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INTRODUCCION

Las aguas residuales (AR) industriales presentan una gran cantidad de contaminantes que
tienen una accion muy compleja sobre el medio ambiente, afectando el desarrollo natural de
los ecosistemas. La descarga de efluentes en cuerpos de agua receptores puede generar
alteraciones fisicas (temperatura, color, densidad, suspensiones, radiactividad, etc.),
quimicas (composicion, sustancias disueltas, etc.), o biolégicas, afectando negativamente su
calidad ecoldgica. La descarga de efluentes con elevadas concentraciones de nitrogeno es
indeseable, ya que causa excesiva demanda de oxigeno en cuerpos de agua receptores,
tiene un efecto téxico sobre peces y otros organismos, causa eutrofizacion en rios y lagos e
incrementa la formacién de nitrosaminas, un compuesto carcinogénico (Dapena et al.,
2006). Esta problematica presenta wuna gran relevancia a nivel mundial.
Como consecuencia de este gran problema, se han propuesto métodos de tratamiento de
aguas residuales que involucran microorganismos nitrificantes, debido a que estos son
economicos, eficientes y no generan subproductos contaminantes (Lépez et al., 2008).
La remocion biolégica de nitrégeno basicamente implica la conversién aerobia de amonio a
nitrato (nitrificacion) y la conversiéon andxica de nitrato en gas nitrégeno (desnitrificacion). La
nitrificacion se realiza por bacterias nitrificantes autotréficas, las cuales son aerobias
obligadas (Nitrosomonas y Nitrobacter) (Liu y Tay, 2006).

Numerosas industrias generan efluentes conteniendo compuestos altamente téxicos como
por ejemplo fenol, ademas de altas concentraciones de nitrégeno, entre ellas se destacan
las petroquimicas, refinerias de petréleo, produccion de resinas (Britto et al.,, 2008),
farmacéuticas (Ramos et al., 2007) y produccién de coque (In et al., 2014), entre otras. Por
lo tanto, se requiere el desarrollo de comunidades microbianas mixtas con autotrofos y
heterotrofos para la remocion conjunta de nitrégeno y compuestos organicos. El sistema de
lodos activados constituye la solucién mas atractiva para el tratamiento de aguas residuales
(Cozma et al., 2012), sin embargo, diferentes toxicos producen inhibicion sobre la
nitrificacion aun a bajas concentraciones (Amor et al., 2005). Asimismo, los fléculos
formados son ligeros con gran proporcién de microorganismos filamentosos, por ende, la
separacion de biomasa resulta poco eficiente y la descarga del efluente puede proveer
también lodo activado causando un efluente turbio (McSwain et al., 2004). Una estrategia
para evitar estas problematicas consiste en el desarrollo de granulos hibridos (bacterias
heterétrofas y nitrificantes) firmes y estables utilizando una fuente de carbono faciimente
asimilable como el acetato, ademas de nitrégeno inorganico, para luego alimentar el reactor
de manera gradual con el efluente problema (téxico y complejo). Por ende, estos sistemas
basados en granulos hibridos aerdbicos constituyen una buena alternativa para la remocién
conjunta de multiples contaminantes téxicos (Adav et al., 2008) debido a que son
considerados agregados microbianos esféricos, densos y compactos (Liu y Tay, 2004).

La granulacién aerdbica es un proceso de auto-inmovilizacién microbiana sin soporte
alguno, gradual que implica la progresion desde el lodo utilizado como indculo hasta
agregados compactos, lodo granular y finalmente granulos maduros (Tay y Liu, 2001).
Comparado con el lodo activado convencional (fléculos), los biogranulos aerdbicos
presentan ciertas caracteristicas entre las que se destacan su buena sedimentabilidad, su
estructura microbiana densa y fuerte, su capacidad de remocion de multiples contaminantes
téxicos, mayor resistencia a la toxicidad, la produccion de efluentes de mejor calidad, entre
otras (Liu y Tay, 2004).
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Las bacterias no son propensas a agregarse naturalmente debido a las fuerzas
electrostaticas de repulsion e interacciones de hidratacion que existen entre ellas (Yang et
al., 2004). Por este motivo, para lograr la formacion de granulos estables se requiere operar
el reactor bajo determinadas condiciones operativas tales como: régimen hidraulico, que
provea elevada fuerza de corte, tiempo de sedimentacién corto y una etapa de inanicion.

La configuracion del reactor influye sobre el patron de flujo liquido y agregados microbianos.
En la mayoria de los casos informados, los granulos aerdbicos fueron producidos en
reactores tipo columna con flujo circular relativamente homogéneo, a lo largo del eje del
reactor, y los agregados microbianos quedan sujetos a un constante rozamiento hidraulico.
Este tipo de reactor en columna permite crear un flujo circular, producido por un elevado
caudal de aire que fuerza a los agregados microbianos a adoptar una forma granular regular
donde tengan en la superficie una minima energia libre (Liu et al., 2002). A medida que se
incrementa la relacion altura/diametro (H/D) existe una trayectoria de flujo circular mas larga
haciendo mas efectivo los fenédmenos de roce (Yu et al.,, 2004) y por ende el agregado
microbiano. Las condiciones de inanicidon incrementan la hidrofobicidad celular facilitando la
adhesion microbiana. Dichas condiciones pueden lograrse utilizando un reactor discontinuo
secuencial (SBR, sequencing batch reactor) con una etapa feast/famine (alimentacion
f/inanicion) (Adav et al., 2008). Debido a que la descarga de efluentes con elevadas
concentraciones de nitrogeno es indeseable, y presenta una problematica de gran
relevancia a nivel mundial, en este trabajo se propone una alternativa para el tratamiento de
aguas residuales que involucra microorganismos nitrificantes. El objetivo fue analizar la
performance de un reactor biolégico secuencial (SBR) con biomasa granular para la
remocion conjunta de carbono y nitrégeno, como asi también comparar la efectividad del
proceso bajo dos condiciones de operacion definidas por la carga volumétrica de nitrégeno.
Para el estudio del SBR en ambas condiciones de operacion se llevé a cabo la medicion de
los siguientes parametros: concentracion de biomasa, velocidad de consumo de oxigeno,
eficiencia de remocién de amonio, velocidad de produccion y consumo de protones, tamano
granular e indice de sedimentacién volumétrica.

PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reactor y condiciones operativas: El reactor discontinuo secuencial (SBR) a escala
de laboratorio utilizado en este estudio, consistido en una columna de burbujeo construido en
acrilico con una altura de 100 cm, un diametro interno de 10,86 cm y un volumen total de 9,5
L. El volumen de trabajo fue de 4,6 L. El oxigeno (aire) se suministr6 mediante tres
aireadores. El aire se distribuyd a través de seis difusores ubicados en el fondo del reactor,
con el fin de garantizar un flujo helicoidal que favorezca la granulacién, una mezcla completa
entre el influente y los microorganismos y lograr suficiente nivel de oxigeno para que se
desarrollen de forma adecuada los procesos de oxidacion bioldgica. Se empleé un caudal de
aire de 10,5 L.min™". Se trabaj6 con un medio de cultivo sintético rico en sulfato de amonio
como fuente de nitrogeno, fosfato de potasio y una fuente de carbono organica (acetato de
sodio) para favorecer el crecimiento de bacterias nitrificantes y heterétrofas. Se trabajo con
condiciones de pH optimas para el crecimiento de nitrificantes (pH= 7,5) utilizando un
sistema de control automéatico de pH. Se redujo progresivamente el tiempo de
sedimentacion de los lodos, desde 20 hasta 5 minutos, favoreciendo la seleccién de
aquellos granulos y fléculos de alta densidad que sedimentaban rapidamente, con el objetivo
de enriquecer el sistema con granulos hibridos.

Se estudiaron dos condiciones experimentales. Inicialmente se utilizé una carga volumétrica
de nitrégeno inorganico de 60 mg. (L dia)”, sugerida en literatura, y una relaciéon DQO:N:P
de 100:10:2 (Condicion 1). Posteriormente se aumentd la carga de nitrogeno, desde 60
mg.(L dia)" hasta 90 mg.(L dia)", manteniendo iguales las concentraciones de los demas
componentes, resultando una relacion DQO:N:P de 100:15:2 con el objetivo de favorecer el
proceso de nitrificacion (Condiciéon 2). Para ambas condiciones de trabajo el tiempo de
retencion celular (TRC) fue de 20 dias mientras el tiempo de retencion hidraulico (TRH)
utilizado correspondio a 2,79 dias durante todo el periodo de operacion.
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Para cada ensayo se evalué el funcionamiento del reactor una vez alcanzadas las
condiciones de estabilidad, las cuales estuvieron determinadas por medicion del tamano
granular y el indice de sedimentaciéon volumétrica. El funcionamiento del SBR se evalud
mediante la determinacién de los siguientes parametros: concentracion de biomasa,
velocidad de consumo de oxigeno, velocidad de consumo de amonio, eficiencia de remocion
de amonio, velocidad de produccion y consumo de protones, tamafo granular e indice de
sedimentacion volumétrica.

Métodos analiticos: determinaciones de demanda quimica de oxigeno. La demanda
quimica de oxigeno soluble (DQOs) fue determinada para muestras filtradas (< 0,45 ym).
DQOs fue utilizada como medida de la concentracion de sustrato organico presente en cada
sistema. La DQO correspondiente a la biomasa (DQOb) se obtuvo a partir de la diferencia
entre DQO total (licor de mezcla sin filtrar) y DQOs. Las determinaciones de DQO se
llevaron a cabo empleando un kit comercial (HACH, método 8000), el cual se encuentra
aprobado por la USEPA para el andlisis de aguas residuales. Este método presenta un
rango1de medida comprendido entre 0 y 1500 mg.L™" DQO y una desviacién estandar de 2,7
mg.L".

Determinacion de biomasa: La concentracion de biomasa (X) presente en el SBR fue
también determinada como sdlidos totales (ST). Para ello, en primer lugar, se tomé un
volumen (VM, mL) del licor de mezcla del reactor y fue colocado en tubos de vidrio de peso
conocido (my, g), y centrifugados (10 minutos a 3000 rpm). Luego que se descartd el
sobrenadante, el pellet fue resuspendido en agua destilada y centrifugado nuevamente. Este
proceso de lavado fue realizado dos veces. Posteriormente, los tubos conteniendo el pellet
se colocaron en estufa (105 °C) durante un periodo de 24 horas con el fin de eliminar el
agua remanente. Finalmente, se pesaron los tubos con las muestras (mq, g) y la
concentracién de biomasa (X, g ST.L”) se calculé mediante la siguiente expresion:
¥ = My —Mp (1)
Var

Los valores de biomasa obtenidos como ST fueron correlacionados con las medidas de
DQOb.

Determinacion de nitrogeno amoniacal, nitrégeno como nitrato y nitrégeno como
nitrito: Las diferentes formas de nitrégeno inorganico (NH,*-N, NOs-N y NO,-N) del SBR se
determinaron utilizando muestras de licor de mezcla previamente filtradas (<0,45 pm). El
NH,"-N fue determinado mediante el método de Nessler, a partir del método HACH N° 8038.
El NO3-N fue cuantificado por el método de la reduccion por cadmio, utilizandose el método
HACH N° 8039. La cuantificacion de NO,-N fue determinada por el método de sulfato
ferroso por el método HACH N° 8153.

indice de sedimentabilidad volumétrica (ISV) y tamafo: El ISV (mL. gST") se midi6
luego de un periodo de sedimentacion del licor de mezcla de 30 minutos utilizando una
probeta de 100 mL. Se determin6 a partir del cociente entre el volumen ocupado por la
biomasa sedimentada (V30, mL.100 mL™") y la concentracién de biomasa (ST, gST.100 mL"
"). Segun bibliografia el ISV debe ser menor a 90 mL.gST" para considerar una excelente
sedimentabilidad de los granulos (Liu y Tay, 2006).

La distribucion de tamafo de la biomasa (granulos) del reactor se determind utilizando un
equipo Mastersizer E 20003.14. Este analisis se realizé a diferentes tiempos de operacion
determinados por el numero TRC transcurridos.

Parametros cinéticos: Las velocidades volumétricas de consumo de NH;*-N (ryus'n) Y
consumo de DQOs (rpqos) fueron determinadas a partir de la pendiente de las curvas de
decaimiento de NH,*-N y DQOs en el intervalo de tiempo 4-6 hs. Luego se calcularon las
velocidades especificas de consumo de NH;*-N (quhs™-n) Y de consumo de DQOS (qpaos) @
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partir del cociente entre las velocidades volumétricas obtenidas y la concentracion de
biomasa (ST) del reactor. Todos los parametros fueron determinados a diferentes TRC.

Consumo y produccion de protones (H'): La técnica de consumo y produccion de
protones (H") se implementé en el SBR con un monitoreo preciso de la dosificacién de acido
(H2S0O4) y base (NaOH) al sistema para controlar el pH en un valor determinado de 7,5. Es
asi como la produccion/consumo de protones (HP, mmolH") pudo calcularse de acuerdo con
la siguiente ecuacion (2) (Guisasola et al., 2007): HP= VpaseCpase — VacidoCacido (2)-

donde Viase Y Vacido representan los volumenes consumidos de las soluciones de base y
acido utilizadas (mL) y Cpase ¥ Cacido representan sus concentraciones respectivamente
(M).Los valores de HP fueron determinados para intervalos de 15 minutos y expresados por
unidad de volumen del reactor (HP, mmolH*.L™).

Respirometria: Para determinar la velocidad de consumo microbiano de oxigeno se utilizé
un respirometro (reactor, 250 ml) conteniendo un electrodo de oxigeno, YSI Modelo 58,
calibrado previamente en aire saturado de vapor de agua, un aireador y constante agitacion
magnética. Las medidas de oxigeno disuelto (OD) registradas por el electrodo fueron
almacenadas a razén de 1dato/10segundos. Se tomaron muestras del SBR, se colocaron en
el respirbmetro y se aire6 durante 3 minutos. Luego se detuvo la aireacién y se registré el
descenso de la concentracion de OD en funcion del tiempo. La pendiente de la recta
obtenida corresponde a la velocidad de respiracion total (RT, mgO,.L™".h™).

RESULTADOS

La biomasa obtenida en el SBR para las condiciones experimentales estudiadas fue de 2
g.L”", la cual se mantuvo contaste durante todos los TRC estudiados. El perfil de nitrificacién
se evalud luego de haberse agotado el 95% del sustrato organico (4 horas para la Condicion
1y 6 horas para la Condicién 2), debido a que la nitrificacion esta fuertemente influenciada
por la competencia por los diferentes factores de crecimiento entre microorganismos
nitrificantes y heterotrofos. En la figura 1 se puede observar que el NH,-N fue
completamente removido en 24 hs en la condicién 1 (Figura 1a), obteniéndose una remocion
del NH,"-N del 100%, mientras que en la condicién 2 (Figura 1b) se logré una remocion del
80% del NH,*-N (Tabla 1).
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Figura 1: Perfil del N-NH," (+), N-NO3™ ('¥), N-NO, (m), DQOs (x) a lo largo de un ciclo de
operacion. A) Condicién 1 B) Condicién 2 (Para una mejor interpretacion de resultados se
exponen los resultados pertenecientes sélo a un ciclo).

Asimismo, se puede observar un incremento continuo en la concentracién de NO3-N para
ambas condiciones. Respecto a la concentracion de NO,-N, se observa acumulacion
durante la primera hora del ciclo operativo para la Condicién 1 y las primeras 8 horas del
ciclo para la Condicion 2. Posteriormente, la concentracién de nitrito disminuye hasta niveles
no detectables a las 8 hs y 24 hs para las condiciones 1y 2 respectivamente (Figura 1a y b).
El nitrato (NO3-N) generado representé aproximadamente un 70% y 40% del nitrégeno
amoniacal removido para las condiciones 1 y 2 respectivamente. El nitrégeno restante fue
removido por asimilacion heterotréfica. Estos resultados indican un exitoso proceso de
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nitrificacion a partir de la transformaciéon de amonio en nitrito y éste a su vez en nitrato
principalmente para la Condicion 1 (Nitrificacion completa), y en menor medida para el
ensayo con mayor carga de nitrégeno (Condicion 2).

En el SBR ocurrieron diferentes procesos, algunos involucrados con el consumo de protones
(H") y otros con la produccion de los mismos (H*). En la figura 2 se puede observar que
entre las primeras tres y cuatro horas para la Condicién 1 (figura 2a) y cinco y seis horas
para la Condicion 2 (figura 2b) de comenzado el ciclo hay un consumo de H*, debido a la
remocién de la fuente de carbono (CH;COONa) por parte de los microorganismos
heterotrofos. Cabe destacar que el acetato se encuentra disociado conforme a la siguiente
ecuacion: ACHg® AC + H" (3) y que el consumo microbiano de la forma no disociada (ACH)
desplaza la reaccion hacia la izquierda, explicando el consumo de H* observado. Si bien el
consumo microbiano de amoniaco genera produccién de H*, a partir del i6bn amonio, este
proceso es muy poco significativo (Guisasola et al., 2007).De esta manera, el consumo de
H* predomina sobre su produccion. Luego de este periodo se observa una continua
produccion de H* (aumento de HP) para ambas condiciones, asociado principalmente al
proceso de nitrificacion: NH," + 20—»NO; + 2H" + H,O (4), generacién de CO, por
actividad heterotrofa seguido de disociacion del acido carbénico formado, y en menor
medida al consumo de amonio. Cabe destacar que los dos estudios realizados presentan un
perfil similar, debido a que los procesos llevados a cabo son similares.
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Figura 2: Produccion y consumo de H™: A) condicion 1, B) condicion 2.

En la Tabla 1 se presentan los diferentes parametros cinéticos de los procesos bioldgicos y
las propiedades fisicas de la biomasa del SBR para los ensayos realizados. La velocidad
especifica de consumo de NH,-N* para las condiciones 1 y 2 fue similar. El tamafio medio
de los granulos hibridos formados en el SBR fue de 0,4 mm (Condicion 1) y 0,7 mm
(Condicion 2), encontrandose dentro del rango de tamafo informado en literatura 0,2 - 5 mm
(Liu y Tay, 2004) El ISV estuvo en ambos estudios por debajo de 90 mL.gST™, lo cual indica
una buena sedimentabilidad de los granulos (Liu y Tay, 2006). (Tabla 1).

TABLA 1: Eficiencia de remocion de N, parametros cinéticos, diametro granular e ISV.

Parametros estudiados Condicién 1 Condicion 2
DQO:N:P 100:10:2 100:15:2
Carga volumétrica de nitrégeno (mg.(L.h)”") 60 90
Tamarnio granular promedio (mm) 0,4 0,7
ISV (mL. gST) 20 9
rnma - (mg NHs -N.(L.h)") 4,1 4,75
gnma v (mg NH4 -N.(gST.h)") 2,05 (0,31) 2,37 (0,38)
rpqos (Mg DQOs.(L.h)™") 286 212
gpaos (mg DQOs.(gST.h)™") 150 (12,2) 106 (9,4)
qO02 (mg O2.(gST.h)") 20 (0,05) 12 (0,23)
% remocion de NH4 -N 100 80
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CONCLUSIONES

En el SBR aerdbico tipo columna se logré la formacion de granulos hibridos con excelentes
propiedades de sedimentacion. Se compararon dos sistemas con diferentes cargas
volumétricas de nitrégeno (N) amoniacal (60 y 90 mgN.(L dia)"). Se logré una completa
remocion de carbono organico en ambos sistemas. Se obtuvieron remociones de amonio del
100% y 80% para las condiciones de baja y alta carga de N respectivamente. La velocidad
especifica de remocién de amonio no dependié de la carga de N. Los procesos ocurridos en
el SBR (consumo de sustrato organico, nitrificacién y produccién heterétrofa de CO,) fueron
corroborados con el consumo/produccion de H* (HP). Los perfiles de HP observados
permitirian detectar, de manera sencilla, fallas en los procesos biolégicos descriptos sin la
necesidad de realizar determinaciones analiticas de los parametros quimicos.
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