5 69.7 68.2

3.3.5. Relaciéon C/N en sobrenadante

Las relaciones C/N para los ensayos de invierno
y verano se determinaron con la DQO medida y
el nitrato dosificado. Para el ensayo de invierno la
relacion C/N promedio fue de 5.1, con un valor
maximo de 7.2. En tanto, el valor promedio y
maximo de C/N para el ensayo de verano fue 12.4
y 9.6, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Relacién C/N en el sobrenadante de reactores batch
con T. angustifolia de invierno y verano estuvieron cercanos a
los valores estequiométricos.
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4. Discusion
4.1. Propiedades fisicas y quimicas de materiales
detriticos

Los resultados de caracterizaciéon del material
detritico presenta que la T. angustifolia de invierno
presenté un mayor contenido de nitrégeno lo cual
se refleja en una menor relacién C/N, asi como un
menor porcentaje lignocelulésico (tabla 1). Estos
resultados son concordantes con estudios de
consumo y almacenamiento de nutrientesenla T.
angustifolia [30-32]. En tanto, el material detritico
de T. angustifolia de verano mostr6 una estructura
mas robusta y fuerte, lo que indica que la planta
estaba mas desarrollada. Este grado de madurez
se debid a la alta actividad vegetativa de la planta
en donde hay floracién, la cual se presenta en los
meses calurosos del afo. Ratushnyak [33] sefala
que T. angustifolia produce mayor cantidad de
carbohidratos como Fructuosa, Glucosa y Maltosa
durante el verano.

En base a estos resultados, se infiere que T.
angustifolia de invierno se degradaria con mayor
rapidez. La biodegradabilidad de un material
detritico disminuye segtn el grado de madurez,
lo cual estd relacionado con el contenido
lignoceluldsico [18]. La degradacion se presenta
mds rdpido por tener un menor porcentaje de
lignina, facilitando a las bacterias obtener el
carbono organico [29]. De igual forma, la relacién
C/N juega un papel importante en la degradacion
de los materiales detriticos, ya que las plantas que
presentan una menor relaciéon de C/N contienen
mds nitréogeno disponible para las bacterias
para su sintesis celular y por ende el tiempo de
biodegradacién estos materiales serd menor [18].

4.2. Compuestos solubles liberados en ensayos
de lixiviacién

Para tener claridad de la liberacion de
compuestos solubles debido a lixiviaciéon desde
materiales detriticos de T. angustifolia, se aplico el
método de desinfeccién con irradiacién UV, con
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el objetivo de abatir las poblaciones microbianas
presentes en la corteza de los materiales detriticos
usados en la investigacion. En este caso, se queria
demostrar cudnto sustrato soluble se liberaba en
la fase abidtica, es decir por lixiviaciéon. De igual
forma, la supervivencia de alguna poblacion
microbiana a la irradiacién de luz UV no alterd
el ensayo, ya que las condiciones del sistema
no favorecieron el desarrollo de las bacterias.
Estas condiciones corresponden a la ausencia de
aceptor de electrones externos (nitrato u oxigeno),
necesarios para que ocurra la degradacién biolégica
de materiales organicos [18, 27].

Para los ensayos de lixiviacion con material
detritico colectado en invierno, los resultados de
los compuestos nitrogenados en el sobrenadante
concuerdan con la caracterizacion del material
detritico de invierno, el cual presenté el mayor
porcentaje de nitrégeno (tabla 1). En tanto, en los
ensayos de verano, el aporte fue menor (tabla 1).
Asaeda et al. [30], sefialan que la T. angustifolia
acumula nutrientes en la época de crecimiento, la
cual se presenta en los meses del afio con menores
temperaturas.

Apesar que el amonio es la primera opcién como
fuente de nitrégeno de las bacterias para su sintesis
celular, su acumulacién en el agua es desfavorable,
principalmente si la T. angustifolia es usada como
sustrato en la remocién de nitrato del agua potable.
En tanto, la liberacién de nitrato y nitrito soluble
durante la lixiviacién también es desfavorable para un
proceso de desnitrificacion, porque estos iones son
precisamente los que se requiere remover del agua.
Zhangetal. [6], detectaronliberacién de compuestos
nitrogenados (N-NO,, N-NO, y N-NH,*) usando
paja de trigo, lo cual lo consideran una limitacién
en la remediacion del agua subterrdnea.

La liberaciéon de DQO por gramo de material
detritico en los ensayos de invierno fue 3.3 veces
mayor que los obtenidos en los ensayos de verano.
La menor liberaciéon de DQO por gramo de
material detritico en los ensayos de verano esta
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relacionada con su menor contenido de humedad.
También se puede destacar que en la lixiviacion
hubo altas concentraciones de Sodio y Potasio,
principalmente en los reactores que contenian
T. angustifolia de invierno (Tabla 2). La masa de
Potasio liberada en los ensayos de invierno fue 9
veces mayor que el registrado en verano; mientras
que el sodio fue 35 veces mayor. Basados en estos
resultados, se sugiere precaucién al momento de
usar T. angustifolia; principalmente aquel material
colectado en meses frios del afio, debido a los altos
aportes de nitrégeno, carbono soluble y sales.

4.3. Ensayos batch biolégicos

En estos ensayos se evalud tanto la lixiviacién
como la hidrdlisis. Estos ensayos se denominaron
biolégicos porque hubo participacion de
bacterias. Se consider6 que las bacterias fueron
responsables de la liberacién del carbono organico
por varios aspectos: i) que el pH mantenido en
los microambientes de los reactores batch, estuvo
entre 7 y 8; el cual es el rango de pH donde mejor
se desempenan las bacterias [34]; ii) ademads, en
los ensayos se mantuvieron condiciones andxicas,
y segun la literatura en los procesos de ruptura
de componentes organicos, donde el aceptor de
electrones es nitrato, los grupos de microorganimos
que intervienen son bacterias [18]. En estudios
similares al nuestro se encontr6 que el biofilm
que crecié sobre los SSON estaba constituido por
bacterias [35, 36].

4.3.1. Comportamientos de componentes
nitrogenados en sobrenadante de reactores
bioldgicos

Las maximas tasas de desnitrificacion

obtenidas para los ensayos de invierno y verano
fueron 50 N-NO,/L-d y 45.25 mg N-NO,/L-d,
respectivamente. La similitud entre las tasas de
desnitrificacion obtenidos en estos ensayos sugieren
que las concentraciones de micronutrientes
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requeridas por las bacterias para su actividad
metabdlica se obtuvieron del material detritico,
y que el carbono organico liberado fue similar
en ambas pruebas, mostrando que hubo la
concentracion necesaria del donante de electrones.
Una caracteristicaadestacar enestosensayos fue que
la remocién de nitrato estuvo entre 90y 100 %, a pesar
de las altas concentraciones de sales liberadas del
material detritico de T. angustifolia. En la literatura
han reportado desnitrificaciéon en tratamiento de
aguas residuales con altos contenidos de sal [37].
Por lo tanto, se puede sefnalar que T. angustifolia
es una fuente potencial de carbono organico, para
usarlo en la remocién bioldgica de nitrato.

La presencia de nitrito en el ensayo de invierno
se asocia a una desnitrificacion incompleta, causada
por la poca adaptaciéon de las bacterias durante
los primeros dias de operacién de los reactores.
Esta condicién también fue observada en ensayos
preliminares (datos no mostrados). No se considera
el oxigeno disuelto como causa de la presencia
de nitrito, ya que este pardmetro se mantuvo por
debajo de 1 mg O, /L.

En cuanto al amonio, se encontré que en invierno
el aporte fue de 1.95mg N-NH,*/ gsust, siendo cuatro
veces mayor al amonio aportado en los ensayos
de verano (0.45 mg N-NH,*/gsust). La variaciéon
en el comportamiento del amonio en los ensayos
con T. angustifolia se asocia a varios factores: (i)
que se us6 un valor constante de nitrato (100 mg
N-NO, /L), lo cual generé una condicion estable;
(ii) ademads, hubo una liberacion de amonio desde
el material detritico de T. angustifolia hasta un valor
maximo y luego fue consumido por las bacterias.
Esta presencia de amonio se debi6 a lixiviacion y la
hidrolisis de proteinas.

La hidrdlisis de proteinas se consideré la
principal responsable de la presencia de amonio,
ya que se aport6 el doble de la fase de lixiviaciéon
(tabla 3). En la biodegradaciéon de materiales
detriticos, las proteinas son las primeras en ser
hidrolizadas por bacterias [18]. Vavilin et al. [38],

RIDTEC | Vol. I I,n.° 1, enero - junio 2015.

sefialan que durante la degradaciéon de proteinas
se libera nitrégeno en forma de amonio. La
presencia de amonio asociado a hidrolizacién de
proteinas ha sido reportada en la desnitrificacion
usando SSON como chitina [39] y granos de
madera [40]. Sin embargo, otros investigadores
sefialan que la presencia de amonio en sistemas
desnitrificantes es causada probablemente por la
Reduccién Desasimilatoria de Nitrato a Amonio
(RDNA) [6, 25, 41]. Sin embargo, para que dicha
ruta de reduccién de nitrato a amonio se presente,
la relaciéon C/N en el agua debe ser mayor al valor
estequiométrico [42].

Ennuestro estudio se descarta quela RDNA fuera
la ruta formadora de amonio, dado que el valor
promedio de la relaciéon C/N en el sobrenadante de
los reactores esta cercano al valor estequiométrico
(figura 6). Deago & Pizarro [16] sefialan que el factor
estequiométrico de la relacién C/N es de 6.11, para
la desnitrificacién usando SSON como fuente de
carbono organico y nitrogeno (como amonio) para
sintesis celular. De hecho, Cuervo-Lopez et al [42],
han reportaron desnitrificacién en sistemas de
tratamiento con valores de C/N cercanos a 34.

En el caso de usar T. angustifolia como SSON
para biorremediacién in situ, es decir en barreras
permeables reactivas, como ha sido propuesto en
investigaciones similares [25, 43], es posible que la
ruta de la reduccién de nitrato sea a amonio; dado
que se ha encontrado flora microbiana en el suelo
capaz de realizar esta ruta reductora de nitrato [44].
En estos casos, el amonio debido a RDNA podria
ser favorable para plantas y microorganismos de
ecosistemas con escaso contenido de nitrégeno
[44].

4.3.2. Balance de masa de nitrégeno en materiales
detriticos

Segun el balance de masa de nitrégeno, 97 % del
nitrégeno biodisponible de los materiales detriticos
de T. angustifolia de verano fue consumido, mientras
que en invierno se uso el 68 % del nitrégeno
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biodisponible (tabla 3). Los resultados indican
que las bacterias hidrolizaron proteinas presentes
en el material detritico y obtuvieron el nitrégeno
para su sintesis celular. El consumo de nitrégeno
fue similar en ambos ensayos, con 108 mg N en
invierno y 101 mg N en verano, lo que indica que
la adaptacion de las bacterias al microambiente de
los reactores fue favorable. Sin embargo, se observa
que al final de los ensayos de invierno quedaron
disponibles 51 mg de N en el material detritico,
mientras que en verano solo 3 mg (figura 7). El
nitrégeno biodisponible en T. angustifolia de verano
se agotd con mayor rapidez, debido a su menor
contenido inicial (figura 7). Esta condicion sugiere
que una vez agotado el nitrégeno de los materiales
detriticos, las bacterias usarian nitrato como su
fuente de nitrégeno para sintesis celular.

200 B Antes de ensayos
159 W Después de ensayos
150
_ 104
()]
£ 100
z
50
0

T. angustifolia Invierno

T. angustifolia verano

Figura 7. Contenido de nitrégeno en materiales detriticos antes
y después de ensayos.

4.3.3. Comportamiento de liberacién de DQO
Como se describid previamente, la liberacion de
DQO desde T. angustifolia fue identificada en dos
fases: fisica y bioldgica. La fase fisica corresponde
a lixiviaciéon de compuestos soluble causada por
la autolisis [18] y la fase bioldgica esta asociada a
la actividad hidrolitica de bacterias en crecimiento
adherido[18,27,38]. La fase fisica o de lixiviacion se
present6 en los primeros 8 dias (figuras 4a). En esta
fase la liberacion de DQO fue alta. En la segunda
fase se refleja una alta actividad bacteriana, dado
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que se incrementé el consumo de carbono soluble
en el sobrenadante de los reactores batch (figura
4b). El comportamiento lineal de la disminucién de
DQO en el sobrenadante fue mayor en los reactores
que contenian mayor masa de material detritico.
Esto se observo en los reactores con T. angustifolia
de verano, donde la pendiente de consumo de
DQO en el sobrenadante del reactor de verano fue
2.6 veces mayor que en invierno (figura 4b).

La adaptacion de las bacterias al microambiente
de los reactores batch, es atribuida al tipo de
carbono orgéanico lixiviado. Smith [45] indica que
el carbono soluble lixiviado es de alta calidad y
es responsable de promover el crecimiento y la
actividad microbiana. Esta actividad microbiana
fomenta la colonizacién de los sustratos sélidos, el
cual es un paso obligado para la solubilizacion de
productos que benefician a otros microorganismos
[46].

El buen rendimiento observado en este estudio,
posterior al dia 8 (fase biol6gica), nos indica que las
bacterias hidrolizaron carbonos organicos similares
al liberado por lixiviacién. Moran & Hodson [47],
reportaron similitudes entre el carbono organico
soluble liberado por lixiviacion y el obtenido por
hidrélisis del contenido lignocelulésico. Una vez
agotado el carbono organico soluble, el siguiente
paso en el proceso de biodegradacion es el ataque
de la celulosa [48]. Moran et al. [49], indican
que la celulosa es el primer carbono estructural
del material detritico en ser degradado por
microorganismos. Esta degradacién se debe a la
accion de las enzimas de bacterias hidroliticas,
las cuales rompen los enlaces covalentes que
mantienen unidas las moléculas de glucosa [34].
Esta glucosa puede ser asimilada directamente por
las bacterias desnitrificantes [18].

El siguiente esquema resume los procesos
que intervienen en la liberacién de carbono
organico desde materiales detriticos y su uso en la
desnitrificacion del agua (figura 8).
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soluble

2. Lixiviacion por autolisis

3. Uso decarbono solubilizado
por bacterias en suspension

4. Colonizaciéon del SSON-
crecimiento de biofilm

5. Liberacion de carbono
por hidrdlisis enzimatica
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Biofilm N 1
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Figura 8. Esquema conceptual de la liberacién de carbono
organico desde SSON y su uso en la desnitrificacion.

Aunque se ha identificado que la fase de
lixiviacion ayuda a la aclimataciéon de bacterias,
el exceso de liberacién de carbono orgéanico es
una condicién no deseada. Esta fase de lixiviaciéon
estd en funcion de: i) el area de contacto del SSON
por donde ingresa el agua; ii) a la concentracion
de los carbonos organicos solubles presente en
las vacuolas de las células vegetales; iii) y estos
orgéanicos solubles dependen de la madurez o
edad de la planta. Por lo tanto, se reitera que la
lixiviacién es una etapa importante a considerar
en la desnitrificaciéon usando T. angustifolia como
fuente de carbono organico.

Como se observaron comportamientos similares
del consumo de carbono a lo largo de los ensayos,
se considera que la hidrdlisis es el tltimo proceso
de biodegradacion de materiales detriticos. Esto
se debié a las condiciones andxicas mantenidas
durante las pruebas. Angelidaki & Sander [27]
sefialan que la
anoxicas depende de la disponibilidad de aceptor
de electrones como nitrato.

De los resultados obtenidos en los ensayos batch
(figura 5), estimamos las tasas de liberacion de
DQO debido a lixiviacion e hidrolisis (tabla 5).

degradaciéon en condiciones
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Tabla 5. Comportamiento de la liberacion de la masa de DQO
desde T. angustifolia en cada ensayo batch.

Fase mg DQO/dia
Lixiviacion - invierno 368
Hidrolisis - invierno 115
Lixiviacion - verano 693
Hidrolisis - verano 60

La mayor tasa de liberacion de DQO por
lixiviacion se present6 en verano, lo cual se debid
a altas concentraciones de sustratos solubles
facilmente asimilables presentes en el material
detritico de T. angustifolia; mientras que la tasa de
liberaciéon de DQO debido a hidrdlisis fue mayor
en invierno, dado que el material detritico de
T. angustifolin usado contenia menor porcentaje
de lignina. Estos resultados nos muestran que
en términos précticos, es mas favorable usar T.
angustifolia colectada en verano, porque aumenta
el tiempo de degradacién y por ende su vida ttil.

4.3.4. Balance de masa de DQO en materiales
detriticos y sobrenadante

En los ensayos de invierno, 48 % de DQO
liberado al sobrenadante se asocia a lixiviacion
(112.5 mg DQO/gsust) y 52 % corresponde a
hidrdlisis (124.21 mg DQO/gsust); mientras que
en verano, 71 % se atribuye a lixiviacién (27.6 mg
DQO/gsust) y 29 % a hidrolisis (10.7 mg DQO/
gsust). Para los ensayos de invierno se aprecia que
hubo un aporte similar de las masas de carbono
por lixiviacién y por hidrdlisis; sin embargo, en los
ensayos de verano 2/3 del carbono liberado se debe
a lixiviacion. La disparidad en las proporciones
de DQO liberada por lixiviaciéon estd asociada a
las concentraciones de carbono orgédnico soluble
presentes en los materiales detriticos, donde 15.3
g DQO/L se obtuvo en los materiales de invierno
y 278 g DQO/L para verano. En cuanto a la DQO
liberada por hidrélisis, se encontrd que en invierno
se us6 34 % del carbono estructural biodisponible
(como celulosa) en el material detritico; mientras
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que en el ensayo de verano se usé solo 2.2 %.
Esta diferencia en la liberaciéon de carbono por
hidrolisis se asocia a varios factores: i) la alta
disponibilidad de DQO soluble en el sobrenadante
de los reactores al inicio de los ensayos (debido
a lixiviacién) aportado en los ensayos de verano;
ii) y que la masa de T. angustifolia de verano fue
aproximadamente 8 veces mayor a la masa seca de
T. angustifolia de invierno.

Los resultados confirman lo sehalado en la
literatura, la cual indica que en la época de verano
las plantas producen mayor cantidad de carbono
soluble, debido a una alta actividad vegetativa
de las plantas [33, 50]. Ratushnyak [33], sefala
que en la época de alta actividad vegetativa,
los carbohidratos son los principales carbonos
organicos producidos por T. angustifolia. Esto
también confirma el supuesto sobre la similitud en
el tipo de carbono orgéanico liberado durante las
fases de lixiviacién y biolégica.

La capacidad que tienen las bacterias de
aprovechar los SSON como soporte para su
crecimiento, fuente carbono organico, nitrégeno
y otros nutrientes, hacen que los sistemas
desnitrificantes sean mas simples y autosuficientes
que aquellos que requieren dosificacion de
sustratos solubles.

5. Conclusiones

En este estudio se evaludé el comportamiento
de la liberaciéon de carbono orgédnico y nutrientes
desde material detritico de T. angustifolia, colectados
en diferentes épocas del afo. Se identificé que
el aporte de carbono y nutrientes se debi6 a
lixiviacioén (por autolisis) y a hidrélisis enzimatica.
La liberacién de carbono y nutrientes estuvieron
regulados por el contenido de humedad, densidad
y area superficial del material detritico. Se encontré
que T. angustifolia colectada en verano, aport6
mayor masa de carbono organico por gramo de
material y se confirmé que el amonio medido en el
sobrenadante de los reactores batch procedia de los
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materiales detriticos de T. angustifolia. Este amonio
fue la fuente de nitrégeno para sintesis celular de
las bacterias.

Para el mejor aprovechamiento de T. angustifolia se
recomienda que su colecta sea en verano, dado que
la planta contard con mayor grado de madurez.
Propiedades como la relacion C/N, el contenido
lignocelulésico y la densidad serdn mayores,
haciendo mas lenta la degradacién del material y en
consecuencia tendra una mayor vida 1til; ademas,
es mas recomendable usar materiales detriticos con
mayor grado de madurez, dada su alta actividad
vegetativa, en donde la planta genera sustratos
solubles facilmente asimilables por bacterias
desnitrificantes en altas concentraciones.

Los hallazgos de esta investigacion aportan
informacién relevante que permite considerar
la T. angustifolia como potencial SSON para
biorremediacién del agua subterrdnea contaminada
con nitrato.
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