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Resumen general

RESUMEN

La remocion de compuestos nitrogenados de residuos liquidos, tanto domeésticos como
industriales, es necesaria para evitar impactos negativos en |0s cuerpos hidri cos receptores.

En este trabajo se estudio lanitrificacion parcia como una aternativaa proceso convenciona
de remocion biolégica de nitrogeno, debido a que disminuye € requerimiento de oxigeno,
materia organica (MO) y produce menor cantidad de lodo.

Para esta investigacion se planted que la utilizacion de un monitoreo avanzado, modelacion y
control en tiempo real del proceso, podria optimizar la nitrificacion parcia. Ademas se planted
que la nitrificacion parcial podria ser incrementada, no sblo a inhibir a las bacterias nitrito
oxidantes (BNO), sino que al aumentar la actividad de las bacterias amonio oxidantes (BAO).
Por otro lado, se planted que la incorporacion de una operacion SBR (Sequencing Batch
Reactor) en un reactor de biopelicula, permitiriallevar a cabo lanitrificacion y desnitrificacion
simultaneamente en un solo reactor.

Para el trabajo experimental se utilizaron 3 reactores: un reactor batch de biomasa suspendida
(RBBS) para estudios cinéticos y dos reactores de biopelicula del tipo discos rotatorios (RDR),
uno nitrificante (RDRL1) y otro nitrificante-desnitrificante (RDR2). Para todos los estudios se
utilizd un efluente sintético.

En una primera etapa se propuso una metodologia para el estudio cinético segregado de las
poblaciones nitrificantes en el RBBS, basandose en que las BNO son més sensibles a bagjas
concentraciones de oxigeno que las BAO y que sblo ocurre produccion de protones en la
reaccion de oxidacion del amonio a nitrito por parte de las BAO. Estas propiedades se
aplicaron en el disefio de ensayos cortos de respirometriay titulacion.

Para las BAO se obtuvo que la constante de saturacion de oxigeno (K’sao), fue de 0,9 mg
OJ/L. Para las BNO la K'gno fue de 1,4 mg O,/L y la constante de saturacion de sustrato
(Kssno) tuvo un vaor de 2,2x10* mg N-HNO,/L. Estos resultados muestran que la utilizacion
de las diferencias de afinidad por el oxigeno de las BAO y BNO, para la determinacion de K’
de ambas pobl aciones de bacterias, mostré ser un método aceptable.

En una segunda etapa se estudio la nitrificacion parcia en el RDR1 operado en modo SBR,
donde se desarrollé una metodologia para la medicidén en linea de la concentracion de
nitrégeno amoniacal tota (NAT) mediante un sensor virtual y un control supervisor de pH.

Estas herramientas permitieron controlar la concentracion de sustrato de las BAO en una

Nitrificacién desnitrificacion via nitrito en reactores de discos rotatorios bajo dos modalidades 2
deoperacion: continuay secuenciada.



Resumen general

concentracion Optima, y alavez inhibir alas BNO por amoniaco, obteniendo una acumulacion
de nitrito superior 80%a estable en el tiempo(249 dias) para una concentracion de NAT inicia
de 150 mg N/L.

En una tercera etapa el RDRL1 fue operado en modo continuo con un tiempo de residencia
hidraulico (TRH) de 12h y con una concentracion inicia de NAT de 150 mg N/L. En esta
etapa se acanzaron mayores tasas de oxidacion de NAT, pero una inestable acumulacion de
nitrito en el tiempo.

Al comparar la operacion SBR y continua del RDR1, se pudo determinar que con la aplicacion
del control supervisor de pH en laoperacion SBR, la acumulacion de nitrito fue independiente
de la concentracion de oxigeno disuelto (OD), indicando que la microcinética (pH y NH3)
tiene un rol esencia en el mantenimiento de unanitrificacion parcia estable; este resultado fue
corroborado mediante la aplicacion de un modelo. Ademés, la operacion SBR contribuy6 ala
formacion de una biopelicula més compacta y enriquecida con BAO (>95 %). En la operacion
continua la biopelicula fue més esponjosa y disminuyd e porcentge de las BAO (70 %),
aumentando la presenciade las BNO.

En una cuarta etapa se gplicaron las metodologias desarrolladas en |as etapas anteriores aun
proceso de remocion conjunta de MO y de nitrégeno (nitrificacion-desnitrificacion), para lo
cual se utiliz6 el RDR2 operado en modaidad SBR. La nitrificacion y desnitrificacion estaban
separadas temporalmente en una etgpa aerdbica y una andxica, respectivamente. La etapa
aerébica fue alimentada con una fuente de nitrégeno (150 mg N-NH,4*/L) y en la etapa andxica
se agregd MO exogena (150 a 600 mg DQO/L) para realizar la desnitrificacion. Mediante el
monitoreo y control en tiempo real del proceso se determind la duracion de | as etapas aerdbica
(nitrificacion) y anoxica (desnitrificacion). Un aumento en la relacion DQO/N, incremento la
remocion de nitrogeno (de 58 a 90 %), y aumento la tasa de oxidacion de NAT (de3 a7 mg
N/L/h), lo que podriaindicar |a presenciade nitrificacion heterotréfica

En la etapa aerdbica se encontraron remociones de nitrogeno del orden de 30%, atribuidas a
fendmeno de nitrificacion-desnitrificacion simultdnea (NDS). La remocién de nitrégeno en la

etapa aerdbica disminuyo significativamente al aumentar la relacién DQO/N.

Nitrificacién desnitrificacion via nitrito en reactores de discos rotatorios bajo dos modalidades 3
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ABSTRACT

In this research the partial nitrification was studied as an aternative to the conventiona
process of nitrogen removal, incorporating an advanced monitoring and a rea time control
process. For this investigation a suspended biomass batch reactor (SBBR) and two biofilm
rotating disk reactors (RDR1 and RDR2) were used. For al the studies a synthetic effluent
was used.

In the first stage a methodology for the segregated kinetic study of the nitrifying populations,
Ammonia Oxidizing Bacteria (AOB) and Nitrite Oxidizing Bacteria (NOB) was proposed. In
this study, the nitrifying bacteria could be differentiated in two aspects: a) oxygen affinity: due
to the higher sensitivity of NOB to low dissolved oxygen (DO) concentrations, and b) protons
release: they are only produced during ammonium oxidation to nitrite (AOB activity). These
properties ware aplied to short respirometric and titrimetric assay.

For the AOB, the oxygen saturation coefficient (K' gao) was 0.9 mg O./L, and the substrate
saturation coefficient (Kssao) was 0.3 mg N-NHy/L. For the NOB the oxygen saturation
coefficient (K' gno) was 1.4 mg O,/L and the substrate saturation coefficient (Ksgno) was
2.2x10"* mg N-HNO/L.

In the second stage partial nitrification in a SBR (Sequencing Batch Reactor) operation mode
was studied. In this study a methodology for on-line measurement of the total ammonia
nitrogen concentration (TAN) and a supervisory pH control was developed. These tools
allowed to control the substrate concentration of the BAO at an optimal concentration, and
simultaneously to inhibit the BNO, obtaining a stable nitrite accumul ation > 80% (249 days).
In the third stage the nitrification in atraditiona continuous operation was studied. During this
stage higher TAN oxidation rates were reached, but with an unstable nitrite accumulation. The
empirical data of the continuous operation were compared with data simulated by a model,
showing a high correlation with the tendencies of nitrogen compounds.

When the SBR and continuous operation modes were compared, it was determined that the
SBR mode with supervisory pH control presented more stable partial nitrification with nitrite
accumulation > 80% for 249 days. Molecular analyses showed that the SBR operation with
supervisory pH control at low DO concentrations contributed to the enrichment of the BAO (>
95%) over the BNO (< 5%) populations.

Nitrificacién desnitrificacion via nitrito en reactores de discos rotatorios bajo dos modalidades 4
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In the fourth stage the methodologies developed in the previous stages were gpplied to a
global nitrogen removal process (nitrificationn-denitrification), for which a RDR operated in
SBR mode was used. In this stage the nitrification and denitrification were separated in an
aerobic and anoxic step, respectively. The aerobic step was fed with an ammonia nitrogen
source, and only in the anoxic step exogenous organic matter was added. Using an on line
monitoring and areal time control, the aerobic and anoxic step durations were determined.

The organic carbon/nitrogen ratio (COD/N) added in the anoxic step affected the global
process. An increase in the COD/N increased the TAN oxidation rate, which can indicate a
heterotrophic nitrification presence. In the aerobic step a 30% of nitrogen loss was found,
attributed to simultaneous nitrification denitrification (SND). In this study, the SND and
denitrification was favored at opposite conditions of COD/N, being the denitrification the

process that governed the global nitrogen removal.
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CAPITULO|. ANTECEDENTES GENERALES
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1.1. INTRODUCCION GENERAL

El nitrdgeno amoniacal y compuestos oxidados de nitrégeno (nitrito y nitrato), a ser vertidos
directamente a los cuerpos hidricos, provocan toxicidad en la fauna acuética, disminuyen el
oxigeno disuelto (OD), acidifican el medio y aceleran el proceso de eutrofizacion.

Para llevar a cabo la remocion del nitrégeno de las aguas residuales existen métodos
fisicoquimicos y biolégicos. Los primeros generalmente no resuelven el problema, y trasladan
el contaminante de una fase a otra. Sin embargo, mediante la aplicacion de tratamientos
biol6gicos, se obtiene como producto final CO, y N», gases que son devueltos a la atmosfera
(Cervantes et al., 2000). La remocion biologica se basa en el ciclo biogeoquimico del
nitrégeno, e que esta compuesto por diversos procesos naturales mediados por
microorganismos, que mantienen un constante equilibrio entre las distintas formas de

nitrogeno (Figura 1.1) (Wiesmann, 1994).

Alimentaci6n
Nitr 6geno Asimilacion
¢ plantas
Nitr égeno <=
animal NOs
Nitrato

Anaero_bi 0s oxidantes
Materia Desnitrificacion facultativos

Muerte Fijacion| L Nitrificacion
Desnltrlflcaaorl Nitrito-

Organica N
=:> 2
muerta Nitr égeno _ NO,
- Nitrito
Descomposicié
parcid Fijacion
Humus Nitrificaci on
Amonio-
oxidantes

Descomposicion

Figura 1.1. Esquemadel ciclo biogeoquimico del nitrégeno.

Flechas rojas proceso de nitrificacion; flechas azules proceso de desnitrificacion
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La remocion bioldgica de nitrégeno convenciona, consiste en un tratamiento mediante dos
procesos secuenciales: nitrificacion y desnitrificacion. La nitrificacién contribuye a la
remocion de nitrogeno por la oxidecion dd amonio a nitrato. Posteriormente, la
desnitrificacion reduce el nitrato anitrégeno gas (N,) (Figura 1.1).

En el proceso global (nitrificacion-desnitrificacion) la etgpa de nitrificacion es especia mente
probleméatica por la baja tasa de crecimiento de |as bacterias nitrificantes, en comparacion alas
bacterias desnitrificantes, debido a que ambas compiten por espacio y OD (Bernet et al.,
2001). Ademas, la tasa de nitrificacion es sensible a diversos factores, tales como pH,
temperatura, concentracion de OD, concentracion de sustrato y concentracion de biomasa
(Anthonisen et al., 1976).

Diversas investigaciones se han enfocado en la aplicacion de la remocion bioldgica de
nitrgeno a aguas residuales con atas cargas nitrogenadas (> 100 mg N-NH;7/L). Sin
embargo, generalmente la relaciéon DQO/nitrogeno contenida en ellos es inferior ala necesaria
para redizar la desnitrificacion (Chen et al., 2004). Por otro lado, nitrificar altas cargas de
nitrégeno implica elevados costos de aireacion (Cecen, 1996). Esto ha impulsado una nueva
generacion de tratamientos bioldgicos, como la nitrificacion vianitrito o laimplementacion de
la nitrificacion — desnitrificacion simultdnea (NDS), que permiten tratar dtas cargas
nitrogenadas con bajo contenido en materia organica (MO). Sin embargo, estos sistemas han
resultado ser inestables en el tiempo, lo que dificulta su aplicacion agran escaa

Por otro lado, la utilizecion de tratamientos con biomasa inmovilizeda (reactores de
biopelicula), ha permitido avances en la remocion bioldgica de nitrégeno. Los reactores de
biomasa inmovilizada permiten mantener mayores concentraciones de bacterias que los
tratamientos de biomasa suspendida, disminuyendo el tamario de los reactores y evitando la
pérdida de bacterias de lento crecimiento, como las que realizan lanitrificacion (Sievers et al.,
2003).
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1.2. REMOCION BIOLOGICA DE NITROGENO

1.2.1 Nitrificacion

Es el proceso més utilizado en la eliminacién biolbgica de nitrogeno de las aguas residuales, y
se basa en la oxidacion biolégica del nitrégeno amoniacal por parte de bacterias aerObicas
quimioautolitotroficas.

En la nitrificacion participan dos poblaciones de bacterias, las bacterias amonio oxidantes
(BAO) vy las bacterias nitrito oxidantes (BNO). Las BAO oxidan el amonio a nitrito, en un
proceso denominado nitritacion (Ecuacidon (1.1)). Dentro de este grupo de bacterias se
encuentran géneros como Nitrosococcus sp y Nitrosospira sp, siendo las mas estudiadas
Nitrosomonas sp (NS).

Las BNO oxidan € nitrito a nitrato en un proceso denominado nitratacion (Ecuacion (1.2)).
Dentro de este grupo de bacterias se encuentran géneros como Nitrospira sp, Nitrospina sp y
Nitrococcus sp, siendo las mas estudiadas Nitrobacter sp (NB) (Philips et al., 2002; Schmid et
al., 2000).

NH," +§o2 ® NO, +H,0+2H" (1.1
1 )
NO, +§o2 ® NO, (1.2

En la nitritacion, las BAO transforman el amonio en hidroxilamina (NH,OH) mediante la
enzima amonio mono oxigenasa. Posteriormente, convierten la hidroxilamina en nitrito
mediante la enzima hidroxilamina éxido reductasa. Durante esta etgpa (nitritacion) ocurre €
mayor consumo de oxigeno (3,16 g O./g N-NH;") (Cervantes et al., 2000; Wiesmann, 1994).
Ademas, existe liberacidén de protones que acidifican € medio, 1o que implica mantener un
constante control del pH.

En la nitratacién, las BNO redlizan la oxidacion de nitrito a nitrato mediante un complejo

enzimatico denominado nitrito 6xido reductasa.
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Cinética delanitrificacion

Las bacterias nitrificantes, a ser quimioautolitotréficas se caracterizan por tener velocidades
de crecimiento (u) bgas en comparacion a bacterias heterotroficas (0,7 y 7,2 1/d,
respectivamente) (Wiesmann, 1994). Las expresiones matemdticas que interpretan las
velocidades de crecimiento especifico de las BAO (Ecuacion (1.3)) y BNO (Ecuacion (1.4)),
fueron descritas por Pirsing et al. (1996), y son caracteristicas de la cinética de Haldane. En la
cinética de la nitrificacion se consideran dos tipos de inhibicidn: por sustrato y competitiva.
Ademés, se incluye el efecto producido por la limitacion de sustrato (nitrégeno) y OD. Esto

muestra la gran sensibilidad de las bacterias nitrificantes a la variacion de la concentracion de

SusS sustratos.
— Chhs c'
Meao = Mhagao * & o i - 2 YK TS (1.3)
= HNO2 NH 3 BAO
KSBAO "é—"‘ - u+ Cans T Ki
e Igao U Iy Seao
C o
Mo = Mhax,eno * & © HSOZ P YK S (1.4)
= NH3 > HNO2 BNO
KSBNO @‘F : u+ Cinoz + Ki
e Ieno U I, Seno
Donde:

Y0, = Coeficiente de rendimiento de formacion de bacterias por oxigeno consumido

C = Concentracion de OD
Cs = Concentracion de bacterias
Ki = Constante de inhibicién

Ki,s = Constante de inhibicion por sustrato
M = Velocidad de crecimiento especifico de las bacterias
Mmax = Velocidad maxima de crecimiento especifico de las bacterias

(Para mayor detalle, ver capitulo Nomenclatura).

Los verdaderos sustratos de las bacterias nitrificantes son las formas no iénicas de amonio y

nitrito (NHs y HNO,, respectivamente), debido a menor requerimiento energético involucrado
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en e transporte de éstos hacia el interior de la célula (Philips et al., 2002). El pH y la
temperatura determinan el equilibrio quimico entre las formasidnicasy no ionicas.

A pH dcalinos (> 7,0), el equilibrio quimico se desplaza hacia la formacion de amoniaco
(NHs) y hacia la formacion de nitrito. Esta situacion favorece a las BAO por sobre las BNO.
La actividad de las BNO es fuertemente dependiente de la concentracion de amoniaco; a
valores por sobre 1 mg N-NHs, la actividad decrece exponencialmente. A pH menores a 6,0,
tanto las BAO como las BNO decrecen su actividad (Fdzpolanco et al., 1994).

A medida que aumenta la temperatura, se favorece la formacién de NHs;. Temperaturas entre
28-30°C estimulan el crecimiento de las BAO por sobre las BNO (Hellingaet al., 1998).

L as bacterias nitrificantes poseen una constante de afinidad por el OD (K’), aproximadamente
un orden de magnitud mayor que la constante de afinidad por €l sustrato (Ks). Por lo tanto, la
concentracion de OD tiene un efecto mayor en la velocidad de crecimiento especifica ()
cuando su concentracion es bgja (Wiesmann, 1994). El OD sin duda es uno de los parametros
mas relevantes en la nitrificacion (Hidaka et al., 2002); concentraciones menores a2 mg OJ/L
pueden limitar parcia o totalmente la actividad de las bacterias nitrificantes.

En sintesis, se puede afirmar que el pH, latemperaturay la concentracion de OD, pueden tener
un efecto de activacion-desactivacion sobre el metabolismo de las BAO y BNO. Este hecho
pone en evidencia la importancia del control automético permanente en un sistema de

tratamiento, principal mente del pH y de la concentracion de OD.

Nitrificacion via nitrito

Como s plantea en la Figura 1.2, € nitrito es un intermediario comin en e proceso
nitrificacion-desnitrificacion (Paso 2). La formacion de nitrato en la nitrificacion y la
formacion de nitrito en la desnitrificacion implican un gasto innecesario de energia (OD y MO
respectivamente). En el proceso global, nitrificar solamente hasta nitrito requiere un 25%
menos de consumo de OD en la etapa aerobia, y de un 40 a un 60% de ahorro en MO en la
etapa andxica; sumado a esto, se produce un 300% menos de biomasa (Bernet et al., 2001;
Garrido et al., 1997a; Jenicek et al., 2004; Picioreanu et al., 1997; Ruiz et al., 2003; Wang et
al., 2004a).
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0, Nitrificacion Materia organica
\L i/ Pasol  Desnitrificacion

NH.%438 NO, ¥ NO, %% NO,%% NO %% N.O %5 N,

Paso 2

Figura 1.2. Esquemadel proceso de nitrificacion y desnitrificacion

Para rllevar a cabo la nitrificacion via nitrito, o también llamada nitrificacion parcia, se
requiere reducir la actividad de las bacterias que redizan la nitratacién (BNO). Estudios
confirman que la concentracion de OD es un interesante parametro de control para producir
nitrificacion via nitrito (Garrido et al., 1997b), debido a que las BAO y BNO poseen distinta
afinidad por éste (K'sa0= 0,3 mg OJ/L y K’sno =1,1 mg Oa/L, respectivamente) (Wiesmann,
1994). Esto implica una mayor sensibilidad de las BNO a bajas concentraciones de OD (Turk
y Mavinic, 1989; Wiesmann, 1994).

Estudios en nitrificacion parcia, han logrado valores cercanos a 80% de acumulacion de
nitrito, en base ala aplicacion de concentraciones de OD < 2,5 mg O,/L (Bernet et al., 2001;
Ciudad et al., 2005; Garrido et al., 1997b; Ruiz et al., 2003; Ruiz et al., 2006).

Por otra parte, el control del pH es significativamente influyente en la acumulacion de nitrito,
debido a que gobierna el equilibrio de las formas idnicas y no idnicas de los sustratos. Desde
este punto de vista, los pH acalinos tienen dos efectos en las BNO: @) Inhibicién por
amoniaco y b) limitacion por sustrato, ya que desplazan el equilibrio hacia la formacion de
nitrito (Villaverde et al., 1997). Autores como Villaverde et al. (2000), concluyen que la
principa causa de acumulacion de nitrito en un reactor nitrificante, es la inhibicion ejercida
por e amoniaco sobre las BNO, lo que también es corroborado por Gee y Kim (2004).
Villaverde et al., (2000) demostraron que la concentracion de amoniaco ala cual se manifiesta
inhibicidn, aumentaba con el tiempo, variando de 0,1 a 10 mg N-NHy/L. Esto puede ser
consecuencia del crecimiento o de la aclimatacion de las BNO al amoniaco (Villaverde et al.,

2000). Hellinga et al. (1998), para evitar la aclimatacién de las bacterias BNO, proponen
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trabgjar en reactores de biomasa suspendida a altas temperaturas (28-34°C) y con una baja
retencién de solidos, eliminando de este modo a las bacterias menos favorecidas (BNO). Este
proceso se conoce como “SHARON” (Single Reactor High Activity Ammonia Removal Over
Nitrite). Sin embargo, mantener la temperatura por sobre los 28°C, implica elevados costos
energéticos.

Por lo tanto, las condiciones para mantener estable en el tiempo una eficiente oxidacion de
nitrogeno amoniaca total (NAT), en concomitancia con inhibicion de la oxidacion de nitrito,
es uno de los problemas mas recurrente (Fux et al., 2004). Por otro lado, el nitrito puede ser
inhibitorio para las bacterias desnitrificantes, sin embargo se ha probado que estas bacterias

pueden aclimatarse en el tiempo ala presencia de nitrito (Chung y Bae, 2002).

1.2.2 Desnitrificacion

La desnitrificacidn es un proceso respiratorio andxico, realizado principalmente por bacterias
heterotréficas. Los géneros mas representativos incluyen Alcaligenes, Paracoccus,
Pseudomonas, Thiobacillus y Thiosphaera. La desnitrificacion es llevada a cabo en una serie
de pasos hastala formacion de N, (Figura 1.1). En cada uno de estos pasos participan distintas
enzimas. La mas importante es la 0xido nitroso reductasa, que cataliza la transformacion de
N.O a N,. Esta enzima es inhibida en presencia de OD, liberando N,O a ambiente (gas
invernadero).

La capacidad de desnitrificar esta relacionada con la cantidad de sustrato biodegradable
presente (relacion carbono orgénico/nitrégeno). Generalmente, en los tratamientos bioldgicos
de residuos liquidos, la presencia de sustrato facilmente degradable es baja, especiamente en
RILes (Maurer et al., 1999). Con una relaciéon carbono nitrogeno (C/N) mayor a 4, la tasa de
desnitrificacion se incrementa en un factor de 1,5 a 1,7; arelaciones C/N menores a 2,5 no se
acanza una desnitrificacion satisfactoria, por lo tanto se necesita una fuente externa de
carbono (Helmer-Madhok et al., 2002).

Las Ecuaciones (1.5) y (1.6) muestran la estequiometria de la desnitrificacion cuando se utiliza
como fuente de carbono a metanol. Se puede observar ademés que a diferencia de la
nitrificacion, existe produccion de hidroxilos, que incrementan € pH del medio (Halling-
Sorensen y Jorensen, 1993).
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NO, +%CH30H ® NO, +§ H,0 (15)

NO, +%CH30H ® %N2+%C02+%HZO+OH' (1.6)

Cinética de la desnitrificacion

Lavelocidad de crecimiento especifica (i) de las bacterias desnitrificantes esta controlada por
la presencia de MO (DQO, Demanda Quimica de Oxigeno) y por la concentracion de
aceptores de eectrones (nitrito o nitrato). La cinética de la desnitrificacion se puede
representar por la ecuacion de Monod con doble limitacion (Ecuacion (1.7)) (Cervantes et al .,
2000; Wiesmann, 1994).

Co - C
NOy « DQO (17)
KN + CNOX' KDQO + CDQO

m=m,, %

Donde:

NOy =N-NO; + N-NOs

Cuando se utiliza a nitrito como aceptor de electrones, la velocidad maxima de crecimiento
(umax) €S menor que cuando se utiliza nitrato (1,5 y 2,6 1/d, respectivamente), lo que implica
una menor produccién de biomasa (Wiesmann, 1994). Por otro lado, Gee y Kim (2004)
mostraron que la desnitrificacion a partir de nitrito es de 3 a5 veces més rdpida que cuando se
utilizanitrato, reduciendo ademés el requerimiento de MO.

El pH puede influir en la acumulacion de intermediarios indeseados. A pH menores que 6, se
acumula &cido nitroso, el cual es tdxico para las bacterias. La desnitrificacion es favorecida a
pH acalinos (6-9) (Cervanteset al., 2000).
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1.3. OPERACION DE UN REACTOR DISCONTINUO SECUENCIADO

1.3.1 Remocién de nitr 6geno a través de nitrificacion-desnitrificacion simultanea (NDS)
Las formas clasicas de eliminar biologicamente el nitrégeno requieren trabajar con mas de un
reactor, en forma separada y bgjo distintas configuraciones. Un gjemplo son los sistemas con
pre y post desnitrificacion. Estos sistemas necesitan de una fuente adiciona de carbono en los
reactores desnitrificantes (generalmente metanol), |0 que aumenta el costo del tratamiento.
Una dternativa de tratamiento es la nitrificacion-desnitrificacion simultanea (NDS). Esto
implica que la nitrificacion y desnitrificacion ocurren en el mismo reactor y al mismo tiempo.
Diversos son los estudios que avaan las ventgjas que tendria utilizar este proceso en la
eliminacién conjunta de MO y nitrogeno (Chiu et al., 2007; Gibbs et al., 2004; Keller et al.,
1997; Pochana y Keller, 1999; Pochana et al., 1999; Sen y Dentel, 1998; Third et al., 2003;
Third et al., 2005; Yoo et al., 1999). La NDS ofrece ventajas por sobre los tratamientos
convencionales, como ahorros en espacio e infraestructura. Sin embargo, las condiciones a las
cuales ocurre unaceficiente NDS aln no estén establecidas (Chiu et al., 2007).

La NDS puede ser explicada en forma fisicay bioldgica (Munch et al., 1996). La explicacion
fisica es que la NDS ocurre como una consecuencia de un gradiente en la concentracion de
OD entre los fléculos microbianos o biopeliculay el seno del fluido. Las bacterias nitrificantes
exigtirian en zonas con alta concentracién de OD, mientras que bacterias desnitrificantes se
encontrarian activas en zonas con baja concentracion de OD, como a interior de los fléculos o
biopelicula, formando un consorcio simbidtico similar a de los granul os anaerdbicos.

Unade las explicaciones biol dgicas se basaen que muchas bacterias desnitrificantes presentan
actividad nitrificante en condiciones aerébicas, como las del género Pseudomonas y
Paracoccus denitrificans; este fendmeno se asocia ala enzima periplasmética nitrato reductasa
(Robertson et al., 1995). Por otro lado se ha probado la existencia de nitrificacion
heterotréfica, atribuida principalmente a Thiosphaera pantotropha. Ademés, agunas bacterias
nitrificantes pueden llevar a cabo la desnitrificacion en presencia de pequefias concentraciones
de OD (Bock et al., 1995). Por lo tanto, el nitrégeno amoniacal puede ser directamente
convertido en nitrégeno gaseoso (N,) sin acumulacion de nitrito ni de nitrato (Helmer y Kunst,
1998; Helmer et al., 1999).
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Para que ocurra NDS, es necesaria la existencia simultanea de zonas aerdbicas y anoxicas. Por
lo tanto, puede ser llevada a cabo en reactores de biopelicula, sumado a una operacion en
modalidad SBR, que se basa en la aternancia tempora de periodos de alimentacion,
aerobicos, anoxicosy vaciado.

Los reactores SBR trabgan en base a ciclos previamente programados. Un ciclo puede
contener muchas etapas, dentro de las que se destaca: llenado, mezclado sin aireacion,
aireacion, reposo, sedimentacion y drenado. En la etapa de mezclado sin aireacion, las
bacterias nitrificantes consumen todo el OD remanente, dejando el reactor en condiciones
anoxicas para el comienzo de la desnitrificacion. Para evitar la oxidacion de la MO la etagpa
inicial es andxica. Ademas, en |a etapa aerdbica generalmente se opera a concentraciones bajas
de OD (0,5 mg O./L) alas cuales la velocidad de nitrificacion se hace igual ala velocidad de
desnitrificacion (Pochanay Keller, 1999).

Beun et al. (2000a) y (2000b) plantearon que en un reactor operado en modo SBR, existen dos
periodos de acuerdo a la presencia 0 ausencia de MO facilmente degradable: periodo de
saciedad (feast) y periodo de hambruna (famine) (Figura 1.3).

El periodo de saciedad (Figura 1.3A), se produce cuando existe un exceso de MO exdgena.
Este sustrato difundird al interior de la biopelicula, almacendndose como un sustrato de
reserva (lipidos, glicégeno y Poli-B-hidroxibutirato) para condiciones adversas. El sugtrato de
reserva dominante es el PHB (Poli-B-hidroxibutirato). La penetracion del oxigeno es baja
porque es consumido rapidamente por las bacterias autotroficas y heterotroficas. En el periodo
de saciedad €l oxigeno es usado en la nitrificacion, oxidacion del acetato y crecimiento de
biomasa aerdbica (procesos llevados a cabo en la zona clara de la Figura 1.3. El nitrato
formado en la nitrificacion difundira al interior de la biopelicula, pero también hacia a seno
del liquido.

El periodo de hambruna (Figura 1.3B), se produce cuando no existe MO exdgena. Por o tanto,
el PHB amacenado puede ser usado como fuente de MO para la desnitrificacion, 1o que
explicaria por qué el fendbmeno NDS es propio de los sistemas operados en modalidad SBR.
En éste periodo la penetracion del oxigeno es mayor que en el periodo de saciedad, por gque la

concentracion de oxigeno en el medio es mayor.
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A: Saciedad B: Hambruna
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Figura 1.3. Perfiles tedricos de |as concentraciones de acetato, nitrato, PHB y oxigeno durante
el periodo de: A) saciedad y B) hambruna en una operacion SBR. Zona oscura: corresponde a
lazonaanoxica Zonaclara: corresponde ala zonaaerébica (Beun, 2000).

Diversos estudios confirman la presencia de NDS en reactores operados en modalidad SBR.
Helmer y Kunst (1998) observaron un 90% de pérdida de nitrdgeno inorganico en un reactor
de biomasa inmovilizada RDR nitrificante, bgo condiciones limitantes de OD. Este mismo
efecto fue reportado por Siegrist et al. (1998). Peng et al. (2004b) aplicaron latecnologia SBR
en la remocion completa de nitrégeno con nitrificacion via nitrito, donde prolongaron el
periodo andxico para eliminar todo el nitrito producido. En la etapa aerdbica lograron una
produccion estable de nitrito por 150 dias. Gee y Kim (2004), en un reactor de biomasa
suspendida, lograron producir 80% de acumulacion de nitrito (N-NO,/N-NOy) gracias a la
mantencion de una alta concentracion de amoniaco en el reactor.

Pynaert et al. (2003) en un RDR, lograron remover 89% del nitrégeno de la alimentacion en
forma de N,, sin la presencia de MO. Una explicacién a este fendmeno es que bacterias
nitrificantes autotréficas oxidan parte del amonio a nitrito, usando el OD como aceptor de
electrones. Posteriormente, en condiciones andxicas el nitrito puede ser usado como aceptor de
electrones, produciendo una oxidacion anaerébica del amonio a N, (Ecuacion (1.8)), este
fendmeno se conoce como Anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation) (Jetten et al., 1998;
Mulder et al., 1995).

Nitrificacion desnitrificacién via nitrito en reactores de discos rotatorios bajo dos modalidades 17
deoperacion: continuay secuenciada.



Capitulo | . Antecedentes generales

NH,” +NO,” ® N, +2H,0 (1.8)

1.3.2 Duracion de las etapas aer 6bica y anoxica de un SBR

Unade las principaes ventgjas de latecnologia SBR esla flexibilidad paragustar |aduracion
de cada etapa (Peng et al., 2004a). Por ejemplo, Marazioti et al. (2003) utilizaron un SBR con
un ciclo tota de 12 horas, con 6 horas de duracién de cada etapa (aerdbica y anodxica),
obteniendo una desnitrificacion cas completa en la etgpa andxica. Sin embargo, trabgjos de
Chen et al. (2004) y Wang et al. (2004b), proponen un sistema de control para determinar en
linea la duracién de cada etapa, basado en un monitoreo en tiempo real del potencia de 6xido
reduccion (POR) y del pH.

El potencial de 6xido reaccion (POR) de una solucion depende de laoxidacion y reduccion del
agente presente, y se determina por la diferencia de potencia entre un electrodo inerte inmerso
en la solucion y un electrodo de referencia. Una disminucion en el valor de POR indicaria la
falta de MO. El incremento en los valores de POR, indicaria la acumulacién de nitrato. Por
otro lado, bruscas caidas en el vaor de POR (nitrate knee), indican desaparicion de nitrato y €l
fin de la etapa andxica (desnitrificacion). Con el valor de pH se puede monitorear la duracion
de la etgpa aerdbica, debido aque en ésta se producen protones (oxidacion del amonio). Por 1o
tanto, cuando no existe consumo de carbonato 0 NaOH (solucion neutralizante para mantener
pH constante) indicaria el fin de la etgpa aerobia. Gee y Kim (2004), en un reactor de biomasa
suspendida con nitrificacién-desnitrificacion via nitrito, proponen un monitoreo constante del
pH y la concentracion de nitrito, para determinar la duracion de ambas etapas. El fin de la
etapa aerdbica fue determinada en conjunto por la estabilizacién del pH y la méxima
acumulacion de nitrito. En el caso de la etgpa andxica, Gee y Kim (2004) monitorearon el
aumento en el vaor de pH (Ecuacion (1.6)), mostrando que cuando e pH permanecia
constante, indicabael fin de la etapa anoxica.

En la presente investigacion se determind la duracion de la etapa aerébica mediante el
consumo de carbonato y el seguimiento de la concentracion de NAT. Para determinar la

duracion de |a etgpa anoxica se monitored el aumento del pH.
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1.3.3 Efecto de la relacion car bono nitr 6geno (DQO/N)

Al aplicar NDS, se debe tener en cuenta las interacciones producidas entre bacterias
autotroficas y heterotréficas. En general las bacterias heterotréficas se consideran més
dominantes que las autotréficas. La presencia de MO puede inhibir la nitrificacion, debido
principalmente a la competencia por el OD entre autotroficos y heterotroficos (Yun et al.,
2004). Sin embargo, la desnitrificacion depende de la relacion DQO/N. Estudios con NDS en
RDRs, han demostrado que con relaciones DQO/N mayores a 1,5, la biomasa heterotrofica
domina las capas externas de la biopelicula, mientras que la biomasa autotréfica domina las
capas internas de ésta (Okabe et al., 1995).

En esta investigacion se aplicaron relaciones DQO/N en el rango comprendido ente4 y 1, con

el fin de observar el efecto en laacumulacion de nitrito y en ladesnitrificacion.

1.3.4 Efecto de la concentracion de OD

El efecto de la concentracion de OD es mas complejo en bacterias desnitrificantes que en
nitrificantes, debido a que las bacterias desnitrificantes poseen enzimas que se inactivan en
presencia de OD. Munch et al. (1996), propuso que cuando se conocen las tasas de
nitrificacion y desnitrificacion, se puede establecer una expresion mateméatica que indique €
valor de OD a cua lanitrificacion y desnitrificacion presentan las mismas velocidades.

La mayoria de los estudios redizados con NDS estan dirigidos a trabagjar a bgas
concentraciones de OD en |la fase aerdbica, de modo de promover la formacion de nitrito, que
posteriormente es desnitrificado en la fase andxica (Gee y Kim, 2004; Pynaert et al., 2004;
Udert et al., 2003; Yang et al., 2004).

Por otro lado, Gee y Kim (2004) demostraron que la alternanciade periodos cortos aerébicos y
anbxicos (2-6 h), no afecta las tasas de oxidacion de NAT ni de nitrito, debido a que mayores
periodos anoxicos afectan a la actividad de las BNO porque tienen un mayor tiempo de lag
(retardo) comparado a las BAO. Esto seria una ventaja para promover la nitrificacion parcia
(Yoo et al., 1999).
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1.4. REACTORESDE BIOPELiICULA (BIOMASA INMOVILIZADA)

Debido a lento crecimiento de las bacterias autotroficas, la inmovilizacion de biomasa tiene
ventajas significativas, comparado a los sistemas suspendidos convencionales (lodos activos),
especiamente en mantener una alta concentracion de bacterias (Sieverset al., 2003).
Lainmovilizacion consiste en lafijacion de microorganismos a un medio o soporte, con €l fin
de concentrar las bacterias, disminuyendo el espacio requerido para el tratamiento. Una
consecuencia de lo anterior es permitir el tratamiento de atas cargas nitrogenadas. Ademés, la
inmovilizacion provee una resistencia natural a condiciones desfavorables, como cambios
bruscos de pH 0 a la presencia de sustancias inhibitorias. Lo anterior se debe a un efecto de
dilucion formado por un gradiente de concentracion en los distintos estratos de la biopelicula
(Halling-Sorensen y Jorensen, 1993).

Un glemplo de este tipo de reactores son los reactores de discos rotatorios (RDR), que
consisten esencia mente en un set de discos montados en un gje horizontal que rotan, donde la
biomasa se encuentra adherida a la superfice de los discos. Este tipo de reactor permite obtener
un alta concentracion de biomasa por m? (Lindemann y Wiesmann, 2000). Ademés, cuando se
trabajan parcialmente sumergidos, no requieren aireacion.

En este tipo de reactores, la rotacion del disco genera una pelicula de liquido en la superficie
de cada disco. Si el disco se encuentra parcia mente sumergido, larotacion expone la pelicula
a aire, produciendo una difusion molecular del OD al interior de la biopelicula. Con la
difusion de sustratos hacia el interior de la biopelicula sucede el mismo fenémeno.

Bajo ciertas condiciones, los factores difusionales pueden predominar por sobre los cinéticos
(Antileo et al., 2003). Esto se debe a que la biopelicula ofrece una resistencia al transporte de
OD, sustrato y metabolitos. Schramm et al. (1997) mostraron que el OD en biopeliculas
nitrificantes es restringido alos primeros 2 um.

Los parametros que controlan la transferencia de masa en los reactores de biomasa
inmovilizada, son los coeficientes de transferencia de masa k. y k.a (h™). Estudios
relacionados con € efecto de la velocidad de rotacion del disco, indican que la rotaciéon es
directamente proporciona a aumento de latasade nitrificacion (Boller et al., 1994).

Las resistencias difusionales que presentan |os reactores de biopelicula, se transforman en una

ventgja en sistemas con NDS operados en modalidad SBR, ya que permiten trabgar en
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condiciones limitantes de OD en d interior de la biopelicula, donde el nitrato o nitrito
producido en las capas externas de la biopelicula (nitrificacion), difunden hacia las capas
internas para ser desnitrificados (Gieseke et al., 2001).

Pynaert et al. (2004) propusieron un procedimiento para la puesta en marcha de un RDR con
la modalidad OLAND (Oxygen-Limited Autotrophic Nitrification-Denitrification). Este se
bas6 en la adicién secuencial de dos tipos de indculos: bacterias autotréficas nitrificantes y
lodo metanogénico granular. La primera es una fuente de BAO y la segunda como una posible
fuente de bacterias Anammox y bacterias desnitrificantes. La biopelicula nitrificante sirvio
como matriz paralainmovilizacion de bacterias anaerdbicas. Con este procedimiento lograron
unaremocion total de nitrégeno de 250 mg N/L/d por 100 dias en forma estable.

En este trabajo se utiliz6 como inéculo una mezclade bacterias nitrificantes y heterotroficas.

Por otro lado, el comportamiento de la nitrificacion frente a la variacion de los sustratos y el
pH no es lineal (Antileo et al., 2003), por lo tanto, la creacion de modelos gque interpreten la
dinamica del proceso frente a cambios del medio, es una herramienta que permite formular
estrategias de operacion, destinadas a acumular nitrito en forma estable. La modelacién de la
acumulacion de nitrito ha sido poco estudiada, y menos ain la utilizacion de ésta como una
herramienta para disefiar condiciones de operacién. Existen trabajos como los de Picioreanu et
al. (1997), quienes propusieron un modelo para describir el efecto de la concentracion de OD
en la acumulacion de nitrito en un reactor air-lift. EIl modelo predijo que el OD es la
herramienta de control més eficaz para acumular nitrito en este tipo de reactores.

Antileo et al. (2007), propusieron un modelo para un RDR totalmente sumergido, el cua ha
sido desarrollado en base a la consideracion de todos los aspectos cinéticos de inhibicion
(competitiva, por sustrato) y limitaciones por sustrato. Ademas, el modelo considera todos |os
aspectos difusionales de transporte de masa en |as interfases gas-liquido, liquido-biopeliculay
difusion d interior de labiopelicula.

En este trabajo se compararon datos empiricos con los entregados por un modelo desarrollado
por Antileo et al. (2007), el cual pretende ser incorporado en un control supervisor del proceso

de nitrificacion para un reactor de biopelicula (Azocar et al., 2007).
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15.ALCANCEDE LATESS

En esta tesis pueden ser distinguidos 3 topicos. A) Cinética bacteriana; B) Nitrificacion en
reactor de biopelicula operado en modo SBR y modo continuo, y C) Remocion globa de
nitrégeno. Estos tdpicos estan enfocados principamente a la aplicacion de una remocion
global de nitrégeno vianitrito y al uso de un control y monitoreo avanzado del proceso.

En Capitulo | se hace un andlisis general de la problematica del nitrégeno y de los procesos
biolégicos para eliminarlo. En el Capitulo 11 se detalla la metodologia necesaria para la
realizecion de esta Tesis. En el Capitulo 111 se estudio lacinéticade las bacterias nitrificantes,
desde un punto de vista practico, con posibles gplicaciones industriales. Se hace una
descripcion en detalle de la posibilidad de aplicar ensayos de respirometria y titulacion, a
estudio segregado de las BAO y BNO. En el Capitulo IV se estudia la incorporacion de
herramientas mateméticas, tendientes a mejorar la eficiencia de la nitrificacion parcia en una
operacion SBR. En el Capitulo V se hace una comparacion entre una operacion continua
tradicional y una operaciéon SBR mejorada, en cuanto ala estabilidad de la nitrificacion parcia
y a la velocidad del proceso biol6gico. Ademas, se discute la aplicacion un modelo
matemético, concebido para simular la nitrificacién parcia operada en continuo. En el
Capitulo VI se discute la aplicacion de los resultados anteriores en un proceso globa de
remocion de nitrégeno (nitrificacion-desnitrificacion), estudiando ademas las interrelaciones
producidas en el proceso globa a modificar la relacion DQO/N y concentracion de OD.

Finamente, en el Capitulo V11 se hace unadiscusion genera de los resultados obtenidos.
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1.6 HIPOTESIS

En base alos antecedentes entregados, se plantearon |as siguientes Hipotesis:

1. La aplicaciéon de herramientas matematicas permitira la basgueda de rangos Optimos de

operacion paralanitrificacion vianitrito.

2. Controlar la concentracion de amoniaco en el reactor permitira incrementar la actividad de

las bacterias amonio oxidantes por sobre las bacterias nitrito oxidantes.

3. Debido a que lanitrificacion ocurre en presenciade OD y la desnitrificacidn en condiciones
anoxicas, un reactor de biomasa inmovilizada, alimentado con una fuente de amonio y
carbono (organico), operado bajo la modaidad de sistemas secuenciados de condiciones
aerobias y andxicas, permitira la creacion de un sistema intensivo de tratamiento de aguas
residuales, paratransformar NH;" a N, en un solo reactor.
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1.7 OBJETIVOS

Paraestatesis doctoral se plantearon los siguientes Objetivos:

1.7.1 Objetivo General
Estudiar la remocién biologica de nitrégeno via nitrito en reactores de biopelicula del tipo

discos rotatori os bajo dos modalidades de operacion: continuay secuenciada.

1.7.2 Objetivos Especificos

Reactor nitrificante:

1.

Diseflar estrategias para la obtencion de pardmetros cinéticos de las bacterias
nitrificantes, en reactores operados en modalidad secuencial.

Obtener una biopelicula nitrificante para la acumulacion de nitrito en un reactor de
discos rotatorios.

Vaidar experimentamente un modelo matematico para simular la nitrificacion via

nitrito en un RDR nitrificante.

Reactor nitrificante-desnitrificante:

1.

Obtener una biopelicula nitrificante-desnitrificante en un reactor de discos rotatorios
secuencial.

Desarrollar una modalidad de operacion para determinar la duracién de los periodos
aerdbico y anoxico en un reactor de discos rotatorios secuencid.

Evaluar € efecto de la relacion carbono/nitrogeno sobre la acumulacion de nitrito en
un reactor de discos rotatorios secuencial.
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CAPITULOII. MATERIALESY METODOS
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2.1 METODOLOGIA ANALITICA

Lametodologiaanalitica se realiz6 de acuerdo a metodologia estandarizada (APHA, 1992).

2.1.1 Determinacion de nitrogeno nitrito (N-NOy)

Principios del método

El nitrito (N-NO.) se determina por la formacion de un colorante azo purpura rojizo,
producido de pH 2,0 a 2,5 por acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con diclorhidrato de
N-(1-naftil)-etilendiamina (diclorhidrato de NED). El rango de aplicacion del método para
medidas espectrofotométricas es de 10 a 1000 g de N-NO; /L, y se puede aplicar a de5 a50
ng de N/L si se usan un recorrido de luz de 5 cm y filtro de color verde. El sistema de color
obedece alaley de Beer hasta 180 ng N/L con 1 cm de recorrido de luz a 543 nm. Diluyendo

las muestras se puede determinar concentraciones mas altas de N-NO;'.

Procedimiento

- Eliminacion de sdlidos suspendidos, si la muestra los presenta, a través de un filtro de
membranade 0,45 um de didmetro de poro.

- Desarrollo del color; si @ pH de la muestra no estuviera comprendido entre 5y 9, se gustaa
ese valor con HCl 1 N o NH4OH. Se afiaden 2 mL de reactivo de color a50,0 mL de muestra a
unaporcién diluidaa 50 mL y se mezcla.

- Medicion de la absorbancia a 543 nm, entre 10 minutos y 2 horas después de afadir el

reactivo de color alas muestrasy patrones.

Célculos
Se prepara una curva patron comparando la absorbancia de los patrones con la concentracion
de N-NO,". Se cadculala concentracion de la muestra por regresion linea a partir de la curva

patron.
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2.1.2 Determinacion de nitrogeno nitrato (N-NO3)

Principio del método

La determinacion de nitrato se basa en la absorbancia que este compuesto presenta a 220 nm.
Debido a que en generad la MO también absorbe a 220 nm, se debe realizar una segunda
determinacion a 275 nm. A esta longitud de onda absorbe la MO pero no el nitrato. De este
modo se relaciona la concentracion de nitrato versus la recta de absorbancia a 275 y 220 nm
determinada a partir de la solucién patron de nitrato.

Procedimiento

Se prepara la muestra con una dilucion conocida, se agita y se verte en cubetas de cuarzo.
Posteriormente se lee en el espectrofotometro la absorbancia a 220 nm y se resta la
absorbanciaa 275 nm.

Célculos

Debido alainterferencia que causael nitrito en lamedicion del nitrato, se utilizé una curvade
calibrado para el nitrito, que permite obtener la relacion de absorbancia entre ambas especies
nitrogenadas.

En funcién de lo anterior, la ecuacion para el caculo de nitrdgeno nitrato, considerando la

interferencia de nitrito, es la que se muestra a continuacion:

N- NO: = (AbSNoi +NO; AbsNOé ) +B
S =
A (2.1)

Donde:

N- NO; - Concentracion de nitrégeno como nitrato.
Abqu o, Absorbanciade nitrito + nitrato leidaa 220 — 275 nm.
Abs, . : Absorbancia del nitrito calculada a partir de su concentracion.
A : Pendiente de larecta de la curva de calibrado del nitrato.
B . Intercepto de larectade la curvade calibrado del nitrato
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2.1.3 Determinacion de nitr geno amoniacal total (N-NHy")

Principios del método
El nitrégeno total amoniacal se mide llevando la muestra sin destilar o destilada a pH bésico,
esto con la finalidad de permitir la difusion del amoniaco a través de la membrana del

electrodo selectivo y determinar |a concentracion con la ayuda de un potenciometro.

Procedimiento

- A partir de la solucion patrén de nitrogeno amoniacal, se prepara por dilucion una serie de
estandares cubriendo el rango de concentracion esperada parala muestra.

- Se transfieren 100 mL de cada solucion estandar a un matraz de 150 mL, se sumerge €l
electrodo en la solucion estdndar de menor concentracion y se agita con la ayuda de un
agitador magnético. Se debe mantener la misma temperatura de trabgjo (alrededor de 25°C) y
una velocidad de agitacion suave para minimizar posibles pérdidas de amoniaco de las
soluciones.

- Seagregal mL de NaOH 10 N o un volumen suficiente de esta solucion para obtener un pH
sobre 11. S hay presencia de plata o mercurio, se recomienda utilizar la solucion de
NaOH/EDTA. Se debe utilizar la misma solucién y el mismo volumen en todos los estdndares
y muestras.

- Hay que mantener el electrodo sumergido hasta obtener una lectura estable en £ 0,1 mV (&
menos por 2 min a3 min).

Luego se realiza una regresion del logaritmo negativo de la concentracion versus el potencia
enmV.

- Parala determinacion de nitrégeno amoniacal en las muestras, se toma una alicuota de 100
mL de muestra declorada y se sigue el mismo procedimiento descrito anteriormente pero
ahorainterpolando lalecturaen mV obtenidaen lacurvade calibracion confeccionada.
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Célculos
La concentracion puede ser determinada ya sea por:
a) Interpolacion en lacurvade calibracion
N- NH;(mg/L)=10"B (2.2
En que:
A: valor obtenido desde lacurvade calibracion a interpolar el potencia medido;
B: factor de dilucion.
O bien por:
b) Medicion directa en unidades de concentracion (mg/L)

2.1.4 pH
Lamedicion del pH fue realizadaatravés de un electrodo y de un equipo Hach EC 310.

2.1.5 Temperatura
Latemperatura del reactor fue medidacon el mismo equipo de medicién de pH.

2.1.6 Concentracién de OD
Lamedicion del OD se realizé mediante un electrodo WTW Oxi 171.

22 ANALISISMICROBIOLOGICOS*

En orden de caracterizar y determinar cambios tanto en ladistribucion y morfol ogia bacteriana
de BAO y BNO, serealizaron andisis moleculares ala biomasa.
Para el RBBS se tomaron muestras liquidas, en el caso del RDR1 se tomaron secciones de

biopelicula de 2x2 cm.

*Todos los andlisis microbioldgicos fueron realizados en e Centro de Biotecnologia de la Universidad de Concepcion, a cargo del Dr.

Homero Urrutia.
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2.2.1 Extraccion de ARNr 16s

La comunidad bacteriana fue recolectada por centrifugacion de la muestra a 9300 r.p.m. por 5
min. Posteriormente, el pellet obtenido fue lavado en buffer PBS (120 mM NaCl y 2,7 mM
KCl en 10 mM de buffer fosfato a pH 7,6). Todas las muestras fueron procesadas usando un
método de extraccion, basado en la lisis bacteriana en presencia de dietilpirocarbonato
(DEPC) (Summers, 1970). Todas las soluciones usadas para la extraccion de ARNr tota e
hibridacién, fueron tratadas con DEPC para inhibir la actividad ARNasa (Sambrook et al.,
1989). La concentracion fina del extracto de ARNr, fue determinada por espectrofotometriaa
260 nm (Ausbel et al., 1998).

2.2.2 Visualizacion del ARNr 16s, hibridacion dot-blot y cuantificacion

La hibridacién se reaiz6 usando sondas especificas para el ARNr 16s. Las sondas NSO190 y
NSO1225, se usaron para reconocer ala subclase B de la Clase Proteobacterias, pertenecientes
a grupo BAO (Okabe et al., 1999b). Las sondas NIT3 (para Nitrobacter), NTSPA 689 y
NTSPA 1026 (para Nitrospira), se usaron para reconocer a la subclase o de la Clase
Proteobacterias, pertenecientes a grupo BNO (Mobarry et al., 1996; Okabe et al., 1999a). La
sonda EUB338 (Amann et al., 1990), se consideré como sefial total (ARNr total extraido de
las muestras). La concentracion de ARNr, calculada para cada muestra hibridada, se expreso
en porcentaje con respecto a total (Raskin et al., 1994). Todas las sondas fueron detectadas
por una reaccion quimioluminiscente entre la fosfatasa acalinay su substrato CSPD. La sefid
de hibridacién (SH) producida por esta reaccidn luminiscente fue detectada en un film sensible
alafluorescencia (ECL hyperfilm).

El film que detectd la sefid de hibridacion (SH), se digitalizd en escala de grises y fue
procesado para el andlisis de imagenes. Cada SH fue estimada de acuerdo ala escala de grises,
usando € programa Quantity One (Bio-Rad, version 4.2). Este programa transformo
automaticamente la escala de grises de cada SH en concentracion de ARN. Esto se realizd
usando una curva de calibracion, construida con las diluciones seriadas de concentraciones
conocidas de ARNr 16s de Escherichia coli, las cuaes fueron hibridadas con la sonda
EUB338 (Ausbel et al., 1998; Sambrook et al., 1989).

El porcentgje de BAO se calculé como & maximo valor detectado por NS0190 o NSO1225, ya

que reconocen a especies del mismo género Nitrosomonas ., y NSO1225 reconoce ademas a
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Gallionella ferruginea. El porcentaje de BNO correspondié alo cuantificado por NIT3 mas lo
maximo detectado por NTSPA685 o NTSPA1026, ya que NIT3 reconoce a género
Nitrobacter sp, la sonda NTSPAG85 reconoce a las bacterias Nitrospira sp. (N. marina y N.
moscoviensis) y la sonda NTSPA 1026 reconoce solo ala especie del mismo género Nitrospira

moscoviensis.

2.2.3 Microscopia de epifluorescencia

Se realizd un recuento total de células por epifluorescencia, de acuerdo a Hobbie et al. (1977).
Las muestras fueron fijadas en formaina a 3%, luego fueron teflidas usando naranja de
acridina a 1%. Posteriormente, las muestras fueron filtradas al vacio, a través de un filtro de
policarbonato negro de 3,4 mm de diametro y 0,2 mm de poro.

Los filtros de policarbonato negro fueron observados con un aumento de 1000X en un
microscopio de fluorescencia (Zeiss AxiosKop 2 plus) y se contaron 10 campos como minimo,

que contenian entre 30 y 150 células por campo.

2.2.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras fueron fijadas en una solucion de 5% de glutaraldehido, preparado en buffer
cacodilato de sodio (0,067 M, pH = 6,2), segun lo descrito por Ladd y Costerton (1990).
Finamente, las muestras fueron observadas en un microscopio ETEC (ETEC Corporation,
Autoscan) y se tomaron 2 fotografias por muestra Un minimo de 10 campos fueron
observados.
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23 REACTORES

2.3.1 Reactor respirométrico-titulométrico batch de biomasa suspendida (RBBYS)
LaFigura2.lilustrael esquemadel reactor. Se utiliz6 un reactor batch de biomasa suspendida
de 2,4 L construido en acrilico transparente, el cual fue llenado y sellado completamente. El
reactor se mantuvo homogeneizado por un agitador mecanico (HEIDOLPH, RSR 2050,
Germany), a 360 r.p.m. La temperatura (T) se mantuvo en 20°C, mediante una camisa
conectada a un termostato (Julabo, Modelo EC, Germany). La transmisiéon de T/pH y OD, se
realiz6 con dos electrodos, HACH (EC 310, USA) y WTW (Oxi 701, Germany),
respectivamente. El pH se controlé en un valor de 8,0, mediante la adicion de N&,C0O3;0,2 M,
con unabomba de membrana (LANG, type ELADOS EMP 11, 41 L/h, Germany). Laaireacion
fue suministrada, através de aireadores de pecera con un flujo méaximo de 5 L/min (COSMOS
double type 1000, China) y fue regulada por una valvula electromagnética (Festo, 457, M SG-
24DC, Germany).

La Figura 2.1 ilustra también el sistema de control del reactor. El sistema fue automatizado a
través de un PLC (Programmable Logic Controller) (Siemens, Simatic S7-200), operado con
una interfase PC/PLC programada en Mathlab 6.5. La temperatura, pH, consumo de solucién
de N&COsy concentracion de OD, fueron medidos y registrados en linea, aproximadamente

cada dos segundos, por €l programa de adquisicion de datos KepServer.
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Figura 2.1. Instrumentacion y control del RBBS

2.3.2 Reactores de discos rotatoriosRDR1y RDR2

Tanto el RDR1 como e RDR2 fueron de las mismas caracteristicas. La instrumentecion y
sistema de control, son esgquematizados en la Figura 2.2. Cada reactor consistié de un disco
simple de 35,4 cm de didmetro, con un &rea especifica de 35 m?/m®.

Con € fin de evitar entradas exdgenas de aire durante la operacion, el disco se oper6
completamente sumergido, en un volumen de reaccion de 8 L. El disco fue cubierto con un
material textil, que actué como soporte para la biomasa 'y que incremento la superficie en un
factor de 2,4 (Figura2.3).

El disco fue rotado por un motor externo a 3 r.p.m. La temperatura se mantuvo alrededor de 20
°C através de un bafio termoregulado (Julabo, Model EC, Alemania).

El sistemade monitoreo y control se realiz6 del mismo modo que en el RBBS.
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Figura 2.2. Instrumentacion y control de los reactores de discos rotatorios RDR1 y RDR2

Figura 2.3. Material textil de soporte de 35 m%¥m? de érea especifica
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24 SENSOR VIRTUAL DE NAT

Esta metodologia se desarroll6 solo para ser aplicada en una operacion SBR y permitié un
monitoreo en lineade la concentracion de NAT (Antileo et al., 2006).

Producto de la actividad de las BAO en la oxidacion del amonio se liberan protones que
acidifican el medio. Por lo tanto, el consumo de una solucién de carbonato para el control del
pH, es proporciona ala oxidacion de amonio (Ecuaciones (2.3-2.6)). Para el control del pH se

defini6 un coeficiente de rendimiento Y cognar, entre el consumo de carbonato y el consumo

de amonio.
NH; +1,50, ® NO, +2H" +H,0O (2.3)
COF +H”* « HCG; (2.4)
HCO, +H” « CO,+H,0 (2.5)
NH; +1,50,+COZ b NO; +2H,0+CO, (2.6)

El método para el célculo de NAT (Ecuacion (2.7)), se definié en funcion del nimero de
pulsos entregados por la bomba de carbonato (Ns), equivaentes a volumen de la solucidn de
carbonato (V's) entregado al reactor durante un pulso, y la concentracion inicia de NAT, de

cadaciclo.
NAT, A, - N W  xc. X14gN / mol
Y* 2- +
NAT — CO3” /NH, (27)

V,

R

Al final de cadaciclo, Y coanat fue calculado experimentalmente para ser utilizado en el ciclo
siguiente.

El programa computacional del sensor virtual de NAT seincluye en el Anexo A3.
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25CALCULOS

2.5.1 Grado de acumulacion de nitrito
Este se expresd en porcentaje (%), y se calculé como se muestra en la Ecuacion (2.8).

N - NO, §

% acumulacion NO,” =— — N
eN- NO, g+eN- NO; g

X100 (2.8)

Para el caso de laoperacion SBR, se considerd solo la concentracion final de nitrito, en el caso

de la operacion continua, la de salida.

2.5.2 Grado de oxidacion de NAT
Este se expresd en porcentaje (%), y se calculé como se muestraen la Ecuacion (2.9).

_ [NAT,]- [NAT. ]

[NAT,]

% oxidacion NAT

X100 (2.9)

2.5.3 Tasa deoxidacion de NAT
Esta se calcul6 de la pendiente de la concentracion de NAT en funcion del tiempo durante un
ciclo batch para la operacion SBR, y de las concentraciones de entrada/salida de NAT vy el

TRH, paralaoperacion continua (Ecuacion (2.10)).

_[NAT,]- [NAT,]
NAT — Dt

r (2.10)
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2.6 PLAN DE TRABAJO

A continuacion se muestran las etgpas y actividades redizadas en estatesis:

2.6.1 Operacion del reactor batch de biomasa suspendida, RBBS

A) Disefio de experimentos para la determinacion de parametros cinéticos de las BAO y

BNO

- Disefio de experimentos

- Inoculacion del RBBS con biomasa nitrificante previamente operada en condiciones sin

limitacion de OD y de sustrato
- Ensayos respirométricos parala determinacion de K’ gao, K'sno Y KSsno
- Ensayos titulométricos parala determinacion de Ksgao

- Redaccion de articulo

2.6.2 Operacion del reactor de discos rotatoriosnitrificante, RDR1

A) Formacién de una biopelicula de biomasa nitrificante en el RDR1

- Inoculacién de reactor RDR1 con biomasa nitrificante

- Operacion SBR del RDR1 a3 r.p.m 150 mg N-NH4"/L, 1,0 mg OJ/L y apH 7,5.
- Implementacion de sensor virtual de NAT

- Implementacion de control supervisor de pH

- Operacion de ciclos SBR a0,6 mg O,/L con control supervisor de pH

- Operacion de ciclos SBR a0,8 mg O,/L con control supervisor de pH

- Operacion de ciclos SBR a 1,0 mg O,/L con control supervisor de pH

- Operacion de ciclos SBR a 5,0 mg O,/L con control supervisor de pH

- Operacion de ciclos SBR a 1,0 mg O,/L con pH constante de 7,5

- Operacion de ciclos SBR a5,0 mg O,/L con pH constante de 8,5

- Redaccion de articulo
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B) Validacion experimental de un modelo matemético para smular la nitrificacion

parcial en un RDR operado en continuo

- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constante de 7,5y 0,6 mg O,/L
- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constantede 7,5y 1,0 mg O,/L
- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constante de 7,5y 2,0 mg O,/L
- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constante de 7,5y 5,0 mg O,/L
- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constante de 8,5y 0,6 mg O,/L
- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constante de 8,5y 1,0 mg O,/L
- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constante de 8,5y 2,0 mg O,/L
- Operacion continuadel RDR1 con un TRH de 12 horas, pH constante de 8,5y 5,0 mg O,/L
- Simulacion del proceso y comparacion con datos experimentales

- Redaccion de articulo

2.6.3 Operacion dereactor de discosrotatorios nitrificante desnitrificante RDR2

A) Formacién de una biopelicula de biomasa nitrificante desnitrificante en el RDR2
- Seleccién de indeulo de bacterias nitrificantes y heterotréficas

- Estudios en reactor batch de biomasa suspendida

- Inoculacién del RDR2

- Operacion SBR del RDR2 aC/N de 4 mg DQO/mg N, 50 mg N-NH,*/L

B) Desarrollo de herramientas para determinar en tiempo real la duracion de la etapa
aerdbica y etapa anoxica del RDR2

- Implementacién del sensor virtua de NAT para determinar la duracion de la etapa aerdbica

- Implementacion del monitoreo del cambio de la pendiente de ascenso del pH para determinar
laduracién de la etapa anodxica

Nitrificacion desnitrificacion via nitrito en reactores de discos rotatorios bajo dos modalidades 38
deoperacion: continuay secuenciada.



Capitulo I1. Materialesy métodos

C) Evaluacion del efecto de la relacion carbono nitrégeno en la operacion de RDR2

- Operacion SBR del RDR2 apH 7,5, 150 mg N-NH4 /L y 1,5 mg OJ/L en la etapa aerdbicay
CIN 2 en laetgpa andxica

- Operacion SBR del RDR2 apH 7,5, 150 mg N-NH, /L y 1,5 mg OJ/L en laetgpa aerdbicay
CIN 3 en laetgpa andxica

- Operacion SBR del RDR2 apH 7,5, 150 mg N-NH, /L y 1,5 mg OJ/L en laetgpa aerdbicay
CIN 4 en laetgpa andxica

- Operacion SBR del RDR2 apH 7,5, 150 mg N-NH4 /L y 2,0 mg OJ/L en la etapa aerdbicay
CIN 2 en laetgpa andxica

- Operacion SBR del RDR2 apH 7,5, 150 mg N-NH, /L y 2,0 mg OJ/L en laetgpa aerdbicay
CIN 3 en laetgpa andxica

- Operacion SBR del RDR2 apH 7,5, 150 mg N-NH4 /L y 2,0 mg OJ/L en la etapa aerdbicay
CIN 4 en laetgpa andxica

- Redaccion de articulo
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CAPITULOIII. ESTUDIOSCINETICOS

Capitulo basado en articulo publicado:

Ciudad, G., Werner, A., Bornhardt, C., Mufioz, C., and Antileo, C. (2006) Differential kinetics of ammonia and
nitrite-oxidizing bacteriaz A simple kinetic study based on oxygen affinity and proton release during
nitrification. Process Biochemistry, 41(8), 1764-1772.
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3.1. RESUMEN

Uno de los mayores inconvenientes del célculo de constantes cinéticas en el proceso de
nitrificacion, es la diferenciacion cinética de las dos poblaciones microbianas que participan:
bacterias amonio oxidantes (BAO) y bacterias nitrito oxidantes (BNO).

Para el caso de este estudio, las bacterias nitrificantes se pueden diferenciar en dos aspectos: a)
afinidad por el oxigeno: las BNO son mas sensibles a bgjas concentraciones de oxigeno que
las BAO y b) produccion de protones: esto solo ocurre en lareaccion de oxidacion del amonio
anitrito por parte de las BAO.

Estas propiedades se gplicaron en el disefio de ensayos cortos de respirometria y titulacion,
mediante los cuales se pudo calcular separadamente para cada poblacion bacteriana, los

siguientes parametros cinéticos: coeficientes de rendimiento,, ;s, constante de saturacion por

oxigeno K’, tasa méxima de consumo de oxigeno r’ ma, constante de saturacion por sustrato Ks
y tasa méxima de consumo de nitrégeno rymax-

Dependiendo del ensayo redizado, para minimizar las interferencia de las BNO en la cinética
de las BAO, se utilizaron las siguientes condiciones: A) determinacion K’ gao: concentraciones
de OD < 2,0 mg OJ/L, B) determinacion de Kssao: monitoreo del requerimiento de una
solucion de carbonato para mantener pH constante.

Para las BAO se encontrd que la constante de saturacion de oxigeno (K’sao), fue de 0,9 mg
OJ/L y la constante de saturacion por sustrato (Kssao) fue de 0,3 mg N-NHg/L. Paralas BNO
la constante de saturacion de oxigeno (K’gno) fue de 1,4 mg O./L y la constante de saturacion
de sustrato (K ssno) tuvo un valor de 2,2x10™ mg N-HNO/L.

L os ensayos respirométricos y titulométricos demostraron ser un método rgpido y sencillo para
el calculo de concentraciones de amonio, nitrito y cinética de la nitrificacion, sin necesidad de

medir directamente la concentracion de sustrato.
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3.2. INTRODUCCION

Las bacterias BAO y BNO pertenecen a una misma familia (Nitrobacteriaceae), poseen una
fuente de carbono comun (CO,) y son bacterias aerdbicas quimioautolitotroficas. Ademas, las
BNO dependen del producto generado por las BAO (NO;). Por lo tanto, e estudio
diferenciado de la cinética de estas bacterias, presenta dificultades debido sus interrelaciones.
En la mayoria de los casos, la cinética de la nitrificacion se estudia sdlo en funcion de las
BAO (Contreras et al., 2001; Ficaraet al., 2000; Gernaey et al., 2001).

En aguas residuaes urbanas, los estudios cinéticos de nitrificacion se hacen habitua mente en
funcion de la nitritacion. Esto se debe, a que generalmente la formacion de nitrito es vista solo
como un paso intermediario en la formacion de nitrato. Sin embargo, la aplicacion de
tratamientos de Ultima generacion, como la nitrificacion via nitrito, aplicados a RILes con
dtas cargas nitrogenadas hacen imposible esta simplificacion, debido a que se basan en la
inhibicion/limitacion de las BNO. Por lo tanto, la oxidacion de nitrito es la que gobierna la
cinéticanitrificacion (Gernaey et al., 2001; Langergraber et al., 2003).

En funcién de lo anterior, para el estudio segregado de las poblaciones nitrificantes, agunos
autores utilizan inhibidores para suprimir la actividad de BAO o BNO como allylthiourea o
clorato de sodio, respectivamente (Ficara et al., 2000; Gernaey et al., 1998). Sin embargo,
estas técnicas limitan el estudio cinético en reactores continuos, debido al efecto toxico sobre
las bacterias nitrificantes.

En los dltimos afios, técnicas como la respirometria y la titulacion han aportado a la
simplificacion de los estudios cinéticos de la nitrificacion (Vanrolleghem et al., 2004).

La respirometria permite la estimacion de pardmetros cinéticos de bacterias heterotroficas y
autotroéficas, mediante la cuantificacion e interpretacion del consumo de oxigeno (Ficaraet al.,
2000). Dependiendo de la forma de operacion, existen respirdmetros batch y continuos.

La respirometria en un reactor completamente cerrado, operado en batch con periodos de
aireacion intermitente, permite omitir e término del transporte de oxigeno y sustrato del
balance de materia (Gernaey et al., 2001). Por lo tanto, es posible plantear una ecuacion
simplificada para estudiar el proceso, en que latasa de respiracion es consecuencia directa del

consumo de sustrato por parte de las bacterias, tal como se muestra en laEcuacion (3.1).
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‘2—‘; =- :2’:: (3.1)
Donde:

c = Concentracion de OD

Cs = Concentracion de bacterias

Yaro, = Coeficiente de rendimiento de formacion de bacterias por oxigeno consumido
M = Velocidad de crecimiento especifico de las bacterias

(Para mayor detalle, ver capitulo de Nomenclatura)

Debido a que en la nitrificacion, el consumo de oxigeno es una consecuencia de la actividad
en conjunto delas BAO y BNO, la Ecuacion (3.1) se expresacomo la Ecuacion (3.2).

E —_ Mo Ceno _ Mhno *Ceno (3.2)
ot YBAO/Q YBNO/Q

Estudios han demostrado que las BNO son més sensibles a bajas concentraciones de oxigeno
en comparacion a BAO, debido a que presentan constantes de saturacion de oxigeno K’ més
atas (Bernet et al., 2001; Garrido et al., 1997b; Laanbroek y Gerards, 1993). Por lo tanto, a
bajas concentraciones de oxigeno (< 2 mg O,/L), las BAO debieran permanecer mas activas
que las BNO. Esta propiedad podria ser utilizada en experimentos respirométricos, con €l fin
de determinar la cinética de consumo de oxigeno de las BAO con unainfluenciaminimade las
BNO.

Por otro lado, a aplicar € sensor virtual de NAT basado en la titulometria, se podria
determinar la cinética de consumo de sustrato (N) paralas BAO.

Lo anterior presenta las siguientes ventgjas: a) permite diferenciar la oxidacion del NAT de la
oxidacion del nitrito y b) permite hacer un seguimiento y registro (monitoreo) en linea la
concentracion de NAT en el reactor.

En este contexto, el objetivo de este trabgjo fue desarrollar un procedimiento simple para €

calculo de los parametros cinéticos K'eno, K'eno, Kssao, KSeno, Yo ran € Yo, nss 0€ 18S

bacterias nitrificantes, basado en experimentos respirométricos-titulométricos, usando bajas
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concentraciones de oxigeno y el monitoreo en linea del consumo de carbonato, como

elementos diferenciadores de ambos grupos bacterianos.

3.3. MATERIALESY METODOS

Para estos experimentos se utilizd el RBBS descrito en el capitulo 11.

3.3.1 Sistema de control

Las variables de control en los experimentos respirométricos y titulométricos fueron el pH y el
OD, para los cuaes se utilizd un control clasico de tipo Pl, programado en el PLC. En €
control de pH, se regulé la frecuencia de pulsos de carbonato de la bomba de membrana. Cada
pulso de carbonato entregado tuvo un volumen constante de 0,125 mL. A través de esta
informacion, se pudo monitorear en linealos moles de carbonato suministrados d reactor.

Para controlar la concentracion de OD se regulé la abertura de la valvula electromagnética,
usando pulsos con modulacién (PWM). Se programaron dos set point de OD, un minimo y un
maximo. El sistema de aireacion actué como sigue: alcanzado €l set point méximo, la valvula
se cerraba hasta que el consumo de OD por la accidn bioldgica llegara a set point minimo;
posteriormente, la valvula se abria para alcanzar nuevamente € set point maximo. Esta
metodologia se planted con el fin de operar e reactor con aireacion intermitente, lo que
permitié obtener como minimo 6 repeticiones consecutivas durante un mismo experimento,

una por cada caida de oxigeno (el programa de respirometria se muestraen el Anexo A2).

3.3.2 Biomasa nitrificante

Se utilizé biomasa suspendida proveniente de un reactor nitrificante piloto, tipo lodo activo.
La concentracion de biomasa en el reactor fue aproximadamente de 0,67 g SSV/L.

Para determinar la distribucion bacteriana de las poblaciones de BAO y BNO presentes en el
reactor usado en este estudio, se redizaron los andlisis microbioldgicos descritos en el
Capitulo I1.
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3.3.3 Célculo de parametr os cinéticos de bacterias nitrificantes
Los sustratos de las bacterias BAO y BNO, estén en equilibrio quimico con las formas idnicas,
en funcion de la temperatura'y pH del medio, tal como se muestra en las Ecuaciones (3.3) y

(3.4) respectivamente (Wiesmann, 1994).

NAT
Can. = - (3.3
T+ exp886344 940
&373+T
G, = N- NO, (3.4)
& 273+T 5
Donde:
NAT = Concentracion de nitrégeno amoniacd total
N-NO2 = Concentracion total de nitrdgeno como nitrito
T = Temperatura

A concentraciones elevadas de sustrato, la cinética de la nitrificacion se puede interpretar por
medio de la ecuacion de Haldane, que da cuenta de la inhibicion por sustrato y producto que
presentan estas bacterias. Bajas concentraciones de sustrato y oxigeno, permiten estudiar la
cinética de la nitrificacion usando la cinética de Monod con doble limitancia, dada por la
Ecuacion (3.5) (Wiesmann, 1994).

Y R B (35)
"™ Ks+c, K'+c' '

Donde:
m

=% (3.6)
YB/S
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Donde:

Ks = Constante de saturacion por sustrato
K’ = Constante de saturacion por oxigeno
r = Tasade consumo

Cuando se utiliza un solo componente como limitante, la Ecuacion (3.5) se reduce a la
Ecuacion (3.7).

r=r.. XK—+C (3.7)
Donde:

K = Constante de saturacion

c = Concentracion

Al integrar y linearizar la Ecuacion (3.7), se obtiene la Ecuacion (3.8), de modo de calcular la
constante de saturacion K del intercepto y la tasa méxima de consumo (rmax) de la pendiente de
lagréficade (co- c)/Ln(cy/ ) viIst/Ln(cy/ ) (Schreiner et al., 1999; Wiesmann, 1994).

oo, tc - K 3.8)
Ln-2 Ln—2
c c
Donde:
Co = Concentracion atiempo cero
t =Tiempo

Al utilizar separadamente el sustrato y el oxigeno como componente limitante, se pudo aplicar

la Ecuacion (3.8) en funcion de cadauno de ellos.
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3.3.4 Protocolo experimental

Operacion del reactor

Previo a cada experimento, la biomasa fue lavada con agua, de modo de eliminar cualquier
sustrato remanente que afectara el resultado final. Posteriormente, la biomasa se aired y se
dej6 en reposo por 1 6 2 h, para garantizar €l desarrollo de unafase de consumo de oxigeno sin
la presenciade sustrato (respiracion endogena).

En cada experimento se tomo una muestrainicia, intermediay fina. Lainyeccion de sustrato
y toma de muestra, se reaizd en e reactor por una entrada especialmente disefiada con una
goma flexible, que permitid el ingreso de la aguja de unajeringa e impidio la entrada de aire
externo (Figura 2.1). Para la toma de muestras y el calculo de las fracciones de nitrogeno
(NAT, N-NO7" y N-NO3), se utilizd6 metodologia experimental estandarizada (APHA, 1992),
descritaen el Capitulo 11.

Los experimentos respirométricos fueron realizados en modalidad batch. Cada experimento
respirométrico se dividio en 5 etapas, tal como se muestraen laFigura3.1: A) inoculacion del
reactor con la biomasa previamente lavada, B) aireacion hasta superar €l set point maximo, C)
corte de laareacion einicio de fase de respiracion endogena, D) inyeccion de sustrato e inicio
de la reaccion y E) gplicacion de aireacion intermitente, medicion y evaluacion del consumo
de oxigeno en el tiempo. Los experimentos titulométricos tuvieron las mismas etgpas que los
respirométricos, pero adicionadmente se monitored en linea e volumen gastado de Na,COs,
paramantener el pH constante.
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Figura 3.1. Control de la aireacion durante los experimentos cinéticos: A) inoculacion, B)
aireacion, C) respiracion enddgena, D) inyeccion de sustrato y E) aireacion intermitente

Correccidn por respiracion endégena

Debido a que los resultados experimentales de los ensayos respirométricos deben ser solo
consecuencia del consumo de sustrato inyectado, se debid restar la interferencia de la tasa de
respiracion enddgena ala tasa de respiracion medida experimentalmente

La tasa de respiracion debida exclusivamente al consumo de sustrato, o respiracion exdgena
(r"), se calculé como la diferencia de la tasa de respiracion medida (r'v), menos la tasa de
respiracion enddgena(r'e) (Ecuacion (3.9)) (Ficara et al., 2000; Schreiner et al., 1999).

r'=riy,-re (3.9
Latasa de respiracion enddgena se calculé como la pendiente de la curva de consumo de OD,
mostrada en la primera seccion de la Figura 3.1, y fue normalizada a través de la division por

los gramos de biomasa presentes. La tasa de respiracion endégena ademas fue utilizada para
corregir el consumo de OD, mediante la Ecuacion (3.10)

c'=c'y,-r'z% (3.10)
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Procedimiento para el célculo diferenciado de las constantes cinéticas de las bacterias

nitrificantes

A) Obtencion de coeficientes de rendimiento v,

El experimento se basd en medir la cantidad estequiométrica de OD requerida para oxidar el
amonio anitrito y € nitrito anitrato.

Este experimento se realiz6 con un ensayo respirométrico, donde se registrd el consumo de
OD en el tiempo y se midio la concentracion de NAT y nitrito, a través de la toma de
muestras. Para el céalculo de los coeficientes de rendimiento de oxigeno consumido por

sustrato oxidado ('Y, ,. ), se utilizo laEcuacion (3.11).

(3.11)

Donde:

Subindice n y n+1, indican | as muestras tomadas.

Con €l fin de disminuir los tiempos de experimentacion, se utilizaron bgjas concentraciones de
sustrato y altas concentraciones de OD (Schreiner et al., 1999).
Primero se determiné el coeficiente global de rendimiento de oxigeno consumido por

nitrogeno oxidado (Y, ,, ), paralo cual se utilizé una concentracion inicial de 1,4 mg N/L de

NAT. Laconcentracion inicial de OD se programé en 8,0 mg O./L.

Para la determinacion de LAV utilizé una concentracion inicia de 6,0 mg N/L de

nitrito. Los set-point minimo y maximo, programados para €l control de la concentracion de
OD, fueron: minimo de 0,1 y méximo de 8,0 mg O,/L.
Dado que € coeficiente global de rendimiento considera la suma de las actividades de las

BAOY las BNO, el coeficiente de rendimiento Y, ;. , Se calculd segun la Ecuacion (3.12).

Yo2 ITAN

=Y02/N ) YOZIN— NO,

(3.12)
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B) Determinacion de K’ gaoy ' max, A0

El experimento se basd en minimizar la interferencia de las BNO en la cinética de las BAO.
Esto se redizd mediante la utilizacion de concentraciones de OD inferiores a 2,0 mg OJ/L.
Ademés, se utilizaron concentraciones de amoniaco no limitantes, con e fin de aplicar la
Ecuacion (3.8), unicamente en funcion de la concentracion de OD (Ecuacion (3.13)), donde se

calculd K’ gao del intercepto y ' max, sao de la pendiente.

=r' — - K" (313)

Laexperiencia se reaiz6 con un ensayo respirométrico, utilizando una concentracion inicial de
sustrato de 4,4 mg N-NHg/L, vaor optimo para las BAO segin cinética de Haldane
(Wiesmann, 1994). Los set-point minimo y méximo programados para € control de la
concentracion de OD, fueron: minimo de 0,1 y maximo de 2,0 mg O/L.

Para comprobar efectivamente la bgja actividad de las BNO, se midi6 la concentracion inicia
y final de nitrato.

C) Determinacion de K'gno Y I’ max, BNO

El experimento se basd en utilizar concentraciones de &cido nitroso no limitantes y
concentraciones de OD limitantes. La finalidad fue aplicar la Ecuacion (3.8) Unicamente en
funcion de la concentracion de OD (Ecuacion (3.13)), donde K’gno se caculd del intercepto y
I' max, BNO 0€ lapendiente.

La experiencia se reaiz6 con un ensayo respirométrico, usando una concentracién inicial de
sustrato de 3,3x10° mg N-HNO,/L, vaor éptimo para las BNO segin cinética de Haldane
(Wiesmann, 1994). Los set-point minimo y méaximo, programados para €l control de la

concentracion de OD, fueron: minimo de 0,1 y maximo de 8,0 mg O./L (Wiesmann, 1994).
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D) Deter minacion de KSgao Y I'nmax, BAO

El experimento se basd en eliminar lainterferenciade las BNO en lacinéticade las BAO. Esto
se redlizd, mediante la aplicacion de ensayos titulométricos, cimentados en el sensor virtual de
NAT descrito en el Capitulo 1. Se utilizaron concentraciones de amoniaco limitantes y
concentraciones de OD no limitantes. Lafinalidad fue aplicar la Ecuacion (3.7) Unicamente en
funcion de la concentracion de amoniaco (Ecuacion (3.14)), donde Kssao Se calculé del

intercepto y rmax, sno de la pendiente.

Chy 0 = G t
% = I'mex,a0B T o KSno8 (3.24)
L Ha0 NH3 0
n—-— Ln—=
Crw, Cnw,

La experiencia se realiz6 con un ensayo titulométrico, donde se utilizO una concentracion
inicial de sustrato de 0,67 mg N-NH4/L, valor que se encuentra en la zona de limitacion por
sustrato para las BAO segln cinética de Haldane (Wiesmann, 1994). Los set-point minimo y
maximo programados para el control de la concentracion de OD, fueron: minimo de 4,0 y

méaximo de 8,0 mg O,/L.

E) Determinacion de KSsno Y F'nmax, BNO

El experimento se basd en el célculo de las concentraciones de écido nitroso a partir de las
tasas de respiracion medidas. Se utilizO concentraciones de é&cido nitroso limitantes y
concentraciones de OD no limitantes. Lafinalidad fue aplicar la Ecuacion (3.8) Unicamente en
funcion de la concentracion del acido nitroso (Ecuacion (3.15)), donde Ksgno se calculd del

intercepto y rnmax, sno de la pendiente.

Cno,0 - Ch t
ol 2 = rNrmx,NOB c - KSNOB (3-15)
Ln CHNOZ,O | HNo.0
CHNQ CHNOZ
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La experiencia se realiz6 con un ensayo respirométrico, donde se utiliz6 una concentracion
inicial de sustrato de 6,9x10* mg N-HNO,/L, vaor que se encuentra en la zona de limitacion
por sustrato paralas BNO segln cinética de Haldane (Wiesmann, 1994). L os set-point minimo
y méximo programados para el control de la concentracion de OD, fueron: minimo de 4,0 y
maximo de 8,0 mg O,/L.

Durante la aireacion intermitente, se determind el perfil de la tasa de consumo de oxigeno (r’)
en e tiempo (Ficaraet al., 2000). Posteriormente, a aplicar la Ecuacion (3.16) y € coeficiente

de rendimiento Y% IN-NO, calculado previamente en la seccion A, se obtuvo el perfil de latasa

de consumo de &cido nitroso en el tiempo.

ch- NO, _ r'

dt

(3.16)

0,/N- NO,

A la curva experimental de r’, se le aplicd una regresion polinomial de orden no mayor a 4,
para obtener una ecuacion que describiera la Ecuacion (3.16) con una alta correlacion, como
se muestraen la Ecuacion (3.17)

dCN.Noz' _a+b>¢”+c>¢”+l+ ........ +dx™"
at

(3.17)

0,/N- NO,
Integrando la Ecuacion (3.17) entre 0 y t, se determind la Ecuacion (3.18), mediante lacua se
pudo calcular €l consumo de nitrito total en el tiempo, para aplicar posteriormente la Ecuacion

(3.18). Laconcentracion de écido nitroso, se calcul apartir de la Ecuacion (3.4)

n+l n+2

b ot dx ™ 01
S ek +Cp 0
n+l n+2 n+(n+1) "8 Yo nnos

N- NO, =gast (3.18)

(D)(Bs [0}
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3.4. RESULTADOSY DISCUSION

Diferentes experimentos cinéticos fueron llevados a cabo para determinar |os coeficientes de
la cinética de Monod con doble limitancia del proceso de nitrificacion. Estos pardmetros

fueron calcul ados separadamente paralas BAO y BNO.

3.4.1 Determinacion de coeficientes de rendimiento Y, s

Durante este trabajo fue necesario calcular los coeficientes de rendimiento de las bacterias,
debido a que se utilizaron como factores de conversion en experimentos posteriores. La Figura
3.2 muestra la evolucion de la concentracion de OD en el tiempo durante uno de los ensayos

respirométricos, aplicado ala obtencion del coeficiente de rendimiento y_ . En los primeros

120 minutos se observa una lenta disminucion de la concentracion del OD, debido a la
ausencia de sustrato, indicando esto una fase de respiracion endégena. Como se traté de
experimentos de corta duracion, la respiracion enddgena se asumié como constante (Schreiner
et al., 1999), dando un vaor de 1,4x10% mg O,/L/h/g SSV. A los 140 minutos se agrego e
amonio, e inmediatamente se observo una dréstica disminucién de la concentracion de OD,
producto de la oxidacion de NAT. La Figura 3.2 muestra que a los 150 minutos ocurre un
cambio de pendiente, o que indica el ingreso a una zona de limitacién por sustrato.
Posteriormente, una vez consumido completamente el amonio, se observd nuevamente el
inicio de lafase enddgena.

La Tabla 3.1 muestra los resultados obtenidos para los coeficientes de rendimiento de OD
consumido por sustrato oxidado, donde se observa unaalta correl acion con otros estudios.
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Figura 3.2 Respiracion enddgenay exégena de las actividades en conjunto de BAO y BNO,
en ladeterminacion de los coeficientes de rendimiento durante un ensayo respiromeétrico

Tabla 3.1. Coeficiente de rendimiento paraBAO y BNO

Referencia Nitrificacion total BAO BNO

YOZIN YOZITAN Y02/N+3

[9 O2/g N] [9 O2/g NAT] [9 O2/g N-NO; ]

Este estudio 42+ 0,7 3,0+0,7 1,1+0,04
(Wiesmann, 1994) 43 32 11
(Pirsing e al,
1996) 43 3,2 1,1
(Lindemann, 2002) 4.2 31 11
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3.4.2 Célculo diferenciado de K’ para BAO y BNO

La Figura 3.3 muestra resultados de la aplicacion de la estrategia para la diferenciacion
cinética, basado en la diferente afinidad por e OD que presentan las bacterias nitrificantes.
Esta estrategia se aplico en la determinacion de K'gao Y K’sno. En ambos casos, se utilizo
concentraciones de oxigeno limitantes. Sin embargo, para el primer caso se aplicaron bajas
concentraciones, con €l fin de disminuir laactividad de las BNO.

La Figura 3.3 muestra la aplicacion de aireacion intermitente a los diferentes set point
propuestos. Debido a que € intervalo de aireacion para los experimentos de K’'gao fue mas
pequefio, la determinacion de K’gao tomo menos tiempo que la determinacion K’gno. El
disefio de los controladores Pl permitio alcanzar los set point maximos y minimos con gran
precision, logrando con esto unaimportante disminucién en los tiempos de experi mentacion.
La curva para la determinacién de K’ gno de la Figura 3.3, muestra la zona de limitacion por
oxigeno, indicada por el cambio en las pendientes bgjo los 2,0 mg O2/L, lo que confirma €l
intervalo de OD €legido parala determinacion de K’ gao.

Dado que para estos experimentos se utiliz6 una concentracién de sustrato no limitante, las
pendientes de las zonas de decrecimiento de OD se mantuvieron constantes en cada intervalo.
Cadaintervalo de aireacion intermitente fue procesado individualmente para el caculo de K’,

con lo que se obtuvo 11 repeticiones paraK’gao Y 6 paraK’ gno.
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Figura 3.3. Estrategia de diferenciacion de bacterias nitrificantes por OD, en la determinacion
deK'gao Y K'sno

LaFigura 3.4 muestra uno de los resultados de la obtencion gréficade K’ y 1’ s, através de la
linearizacion de una de las zona de limitacion de OD de la Figura 3.4, mediante la aplicacion
de la Ecuacion (3.14). La curva A representa la linearizacion entre 1,0y 0,45 mg OJ/L, y la
curva B representa la linearizacion entre 2,0 y 0,4 mg O,/L. En ambos casos se gplicd una
regresion lineal de orden uno, con una correlacion cercanaalaunidad, donde K’ se obtuvo del
vaor absoluto de la pendiente y r' ns del intercepto con el ge Y. Este procedimiento fue
similar en laobtencion de KSy rymax.

LaTabla 3.2 presenta los resultados de |os ensayos respirométricos para la estimacion de K’ y
I'max, @ partir de la Ecuacion (3.13). Estas constantes tienen valores mas elevados en
comparacion a las reportadas en literatura, lo que indica que los microorganismos estudiados
en este trabgo tienen una menor afinidad por e oxigeno. Sin embargo, pudo existir una
interferenciade las BNO.
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Figura 3.4. Ejemplo de estimacion de constantes cinéticas a través de linerizacion de las zonas

de limitacion por oxigeno: A) estimacion de K’ y 1’ ma paraBAO 'y B) estimacion de K’ y 1’ max

paraBNO

Tabla 3.2. Estimacion de K’ y r’max mediante respirometria para microorganismos BAO y

BNO
BAO BNO
Referencia K’ I max K’ I max
[mg O,/L] [mg O,/L/h] [mg O,/L] [mg O4/L/h]
Este trabajo 0,9+ 0,05 46,6 + 3,8 14+0,.2 432+ 27
(Wiesmann, 1994) 0,3 - 11 -
(Pirsing et al,
1996) 0,3 - 1,3 -
(Lindemann, 2002) 0,3 - 1,3 -
(Larsen, 1992) 0,6 - - -
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En la determinacion de K'gao, Se consumieron 9,8 mg N-NH,4*/L, de los cuales 2,7 mg N-
NH,"/L fueron oxidados hasta nitrato. Esto significa que solo un 9% del oxigeno total fue
consumido por las BNO. Este resultado confirma la bgja ectividad de las BNO en el rango de
OD < 2,0 mg OJ/L. No obstante, el valor de K’'gao podria estar influenciado por € nitrito
oxidado anitrato, lo que puede ser una explicacion a ato valor encontrado para esta constante
(Tabla 3.2). Una desventgja de este método es que utiliza una linerarizacion logaritmica, 1o
que puede aumentar el error. Para suplir esta desventgja se utilizaron mas de 6 repeticiones
obteniéndose una baja desviacion estandar (un error aproximado del 5 %).

En la determinacion K’gno, No existe interferencia por las BAO, debido a que el sustrato
utilizado es directamente el nitrito. El valor caculado para esta constante fue ligeramente

superior aotros trabgos (Tabla 3.2).

3.4.3 Célculo diferenciado deKs para BAO y BNO

En la Figura 3.5 se presenta la estrategia aplicada para el célculo diferenciado de Ksgao Y
'nmax,8ao, Mediante ensayos titulométricos. La linea punteada de la Figura 3.5A muestra el
monitoreo en linea del consumo de carbonato en mili moles. Este, fue calculado a través del
nimero y volumen de pulsos de carbonato entregados a reactor, durante la oxidacion del
amoniaco (NHs).

Se observa que a los 60 minutos, la bomba de control de pH no entregd més pulsos de
carbonato, lo que indico el término de la etapa de nitritacion.

Usando e monitoreo en linea del gasto de carbonato y 7,28 mmol COz*/mmol NAT

(coeficiente Yco;- J—

calculado de experimentos previos.), se obtuvo el consumo de NAT y
amoniaco en el tiempo, mediante la Ecuacion (2.7) (Figura 2.6B). Con la gplicacion de esta
metodologia se pudo medir indirectamente la concentracion NAT en linea, lo que se
transforma en una alternativa econémica comparada con herramientas de medicion en linea
encontradas en el mercado, como los medidores y sensores de NAT, N-NO, y N-NOg’, debido
a gque necesitan cantidades considerables de quimicos para su funcionamiento y requieren de
un mantenimiento intensivo (Gernaey et al., 1998). Similares aplicaciones basadas en la
titulacion, para medir indirectamente la concentracion de NAT, fueron encontradas en trabajos
como los de Gernaey et al. (1997) y Yuan y Bogaert, (2001), en reactores de lodo activo, y

Antileo et al. (2006) en un reactor de discos rotatorios.
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La Figura 3.5B muestra una dta correlacion de la medicion en linea con las mediciones
experimentales. La oscilacion en la medicion del amoniaco, mostrada en |a primera seccion de
laFigura 3.5B, se debe alaoscilacion en el pH del medio, entre 7,7 y 8,1, para dcanzar €l set
point establecido. EI pH promedio para este experimento fue de 8,0, con una desviacion
esténdar de 0,03.
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Figura 3.5. Estrategia de diferenciacion por produccién de protones, para el calculo de Ksgao
por titulometria: A) consumo de carbonato de sodio en el tiempo y B) consumo de NAT y N-
NH; en el tiempo
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La Figura 3.6 muestra la linearizacién de la curva de consumo de amoniaco (Figura 3.5B), en
base a la aplicacion de la Ecuacion (3.13), para obtener Kssao Y 'nmax, del intercepto y la
pendiente, respectivamente. La zona linearizada corresponde a rango comprendido entre 0,2 y
0,4 mg N-NHs/L. Se observa una ata fluctuacion en la linerizacion, obteniéndose un r2 solo
de 0,95, lo que pudo afectar al valor calculado debido a aumento del error.
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Figura 3.6. Estimacion de Ks y rymsx para BAO, a través de linerizacion de las zonas de

limitacion por amoniaco

La Figura 3.7 presenta la estrategia utilizada para el calculo de Ksgno Y nmax, sno- La Figura
3.7A muestra la gplicacion de un ensayo respirométrico, a concentraciones de oxigeno no
limitantes. Debido a que se utilizé una concentracion de écido nitroso limitante, se gprecia que
a medida que se avanza en e tiempo, las pendientes de cada intervalo de aireacion
intermitente, disminuyen hasta quedar horizontales a los 130 minutos. Esto indica el consumo
total del &cido nitroso y el inicio de una fase de respiracion endégena. La Figura 3.7B muestra
el célculo de la tasa de consumo de nitrito (rv-noz-) @ partir del coeficiente de rendimiento

Y% nenos Y el perfil der’, construido con cada uno de los intervalos de aireacion intermitente

de la Figura 3.7A. Aplicando una regresion polinomial de orden 4, se obtuvo una ecuacion
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para reproducir ry.noz- (Ecuacion (3.17)). La Figura 3.7C muestra el consumo de nitrito y
&cido nitroso en el tiempo, obtenido mediante la integracion de la Ecuacion (3.18). La
prediccion del consumo de nitrito tuvo una alta correlacion con los valores experimentales. La
fluctuacion de la concentracion de HNO, en los primeros 10 min, se explican por una
variacion entre 7,8y 8,2 en el pH del medio.

De lalinearizacion de la curva de consumo de &cido nitroso de la Figura 3.7C, se determin®
K ssno mediante la Ecuacion (2.19), dando un valor aproximado de 2,2x10™* mg N-HNO4/L.
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Figura 3.7. Estrategia para el calculo de Ksgno por respirometriac A) Ensayo respirométrico a
concentracion de &cido nitroso limitante, B) célculo de ryo, a partir der’ y C) consumo de N-
NO:> y N-HNO, en el tiempo
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En la Tabla 3.3 se muestran los resultados obtenidos para los coeficientes de saturacion de
sustrato Ksy tasas maximas de consumo rymsx paralas BAO y BNO. Como se observa, todos
los valores calculados son superiores a la mayoria de los descritos en la literatura, 1o que
podria indicar que las bacterias utilizadas en este estudio son mas sensibles a bgjas
concentraciones de sustrato, debido a que tendrian una menor afinidad por éste. Sin embargo,

se debe tener en cuenta el error inherente a utilizar unalinearizacion logaritmica

Tabla 3.3. Estimacion de Ksy rymsx mediante respirometriay titulacion para microorganismos
BAOyY BNO

BAO BNO
Referencia Ks I'Nméx Ks I' Nmax
[mg N- [mg [mg N- [mg N-
NH3/L ] NH3/L/h] HNO,/L] HNO,/L/h]
Este trabgjo 0,3 2,2 2,2x10™ 48x 10"
(Wiesmann, 1994) 0,03 - 0,3x10™ -
(Carrera et al., 0,16 - 1,3x10™ -
2004)
(Horn 'y Hempel, 0,6 - - -
1995)
(Bergeron, 1978) - - 25x 10" -

La aplicecion de respirometria y titulacion en conjunto, para la determinacion de las
constantes cinéticas de la ecuacién de Monod con doble limitancia, fue un méodo rgpido y
sencillo, mediante el cual fue posible determinar las constantes, sin la necesidad de tomar
muestra. Ademas, mediante la aplicacion de la metodologia propuesta, se pudieron calcular
constantes cinéticas diferenciadamente para BAO y BNO, lo cua podria tener apliceciones
précticas, como un monitoreo continuo del desempefio del tratamiento bioldgico, por ejemplo
frente alapresencia de toxicos, variacion en los sustratos, cambios bruscos de pH. Ademés, se

podria monitorear lanitrificacion parcia en cuanto ala actividad de las BNO.

3.4.4 Distribucion bacteriana

En cuanto ala distribucion de la poblacion bacteriana, € andlisis molecular ARNr 16s indico
que las poblaciones BAO y BNO se encontraron en una relacion aproximada de 73,6% y
26,4%, respectivamente. De acuerdo a los coeficientes de rendimiento para BAO 0,147 g
SSV/g N-NH3 y para BNO 0,042 g SSV/g N-HNO,, (Wiesmann, 1994), cercadel 77 % serian
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BAO, mientras que el 23% de la poblacion nitrificante serian BNO. Esto indica que en la
poblacion bacteriana de este estudio, hay una distribucion norma de BAO y BNO. Las tasas
especificas méximas de consumo de sustrato para este estudio fueron de 7,5x10° mg N/mg
SSV/h para BAO, y 3x10° mg N/mg SSV/h para BNO, valores registrados dentro del rango

reportado por laliteraturaclésica (Cecen et al., 1995).

3.5. CONCLUSIONES

Los ensayos respirométricos y titulométricos mostraron ser un método rapido y sencillo para
el caculo de concentraciones de NAT, nitrito, cinética de la nitritacion y cinética de la
nitritacion, sin necesidad de medir directamente la concentracion de sustrato. Ademés, con la
titulacion se logré medir la concentracion de NAT en linea indirectamente, a través del
consumo de una solucion neutralizadora de pH. Esto resulta ser una alternativa econémica,
comparado con las herramientas de medicion en lineadel comercio.

Mediante la aplicacion de la metodologia propuesta, se pudieron cacular constantes cinéticas
diferenciadamente para BAO y BNO. Por |o tanto, esta metodologia podria tener aplicaciones
précticas, como un monitoreo del desempefio del tratamiento frente ala presencia de toxicos o
cambios bruscos de pH.

La utilizacion de las diferencias de afinidad por e oxigeno de las BAO y BNO, para la
determinacion de K’ y r'ms de ambas poblaciones de bacterias, mostré ser un método
aceptable. Sin embargo, el método pude magnificar los errores debido a que se trata de una
linerizacion logaritmica. Esta desventaja podria ser solucionada a realizar mayor nimero de
repeticiones. El ato valor encontrado para K'gao puede indicar que este fue afectado por la
utilizacion de oxigeno por parte de las BNO, sin embargo este fue solo un 9% del oxigeno
total consumido.

Los coeficientes de saturacion por sustrato, indicaron que las bacterias de este estudio tienen

una fuerte dependencia de la concentracion de sustrato en el medio.
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CAPITULO IV. OPERACION SBR DE UN REACTOR DE
BIOPELiICULA RDR NITRIFICANTE

Capitulo basado en articulo publicado:

Antileo, C., Werner, A., Ciudad, G., Mufioz, C., Bornhardt, C., Jeison, D., and Urrutia, H. (2006) Nove
operationa strategy for partiad nitrification to nitrite in a sequencing batch rotating disk reactor.
Biochemical Engineering Journal, 32(2), 69-78.
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41. RESUMEN

En orden de lograr una nitrificacion parcial estable en el tiempo, una nueva estrategia
operacional fue estudiada. Se utilizé un RDR operado en modalidad SBR y fueron agplicadas
concentraciones de OD menores a1l mg O,/L. La estrategia se basd en un control en tiempo
real, a través de un supervisor de pH y la medicion en linea de la concentracion de NAT. El
control supervisor mantuvo una concentracion de amoniaco en el rango 3 a4 mg N-NHJ/L,
va ores 6ptimos parael crecimiento de las BAO e inhibitorios paralas BNO.

Esta estrategia permitio operar por 270 d con alta acumulacion de nitrito (>84%). Sin
embargo, un efecto negativo fue observado a disminuir la concentracion de OD de 1,0 a 0,8
mg O »/L: latasade oxidacion de NAT se redujo de 4,3 a1,6 kg N/m/d.

Anadlisis microbiolégicos, revelaron la presencia de mas del 95% de BAO y solamente 5% de

BNO, durante lafaseinicia de laformacion de labiopelicula.

4.2. INTRODUCCION

Hasta ahora, la mayoria de los estudios realizados con nitrificacion parcial se basan en usar
condiciones ambientales para reducir la tasa de crecimiento de las BNO, pero no para
incrementar la actividad de las BAO (Abeling y Seyfried, 1992; Ciudad et al., 2005; Fux y
Siegrist, 2004; Garrido et al., 1997b; Jetten et al., 1998; Joo et al., 2000; Mosguera-Corral et
al., 2005; Peng et al., 2004a; Ruiz et al., 2003; Ruiz et al., 2006; Villaverde et al., 2000; Wang
et al., 2007; Wang y Y ang, 2004; Wang et al., 2004a). En este estudio, se introduce esta nueva
perspectiva usando el amoniaco en concentraciones 6ptimas para las BAO e inhibitorias para
las BNO.

De acuerdo alacinética de Haldane (Figura 4.1), en €l rango de 3 a4 mg N-NHa/L existe una
zona éptima de concentracion de amoniaco para las BAO (Wiesmann, 1994), la que permite
una tasa maxima de crecimiento especifico. Por o tanto, si en un reactor se mantiene esta
concentracion, una tasa éptima de oxidacion de sustrato y una favorable distribucion de BAO

en labiopelicula, pueden ser acanzadas.
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Figura 4.1. Influencia de la concentracion de sustrato en |la tasa especifica de crecimiento de
las BAO, segun cinéticade Haldane

Como se mostré en el capitulo | y 11, la concentracidén de amoniaco depende de condiciones
ambientales como el pH, temperatura y concentracion de NAT (Ecuacion (3.3)) (Wiesmann,
1994).

En base ala Ecuacion (3.3), si en una operacion SBR el pH es variado dindmicamente en el
tiempo por un control supervisor, en funcion de un sensor virtual de NAT y de latemperatura,
se podria establecer una concentracion de amoniaco constante en € reactor. Con esta
herramienta se podria actuar selectivamente sobre las bacterias nitrificantes, favoreciendo alas
BAO einhibiendo alas BNO.

En base a lo anterior, este trabgo implement6 una nueva estrategia operacional, basada en la
aplicacion de un control supervisor de pH y de un sensor virtua de NAT, en orden de
mantener una nitrificacion parcial estable en un RDR operado en modalidad SBR. Ademas, se
estudio ladistribucién de BAO y BNO durante la evolucion de labiopelicula
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43.MATERIALESY METODOS
Para este trabajo se utilizo el RDR1 descrito en el Capitulo 1.

4.3.1 Estrategia oper acional

Después de un periodo de puesta en marchade 120 d, 59 ciclos SBR fueron llevados a cabo en
un tiempo total de 270 d.

En orden de promover la nitrificacion parcial, el pH y concentracién de OD fueron gustados
en valores para promover el crecimiento de BAO e inhibir/limitar alas BNO. Un total de 31
ciclos fueron operadosa 1,0 mg O,/L, 11 ciclosa0,8 mg O,/L,y 17 a0,6 mg O,/L. Cadaciclo
tuvo las siguientes etgpas: @) llenado manua del reactor con una concentracion conocida de
NAT y toma de muestra inicid, b) nitrificacién parcia, c) interrupcion de la aireacion en
tiempo real, cuando se detectara la oxidacion completa del amonio y d) vaciado manua del
reactor parael comienzo de un nuevo ciclo. La duracion de | as etgpas de |lenado y vaciado fue
despreciable comparado aladuracion de un ciclo completo.

Para cada ciclo, € fin de la etgpa de oxidacion fue detectado en linea midiendo € consumo de
carbonato, y fue definida como el tiempo al cual la bomba de carbonato cesd los pulsos (1 h).
En este punto, la aireacion fue interrumpida autométicamente hasta el comienzo de un nuevo
ciclo.

Todos los sustratos fueron preparados con un relaciéon constante de N:P:.Mg = 340:10:1. La
composicion del sustrato sintético se muestra en la Tabla 3.1. Se utilizé una solucion de

micronutrientes en unarelacion de 0,5 mL/g N-NH,", de acuerdo a Ciudad et al. (2005).

Tabla 4.1. Composicion de sustrato sintético para SBRDR

Compuesto Unidades Concentracion
(N H4)2804 mg N/L 707,1
MgSO4-7H0 mg Mg/L 3,6
K2H PO4 mg P/L 43,9
KH>PO4 mg P/L 439
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4.3.2. Control supervisor de pH

De acuerdo alacinética de Haldane, el crecimiento optimo de las BAO ocurre entre 3y 4 N-
NH3/L (Figura 4.1) (Wiesmann, 1994). Por lo tanto, basado en & equilibrio quimico de
NHs/NH," presentado en la Ecuacion (3.3) del Capitulo 111, este trabajo propone un control
supervisor de pH acoplado a un monitoreo en linea del amonio (sensor virtual de NAT
descrito en Capitulo I1). El control supervisor de pH calcula € valor requerido de pH, el cual

esingresado en €l reactor por €l control Pl, como se muestraen laFigura4.2. (Anexo A3)

Set point | I

uridad : I
9 v Y Setpoint

Control supervisor d Control Frecuencia de

pH PID de pH pulsos bomba -T—
carbonato =
A
pH/T pH/T

Figura 4.2. Operacion del control supervisor de pH

Para el célculo del set point de pH se requirié conocer en todo momento la concentracion de
NAT. Por lo tanto, se utilizd € sensor virtual de NAT.

Al final de cadaciclo, Y coanat fue calculado experimentalmente para ser utilizado en €l ciclo
siguiente. Cuando se aplico el control supervisor de pH, €l pH fue variado dindmicamente en
el tiempo. Por lo tanto, el célculo de la Ecuacion (2.7) fue corregido, considerando solo el
carbonato requerido para neutralizar los H"y no paraincrementar el pH.

De acuerdo a equilibrio quimico de NH4"/NH3 (Ecuacion (2.7)), € pHet point puede ser
calculado durante todo el tiempo de operacion, através de la Ecuacion (4.1). En esta ecuacion
se considerd la temperatura, concentracion de NAT y concentracion éptima de amoniaco

(CNH3,0pt), definidapor literatura.
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El control supervisor se basd en la Ecuacion (2.7) y (4.1) y fue programado en Mathlab 6.5

(Anexo).

4.3.3 Biomasay toma de muestras

El inGculo se tomd de un reactor nitrificante de biomasa suspendida. Con €l fin de incrementar
la actividad de las BAO, antes de la inoculacion las bacterias fueron cultivadas apH 8,6 y a
una concentracion de OD de 2,5 mg O,/L.

Para el andlisis de NAT, nitrito y nitrato, se tomaron muestras a inicio y a final de cadaciclo
(50 mL aproximadamente). Para vaidar el método de medicion en lineade NAT, se eligieron
ciclos al azar, donde se tom6 mayor cantidad de muestras (> 5).

Para un seguimiento de la evolucion de las poblaciones de BAO y BNO se redizaron andisis

microbioldgicos descritos en el Capitulo 11.

4.4. RESULTADOSY DISCUSION

Los resultados presentados a continuacion, corresponden a la operacion del RDR1 en
modalidad SBR por un periodo de 270 d.

4.4.1 Validacion de la prediccion en linea de la concentracion de NAT

La Figura 4.3 muestra la ata correlacidn existente entre mediciones experimentales (simbolos
rojos) y la prediccion de la concentracion de NAT durante tres ciclos SBR a diferentes
concentraciones de oxigeno. En €l gje derecho se muestra los moles de carbonato requeridos
para neutrdizar los protones producidos por la oxidacion de NAT, los cuales fueron

transformados en concentracion de NAT mediante la Ecuacion (3.5).
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La exactitud de la prediccion de NAT, dependié del coeficiente de rendimiento Y  cognat
(Ecuacion (2.7)), el cual presenté variaciones entre un experimento y otro (1 a 2,5 mol COs*
/mol NH,). Por lo tanto, tuvo que ser cal culado periddicamente. A pesar de este inconveniente,
lamedicidn en linea de la concentracion de NAT en base al consumo de carbonato resulto ser
confiable y valido, representando un método facil y simple de aplicar en el monitoreo en linea
de reactores operados en modo SBR. Una ventagja de este método fue, que a ser desarrollado
con elementos comunes en las plantas de tratamiento a escala industrial (PLC, sensor de OD,
pHmetro), podria ser una alternativa econdémica comparado con los equipos de medicion en
lineadel mercado.

]
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Figura 4.3. Vdidacion experimental de la prediccion en linea de la concentracion de NAT a
diferentes concentraciones de OD

4.4.2 Control supervisor de pH

En orden de mantener una concentracion de amoniaco constante se agplico un control
supervisor de pH, mediante el cua el set point de pH fue variado durante toda la duracion del
ciclo SBR.

La Figura 4.4 muestra la comparacion de 3 ciclos SBR, un ciclo realizado con el control

supervisor de pH y dos redizados a pH constante. Para los ciclos con el control supervisor de
Nitrificacion desnitrificacion via nitrito en reactores de discos rotatorios bajo dos modalidades 70
deoperacion: continuay secuenciada.




Capitulo I1'V. Operacion SBR de un reactor de biopelicula RDR nitrificante

pH, la oxidacién total de NAT se acanzd antes de 80 h (Figura 4.4A). Por otro lado, en los
ciclos apH constante la oxidacion total de NAT fue alcanzada después de 110 h (pH 7,5) y 90
h (pH 8,5). La mayor duracion del ciclo operado a pH 7,5, se debe a una limitacion por
sustrato (< 2 mg N/L). Durante las primeras 40 horas del ciclo a pH 8,5, hubo una dta
concentracion de amoniaco (20 a 10 mg N-NHg/L), lo que afectd posiblemente por inhibicion
a las BAO, aumentando la duracion del ciclo (Figura 4.4B) (Abeling y Seyfried, 1992;
Villaverde et al., 1997). Sin embargo, en este ciclo no se observaron diferencias significativas
entre la operacion con el control supervisor y pH constante de 8,5, debido probablemente al
efecto protector de biopelicula (Rittmann et al., 2002), sumado a la baja transferencia de masa
delos RDR (de Beer y Schramm, 1999; de Beer et al., 1993; Okabe y Watanabe, 2000).

Las oscilaciones en la concentracion de amoniaco en los ciclos operados a pH constante
(Figura 4.4B), se debieron a los cambios de temperatura entre el dia y la noche. En la
operacion con control supervisor de pH no se observé este efecto.

Diversos autores sefialan que concentraciones iguales o superiores a 10 mg N-NHs/L, afectan
negativamente alas BAO (Abeling y Seyfried, 1992; Villaverde et al., 1997). Sin embargo, €l
control supervisor de pH mantuvo una concentracién en el rango de 3 a4 mg N-NH3/L, lo que

permitio una menor duracion de los ciclos.
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Figura 4.4. Ciclos SBR operados con control supervisor de pH y pH constante

El efecto del control supervisor de pH fue probado solamente a concentraciones limitantes de
OD (concentraciones mayores de oxigeno fueron probadas en el Capitulo V). Sin embargo, se
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esperaria que su efecto fuera mayor a concentraciones no limitantes de OD, debido a que la
cinética estaria gobernada por la disponibilidad de sustrato (N), y no por factores difusionales
de transporte.

4.4.3 Nitrificacion parcial

La Figura 4.5 muestra 3 ciclos SBR operados con el control supervisor de pH, a1,0; 0,8y 0,6
mg O./L, respectivamente. Para 0,6 mg OJ/L se usd un coeficiente de rendimiento Y coznat
de 2,0 mol COs*/ mol N-NH,", y para 0,8 mg OJ/L de 2,3 mol COs#*/ mol NH,". Se observa
que la concentracion de amoniaco se mantuvo constante para ambos casos en € rango de 3 a4
mg N-NH3/L. En € ciclo operado a 1,0 mg OJ/L se usé un menor coeficiente Y coznat (1,5
mol COs*/ mol N-NH;"), lo que afectd a la prediccion. Esto dio como resultado una
estimacion por debajo del valor rea de NAT, provocando un incremento en la concentracion
de amoniaco cercanaa 5 mg N-NH4/L d fina dd ciclo. Laprincipal fuente de variacion en el
valor de Y coznat, fue la variacion en el volumen de pulso entregado por la bomba de
carbonato. Por estarazdn, el volumen de pulso fue recaculado a fina de cadaciclo.

Se observa ademas, que a medida que disminuye la concentracién de NAT, el pH incrementa
en €l rango 7,5 - 8,6, manteniendo una concentracion constante de amoniaco. La variacién de
la temperatura durante €l diay la noche produjo oscilaciones en el valor de pH; sin embargo
esto no afect6 ala prediccion de la concentracion de NAT, por o tanto, tampoco a control de

la concentracion de amoniaco.
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Figura 45. Ejemplos de ciclos SBR con control supervisor de pH a diferentes
concentraciones de OD. Linea negra ciclo a 1,0 mg O,/L. Linea azul ciclo a 0,8 mg OJ/L.
Linearojaciclo a0,6 mg O./L

La Figura 4.6 muestra el efecto del control supervisor de pH en la evolucién de las
concentraciones de nitrito y nitrato para tres ciclos SBR, a distintas concentraciones de OD,
correspondientes alos ciclos mostrados en la Figura 4.5.

Cuando el amonio fue oxidado completamente (indicado por cese del consumo de carbonato)
el PLC interrumpia la aireacion y terminaba el ciclo, evitando asi la oxidacion del nitrito
acumulado. Se puede observar que para todas las concentraciones de OD se obtuvo una ata
concentracion de nitrito (100 a110 mg N-NO,/L) y baja concentracion de nitrato (< 35 mg N-
NOs/L).

La prediccion de NAT y e control supervisor de pH demostraron ser efectivos, manteniendo
una concentracion adecuada de sustrato y determinando el punto exacto de término de la
nitrificacion. Este método podria ser aplicado en un sistema integrado de remocién bioldgica
de nitrégeno, para la determinacion del fin de la nitrificacion y e comienzo de la
desnitrificacion (ver Capitulo V1).
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La estrategia operacional permitid una ata tasa de oxidacion de amonio y una dta

acumulacion de nitrito, evitando un gasto mayor de oxigeno, involucrado en la formacién de
nitrato.
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Figura 4.6. Evolucion de nitrito y nitrato durante ciclos SBR operados mediante control
supervisor de pH. (o) Vaores experimentales de nitrito, (m) valores experimentales de nitrato.

Color negro ciclo a1,0 mg O,/L. Color rojo ciclo a0,8 mg O,/L. color azul ciclo a 0,6 mg
OJL

4.4.4 Tasa de oxidacion de amonio en un RDR con nitrificacion parcial

La Tabla 4.2 muestra un resumen de los resultados obtenidos para 26 ciclos, operados con €
control supervisor de pH.

Laactividad de las BAO mostré cambios significativos cuando se disminuyd la concentracion
de OD de 1,0 a0,8 mg/L. Latasa de oxidacion de amonio cayo de 0,10 a 0,04 kg/m*/d. Estos
resultados indican que esta concentracion de OD fue altamente limitante paralas BAO.
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Por otro lado, las BNO estuvieron permanentemente sometidas a concentraciones inhibitorias
de amoniaco y concentraciones limitantes de OD. Por lo tanto, se puede concluir que la causa
de la bga actividad de las BNO indicado por la alta acumulacién de nitrito, se debié a un

efecto combinado de limitacién-inhibicion.

Tabla 4.2. Resumen operacion SBR con laaplicaciéon del control supervisor de pH

N° de oD G T (°C) INAT I NAT Acumulacion | Pérdida
ciclos de nitrito. deN
[mg /L] [mg /L] [kgN/m®/d] | [kgN/mZ/d] [%] [%]
10 1,03+0,03 | 2,7741,57 | 19,1+1,2 | 0,10+0,07 4,25+3,12 84 +5 5+5
9 0,82+0,02 | 3,06+1,04 | 19,3+0,5 | 0,04+0,01 1,62+0,55 86 +8 8+6
7 0,62+0,01 2,89+0,85 | 22,1+0,7 | 0,03+0,01 1,45+0,44 88 +7 1319

r*nat: Tasade oxidacién de NAT por &reade biopelicula

Debido a que la nitrificacion es fuertemente dependiente de la concentracion de OD, los
mejores resultados, en cuanto a tasa de oxidacion de amonio (0,10 kg/m¥d) y de acumulacion
de nitrito (84%), fueron obtenidos a1,0 mg Ox/L. El efecto concentraciones mayores de OD se
estudiarden el Capitulo V.

Una ventaja adicional de operar a bgjas concentraciones de oxigeno, es la posibilidad de
acanzar condiciones andxicas d interior de la biopelicula, promoviendo un medio propicio
para e desarrollo de NDS. Balances a las especies nitrogenadas a final de los ciclos,
mostraron pérdidas del orden de 5 a 13 %, lo que puede indicar la presencia del fenébmeno
NDS. Debido a la ausencia de MO, se asume que bacterias heterotroficas o agunas
autotroficas, pudieron usar material celular como fuente de MO. Schmidt et al. (2002)
mostraron que algunas BAO en condiciones limitantes de OD, pueden desnitrificar usando a
amonio como donador de electrones. Estudios previos han mostrado la existencia de pérdidas
de nitrogeno para RDR (Hippen et al., 2001; Pynaert et al., 2002). Helmer et al. (1999), en un
reactor rotatorio bioldgico de contacto (RBC) adimentado con lixiviados de un vertedero,
encontro pérdidas de nitrégeno del orden de 60%, a operar a bgjas concentraciones de OD.
Estos resultados hacen pensar en las ventgas que este tipo de reactor podria tener para
promover una remocion integral de nitrogeno, a través de laNDS o Anammox. En este Gltimo
caso, el control supervisor de pH podria operar en un rango de pH para promover unarelacion
amonio/nitro de 50, relacién Optima para las bacterias que realizan €l proceso Anammox

(Verstraete y Philips, 1998).
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LaTabla4.3 muestra una comparacion con otros trabajos reportados en literatura. Las tasas de
oxidacion de NAT obtenidas en este trabgjo, se encuentran en el rango tipico.

En comparacion a otros reactores de biopelicula, el area especifica de un RDR es
relativamente baja (<50 m?/m®). Sin embargo, si se considera |la tasa de remocion por area, 10s
resultados son similares a una nitrificacion continua sin acumulacion de nitrito, indicando que
con el control supervisor de pH se mantuvo un ata actividad de las BAO (Thorn et al., 1996;
Wiesmann, 1994).

Tabla 4.3. Comparacién de resultados con otros trabajos

Estudio Reactor pH oD Acumulacion INH4 INH4
de nitrito.
[mg/L] [%] [kg N/m%d] | [kgN/m?d]

Este estudio RDR 75-86| 06-10 >84 0,04-0,1 1,45-4,25
(Antileo et al ., Cont. RDR | 75-7,9 1,3 73-90 0,1
2003)
(Cecen, 1996) Cont. UF | 79-88|15-49 60 0,03
(Chenetal., Cont. FB - oL 60 - 90 0,95
1991)
(Hanet al., Cont. UF 8,1 25 97 12
2003)
(Jooetal.,2000) | Cont. UF 75 03-1,0 60 20
(Bamelleetal.,, | Bat. Susp. | 7,2-7,3 6.0 >85 0,03
1992)
(Botrouset al., Cont. FB - - 0 25
2004)
(Garrido et al., Cont. BAS 70 05-20 50 1,2-4 6,6
1997b)

UF: upflow submerged reactor; FB: fluidized bed; Susp: suspended culture; cont: continuous; bat: batch; BAS:
Biofilm Airlift Suspension; OL: Oxygen Limitation.

4.4.5 Distribucién y composicion bacteriana de la biopelicula

Los resultados de los andlisis de epifluorescencia e hibridacion dot-blot durante los primeros
50 dias después de lainocul acion se muestran en laTabla 4.4.

Las bacterias nitrificantes tienen un tiempo de duplicacion aproximado de 21 h (Wiesmann,
1994). Por lo tanto, 50 dias después de la inoculacion del reactor, la concentracion de células
adheridas al materiad de soporte fue baja, concordando asi con los resultados de

epifluorescencia mostrados en la Tabla 4.4. Pogterior a 390 dias desde la inoculacion, se
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observo una biopelicula delgada (< 1 mm) y compacta. La Figura 4.7A muestra el indculo
inicial. LaFigura4.7B muestra el materia de soporte en la fase de colonizacion.

Los andlisis de hibridacion mostraron que existia la presencia de Nitrosomonas sp (NSO190) y
Nitrobacter sp (NIT3). En el indculo inicial, se pudo detectar la presencia de Nitrospira
marina y Nitrospira moscoviensis (NTSPA 685), ambas pertenecientes alas BNO. Esto puede
indicar que la estrategia de operacion favorecié a crecimiento de las BAO. Para comprobarlo,
se cadcularon los % de BAO y BNO presentes en la biopelicula (Ciudad et al., 2006).

De acuerdo a los coeficientes de rendimiento (0,147 g SSV/g N-NH; para BAO y 0,042 ¢
SSV/g N-HNO; para BNO) (Wiesmann, 1994), cerca del 77 % serian BAO, mientras que €
23 % de la poblacion nitrificante serian BNO. Sin embargo, la Tabla 4.4 muestra una

predominanciade las BAO de un 95%, comparado con solamente un 4% de BNO.

Tabla 4.4. Resultados de epifluorescencia e hibridacion dot-blot

Tiempo Sondas de bacterias nitrificantes
de Concentracion BAO BNO BAO | BNO
muestr eo célulasen la NSO190 NIT3 NT SPA685
[d] muestra [my ARNr] | [mg ARNr] [my ARNIr] [%] | [%]
0@ 9,5 x10" cel/mL 2232 38,05 31,84 76 | 24
30° 2,15x10" cel/m* 18,84 0,8 ND 9% 4
50° 7,92 x10™ cel/m? 27,49 0,8 ND 97 3

& biomasa en suspension parainoculacion
® biomasa en la biopdicula
ND: No Detectado
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Figura 4.7. Fotografias por SEM. A) biomasa utilizada como inoculo (2500X) y B) materia
textil parcialmente colonizado (50X)

4.5. CONCLUSIONES

El control supervisor de pH logré mantener efectivamente una concentracion constante de
amoniaco, consiguiendo con esto inhibir alas BNO e incrementar la actividad de las BAO.

Los resultados muestran que fue posible alcanzar mas de un 80% de acumulacion de nitrito
por 270 d con una atatasa de oxidacion de NAT.

Un interesante resultado anexo fue el desarrollo de un método para la medicion en linea de
NAT, e cua mostrd gran precision, y dadas sus caracteristicas podria ser una dternativa
econdmica comparada con |os equipos de medicion en linea del mercado.

Los andlisis microbioldgicos revelaron una biopelicula enriquecida con BAO, indicando que
se logré promover € crecimiento de BAO por sobre BNO gracias a efecto combinado de

limitacion por OD y el control supervisor de pH.
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CAPITULO V. COMPARACION DE OPERACION SBR Y CONTINUA
EN UN RDR NITRIFICANTE

Capitulo basado en partedearticulo publicado

Ciudad, G., Gonzdez, R., Bornhardt, C., and Antileo, C. (2007) Modes of operation and pH control as
enhancement factors for partia nitrification with oxygen transport limitation. Water Research,
doi:10.1016/j.watres.2007.06.036
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5.1. RESUMEN

A objeto de fortalecer la nitrificacion parcial en un reactor de biopelicula RDR se usaron
operaciones SBR y continua, alas cuales se aplicaron diferentes estrategias de control de pH.
L as estrategias de control de pH aplicadas fueron: control supervisor de pH en el rango de 7,5
a 8,6, y pH constante de 7,5 y 8,5. La concentracién de OD fue variada entre 0,6 y 5,0 mg
OJ/L. Adicionamente, de los datos obtenidos de la operacion continua se gjustd un modelo
matematico para simular la nitrificacion parcial en un reactor RDR.

El control supervisor de pH permitié mantener una concentracion de amoniaco en el rango
Optimo paralas BAO einhibitorio paralas BNO.

Los resultados indicaron que en ambos modos de operacion, la nitrificacion parcial fue
simultdneamente influenciada por la microcinética (influenciada por el pH y NH3) y «
transporte de oxigeno.

Comparada con la operacion continua, la operacion en modalidad SBR con control supervisor
de pH mostrd una nitrificacion parcial mas estable en el tiempo (249 d) con una acumulacion
de nitrito > 80%. Analisis moleculares mostraron que en conjunto la aplicacién de un control
supervisor de pH y bajas concentraciones de OD en la operacién SBR, contribuyeron a
enriquecimiento de BAO (>95%) sobre las BNO (< 5%). Por |o tanto, que lamicro cinética s
tiene un efecto significativo en la acumulacion de nitrito, incluso en condiciones de limitacion
por oxigeno.

Por otro lado, la aplicacion de un modelo para el interpretar el proceso de nitrificacion parcia
en un RDR operado en continuo, se gusté a los resultados experimentales corroborando el
efecto de lamicrocinética

5.2. INTRODUCCION

La operacion SBR en un tratamiento biolégico permite un mayor control del proceso, se
adapta bien a las fluctuaciones de caudal, y permite llevar a cabo procesos aerdbicos y

andxicos en un mismo reactor.
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Antileo et al., (2006), en un reactor de biopelicula operado en modalidad SBR, mostraron que
la utilizacion de un control supervisor de pH permite mantener una concentracion optima de
amoniaco, incrementando la actividad de las BAO e inhibiendo alas BNO.

Por otro lado, la operacidn en continuo favorece la aclimatacion de las bacterias a condiciones
inhibitorias, por lo que se hace dificil mantener una nitrificacion parcial estable en el tiempo
(Ruiz et al., 2003). Sin embargo, en operaciones en continuo utilizando e proceso SHARON,
se ha logrado mantener una poblacion activa de BAO, obteniendo altos rendimiento en la
nitrificacion parcia (Hellingaet al., 1998).

Tanto la operacién SBR como la continua, tienen ventgjas y desventgjas, las que pueden
provocar distintos cambios y respuestas en |as poblaciones bacterianas.

En este trabgjo se plantea que los distintos modos de operacion provocaran cambios en la
sensibilidad de las poblaciones BAO y BNO frente a variaciones de pH y oxigeno. Se plantea
que la operacion SBR permite un mejor control y estabilidad de la nitrificacion parcid. Por lo
tanto, las metas de este trabajo fueron comparar la eficiencia y estabilidad de la nitrificacion
parcial en dos modalidades de operacion y comparar |os datos experimentales de la operacion

continua con un modelo.

53.MATERIALESY METODOS
Para este trabajo se utilizo el RDR1 descrito en el Capitulo 1.

5.3.1 Estrategias operacionales

Con d fin de estudiar la nitrificacion parcia, durante 548 dias un RDR nitrificante fue
sometido a distintas modalidades de operacion, SBR y continua. Adicionalmente, se estudi6 la
influencia del transporte de oxigeno y la microcinética (cinética en la biopelicula). Ambos
modos de operacion fueron conducidos a distintas concentraciones de OD y estrategias de
control de pH (Tabla5.1).

El reactor se comenzd a operar en ciclos SBR con un control supervisor de pH que permitio
operar con un pH variable, gustado automaticamente segin la concentracién de NAT
estimada en linea (Capitulo 1V) (Antileo et al., 2006; Ciudad et al., 2007). Posteriormente, el

reactor se continué operando como SBR, pero con pH constante de 7,5 y 8,5. Terminada la
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operacion SBR, el reactor se operé en continuo con pH constante de 7,5 y 8,5. El control
supervisor de pH no se aplicd en la operacion continua debido a que la medicion en linea de
NAT, segin la metodologia planteada por Antileo et al. (2006), no es factible debido a que el
sensor virtual se basaen el consumo de carbonato en el tiempo para oxidar una concentracion
conocidade NAT.

Para estudiar el efecto combinado pH-OD en la nitrificacion parcial, cada una de las
estrategias de control de pH planteadas se evaluaron a distintas concentraciones de OD,

limitantesy no limitantes paralas BAO (< 2y >2 mg O,/L, respectivamente).

Tabla 5.1. Estrategias de operacion aplicadas a RDR

Estrategia de control de oD E;aer?ggg:

pH [mg OJ/L] [d]

Operacion SBR

Control supervisor de pH

end rango 7,5-8.6 0,6 (17),0,8 (11), 1,0 (31) y 5,0 (10) 249

A pH constate 7,5 0,6 (3)y5,0(3) 14

A pH constate 8,5 0,6 (4)y5,0(8) 14

Operacion Continua

A pH constate 7,5 0,6;1,0;2,0y5,0 171

A pH constate 8,5 0,6;1,0; 2,0y 5,0 100

() ndmero deciclos realizados

Tanto para la operacion SBR como para la operacion continua, €l reactor fue alimentado con
una concentracion gproximada de 150 mg N-NH;'/L, preparado de un efluente sintético
concentrado, especificado en el Capitulo IV.
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Operacion SBR del RDR1
La operacion SBR fue llevada a cabo de acuerdo a Capitulo IV (Antileo et al., 2006; Ciudad
et al., 2007).

- Estrategias de control de pH para la operacién SBR

i) Control supervisor de pH

Un total de 69 ciclos discontinuos con control supervisor de pH fueron operados a distintas
concentraciones de OD. Para fortalecer desde un inicio a las poblaciones BAO, se aplicaron
concentraciones de OD limitantes, y posteriormente concentraciones no limitantes (Tabla5.1).
El set point de OD fue cambiado cada vez que se alcanzd una variacion < 10% entre en las
concentraciones de salidadel reactor entre cadaciclo.

Para una descripcion mas detallada del control supervisor de pH, ver el Capitulo V.

il) pH constante
Se redlizaron ciclos a pHs constantes de 7,5 y 8,5 monitoreados con € sensor virtual de NAT.
Cada condicién de pH fue evaluada a dos concentraciones de OD (Tabla 5.1).

Operacioén continua del RDR1

Posterior ala operacion SBR, el reactor fue acondicionado para operar en continuo, aplicando
un TRH congtante de 12 h.

Debido a que fueron eliminadas | as etapas de llenado y vaciado del reactor, la biopeliculatuvo
un menor estrés de corte. Por lo tanto, para evitar posibles interferencias por crecimiento de
biomasa fueradel disco, se realizo una continualimpieza de |as paredes del reactor.

- Estrategia de control de pH para la operacion continua

La operacion a pH congtante se dividié en dos etapas. En la primera etgpa se aplicod un pH
constante de 7,5 por 171 d. En la segunda etapa se aplico un pH constante de 8,5 por 100 dias.
Para ambas etgpas, el set point de OD fue cambiado cada vez que se acanzdé un estado
estacionario, indicado por < 10% de variacion en las concentraciones de salida del reactor,
paralas concentraciones de OD mostradas en laTabla5.1.
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5.3.2 Criterio de comparacion entre la modalidad SBR y continua

Como criterio de comparacion de la eficiencia de la nitrificacion parcial entre la operacion
SBR y la continua, se usd: Tasa de oxidacién de amonio (debido a que los ciclos SBR
terminaban cuando el amonio era oxidado completamente, el grado de eficiencia se estudio en
va ores de tasa de oxidacion de amonio para ambas operaciones) (Ecuacion (2.10)) y grado de

acumulacién de nitrito (Ecuacion (2.8)).

5.3.3 Biomasay toma de muestras

Para €l caso de la operacién SBR, se siguio €l protocolo descrito en el Capitulo 1V. Para la
operacion continua se tomaron muestras diariamente desde el seno del liquido.

Para un seguimiento de la evolucion de las poblaciones de BAO y BNO se redizaron andisis

microbioldgicos descritos en el Capitulo 11.

5.3.4 Modelacion de un RDR nitrificante continuo

De la operaciéon continua a pH 7,5 y 8,5 se obtuvo suficiente informacion para gjustar un
modelo matematico (Anexo Al) para simular lanitrificacion parcial, descrito previamente por
Antileo et al. (2007). El modelo posee 32 pardmetros, de los cuaes se escogieron los que
afectaron significativamente a las concentraciones de salida de NAT, nitrito y nitrato, 10 en
total (principalmente a constantes cinética de Haldane para BAO y BNO) (Tabla 5.2)
(Romero, 2006). Para cuantificar lainfluencia de estos parametros en el modelo, se simularon
las concentraciones de los compuestos nitrogenados, al variar los parametros en el rango
mostrado en la Tabla 5.2 (rangos obtenidos de literatura). EI modelo fue simulado a las
mismas condiciones que €l reactor real. Los parametros que mostraron variacion significativa
en |los compuestos nitrogenados fueron: K. pmax, sao, Mmax, sno Y Ki, eno. Por o tanto, el gjuste
se hizo en base a estos parametros.

Para gjustar el modelo se seleccionaron datos experimentales de los estados estacionarios de
cada condicion de laoperacion continua (pHsy ODS).

A través del programa Mathlab, se obtuvo el error cuadrético medio (ECM) el cua entrega el
error entre la simulacion y los datos empiricos. EIl ECM fue normalizado por las diferencias
entre los valores maximos y minimos de cada una de las especies nitrogenadas (obtenida de la

evaluacion a0,6 y 5,0 mg O,/L)
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A Ne RN 7 N e N 7 RN 7 RN --‘2
o 2 Ml INATL 1 N NOL B, 8- NO, gy HN- MO, - N NO
g ONAT] ) DEN- NG b DEN- NQ; b
(5.2)
Posteriormente, el ECM fue minimizado a través de la funcion de optimizacion fmincon de
Mathlab (Romero, 2006). Esto significa determinar qué los vaores de los parametros entregan

el menor ECM entre los datos experimentales y |os resultados arrojados por € simulador del

modelo.

Tabla 5.2. Rango de trabgjo para cada parametro

Parametro Rangos detrabajo
ke (0,21-0,5) m/h.
I (0,1-1,0) /mh.
Hméx, BAO (0,01-0,10)1/h.
Hméx, BNO (0,01-0,10) 1/h.
Kigao (0,001-0,010) mg N-HNO/L.
Kigno (0,05-0,90) mg N-NHg/L.
Ksgao (1x10°-1x10™") mg N-HNO/L.
Ksgno (1x10°-1x10™) mg NHz-N/L.
K’Bao (0,2-0,7) mg O4/L.
K’Bno (1,0-2,0) mg O4/L.

Con & modelo se construy6 un simulador del proceso biolégico, desarrollado en el ambiente
Mathlab/Simulink 6.5.
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Para que el modelo simularala eficiencia del proceso se definieron dos indices de eficiencia o
(% de degradacion de NAT) y B (% de acumulacion de nitrito), expresados en las Ecuaciones
(5.1) y (5.2), respectivamente. Con la suma de o y B se definié una funcion objetivo

denominada“Z”, que entrego la eficienciatotal.

. [TAN,] - [TAN]
—[TAN]

»00 (5.2)

B gN - NO» EI
N NOz j+gN- NO,

00 (5.3)

5.4. RESULTADOSY DISCUSION

A continuacién se detallan los resultados obtenidos de la operacion SBR y continua de un
RDR con nitrificacion parcial.

5.4.1 Operaciéon SBR

La Figura 5.1 resume 249 dias de la operacién con control supervisor de pH, mostrando la
influencia de la concentracion de OD en la tasa de oxidacion de NAT y porcentgje de
acumulacion de nitrito. En la Figura 5.1A la tasa de oxidacion de NAT muestra un
comportamiento tipico de la cinética de Monod frente a la concentracion de OD, siendo linea
a concentraciones < 2,0 mg O./L (linea recta en la Figura 5.1A). Esto indica que la
nitrificacion fue llevada a cabo en todo momento bajo condiciones limitantes de oxigeno,
donde probablemente las BAO consumieron el OD en los primeros pum de biopelicula (de Beer
y Schramm, 1999; Okabe y Watanabe, 2000). El cambio de pendiente en la tasa de oxidacion
de NAT a5,0 mg OJ/L indica que la concentracién de OD es menos limitante para las BAO.
La Figura 5.1B muestra una ata estabilidad en la nitrificacion parcia, con > 80% de
acumulacion de nitrito, no mostrando diferencias significativas a distintas concentraciones de
OD, indicando que la microcinética (pH y NH3) tiene un rol esencia en el mantenimiento de

una nitrificacion parcial estable. Estos resultados se contraponen con los de Garrido et al.
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(1997b) en un reector air-lift, que sefidaron que laacumulacion de nitrito solo se observaen el
rango 0,5-1,5 mg O,/L. Unaposible explicacion a este fendmeno es que, ademés del deficiente
transporte de oxigeno caracteristico de estos reactores, el control supervisor de pH inhibi6 por
NHs; alas BNO (Abeling y Seyfried, 1992; Anthonisen et al., 1976).

Para comprobar que el control de la concentracion del amoniaco puede incrementar la
nitrificacion parcia incluso en condiciones limitantes de OD durante una operacion SBR, tres
estrategias de control de pH fueron evaluadas a concentraciones limitantes (0,6 mg OJ/L) y no
limitantes de OD (5,0 mg O,/L) (Tabla5.3). A 0,6 mg O,/L latasa de oxidacion de NAT no
fue afectada por el pH. Sin embargo, a 5,0 mg O./L el control supervisor de pH increment6
significativamente la tasa de oxidacion de amonio. Por lo tanto, la nitrificacion fue controlada
simultaneamente por el transporte de OD hacialabiopeliculay la microcinética.

1454 100 B
= |
S 12-
o 1 =) 80 b
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£.10- >
= =
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Z 8 c 60+
Q )
S | y=3287x-07021 % < Y = -1,1323x + 86,987
S 6 -l r?=0,8422 S r* =0,7163
3 S 40
2 1 =
S 4- £
S 8 20-
S 2-
8
oO+—7——7 777 O+—F——F——7—1—
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

concentracion de OD [mg O,/L]

Figura 5.1. Operacion SBR con control supervisor de pH a distintas concentraciones de OD.
A) tasa de oxidacion de NAT y B) porcentaje de acumulacion de nitrito
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Tabla 5.3. Resumen de resultados para diferentes estrategias de control de pH en la operacion

SBR aconcentraciones limitantes y no limitantes de oxigeno

oD Estrategia | Amoniaco T r'NAT I NAT Acumulacion
control de [mg N/L] denitrito
[mg O2/L ] pH [°C] [mg N/m?d] | [mg N/L/h] [9%]
Control
supervisor | 289+0,85| 22+1 1396+ 441 | 143+043 88+ 4
depH
062+002| 75 1a2 23+2 | 12224234 | 1214023 89+ 2
pH 8,5 6a2l 20+2 1246 + 157 | 1,23+0,10 911
Control
supervisor 3+0,26 19+ 2 7335+ 300 | 7,25+ 0,30 80+ 3
depH
500002 75 0als 18+2 | 4289+ 277° | 425+0,10° | 68+2°
pH 85 0al5 20+2 5679 + 392° | 5,61 + 0,20° 74+1°

a b, c diferencias significativas entre las tres estrategias de control pH (P=0.05)

A una concentracién limitante de OD no hubo diferencias significativas en la acumulacion de
nitrito. Sin embargo, a diferencia de las estrategias a pH constante, a 5,0 mg O,/L el control
supervisor de pH mantuvo sobre un 80 % de acumulacion de nitrito, indicando que la
operacion SBR con control supervisor de pH permitié una nitrificacion parcial estable gracias
a control de lamicrocinética (pH y concentracion de amoniaco).

La Figura 5.2 ilustra la operacion SBR bgjo distintas estrategias de control de pH a 5,0 mg
OJ/L. La concentracion de NAT fue estimada en linea de acuerdo a Antileo et al. (2006),
encontrandose una ata correlacion con los datos experimentales (Figura 4.3A). La Figura
5.2A muestraun ciclo SBR con control supervisor de pH, en el cua el set point de pH cambi6
paulatinamente entre 7,8 y 8,6 para mantener la concentracion de amoniaco en el rango de 3 a
4 mg N-NH4/L. LaFigura5.2B y 5.2C muestran un gemplo para pH constantede 7,5y 8,5. A
pH 7,5 la concentracion de amoniaco se mantuvo bgo 2 mg N-NHg/L, y decrecio
graduamente en el tiempo (Figura 5.2B). A pH 8,.5 € ciclo comenzd con una concentracion
de amoniaco de 15 mg N/L (Figura 5.2C), la cual es inhibitoria para las BAO (Anthonisen et
al., 1976; Kim et al., 2005; Villaverde et al., 1997). A diferencia de los ciclos con control

supervisor, tanto parapH 7,5y 8,5, la concentracion de amoniaco disminuyo dréasticamente en €
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tiempo, alcanzando valores limitantes para la oxidacién de NAT, alargando la duracién de los
ciclos. En genera el control supervisor de pH permitid operar ciclos méas cortos, como se
observaen las abscisas de laFigura5.2.

Al considerar que la eficiencia de la nitrificacion parcia esta relacionada con mantener en el
tiempo altas tasas de oxidacion de NAT (menor duracion de los ciclos) y atos porcentgjes de
acumulacion de nitrito (menor requerimiento de OD), en laoperacidn con el control supervisor
de pH se obtuvieron meores resultados que con la operacion a pH congtante, debido a que
permitio raciondizar el sustrato (NH3) de manera eficiente, alcanzando asi una mayor tasa de
oxidacion de NAT. Ademas, se dcanz6 una dta estabilidad en la acumulacion de nitrito, la cud
se hizo independiente de la concentracion de oxigeno aplicada. Otra ventgja de la operacion con
el control supervisor de pH fue en evitar un shock inicid por unaata concentracion de anoniaco

alasBAO, como en € caso de laoperacion apH congtante 8,5.
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5.4.2 Operacion continua

La Figura 5.3 muestra un resumen de 271 dias de la operacion continua, mostrando la
influencia de la concentracion de OD en la tasa de oxidacion de NAT y en el porcentgje de
acumulacion de nitrito, para una operacion a pH constante de7,5y 8,5.

Al igud que para el caso de la operacion SBR, la tasa de oxidacion de NAT muestra un
comportamiento tipo Monod con la concentracion de OD, siendo lineal a concentraciones de
OD < 2,0 mg O,/L paralosdos pH estudiados (Figura5.3A). Por lo tanto, el transporte de OD
a interior de labiopdiculafue @ paso limitante.

La Figura 5.3B muestra que la acumulacion de nitrito fue inestable y dependio6 fuertemente de
la concentracion de OD. Adicionalmente, la Figura 5.3 muestra que el pH tuvo un claro efecto,
tanto en la tasa de oxidacion de NAT como en e porcentge de acumulacion de nitrito,

indicando que la microcinética influye significativamente, incluso a concentraciones de OD

tan bgjas como 0,6 mg O./L.
14 - _
A 100- B Y= 13,915x +59,29
Y =5,5431X -0,2481 ' =0,9959

12- 2_ :
E r'=0,9867 ﬁ
> " 80- »
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S 8- = 60-
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Figura 5.3. Operacion continua con pH constante a distintas concentraciones de OD. A) Tasa

de oxidacion de amonio y B) porcentg e de acumulacién de nitrito
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Resultados similares fueron obtenidos por Wang y Yang (2004), utilizando reactores batch

con biomasa suspendida, mostrando que al aumentar de 0,5 a1,5 mg O./L, latasa maxima de

oxidacion de amonio aumenté un 50 % a pH 7,5y 15% a pH 8,5. Por lo tanto, a bgas

concentraciones de OD, parametros como el pH pueden limitar el proceso de oxidaciéon de

amonio.

La Figuras 5.4 y 5.5 muestran la operacion continua a dos pH. A pH 7,5 se alcanz6 una baja

degradacion de NAT para concentraciones de OD < 2,0 mg OJL. A 50 mg OJL la

concentracion de nitrato comenzd a aumentar en el reactor, 1o que indica la activacion de las

BNO (Figura 45). Ademés, se observd una concentracion de amoniaco < 2,0 mg N/L,

disminuyendo con cada aumento en la concentracion de OD.
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Figura 5.4. Operacion continua a pH 7,5 para diferentes concentraciones de OD. Las lineas —

y — corresponden a los promedios del periodo en estado estacionario para NAT y N-NHs,

respectivamente
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A pH 8,5 se observé la mismatendenciaque apH 7,5. Sin embargo, una alta concentracién de
amoniaco fue observada (2-15 mg N/L) la cud es inhibitoria para las BNO (Abeling y
Seyfried, 1992; Anthonisen et al., 1976), lo que explica la alta acumulacion de nitrito

observada.

concentracion total de nitrégeno [mg N/L]

pH 8,5
0,6 mg O_/L 1,0 mg O /L 2,0mg O /L 5,0mgO,/L
T T T T T T T T
160 -1 N o
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Figura 5.5. Operacion continuaapH 8,5, adiferentes concentraciones de OD. Las lineas—y —

corresponden a los promedios del periodo en estado estacionario para NAT y N-NHS3,
respectivamente

Las Figuras 5.6 y 5.7 muestran un resumen de las Figuras 5.4 y 5.5, respectivamente. La

Figura 5.6 muestra el promedio de los estados estacionarios de |os compuestos nitrogenados a

pH 7,5. La Figura 5.7 muestra el promedio de los estados estacionarios de los compuestos
nitrogenados apH 8,5.

Con estos resultados se gjusto el modelo matematico.
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Figura 5.6. Promedios de los estados estacionarios de la operacion continua a pH 7,5 a
diferentes concentraciones de OD. A) Evolucién de la concentracion de NAT; B) evolucion de

laconcentracion de nitrito y C) evolucion de la concentracion de nitrato
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Figura 5.7. Promedios de los estados estacionarios de la operacion continua a pH 8,5 a
diferentes concentraciones de OD. A) Evolucién de la concentracion de NAT; B) evolucion de

laconcentracion de nitrito y C) evolucion de la concentracion de nitrato

Del estudio en continuo se puede concluir que fue dificil mantener una nitrificacion parcia
estable en €l tiempo, atribuido principalmente a que no existié un control de la concentracion
de amoniaco, a pesar de esto se obtuvieron altas tasas de oxidacién de NAT. Ademas,
posiblemente las poblaciones de BNO se aclimataron a | as altas concentraciones de amoniaco
(Villaverde et al ., 2000).
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5.4.3 Analisis microbioldgicos para la operacion SBR y continua

La Tabla 5.4 muestra la evolucion de la distribucion bacteriana en el tiempo. El porcentgje de
distribucion bacteriana se calculd de acuerdo al Capitulo |1 (Antileo et al., 2006; Ciudad et al .,
2006). La operacion con el control supervisor de pH contribuyd a enriguecimiento de las
BAO, con mas de 95% en 249 d de operacion. Este resultado se explica porque desde la
formacion de la biopelicula, el reactor fue sometido constantemente a concentraciones de
amoniaco Optimas para d crecimiento de BAO einhibitorias paralas BNO. Esto sumado auna
constante limitacion por oxigeno, incidio en el bgjo porcentge de distribucién de BNO en la
biopelicula (< 5%).

Trabagos como los de Wang y Yang (2004) y Ruiz et al. (2003), sefialan que no es posible
mantener una ata acumulacién de nitrito en el largo plazo utilizando inhibicion por amoniaco
en reactores de biopelicula, debido a que existe una aclimatacion bacteriana. Sin embargo en
este trabgjo, mediante la aplicacion de una operacion SBR sumado a un control supervisor de
pH, se mantuvo una acumulacion de nitrito mayor a 80% por 249 dias.

Se puede concluir que los mejores resultados para la operacion SBR, en cuanto a la tasa de
oxidacion de NAT y el indice de acumulacion de nitrito, fueron con el control supervisor de
pH a5,0 mg OJ/L.

Los porcentgjes de las BAO y BNO encontrados en |a biopelicula del RDR1 operado en
continuo fueron 63+4 y 37+4 %, respectivamente (Tabla 5.4). Trabgos realizados por
Villaverde et al. (2000), sefidan gue operaciones continuas promueven un mayor tiempo de
adaptacion a las bacterias a condiciones desfavorables, como |a inhibicién por amoniaco. Por
lo tanto, este fendmeno podria explicar el aumento en el porcentaje de poblaciones de BNO.
En la operacion continua, a diferencia de la operacion SBR, no existio un vaciado del reactor,
favoreciendo la formacién de un biopelicula esponjosa y menos compacta, debido a un bago
estrés de corte. La Figura 5.8 muestra fotografias tomadas en diferentes periodos de operacion,
en lacual se observa el crecimiento y colonizacion del material textil (Figura 5.8A, 5.8B y
5.6C). LaFigura 5.8D muestra una biopelicula compacta a consecuencia de la operacion SBR.
La Figura 5.8E muestra una fotografia tomada en la operacion continua (700 d de operacion),
observandose una biopelicula esponjosa y débilmente adherida al materia textil. Liu y Tay
(2002) mostraron la importancia de las condiciones hidrodinamicas en la formacion de

grénulosy biopelicula mas compactos.
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Tabla 5.4. Hibridacion ARNr 16s dot-blot de la biopelicula, para determinar la distribucion bacteriana de BAO y BNO durante la

aplicacion de dos modaidades de operacion

Diasdesde | Estrategiade oD BAO | BNO Sondas de bacterias nitrificantes
BAO BNO
1a control depH NSO190 | NS01225 | NIT3 | NTSPA685
inoculacio [mg [%] | [%] | [mgARN] | [mg ARN] [mg [mg ARN]
: OL] ARN]
150 (SBR) |  Control 06 | 960 | 40 1884 10,04 0,80 ND
220 ('SBR) S”perglfor de| 10 g70| 30 | 2749 16,12 0,80 ND
430 (RC) pH 7.5 50 | 615 | 385 | 280 493 138 17
520 (RC) pH 8,5 10 | 670 | 80| 238 5,40 126 14

"SBR con control supervisor de pH. RC: reactor continuo. ND: no detectado
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I Operacién SBR I Operacién continua |
junio de 2004 noviembre de 2004 octubre de 2005
PREERES. o--Siaeapiy

Figura 5.8. Fotografias tomadas de la operacién SBR y continua. A), B) y C) corresponden a
muestras de biopelicula tomadas para andlisis microbioldgicos, D) reactor operado en

modalidad SBR y E) reactor operado en continuo
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5.4.4 Modelacion de un RDR operado en continuo
La Tabla 5.5 muestra € resultado de la rutina de optimizacion para gjuste de los parametros

del modelo, donde se observaque el k; fue el que presento un mayor cambio.

Tabla 5.5. Parametrosiniciales (Valor inicial), rango de trabagjo de cada uno de los parametros

(minimo y méximo) y parametros entregados por larutina de g uste.

Parametro|Valor inicial| minimo | maximo |Valor final
Hméx, BAO 0,032 0,010 0,100 0,03622
Hméx, BNO 0,045 0,010 0,150 0,04486
k. 0,220 0,010 0,600 0,28971
Kisno 0,100 0,050 0,150 0,10951

Las Figuras 5.9; 510 y 5.11 muestran una comparacion de simulaciones y datos
experimentales a distintas concentraciones de OD, para lo cua se utilizaron los promedios de
los estados estacionarios de la operacion continua (Figuras 5.6 y 5.7). Para el caso de la
concentracion de NAT el modelo gjusto sin mayores diferencias a pH 7,5 (Figura 5.9A). Sin
embargo, a pH 8,5 se presentaron diferencias a0,6 y 2,0 mg O,/L (Figura 5.9B). Del mismo
modo para el caso de la concentracion de nitrito el modelo gustd sin mayores diferencias a pH
7,5 (Figura 5.10A). A pH 8,5 se encontraron diferencias provocadas principa mente por la
inestabilidad del sistemarea a5 mg O,/L (Figura 5.10B). La concentracion de nitrato fue la
que presenté mayores diferencias con los datos simulados (Figura 5.11), principalmente a pH
8,5 (Figura5.11B).

Estos resultados prueban que el modelo predice con gran precision las tendencias de los

compuestos nitrogenados a ser variadas las condiciones de operacion.
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Figura 5.9. Comparacion de NAT experimental versus NAT smulado a distintas

concentraciones de OD. A) operacion continuaapH 7,5y B) operacion continuaapH 8,5. La

linea punteada indicala zona de méximo gjuste

Nitrificacion desnitrificacion via nitrito en reactores de discos rotatorios bajo dos modalidades 100
deoperacion: continuay secuenciada.



Capitulo V. Comparacion de operacion SBR y continua en un reactor RDR nitrificante

concentracion total de nitrito simulada [mg N/L]
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distintas concentraciones de OD. A) operacion continua a pH 7,5 y B) operacion continua a
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Figura 5.11. Comparacion de la concentracion de nitrato experimental versus la simulada, a
distintas concentraciones de OD. A) operacion continua apH 7,5 y B) operacion continua a
pH 8,5. Lalinea punteada indicala zona de maximo ajuste
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Las Figuras 5.12; 5.13 y 5.14 muestran simulaciones superficie respuesta del efecto conjunto
del pH y la concentracion de OD en la €ficiencia de la nitrificacion parcial. Todas las
simulaciones mostradas fueron realizadas en el rango de 7,5 a 8,5 de pH, y de 0,5 a 5,0 mg
OJ/L de OD. La Figura 5.12 muestra una simulacion generada por el modelo, la cual entrega
combinaciones de pH y OD para aumentar |a acumulacion de nitrito (beta, Ecuecion (5.3). El
modelo predice que la mayor acumulacion de nitrito (6ptimo) se obtendra al operar en lazona
comprendidaentre 7,9y 8,5 de pH, y entre 1,5 y 5,0 mg O./L. Se observa que la acumulacién
de nitrito aumenta con la concentracion de OD, debido a que incrementa la oxidacion de
amonio a nitrito, pero no la oxidacion de nitrito a nitrato. Esto indica que el sistema esta
sometido alimitacion por oxigeno provocado por la bajatransferencia de masa.

Por otro lado, el pH también tiene una alta influencia en la acumulacidn de nitrito, tanto a atas
como a bgjas concentraciones de OD. A pH < 8,0 la acumulacién de nitrito disminuye,
notandose mayormente a concentraciones de OD < 2,5. Esto concuerda con los resultados
experimentales, indicando que en conjunto con la OD, la microcinética es un factor a

considerar ala hora de optimizar lanitrificacion parcial.
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Figura 5.12. Simulacion del efecto de la concentracion de OD y pH en la acumulacion de
nitrito, en un RDR operado en continuo con un TRH de 12 h, a20°C
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La Figura 5.13 muestra una simulacion generada por el modelo, la cua entrega vaores de pH
y OD para aumentar la degradacion de NAT (alfa, Ecuacidon (5.2)). Se observa un
comportamiento directamente proporcional de la degradacién de NAT con el aumento de la
concentracion de OD, lo que se confirma con resultados experimentales mostrados
anteriormente. Ademés, se observa que el pH influye significativamente en la oxidacion de
NAT atodas las concentraciones de OD. El modelo predice que la mayor oxidacion de NAT
se obtendra al operar en lazona comprendidaentre 7,9y 8,5 de pH, y entre 3,5y 5,0 mg O./L.

El modelo predice un brusco cambio de pendiente entre pH 7,5 y pH 8,5; esto implica que
aguno de los pardmetros cinéticos de las BAO agregados a modelo puede estar
sobredimensionado. Para mejorar la respuesta del modelo, deberdn realizarse en futuras

experiencias, experimentos entrepH 7,5y 8,5.
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Figura 5.13. Simulacion del efecto de la concentracion de OD y pH en la oxidacion de
amonio, en un RDR operado en continuo con un TRH de 12 h, a20 °C
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La Figura 5.14 muestra el efecto del pH y OD en la funcion objetivo Z. A mayor Z, mayor
degradacion de NAT y mayor acumulacion de nitrito. EI modelo predice que para este tipo de
reactores la nitrificacion parcial tendra una mayor eficiencia a operar en la zona comprendida
entre8,0y 8,5depH, yentre3,5y 5,0 mg O,/L.
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Figura 5.14. Simulacién del efecto de la concentracion de OD y pH en la funcién objetivo Z,
en un RDR operado en continuo con un TRH de 12 h, a20 °C

El modelo fue capaz de mostrar los cambios producidos en los compuestos nitrogenados a
variar las condiciones ambientaes. Con esta herramienta, es posible construir supervisores
virtuales, que combinados con la informacion experimental, predigan zonas Optimas de
trabgjo. Esta herramienta ha sido probada con éxito en un CSTR (continuous stirrer tank
reactor) nitrificante (Azécar et al., 2007). La Figura 5.15 muestra el diagrama del supervisor
virtual desarrollado por Romero (2006) con los datos experimentales producidos en esta

investigacion, que esta actua mente operando.
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Usuario Usuario
TAN de caudal de
rango de DO rango de pH entrada entrada
Alfa TAN simulado vy
A 4 h 4 simulado P
Optimizador < Calculo de | nitrito simulado Modelo
Sir:jltsdo Alfay Beta [« Fenomenolégico
P nitrato simulado
DO optimizado pH optimizado
set point (set point) _
(set poiny Supervisor
pH medido v v pH Proceso real
> < referencia
] Control Regulatorio
DO medido [
> Oxigeno
g — .
referencia
DO entrada pH entrada
v v
Proceso de [ Alfaoptimizado
Nitrificacion

| p Beta optimizado

Figura 5.15. Diagrama de bloques del supervisor virtua. Alfa: % degradacion de amonio,

Beta: % acumulacioén de nitrito

5.5. CONCLUSIONES

Se pudo observar que en ambos modos de operacion, la nitrificacion fue controlada
simultaneamente por el transporte de oxigeno y la microcinética. Por |o tanto, una adecuada
estrategia de control de pH puede incrementar la eficienciade lanitrificacion parcial, incluso a

concentraciones limitantes de OD.

La operacién SBR con € control supervisor de pH indujo una fuerte inhibicion en las BNO
por amoniaco. Esto produjo una ata estabilidad en el % de acumulacion de nitrito (> 80% por
249 dias). El control supervisor de pH incrementd la tasa de oxidacion de amonio. Sin

embargo, el OD fue el factor més influyente.
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Para el caso de la oxidacion de NAT, el OD juega rol un protagdnico en ambas modalidades
de operacidon. Sin embargo, a analizar la eficiencia globa de la nitrificacion parcid, la
aplicacion del control supervisor de pH entrega més estabilidad al sistema. Ademas, permite
un seguimiento en linea del proceso, |0 que tiene ventgjas con respecto a una operacion

continua.

L os resultados microbiolégicos mostraron gue la operacion SBR, sumada a las estrategias de
control de pH y OD, favorecieron el enriquecimiento de las BAO por sobre las poblaciones de
las BNO, indicando que las condiciones ambientales pueden seleccionar poblaciones

bacterianas en un reactor de biopelicula

La operacion continua produjo un cambio en la distribucién de la microflora nitrificante,
alcanzando los porcentajes estequiométricos de BAO y BNO en el biopelicula (6314 y 37+4
%, respectivamente). Estos resultados muestran que existio crecimiento de las poblaciones de

BNO en condiciones inhibitorias de amoniaco.

El modelo para la operacion continua se ajustd bien a los resultados experimentales,
prediciendo con exactitud las tendencias de los compuestos nitrogenados. Concordando con
los resultados experimentales, se observd que la microcinética tuvo un claro efecto a
aumentar el pH a bajas concentraciones de OD, aumentando el porcentgje de acumulacion de

nitrito y degradacion de NAT.
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CAPITULO VI. REMOCION GLOBAL DE NITROGENO EN UN
REACTOR DE BIOPELICULA RDR OPERADO EN MODO SBR
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6.1. RESUMEN

Con lafinalidad de operar un reactor RDR con remocion conjunta de MO y nitrogeno, fueron
aplicadas herramientas de monitoreo y control en tiempo real. Estas permitieron determinar la
duracion de la etgpa aerdbica (nitrificacion) y andxica (desnitrificacion), en una operacion
SBR. El reactor fue operado a dos concentraciones de OD en la etapa aerébica (1,5 y 2,0 mg
OJ/L) y a 3 relaciones DQOIN (2; 3; y 4 mg DQO/mg N) en la etgpa andxica, lo que dio un
total de 6 combinaciones. La etgpa limitante fue la aerébica, tomando gproximadamente de un
70 a80 % del tiempo total del ciclo para ser realizada

Larelacion DQO/N afect6 e desempefio de la etapa aerdbicay andxica, incrementando latasa
de oxidacion de NAT de 3 a7 mg N/L/h y remocion global de nitrégeno de un 58 a un 90 %,
a incrementar éstade 2 a4 mg DQO/mg N.

La remocion globa de nitrégeno fue la suma de los aportes de NDS en la etapa aerdbica y
desnitrificacion en la etgpa andxica; sin embargo, esta Ultima gobernd la remocién global de
nitrégeno (entre un 60 y 80 % de remocion de nitrégeno).

6.2. INTRODUCCION

Estrategias de monitoreo y control en tiempo red de las etgpas aerdbicas y andxicas de un
reactor SBR, pueden conducir arealizar la nitrificacion y desnitrificacion en un solo reactor.
Antileo et al. (2006), en un RDR nitrificante operado en modaidad SBR, propusieron una
nueva metodologia para: @) mejorar la eficiencia de la nitrificacion parcia y b) controlar y
monitorear en tiempo real la duracion de la oxidacion de NAT.

Por otro lado, debido a que en la reaccion bioldgica de desnitrificacion existe una produccion
de OH’, trabgos como los de Gee y Kim (2004), han utilizado esta propiedad para determinar
en lineala duracion de la etapa andxica, midiendo cambios en el perfil de pH.

Por lo tanto, en una operacion SBR con un monitoreo en tiempo rea del pH, puede ser posible
alcanzar y mantener unaremocion integral de nitrégeno vianitrito. La meta de este estudio fue
implementar la nitrificacion-desnitrificacion via nitrito en un reactor de biopelicula, usando
herramientas de control en tiempo red.
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6.3. MATERIALESY METODOS

Para estos experimentos se utiliz6 el RDR2 descrito en el capitulo 11

6.3.1 Estrategias de operacion

En orden de promover la nitrificacion—desnitrificacion, un RDR fue operado en ciclos SBR,
consistente de una etgpa aerdbicay una etapa anoxica.

Para la etapa aerobica, el reactor fue alimentado con 150 mg N-NH,4"/L, preparado segln lo
descrito en el capitulo VI. La composicion del sustrato de la etgpa andxica se muestra en la
Tabla6.1 (Ruiz et al., 2006). En esta experiencia se utiliz6 un pH constante de 7.5.

Etapa aerdbica
La etgpa aerdbica de la operacion SBR fue llevada a cabo de acuerdo d Capitulo 1V (Antileo
et al., 2006; Ciudad et al., 2007).

Etapa andxica

La etagpa andxica comenz6 automaticamente cuando termind la etapa aerébica 'y consistio de:
a) Interrupcion del control de pH y OD (solo registro), b) apagado de bomba de carbonato, c)
adicién de un volumen de pulso, con una concentracion conocida de sustrato andxico (Tabla
6.1), d) monitoreo en tiempo real de laevolucion del pH, €) término del ciclo y adquisicion de
datos, indicado por un cese del incremento del pH y f) vaciado completo del reactor para el

comienzo de un nuevo ciclo.

Tabla 6.1. Composicion del sustrato usado en la etapa anoxica

Compuesto Foérmula Concentracién | Unidad
Acetato de sodio NaCH ;COO 50 o/L
Peptona CsH 2 4.8 g/L
Extracto de levadura - 2 o/L
Carbonato de sodio Na, CO ;3 10 o/L
Fosfato dibasico K 2HPO 4 70 g/L
Fosfato monobésico KH 2 PO 4 54 g/L
Micronutrientes 13,5 mL/L
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Efecto delarelacion DQO/N y concentracion de OD

A objeto de analizar el efecto de larelacion DQO/N y la concentracion de OD en el proceso
global de remocion de nitrégeno, fueron aplicadas 6 combinaciones de estos parametros (2,0
OD x 3 DQO/N), como sigue:

-En la etapa aerdbica se evaluaron dos concentraciones de OD a pH constante 7,5: 2,0y 1,5
mg O,/L

-En la etapa andxica se evauaron 3 relaciones DQO/N: 4, 3 y 2 mg DQO/mg N. Las
relaciones DQO/N se calcularon en base a la concentracion de N-NOy™ a término de la etapa

aerdbica, esto indico la concentracidn de DQO agregada en la etapa andxica.

6.3.2. Biomasa y toma de muestras

Para la inoculacion del RDR se cred una mezcla de cultivos suspendidos de bacterias
quimiautolitotréficas y heterotréficas, compuesta por 70% de bacterias nitrificantes,
provenientes de un reactor con nitrificacion pura, y 30% (referida en relacion a la
concentracion total de biomasa) proveniente de una planta de tratamiento de residuos urbanos,
operada en modalidad SBR (Planta de Tratamiento de Pucon, Chile). Esta mezcla se realizo
para favorecer a las bacterias nitrificantes, que crecen mas lento que las heterotroficas
(Wiesmann, 1994).

Para aclimatar alas bacterias, antes de lainocul acion fueron cultivadas en modalidad SBR con
50 mg N-NH,4", 2,0 mg OJ/L, pH 7,5y unarelacion DQO/N de 4. Al mismo tiempo, €l inéculo
fue sometido a alternancias de periodos aerdbicos (3h) y andxicos (1h), por medio de un timer
conectado aun aireador.

Cuando € cultivo mixto mostré actividad desnitrificante (remocidén de nitritos y nitratos,
incremento del pH y produccion de burbujas de nitrogeno), se procedié a la inoculacion del
RDR con unaconcentracion inicial de 2 g SSV/L.

Durante la operacion SBR, muestras para el andlisis de NAT, nitrito, nitrato y DQO, fueron
tomadas d inicio y a término de las etgpas aerdbicay anoxica.

El detalle de esta metodologia se puede encontrar en el capitulo 11.
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6.4. RESULTADOSY DISCUSION

6.4.1 Puesta en marchay aplicacion de herramientas para medicién en tiempo real
Posterior alainoculacion, € reactor fue operado por 2 meses a 50 mg N-NH,"/L, DQO/N de
4, pH 75y 1,5 mg O,/L. La actividad de las BAO fue incrementando en e tiempo, hasta
alcanzar un estado estacionario. Después del ciclo N° 37, la actividad de las BAO no mostro
cambios significativos, manteniéndose en 6,4 mg N/L/h (Figura 6.1). La acumulacion de
nitrito aumento en el tiempo desde 0 %, hasta alcanzar entre 30 y 40 %. Este bajo porcentaje
se puede explicar por la incorporacion de nueva biomasa nitrificante, debido a que el indculo
usado como fuente de bacterias heterotroficas, provenia de un reactor que ademas realiza
nitrificacion (reactor SBR de Pucdn), compensando asi |a bgja actividad de las BNO obtenidas
en experimentos anteriores.
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Figura 6.1. Ciclos del periodo de puestaen marchadel RDR2
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El objetivo de estos experimentos fue aplicar y probar dos herramientas para la determinacion
en tiempo rea de la duracion de las etapas aerdbicas y andxicas. La Figura 6.2A muestra un
ciclo tipico de eliminacion conjunta de MO y nitrdgeno, con oxidacion de amonio a nitrito y
nitrato durante la etapa aerdébica, y consumo de nitrito, nitrato y MO, durante la etgpa andxica.
El término de la etapa aerdbica se determind con el fin del consumo de la solucion carbonato
(Antileo et al., 2006; Ciudad et al., 2007) (Figura 6.2B). Este método mostré una alta
precision. Ademas permitio un seguimiento en linea de la concentracion de NAT.

En la etapa andxica se realizd un monitoreo del pH. Debido ala reduccion de nitrito y nitrato,
el pH incrementd inmediatamente cuando fue agregada la MO. Cuando € pH deg6 de
incrementar se provocé un cambio brusco en lapendiente, o que indico el fin de lareaccion y
el fin de la etapa andxica (Figura 6.2C). Una desventgja de este método es que solo determina
el término de la reaccion (provocado principalmente por limitacion por sustrato), no el
consumo total de NO3, como en el caso de la medicion del POR (nitrate Knee) (Gernaey et
al., 1997; Wang et al., 2004b).

La limitante del proceso global de remocion de nitrégeno fue la etapa aerdbica, que requirio
alrededor de un 70 a80 % del tiempo del ciclo tota, paraser realizada.

Al hacer una balance a los compuestos nitrogenados (N-NH;™ + N-NO,  + N-NOs), se
encontré remocion de nitrégeno en la etgpa aerdbica, del orden de 15 a 30 % (Figura 6.2A).
Debido aque laMO se agregd solamente en la etapa andxica, y posterior a esto €l reactor fue
completamente vaciado, las perdidas de nitrdgeno se podrian explicar por [aNDS. LaNDS es
tipica de los reactores de biopelicula, debido a los gradientes de oxigeno formados a interior
de ésta. Ademéds, los reactores de biopelicula operados en modalidad SBR, promueven la
formacion de productos de almacenge como el PHB (Pochanay Keller, 1999). La MO no
consumida durante la desnitrificacion en la etgpa andxica, podria ser amacenada como PHB,

y usada més tarde en |a etapa aerdbica parareducir el nitrito y nitrato (Beun, 2000).
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Figura 6.2. Ciclo tipico de eliminacion conjunta de MO y nitrogeno A) mediciones
experimentales de compuestos nitrogenados, B) monitoreo y control en tiempo real para la
etapa aerdbica'y C) monitoreo y control en tiempo real para la etgpa andxica (ciclo 37 a20°C,
apH=75y 0D =2,0mg O,/L)
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6.4.2 Efecto delarelacion DQO/N y la concentracién de OD

Unavez comprobadas |as herramientas de control en tiempo real, estas fueron utilizadas en el
estudio del efecto globa producido por la relacion DQO/N y concentracién de OD, en la
nitrificacion-desnitrificacion. En estos experimentos se utilizd una concentracion aproximada
de NAT de 150 mg N /L. Para este andlisis se considerd un total de 45 ciclos. Para todos los
experimentos, laacumulacion de nitrito varié entre un 30 a45%.

La relacion DQO/N tuvo una dta influencia en €l proceso globa de remocion de nitrégeno.
Cuando se incrementd la DQO/N de 2 a 4, incremento la oxidacion de 2 a4 mg N/L/h a 1,5
mg O)/L y de 3 a7 mg N/L/h a 2,0 mg Oy/L (Figura 6.3). Resultados similares fueron
obtenidos por Chiu et al. (2007) en un SBR con biomasa suspendida. Estos resultados se
pueden explicar probablemente por nitrificacion heterotrofica, debido a que € incremento de
la relacion DQOI/N, incrementa el crecimiento heterotrofico. Diversos estudios han
demostrado que algunas bacterias heterotroficas como Thiosphaera pantotropha, Alcaligenes
faecalis, Paracoccus denitrificans, Pseudomonas stutzeri, pueden redizar la nitrificacion y
desnitrificacion. Gupta et al. (2001), en un RBC (rotating biological contactor) enriquecido
con T. pantotropha, obtuvieron de un 44 a63% de NDS.
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Figura 6.3. Efecto de la relacion DQO/N y la concentracion de oxigeno en la tasa de
oxidacion de NAT
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Larelacién DQO/N afecto tanto ala NDS como ala desnitrificacién (Figura 6.4). El proceso
global de remocion de nitrégeno increment6 de 58 a 90%, a incrementarse laDQO/N de 2 a4
(Figura 6.4A). La NDS producida en la etapa aerébica, se vio afectada a incrementar la
relacion DQO/N, disminuyendo su contribucion en la remocion total de nitrogeno de un 40 a
un 20% (Figura 6.4B). Sin embargo, la desnitrificacion en la etgpa andxica fue favorecida con
el incremento de larelacion DQO/N (Figura 6.4C). Por lo tanto la desnitrificacion en la etapa
anoxicafue e proceso masimportante de remocion de nitrogeno.

De acuerdo a Beun et al. (Beun et al., 2000a; Beun et al., 2000b) en la operacion de este
reactor existiria un periodo de saciedad, determinado por la presencia de MO exdgena (etapa
anoxica) y un periodo de hambruna, determinado por la fata de MO exdgena (etapa aerdbica).
En el periodo de saciedad, € nitrito y nitrato formado difundirian al interior, estimulando la
formacion de PHB. Al mismo tiempo ocurriria la desnitrificacion, lo que indicaria que la
formacion de PHB y desnitrificacion estarian compitiendo por la MO. Entonces la MO no
consumida en la desnitrificacion se utilizaria para la formacién de PHB. A mayor PHB
acumulado, se produce una mayor NDS en |a etapa aerdbica, debido a que seriala Unica fuente
de MO para poder redizarla.

A bajas relaciones DQO/N (< 4), la desnitrificacion se ve limitada por MO. Por lo tanto, la
tasa de consumo de MO seria menor. Esta situacion explicaria por qué a bgjas relaciones
DQO/N hay mayor SDN. Para comprobar esta hipotesis, se utilizd los coeficientes de
rendimiento Y nospgo 0,33 mg N/mg DQO y Ynozpoo 0,53 mg N/mg DQO (Wiesmann,
1994), para cacular larelacion DQO adicionada/DQO requerida (Figura5.6A). A unarelacion
DQOIN de 2, hay un déficit de MO, lo que se manifiesta en una menor tasa de consumo de
DQO en laetapa andxica (Figura 6.5A y 6.5B). Por lo tanto, esto favoreceria alaformacion de
PHB y alaNDS.
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Figura 6.4. Remocién de nitrégeno. A) remocion total de nitrégeno, B) remocion de nitrégeno
en laetapa aerdbicay C) remocion de nitrdgeno en la etapa andxica
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Figura 6.5. Efecto de la cantidad de DQO agregada, sobre lavelocidad de consumo de DQO

La Figura 6.6 muestra el efecto en conjunto de la relacion DQO/N y concentracion de OD en
la remocién de nitrégeno caculado a partir de un analisis de superficie respuesta. Se puede
observar que existe un comportamiento no linea a DQO/N < 4. Sin embargo, e rango
estudiado de OD present6 una baja influencia en el proceso global de remocién de nitroégeno,
afectando principalmente alatasa de oxidacion de NAT. Segun laFigura 5.7B, la remocion de
nitrégeno puede ser incrementada a relaciones DQO/N > 4 mg DQO/mg N.

Se puede observar que para este estudio en particular, los procesos de NDS (Figura 5.7A) y
desnitrificacion (Figura 6.6B), son favorecidos a condiciones opuestas. Siendo el primero
favorecido a bgjas relaciones DQO/N y el segundo a altas DQO/N.
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Figura 6.6. Efecto conjunto de larelaciéon DQO/N y concentracion de OD, en laremocion de
nitrégeno. A) porcentgje de nitrégeno eliminado en |la etgpa aerdbica (NDS) y B) porcentaje
de nitrégeno eliminado en |a etapa andxica (desnitrificacion).
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6.5. CONCLUSIONES

Las herramientas de control en tiempo real mostraron una alta precision en determinar la
duracion de las etapas aerdbicas y anoxicas de un RDR operado en modalidad SBR, con

remocion integral de nitrogeno.

Larelacion DQOIN, fue e pardmetro que gobernd la remocidn global de nitrégeno, afectando
alaNDS de la etapa aerdbicay desnitrificacion de la etgpa andxica. Los efectos de la relacion
DQO/N se manifestaron incluso en la tasa de oxidacion de NAT, aumentando esta con el
aumento de la relacion DQO/N. Esto dio indicios de nitrificacion heterotrofica. Sin embargo,

esto debera ser comprobado en proximas investigaciones.

Se puede concluir que lamayor parte de laM O fue consumida en la etgpa andxica para reducir
el nitrito y nitrato formado en la etapa aerdbica, y que posiblemente solo una pequefia fraccion
pudo ser almacenada como PHB, para ser usado en la NDS; sin embargo, debieran hacerse

otros experimentos para comprobar esta hipotesis.

Ladesnitrificacion fue el proceso que gobernd laremocion global de nitrégeno.

Para este estudio en particular, los procesos de NDS y desnitrificacion fueron favorecidos a

condiciones opuestas.
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CAPITULO VII.DISCUSION GENERAL
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DISCUSION GENERAL

En esta tesis doctoral se utilizd un monitoreo avanzado, modelacidn y control en tiempo real,
para estudiar la remocién de nitrégeno via nitrito, desde la cinética bacteriana hasta €l
desempefio de reactores de biopelicula RDR.

Se probaron estrategias para el estudio segregado de |as poblaciones bacterianas que participan
en la nitrificacion. Este estudio se basd en que las BNO son més sensibles a bgjas
concentraciones de oxigeno que las BAO y que sblo ocurre produccion de protones en la
reaccion de oxidacién del amonio a nitrito por parte de las BAO, de este modo se pudo
diferenciar la cinética de ambas bacterias por medio de ensayos de respirometria y titulacion.
Para descartar €l efecto de la baja transferencia de |os reactores de biopeliculas, este estudio se
realizo en un reactor batch de biomasa suspendida (RBBS)

La congtante K’ calculada para las BAO, mostré ser mayor que los vaores clésicos de
literatura. Esto indico que a pesar de utilizar bajas concentraciones de OD, existio actividad de
las BNO, demostrandose esto mediante mediciones experimentales de los compuestos
nitrogenados. Al fina del experimento un 27% del nitrito formado fue oxidado a nitrato. Sin
embargo, a través de los coeficientes de rendimiento cal culados se determind que solo un 7,4
% del oxigeno total consumido fue utilizado por las BNO.

Por otro lado, €l error inherente asociado a esta determinacion puede ser considerable, debido
a que se utiliza un linearizacién logaritmica (Schreiner et al., 1999). Sin embargo, se
realizaron multiples repeticiones a través del método de aireacion intermitente, en el cual se
descartaron las muestras que presentaban mayor variacion, minimizando €l error.

A pesar de las desventgjas del método, este no requiere toma de muestras, lo que facilita y
acelera el andlisis de los datos. Ademés, con esta metodologia se pudo monitorear en linea el
desempefio de las bacterias nitrificantes, la concentracion de NAT y la concentracion de
nitrito. Los resultados obtenidos de este estudio fueron utilizados para el guste de un modelo
matematico.

Una vez caracterizado el indculo de bacterias nitrificantes mediante los estudios cinéticos, se
inocul6 e RDRL1. En este reactor se incorporé un sensor virtual de NAT y un control
supervisor, que permitieron monitorear en linea e consumo de NAT y mantener una

concentracion constante de amoniaco, respectivamente. Estas herramientas fueron gplicadas a
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una operacion SBR. De este estudio se comprobd que la microcinética juega un rol esencia
para mantener una nitrificacion parcia estable en el tiempo. Estos resultados se contrgponen a
lo encontrado por otros autores, que sefidan que las NOB se aclimatan a la presencia del
amoniaco en concentraciones inhibitorias, estableciendo que solo el control de oxigeno
permite asegurar una nitrificacion parcial estable (Garrido et al., 1997b; Ruiz et al., 2003;
Wang y Yang, 2004). Sin embargo en este estudio se mantuvo una acumulacion de nitrito > 80
% por mas de 240 dias.

La estabilidad de la nitrificacion parcial terminé a operar el RDR1 en continuo, debido a que
permitio la adaptacion de las NOB, lo que disminuy6 la acumulacion de nitrito de 80 a 60%.
Al igua que en la operacion SBR, la microcinética influyd tanto en la oxidacion de NAT
como en la acumulacion de nitrito; este efecto fue importante incluso a bajas concentraciones
de oxigeno. Los resultados anteriores fueron corroborados por € modelo, que indicd que la
maxima eficiencia de la nitrificacion se obtendra d operar en la zona comprendida entre 8,0 y
8,5depH, y entre 3,5y 5,0 mg O,/L. El ato vaor de OD que predice el modelo es razonable,
debido a que se trata de un reactor de baja transferencia de masa (Lindemann y Wiesmann,
2000).

Ciudad et al. (2005) en un reactor de lodos activos piloto, mostraron que a disminuir la
concentracion de OD desde la puesta en marcha de un reactor, se manifiesta en una pérdida
gradud de la actividad de las BNO (medida a través de respirometria). Sin embargo, no se
pudo demostrar si esto era producto de la disminucion de la actividad propiamente tal, o por €l
lavado de las bacterias del reactor. En este trabajo, mediante andlisis de hibridacién dot-blot se
mostro que el efecto en conjunto de lalimitacion por oxigeno sumado a laimplementacion del
control supervisor de pH desde lainoculacion del RDR1, permitieron el enriquecimiento de la
biopelicula con BAO (> 95 %), manteniéndose en un bajo porcentge de BNO (< 5 %). Sin
embargo, a operar el RDR1 en continuo, el porcentgje de BNO aumentd, coincidiendo con la
inestabilidad de la nitrificacion parcial mostrada en la operacion continua. Estos resultados
demostraron que la operacion continua dificultala mantencion de lanitrificacion parcial.

Con estos resultados se confirmaron las Hipétesis 1 y 2; y se cumplieron los objetivos
asociados (Objetivos 1, 2 y 3 para un reactor nitrificante).

En forma paralela se operd el reactor de biopelicula RDR2, el cua fue inoculado con una

biomasa mixta, compuesta de bacterias nitrificantes y bacterias heterotréficas. En este reactor
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se llevd a cabo la remociéon conjunta de MO y nitrogeno. El reactor RDR2, de similares
caracteristicas que el RDRL1, se operé en modalidad SBR con el sensor virtua de NAT, el que
sirvio como un indicador del fin de la etapa aerdbica (nitrificacion). La duracion de la etapa
anoxica (desnitrificacion) se determind por el monitoreo del cambio del pH. Ambos
indicadores demostraron ser eficientes, o que permitié un control automético del reactor. La
incorporacion de este tipo de herramienta permite que € reactor pueda actuar en forma
autonoma seguin las concentraciones de entrada, lo cua tiene ventgjas cuando se trata afluentes
que cambian constantemente a lo largo del dia, generando asi una ata eficiencia de remocion
post tratamiento, independiente de las fluctuaciones. Autores como Wang et al. (2004a), Peng
et al. (2003) y Galuzzo et al. (2001) entre otros, también han incorporado controles
avanzados como el Fuzzy para optimizar y automatizar la nitrificacién-desnitrificacion. Sin
embargo, no han implementado un monitoreo en linea de la concentracion de NAT.

A diferencia del RDR1, € RDR2 presentdé una bagja acumulacion de nitrito en la etgpa
aerdbica, explicandose bésicamente por la incorporacion de in6culo de bacterias
heterotroficas, con posible presencia de bacterias nitrificantes. Estas bacterias pudieron suplir
labgjaactividad de las NOB del in6culo nitrificante.

La concentracion de OD sdlo tuvo efecto en la tasa de oxidacion de NAT. Como era de
esperar a mayor relacion C/N mayor remocion de nitrogeno, obteniéndose 90% de eficiencia
de remocién de nitrégeno para una C/N de 4. Sin embargo, la relacion C/N mostrd ser un
parametro clave, dado que su variacion afectd tanto a la nitrificacion como a la
desnitrificacion, a pesar de ser solamente agregada en la etgpa andxica. Se encontré que un
incremento de la relacion C/N aumento la tasa de oxidacién de NAT de 3 a 7 mg N/L/h,
indicando la presencia probable de nitrificacion heterotréfica, fendmeno que ha sido reportado
en reactores RDR (Guptay Gupta, 2001).

También se observo un efecto interesante por la presencia probable de NDS, provocada por la
operacion SBR, que mantiene en forma aternada periodos de saciedad y hambruna (Beun,
2000). LaNDS disminuy6 a aumentar larelacion C/N, debido a que la mayor parte de laMO
se utilizé en la desnitrificacion.

Este trabgjo fue de gran importancia dado a que permitio evaluar el sensor virtual de NAT en
un sistema global de eliminacion de nitrdgeno, y también mostré la importancia de mantener

un monitoreo en linea del proceso, 1o que asegura una mayor eficienciade los tratamientos.
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Con estos resultados se confirm6 la Hipétesis 3 y cumplieron los objetivos asociados

(Objetivos 1, 2 y 3 parareactor nitrificante-desnitrificante).

PROYECCIONESY APLICACIONES

- Las test respirométricos y titulométricos desarrollados en esta investigacion, podrian ser
utilizados para monitorear la actividad de bacterias en presencia de compuestos toxicos como
los antibidticos, debido a que estos compuestos son usados en laindustria ganadera y avicola,

donde se generan atas concentraciones de nitrégeno.

- El estudio de la utilizacion del sensor virtual de NAT y control supervisor de pH como
tratamiento previo a un reactor Anammox, surge como area de interés, debido a que se podria
determinar exactamente cuando se cumple la relacion N-NH;/N-NO; de 50%/50% Y evitar

asi lainhibicion del proceso.

- Por otro lado, la utilizecion de reactores de biopelicula RDR con el sensor virtua de NAT y
control supervisor de pH como post tratamiento de un digestor anaerdbico, permitiria controlar
y dismunuir lainhibicién por amoniaco alas BAO, debido a que se alcansan concentraciones
del orden de 1000 mg N-NH4"/L.

- Debido a que el remocién en conjunto de MO y nitrégeno se prob6 con éxito con una carga
nitrogenada media alta, el monitoreo y control en linea desarrollado en esta tesis, podria ser
aplicado sin mayores inconvenientes en el tratamiento del nitrégeno de aguas residuales

urbanas, que se caracterizan por concentraciones de NAT del orden de 50 mg N-NH,"/L.

- Seriade gran interés poder comprobar |a hipétesis de acumulacion de PHB en labiopelicula,
asi se podria determinar fehacientemente si |as estrategias desarrolladas promueven o no la

nitrificacion desnitrificacién simulténea
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CONCLUSIONES GENERALES

La aplicacion de distintas condiciones de DO en ensayos respirométricos y titulométricos,
permitié un estudio cinético segregado de las poblaciones AOB y NOB.

Laaplicacion de herramientas mateméticas incrementd la estabilidad de lanitrificacion parcia

y permitio un seguimiento en-lineadel proceso de remocion de nitrégeno

La operacion SBR y la continua, causaron distintos efectos en las poblaciones bacterianas
nitrificantes, tanto en la distribucion, la morfologia y sensibilidad a la variacion de factores
ambientales como el pH y el DO. La operacion SBR con el control supervisor de pH permitio
una biopelicula enriquecida con BAO. Sin embargo, en la operacion continua las BNO se
adaptaron y aumentaron su distribucion en la biopelicula. Esto indica que una operacion

continua no es adecuada para mantener unanitrificacion parcid estable.

Se comprobd que el control de la microcinética junto con la concentracion de OD, juegan un
rol esencial para mantener una nitrificacion parcia estable en el tiempo. El efecto de la
microcinética fue observado incluso a concentraciones < 2 mg O,/L y fue corroborado por las
simulaciones realizadas por un modelo.

A través del monitoreo en tiempo real del gasto de carbonato en la etapa de nitrificacion y el
seguimiento del pH en |la etgpa de desnitrificacidn, se pudo determinar en linea la duracion de
estas etgpas en un proceso global de remocion de nitrégeno.

A pesar que laMO se agregd solo en laetapa anodxica, larelacion C/N afectd a proceso globa
de remocion de nitrégeno. Un incremento de larelacion C/N aumento |a tasa de oxidacion de
NAT de 3 a7 mg N/L/h, indicando la presencia probable de nitrificacion heterotréfica. Por
otro lado, la NDS disminuy6 a aumentar la relacion C/N, debido a que la mayor parte de la
MO se utiliz6 en la desnitrificacion. La desnitrificacion en la etapa andxicafue el proceso mas
importante de remocion de nitrégeno
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a = Alfa, indice de eficienciade oxidacion de NAT, %

BAO = Bacterias amonio oxidantes

BNO = Bacterias nitrito oxidantes

B = Beta, indice de eficiencia de acumulacion de nitrito, %

Yco;- AN = Coeficiente de rendimiento de carbonato consumido por NAT oxidado, mmoal,

COZ”/mmol N-NH,"
Y coanat = Cosficiente de rendimiento experimental de consumo de carbonato, por

oxidacion de amonio, mol CO5%/mol N

Yero, = Coeficiente de rendimiento de formacion de bacterias por oxigeno
consumido, g SSV/g O

Ya/s = Coeficiente de rendimiento de formacién de bacterias por nitrogeno
consumido, g SSV/g N

Yo,s = Coeficiente de rendimiento de formacion consumo de OD por sustrato
consumido, g O./g S

Yo, in = Coeficiente de rendimiento global de oxigeno consumido por sustrato

oxidado, g O./(g N-NH3 + N-HNO,)
Yo, rran = Coeficiente de rendimiento de oxigeno consumido por NAT oxidado, g O./g
N-NH;

Yoz IN-NO; = Coeficiente de rendimiento de oxigeno consumido por nitrito oxidado, g O./g
N-NO2

c = Concentracion, mg/L

Cc = Concentracion carbonato de sodio, mol/L

o} = Concentracion de OD, mg/L

Cs = Concentracion de biomasa, g SSV/L

CN = Concentracion de nitrégeno, mg N/L

Ks = Constante de saturacion por sustrato, mg/L

K’ = Constante de saturacion por oxigeno, mg O2/L

Ki, = Constante de inhibicion, mg N/L

Ki,s = Constante de inhibicion por sustrato, mg N/L
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ke = Coeficiente de transferencia de oxigeno, 1/h
ke = Coeficiente de transferencia de masa en lainterfase biopeliculaliquido, 1/h
DQO = Demanda quimicade OD
oD = Oxigeno disuelto, mg OJ/L
Pl = Control proporcional integral
NS = NUmero de pulsos de carbonato
NSD = Nitrificacion — desnitrificacion simultanea
RDR = Reactor de Discos Rotatorios
S = Sustrato, mg N/L
r = Tasade consumo, mg/L/h
r = Tasa de consumo de OD o tasade respiracion, mg O,/L/h
r'e = Tasa de consumo de OD por respiracion enddgena, mg O,/L/h
N = Tasa de consumo de nitrégeno, mg N/L/h
Fméx = Tasa méximade consumo, mg/L/h
I méx = Tasaméximade consumo de OD, mg O, /L/h
INmax = Tasa méxima de consumo de nitrégeno, mg N/L/h
T = Temperatura, °C
t = Tiempo, min, h
NAT = Nitrégeno amoniacal total, N-NH3 + N-NH4", mg N/L
M = Velocidad especificade crecimiento de las bacterias, 1/h
Mméx = Velocidad especifica maxima de crecimiento de las bacterias, 1/h
Vp = Volumen de pulso de bomba de carbonato, mL
Vr = Volumen util del reactor, L
z = Zeta, eficienciade lanitrificacion parcia, %
Sub indice
BAO = Bacterias amonio oxidantes
BNO = Bacterias nitrito oxidantes
0 = Inicid
= Medido
E = Respiracién endogena
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A1.MODELO

A continuacion se muestran algunas ecuaciones gue conforman € modelo para un reactor
RDR nitrificante (Antileo et al., 2007).

Velocidad de crecimiento especificade lasBAO

— Chhs c
Mo = n]nax,BAO é N c 2 YK Y (A.l)
KSBAO ><é|'+ o2 gt Cuwis ™t L BAO
é IBAo u Ki, Sero

Velocidad de crecimiento especificade lasBNO

- Crino2 C
Mo = Mhax,eno * U P YK S (A.2)
KSBNO >%1+ Cwia 0% Cinoz * -HNi BNO
é IBNO u K, Seno

Concentracion de NAT en la pared de labiopelicula

TSusro _ Dyar Yﬂ Suar winy = 28 0 0 Me0.0 *Coaoo

it L? lé De’ ﬂ BAO/N- NO,
(A.3)
paa e=0
Concentracion de NAT dentro de labiopelicula
TSure - Duar éNATe WN) 2>§\IATe+$\IATe+JJN 0 afﬁeoﬁ\meum - St e- WN) 0 Mo Canoe
it L2 e De? gg L ﬂ(é 2>De g Yacear
(A.4)

paa 1/N£e£1-(1/N)
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Concentracion de NAT en el borde de la biopelicula

ﬂSNAT,l Y
= 2 NAT 2 a><CNATb NAT 1) SNATl(l/N) 2>6NAT1+SNAT1(1/N)U-
qt L* xDe :
&/L e 0 ( ><CNAT b ~ CnaT 1) + SNAT 1- (1/N)) SNAT 1-(1/N) l:l rnng 1 7“BAO,1
% L gé 2xDe U Yaaosnar (A5)
& u
paa e =1

Concentracion de NAT en el borde de la biopelicula

ﬂCNATvlJ,(]JN) _ Q YT e i Qs >CNAT'1+(]JN ><D yg( >(CNAT 1+(U/N) CNATl) +SNAT1 @WN) ) SNAT1 WN) 8

it Y, Y, T 2De 0 (A.6)

€ u
Concentracion de nitrito en la pared de labiopelicula
ﬂSN- NO;y 0 _ DN— NO,” a?>6N NO, ,(1/N) 2>6N- NO, ,0 9+ mSAo,(llN) >CBAO,(1/N) _ rne.No,(llN) >CBNO,(1/N)
2 2 £
it L E De (%] YBAO/N- NO,” YBNO/N— NO,”
para e =0
(A.7)
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Concentracion de nitrito dentro de labiopelicula

T[SN-NOZ’ e _ DN-NOZ’ éN-NOZ’ e WN) 2>6N-NOZ’ e +SN NO,” e+(l/N)9 N NO, ,e+(1/N) SN NO, - (I/N)
w U g De? e o

rrI3Ao,e >CBAO,e _ rrIB»NO,e >CBNO,e

BAO/N- NO,” YBNO/ N- NO,”

para 1/N£e£1- (1/N)

(A.8)

Concentracion de nitrito en el borde de la biopelicula

s,

N-NO, 1 _ _N-NO,
it L2 )Dezg >( N N N NO, 1) SN NO, - (]JN)) 2>6N—NOZ' ,l+SN—NOZ' ,l—(]JN)
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+ - p
a0k 0.8 a>(CN— NO; b C\- NO," ,1) SN— NOy 1- (U N)) SN— NO," 1+ (UN) a, Meao1 Crao1 i Mo *Ceno 1t

&L 4€ 2xDe U Y Y _
8 H BAO/N- NG, BNO/N—NOZ

para e=1

(A.9)
Concentracion de nitrito en €l seno del fluido
. ; u
TBN_ NO; IHI/N) _ Q) >CN_ NO; e ) Q? >CN_ NO; EHU/N) _ )DG a N- NO, , 1+(I/N) CN— NO, ,l) +SN— NO, 1 (¥ N)) SN— NG, 1- (UN) l:l
wt V V % ¢ e u
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(A.10)
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Concentracion de nitrato en la pared de la biopelicula

ﬂSN- NOy 0 _ DN— NOy a?>6N- NO; ,(1/N) B 2>6N- NO; ,0 9+ rne.No,(llN) >CBNO,(1/N)
2 2 S
il L De (] YBNO/N— NO,”
(A.11)
para e =0
Concentracion de nitrato dentro de la biopelicula
1-|-SN-NO3’ e - DN NO3’ N NGOy e- (1/N) 2>SN-NO3’ e +SN NO; ,e+(1/N) 9 N NO; ,e+(1/N) SN NO;™ e- (U/N)
2 4
fit Y De : ’g
rnBNO,e >CBNO,e
BNO/N- NO,”
para 1/N £e £1- (1/N)
(A.12)

Concentracion de nitrato en el borde de labiopelicula

ﬂSN—NO3' 1_ N NOy -c +S - + U_

qit L2 ><Dez N NO; ,b N+51 N- NO; 1~ (1/N) N-NO; 1 N- NOy ,l—(l/N)
) ti"(a>(c -C ) +S ) S u
) Y, x oxg N- NO; b N- NOj 1 N-NO; 1~ (1/N) N- NO; ,1- (1/N) I;I+ rnZ.NO,l >CBNO,1
L 5 g 2& E BNO/N- NO,
para e =1
(A.13)
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Concentracion de nitrito en €l seno del fluido

> u

Py - + - >

ﬂcN- NO; +(UN) _ QO >CN- NOy e QR >CN- NOy H(UN) D )2(8){0,\‘_ NO;" 1+(1/N) CN- NO; ,1) SN- NG; 1 (1/N)) SN- NG; 1- (UN) Y
Tt \% \% % Enno; g 2De E

para e =1+(1/N)

(A.14)
Parametros del modelo
a, = Areaespecificadel reactor RDR, m¥m?®,
Ci = Concentracion dei en el seno del fluido, mg/L
D. = Coeficiente de difusion dei: N-3, N+3, N+5, O,, CO, en labiopelicula, m’/h.
&) = Porcentgje de error relativo, %
L = Espesor de labiopelicula, m
Q = Caudal de entrada, L/h
Q, = Caudal de carbonato, L/h
Qs = Caudal de sdlida, L/h
S = Concentracion dei en labiopelicula, mg/L
v, = Velocidad de laespeciei al interior de la biopelicula, m/h
z = Coordenada espacial perpendicular a soporte, m
e = Coordenada espacial auxiliar, m
Sub indices
b = Seno del fluido
0 = Concentracion de entrada
I = Liquido
BAO = Bacterias amonio oxidantes
BNO = Bacterias nitrito oxidantes
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A2. PROGRAMA RESPIROMETRIA

Programa desarrollado en ambiente Mathlab

function varargout = Respirometria(varargin)

% RESPIROMETRIA M-file for Respirometriafig

% RESPIROMETRIA, by itself, creates anew RESPIROMETRIA or raises the existing
%  singleton*.

%

% H=RESPIROMETRIA returnsthe handle to anew RESPIROMETRIA or the handle to
% theexisting singleton*.

%

% RESPIROMETRIA('CALLBACK'hObject,eventDatahandles,...) calls the local

%  function named CALLBACK in RESPIROMETRIA.M with the given input arguments.
%

% RESPIROMETRIA('Property','Vaue,...) creates anew RESPIROMETRIA or raises the
% existing singleton*. Starting from the left, property value pairs are

%  applied to the GUI before Respirometria_OpeningFunction gets called. An

%  unrecognized property name or invalid value makes property application

%  stop. All inputs are passed to Respirometria_OpeningFcn viavarargin.

%

%  *See GUI Optionson GUIDE's Tools menu. Choose "GUI alows only one

% instance to run (singleton)”.

%

% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES

% Edit the above text to modify the response to help Respirometria

% Last Modified by GUIDE v2.5 12-Aug-2004 23:11:37

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui_Singleton = 1;

gui_State = struct('gui_Name',  mfilename, ...
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'gui_Singleton’, gui_Singleton, ...
'gui_OpeningFcn', @Respirometria_OpeningFen, ...
'gui_OutputFen', @Respirometria_OutputFen, ...
'qui_LayoutFen', ], ...
'gui_Cadllback’, []);
if nargin & isstr(varargin{1})
gui_State.gui_Calback = str2func(varargin{ 1} );

end

if nargout
[varargout{ 1:nargout}] = gui_mainfcn(gui_State, varargin{ :});
else
gui_mainfcn(qui_State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

% --- Executes just before Respirometriais made visible.

function Respirometria_OpeningFcn(hObject, eventdata, handles, varargin)
% This function has no output args, see OutputFcn.

% hObject handleto figure

% eventdata reserved - to be defined in afuture version of MATLAB

% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% varargin command line arguments to Respirometria (see VARARGIN)

% Choose default command line output for Respirometria

handles.output = hObject;

% Update handles structure
guidata(hObject, handles);
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% UIWAIT makes Respirometriawait for user response (see UIRESUME)

% uiwait(handles.figurel);

csvwrite('f:\inicio_respirometriam',0);
guestdig('Para comenzar respirometria asegurese de cerrar adquisicion del Menu principa’,'!!
Warning','OK",'OK");
ch=ddeinit('kepdde,'plc_cstr’);
vavula=ddereg(ch,valvula);
$p_ph=ddereq(ch,'setpoint_ph'’);
bomba_ph=ddereq(ch,'saida);
set(handles.edit3,'string',valvul a);
if vavula==
set(handles.text31,'string’,'VValvula Cerrada);
else
set(handles.text31,'string’,'Va vula Abierta);
end
set(handles.edit3,'string’,valvula/10);
set(handles.edit6,'string',sp_ph/1000);
set(handles.edit?,'string’,bomba._ph);
ddeterm(ch);

csvwrite('f:\setpointactual_ph_cstr.m’,sp_ph);

% --- Outputs from this function are returned to the command line.

function varargout = Respirometria_OutputFcn(hObject, eventdata, handles)
% varargout cell array for returning output args (see VARARGOUT);

% hObject handleto figure

% eventdata reserved - to be defined in afuture version of MATLAB

% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Get default command line output from handles structure
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varargout{ 1} = handles.output;

% --- Executes during object creation, after setting all properties.
function editl_CreateFcn(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to editl (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

% Hint: edit controls usually have awhite background on Windows.
%  SeelSPC and COMPUTER.
ifispc
set(hObject,'BackgroundColor','white);
else
set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaul tUi control BackgroundColor'));

end

function editl_Calback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to editl (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get(hObject,'String’) returns contents of editl as text
% str2doubl e(get(hObject,'String’)) returns contents of editl as a double

% --- Executes during object creation, after setting all properties.
function edit2_CreateFcn(hObject, eventdata, handl es)

% hObject handle to edit2 (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called
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% Hint: edit controls usually have awhite background on Windows.
%  SeelSPC and COMPUTER.
ifispc
set(hObject,'BackgroundColor','white);
else
set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaul tUi control BackgroundColor'));

end
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A3. PROGRAMA SENSOR VIRTUAL DE NAT Y CONTROL SUPERVISOR DE pH

Programa desarrollado en ambiente Mathlab.

% Ingreso de datos iniciadesy del proceso

intervalo = input('Numero del intervalo parael RDR2: ','s);

N30 = input(‘Concentracion inicia de nitrogeno amoniacal total N-3 [mg NH3-N/L]: ");
NH3 = input('Concentracion deseada de amoniaco NH3 [mg NH3-N/L]: ;

CO3 = input(*Concentracion de solucion de carbonato CO3 [mol/L]: ");

CO3N3 = input('Relacion: consumo de CO3 / consumo de N-3 [mol/mol]: ');

Vpulso = input('Volumen de un pulso de labomba parael control depH [mL]:");
Vreactor = input("Volumen del reactor [L]: *);

nothing = input('Aseguraque el pH actual esde 7.5 y presiona ENTER paraempezar!’);
% Inicializacion de laconexion a PLC

ch = ddeinit('Kepdde','PLC_RDR2Y;

% Inicializar contador

i=0;

% Adquerir valor inicia del contador de pulsos de labomba para el control

% de pH

% pulsosini = ddereg(ch,'pulsos);

ddepoke(ch,'reset_pulsos,1);

ddepoke(ch,'reset_pulsos,0);

% Inicializar setpoint actual

setpointact = 7500;

% Preparando archivo de datos

filename = ['c:\arne\lnitial-Phase\RDR2-Intervall-' intervalo -' datestr(clock,30) ".txt;
file=fopen(filename,'w’);

fprintf(file,'Datos ingresados:\n');

fprintf(file,Numero del intervalo de batch parafase inicial: %s\n',interval o);
fprintf(file,’Concentracion inicial de nitrogeno amoniaca N-3: %5.1f mg N/L\n',N30);
fprintf(file,'Concentracion deseada de amoniaco NH3: %5.2f mg NH3-N/L\n',NH3);
fprintf(file,'Concentracion de solucion de carbonato CO3: %4.2f mol/L\n',CO3);
fprintf(file,’Relacion: consumo de CO3 / consumo de N-3: %4.2f mol/mol\n',CO3N3);
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fprintf(file,''VVolumen de un pulso de labomba parael control de pH: %5.2f mL\n'",V pul so);
fprintf(file,\nDate\t\t Time\t\t[ N-3]\tPul ses\tSetpoint\tpH\t\t Temperature\n’);
fprintf(\nDate\t\t Time\t\t[ N -3]\tPul ses\tSetpoint\tpH\t\t Temperature\n’);
% Control del pH paratener siempre 'NH3' como concentracion de amoniaco
while setpointact < 8500
i=i+1;
% Adquerir datos actuales del reactor
A(i).fecha = datestr(clock,1);
B(i).hora = datestr(clock,13);
pH(i) = ddereqg(ch, pH’);
T(i) = ddereq(ch, Temperatura);
pulsos(i) = ddereqg(ch,'pul sos);
% pulsos(i) = pulsosact - pulsosini;
% Calculo del valor actua de [N-3]
N3(i) = ((N30 * Vreactor) - (pulsos(i) * Vpulso * CO3 * 14 / CO3N3)) / Vreactor;
% Calculo de la constante de equilibrio
ka=exp(6344 / (T(i) + 273));
% Calculo de setpoint mediante |a ecuacion de equilibrio
setpoint(i) = log10(NH3 * ka/ (N3(i) - NH3));
if setpoint(i) <=7.5
setpointact = 7500;
elseif setpoint(i) >= 8.5
setpointact = 8500;
else
setpointact = setpoint(i) * 1000;
end
%
fprintf(file,'%s\t%s\t%65. 11\t%i\t\t%4.2f\t%4.2f\t%4.1f\n",A(i).fecha,B(i).hora,N3(i),pul sos(i),s
etpoint(i),pH(i), T(i));
fprintf(file,\n%s,A(i).fecha);
fprintf(file,\t%s,B(i).hora);
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fprintf(file,\t%5.1f' N 3(i));
fprintf(file,\t%i',pul s0s(i));
fprintf(file,\t\t%4.2f',setpoint(i));
fprintf(file,\t%4.2f',pH(1),T(i));
fprintf(file,\t%4.1f', T(i));
%
fprintf('%s\t%s\t%05. 1f\t%i\t\t9%64.2f\t\t%4.2f\t%4.1f\n",A(i).fecha,B(i).hora,N3(i),pulsos(i),setp
oint(i),pH(i),T(i));
fprintf(\n%s',A(i).fecha);
fprintf('\t%s,B(i).hora);
fprintf("\t%5.1f",N3(i));
fprintf("\t%i",pul sos(i));
fprintf("\t\t%4.2f' setpoint(i));
fprintf("\t\t%4.2f',pH(i));
fprintf("\t%4.1f' T (i));
% Enviar nuevo setpoint a PLC
ddepoke(ch,'SetPoint_ph',setpointact);
% Plot delacurvade [N-3]
plot(N3);
pause(5*60);
end
fclose(file);
% Cerrar valvulade aireacion ( kd_anaerobico < kd_aerobico )
ddepoke(ch,'setpoint_02',0);
% Termino del programa: Vaor actual de [N-3] paracalcular vaor inicia
% de [N-3] para proxima fase Batch.
nothing = input(' El setpoint en el RDR2 hallegado a vaor maximo de pH 8.5.\n La aireacion
ha sido cortado para prevenir un decaimiento elevado.\n Presiona ENTER!");
pulsosend = ddereq(ch,'pulsos);
% pulsosend = pulsosact - pulsosini;
N3end = ((N30 * Vreactor) - (pulsosend * Vpulso * CO3 * 14 / CO3N3)) / Vreactor;
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fprintf("\nEl valor actua de N-3 es %1.2f mg/L.',N3end);
% Cerrar conexion al PLC
ddeterm(ch);
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