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Introduccién

La descarga de efluentes con altas concentraciones de nitrégeno (N) genera eutrofizaciéon
en cuerpos de agua receptores. La remocion bioldégica convencional de N consta de dos
procesos, la nitrificacion a través de la oxidacion de amoniaco a nitrato por nitrificadores
autétrofos en condiciones aerdbicas y la desnitrificacion por conversion de nitrato a gas N
por microorganismos heterdtrofos anaerdbicos. Ambos procesos deben realizarse en
tanques separados, lo que requiere grandes areas y un alto costo econémico.

La nitrificacion-desnitrificacion simultanea (NDS) ocurre en el mismo reactor en
condiciones aerdbicas, requiriendo la coexistencia de zonas aerdbicas y andxicas dentro del
lodo floculento (Meng y col., 2013). La NDS depende de factores como la concentracion de
oxigeno disuelto (OD), el tamano del fléculo, etc. (Guo y col., 2009). La concentracion de OD
debe ser suficientemente baja para evitar la inhibicién de las bacterias desnitrificantes por
oxigeno; sin embargo, la nitrificacion puede fallar bajo condiciones limitadas en oxigeno.

Los fléculos grandes y los granulos aerdbicos suelen presentar una capa superficial
aerobica, en la cual tiene lugar la nitrificacion. En el centro de los granulos, las bacterias
heterotrofas pueden almacenar andxicamente carbono organico como polihidroxibutirato
(PHB). En la zona anoxica interna puede ocurrir desnitrificacion utilizando el PHB
almacenado. La concentracion de oxigeno disminuye desde la superficie hacia el centro de
los agregados microbianos. Esta estratificaciéon permite la remocién de C y N (Figueroa y
col., 2009). La NDS es operativa en granulos grandes (Nancharaiah y col., 2018). El modelo
matematico propuesto por Layer y col. (2020) sugiri6 que granulos mas grandes y
concentraciones de OD mas bajas permiten el desarrollo de zonas andxicas de mayor
extension durante periodos mas largos, favoreciendo el proceso NDS. NDS también puede
ocurrir en fléculos/granulos pequenos siempre que OD sea optimo (<1.0 mgO2/L) (Third y
col., 2003); sin embargo, la concentracion 6ptima depende del tamafo de los agregados
microbianos, el cual es dependiente de la composicion del efluente, la carga organica etc.
(Layer y col., 2020). Si bien es posible seleccionar el tamafio granular deseado, se requiere
controlar la aireacién mediante OD o el potencial éxido-reduccion, lo que permite generar
periodos con diferente OD o aireacion intermitente, favoreciendo la NDS. Sin embargo,
concentraciones variables de OD pueden generar diferentes problemas: crecimiento de
microorganismos filamentosos, desintegracion de granulos, acumulacion de nitrito favorable
para la produccion del gas invernadero 6xido nitroso (Layer y col., 2020). La desnitrificacion
aerdbica (DA) es un proceso ventajoso pues no requiere control de aireacion y se evitan los
problemas causados por bajo OD. La alternancia de condiciones anaerébicas y aerdbicas
puede conducir al crecimiento de desnitrificantes aerdbicos, muchos de ellos pueden
nitrificar y son denominados nitrificantes heterétrofos-desnitrificantes aerébicos NHDA (Lei y
col., 2019).

El objetivo general del presente estudio fue evaluar los procesos de remocion de N y la
eficiencia de reactores discontinuos secuenciales (SBR) basados en: (i) fléculos de lodos
activados (LA) y (ii) granulos aerdbicos (GA). Se plantearon dos hipétesis: 1) En SBR con
LA (SBR.) y alternancia de periodos andxico y aerdbico con alto OD se desarrollaran
floculos completamente aerdbicos y probablemente tendra lugar la DA; 2) En SBR granular
aerobico (SBRg) se espera que ocurra el proceso NDS, con desnitrificacion andxica y/o
aerobica dependiendo de la difusidon de oxigeno dentro de los granulos. Para corroborar las



hipbtesis se propusieron los siguientes objetivos especificos: (i) Evaluar las capacidades
nitrificantes y desnitrificantes de los sistemas mediante balances de masa de N; (ii) proponer
un modelo de difusién de O, para determinar los perfiles de oxigeno en floculos de LAy en
GA,; (iii) Determinar los procesos biolégicos potenciales de remocion de N en cada sistema a
partir de las simulaciones del modelo de difusién propuesto y los resultados experimentales.

Parte experimental

El SBR. se operd bajo condiciones andxicas/aerébicas para favorecer la acumulacién
anoxica de reservas intracelulares de carbono y energia (glucégeno y/o PHA), las cuales
pueden ser utilizadas como poder reductor en la desnitrificacion en etapa aeroébica. El SBR.
(volumen de trabajo V= 1.2 L) se operd con ciclos (12 h): fase anoxica (3.66 h), fase
aerdbica (7.33 h), sedimentacion de biomasa (50 min), extraccién de sobrenadante. El SBR.
se mezclé (100 rpm) en etapas andxica y aerdbica. En fase aerodbica, el OD fue controlado
en 5.5 mg OJ/L. El SBR. se oper6 a pH=7.51£0.1, 251£0.1°C, con tiempo de residencia celular
(TRC) e hidraulico (TRH) de 10 dias y 43.6 h respectivamente. Se trabajé con relacion
DQO/N (C/N) baja (100:10) y alta (100:7.5), denominadas SBRigcn) ¥ SBRracn
respectivamente. El SBRg se operd con una Unica etapa aerdbica (7.5 mg O2/L) y ciclo de
24 h con el fin de asegurar condiciones de disponibilidad de carbono e inanicion
(“feast/famine”), favorables para la acumulacién de PHA y/o glucégeno. El SBRg consistio
en una columna (V= 4.6 L), con alta relacion altura:diametro= 9.2 y velocidad de aire
ascendente de 2.3 cm/seg para favorecer la granulacion. Los ciclos operativos presentaron
las siguientes fases: aerdbica (23.9 h), sedimentacion (5 min), extraccion de sobrenadante.
Se oper6 a pH= 7.5+0,1, 18+2°C, TRC= 20 dias y TRH= 2 dias. Se trabajé con relacion
DQOI/N (C/N) baja (100:15) y alta (100:10), SBRag@-ciny Y SBRa(a-ciny respectivamente.

Los SBRs se alimentaron al inicio de cada ciclo con efluente sintético (acetato, amonio,
fosfato). Se propuso un modelo de difusién de O, para evaluar los perfiles de O» en los
agregados microbianos determinando el aporte de la DA en la remocién de N.

Los SBRs se monitorearon mediante los siguientes parametros: amonio (NH4*-N, mg/L),
nitrito (NO2-N, mg/L), nitrato (NO3s-N, mg/L), sustrato organico como demanda quimica de
oxigeno (DQO) soluble (DQOs, mg/L) y concentracion de biomasa como solidos totales (ST,
mg/L) y DQO (DQOg, mg/L). DQOg correspondié a la diferencia entre DQO total (DQOr), del
licor mixto, y DQOs. NH4*-N, NO2-N, NOs-N y DQOs fueron determinadas en muestras filtradas
(0,45 um) por espectrofotometria. La velocidad de consumo de oxigeno se determiné mediante
respirometria cerrada (OUR, mg O2/(L.h)). El tamano de los fléculos de LA se determino
mediante analisis de imagenes (Image-Pro Plus 6.0). La distribucién del tamano de particula
del lodo granular de SBRg se determiné utilizando Mastersizer 2000 E. Los granulos de PHA se
detectaron mediante tincion (Sudan Black). La extraccion y cuantificacion de PHA a partir de
biomasa de SBRg se realizé siguiendo el método propuesto por Venkateswar Reddy y col.
(2012). Para SBRy, la concentracion de PHA se estimo utilizando el coeficiente estequiométrico
Ypheiac= 0.52 C-mol PHB/C-mol Ac para condiciones anéxicas. Para ambos reactores, PHB se
expres6 como DQO utilizando factores de conversion: 21.5 g PHB/C-mol PHB y 1.125 mol
0O2/C-mol PHB. La concentracion de carbohidratos totales (CT) en la biomasa se determiné por
el método de Antrona. El glucégeno (mg glucosa/l) se expres6 como DQO utilizando los
siguientes factores: 27 g/C-mol Glu y 1 mol O2/C-mol Glu.

Se realizaron balances de masa de N para estimar la asimilacién de N, nitrificaciéon y
desnitrificacion. El gas N (Ng, mg N/L) producido por desnitrificacion se estimé mediante:

N, =AaWNH, -N)-4lNO - N)- a[NH -N) (1)
X

A(NOx-N)= N oxidado generado por nitrificacion (A(NOx-N)= A(NO2-N) + A(NO3-N), mg N/L);

A(NH3-N)x = N amoniacal utilizado para crecimiento heteroétrofo (mg N/L);

A(NHs-N)= N amoniacal consumido (mg N/L), siendo:

AWH - N)=alNH N ) + aNH N ) (@)

A(NHs-N)v= N amoniacal oxidado por actividad nitrificante (mg N/L) en cada ciclo operativo.



A(NHs3-N)x es equivalente a la cantidad de N de la biomasa eliminada del reactor, en
condiciones estables, a través de la purga de lodos:

alne N) :(1y bX PV )/v ©)

3 X a ° N A
Xa (biomasa activa, mg Xa/L)= Sdlidos suspendidos volatiles (mg/L) — Reservas (PHA +
glucogeno, mg/L) al final de la fase de reaccion; a= 24.6 mg Xa/C-mmol (Férmula elemental de
la biomasa= CH15005No.2); ynx= coeficiente estequiométrico que relaciona el contenido de Ny
C de la biomasa (0.2 mmol N/C-mmol Xa); b= 14 mg N/mmol N; PV= volumen de purga de
lodos (L) por ciclo, V= volumen de trabajo (L) de cada reactor.
La remocion de N por NDS (%NDS), la remocion de amoniaco (%NH3-Ngr) y la remocion

de N inorganico (%Nir) se estimaron de la siguiente manera:
A(NHs-N)N—A(NOX-N)] (4) [(NHSN)O(NHSN)F (5)

% NDS = % NH -N_ = 100
’ alnH N MR (NH -~ N),

(6)

Ni - Ni
% Ni_ =|—2_—F |700
)
(NHs-N)o y (NHs-N)~= N amoniacal (mg NHs-N/L) al inicio y final del ciclo
respectivamente; Nio y Nir= N inorganico (Ni, mg N/L) al inicio del ciclo y en el efluente de
los SBR (Ni= NH3-N + NO2-N + NO3™-N).

Resultados y discusiéon
Remocién de N y C en reactores. Balances de masa y eficiencia de remocion de N

En el SBR., de lodos activados la nitrificacion comenzé al inicio de la fase aerébica. El
nitrato producido comenzé a eliminarse por desnitrificacion, después que se eliminé el 100%
del amonio, utilizando PHB (sintetizado en fase anodxica). El nitrato final fue 4.0 mg NO3s™-N/L
(Fig. 1A). La concentracién de biomasa fue 2080 mg DQOg/L. En fase andxica, la tasa de
transferencia de O, (TTO, mg O2/(L.h)) se estimé en ausencia de biomasa:

TTO= % =k,a(COD*-COD) (7)
COD*= concentracion de saturacion de O, en agua (mg O2/L) a 25°C (8.11 mg O2/L), COD=
concentracién (mg O2/L) en el tiempo t. Se estimo kia= 2.63/h en el reactor (25°C, 100 rpm,
sin aireacion). Para COD= 0 (fase andxica) se obtuvo TTO= 21.3 mgO2/(L.h) (ec. (7)).

En presencia de biomasa, se debe cumplir el equilibrio dCOD/dt= TTO-OUR. Durante
fase andxica, con valores de OD de cero, resulta OUR= TTO= 21.3 mg O/(L.h)).

En fase aerdbica, OUR aumentoé rapidamente, lo cual se atribuyé a la nitrificacion y a la
degradacion de PHB para crecimiento heterotrofo. Luego, OUR disminuy6 (Fig. 1 A).

En SBRg@-cny granular, la nitrificacion comenzé al inicio del ciclo. Nitrato comenzo a
acumularse después de 2-3 hs desde el inicio de la fase de inanicidon y aumenté hasta 35
mg NOs-N/L (Fig. 1B). La concentracién de biomasa fue 1.9 g ST/L. OUR aumenté
gradualmente desde el comienzo del ciclo hasta 2.5 hs, atribuido a la actividad heterétrofa y
nitritacion (oxidacién de amoniaco a nitrito). Luego, OUR disminuy6 hasta el final del ciclo
(Fig. 1 B). En el SBRy, la fraccion de N nitrificado fue mayor a la fraccion asimilada para una
baja relacion DQO/N (SBR.e-cny). En SBRg, la mayor parte del N fue nitrificado para ambas
condiciones. La reserva de C intracelular, generada en feast, por masa de N oxidado
(PHB/NH3-Nox) para SBR. fue significativamente mayor al valor correspondiente a SBRg
(PHB/NH3-Nox + GIu/NH3-Nox). En el SBRg ocurrio NDS, lo que permitio optimizar las
reservas de C intracelular para la desnitrificacion. En el SBRy, la desnitrificaciéon ocurrid
luego de la nitrificacion y se logré remocion de Ni mayor a la obtenida en SBRg (Tabla1).
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Fig. 1: DQOs, N, OUR y ORP a lo largo de un ciclo de los SBR en estabilidad. A) SBRLa-cn),
B) SBRg-ciny. DQOs (@), NH3-N (o), NO3s-N/L (o), NO2-N/L (A), OUR (A), ORP (X)

Tabla 1: Parametros operativos y eficiencia de remociéon de N de SBRs

. SBRLe-ciyy SBRiacn) SBRge-cn)y SBRg@a-cn)
Parametros 100:10  100:7.5 100:15 100:10
Carga DQO (mg DQOJ(L.dia)) 440 585 600 600
Carga N (mg N/(L.dia)) 44 44 90 60
Remocién amonio (%) 99 + 12 99 + 1° 1002 1002
Asimilaciéon (%) 249+242 535+1.0° 20.2+56% 25.0+5.5°
Nitrificacion (%) 751+242 465+1.0° 79.8+8.62 75.0+5.6°
PHB/NH;-Nox(mg DQO/mg NHz-Nox) ~ 10.6 24,0 07 1,9
Glu/NH3-Nox (mg DQO/mg NH:-Nox) 1.8 1,5
Ng (mg/L) 6.6+04° 39+02° 38.8+7.7° 2594+ 3.3°
NDS (%) 0.0° 0,00  53.8+50° 556 %3.2°
Denitrificacion (%) 544 +15% 49.3+1.2° 0.0° 0.0°
Remocién de N inorganico (%) 67 £ 2° 70+42 485+0.9° 51.6+4.8°

Modelo de difusion de oxigeno y procesos bioldgicos potenciales de remocion de N

Se propuso un modelo de estado estacionario de difusion de O, para floculos de LA y GA
para determinar los perfiles de oxigeno. Se aplicé la segunda ley de Fick asumiendo: i)
geometria esférica (radio= R) para floculos y granulos en reactores de estado estacionario,
ii) consumo microbiano de oxigeno (qo2, mg Oz/(cm3.h)) de orden cero. Se propuso la
siguiente ecuacion diferencial:

1 d(_ dC
DO, — —|r:=2|= (8)
2 e dr(r drj 9oz

donde Do es el coeficiente de difusién de oxigeno (m?/s), r es la coordenada dentro de la
particula (floculo o granulo, mm), C es la concentracién de oxigeno (mg O./cm?3). Derivando
en la ec. (8) se obtuvo la siguiente expresion:

d’c dC 2
Doz[( ar? j +(drer =dJo2

Se consideraron las siguientes condiciones de contorno: condicién de simetria en el
centro (r=0) del fléculo y del granulo (Ec. 10) y concentracion de oxigeno en la superficie
tanto del fléculo como del granulo coincidente con la de la solucion “bulk” (Ec. 11):

9)




‘ZTCZO enr=0 (10) C; =C; enr =R (interfase liquido-particula) 11)
r
donde Cg es la concentracion de O en la superficie de la particula siendo Cg= 5.5x1073
mg Oz/cm?® para el reactor de LAy 7.5 x 10 mg O./cm? para el reactor granular.
Resolviendo la ecuacién diferencial Ec. 9 se obtuvo la siguiente expresion:
Cc=C, _M (12)
6 DO,

La Ec. (12) permite determinar las concentraciones del perfil de oxigeno en fléculos vy
granulos esféricos en condiciones de estado estacionario. o2 se determind
experimentalmente (mg O/(g SSV.h)) y se convirti6 a mg O/(cm3.h). Para biofléculos y
granulos se utilizé una densidad de biomasa= 50 mg/cm?® y un coeficiente de difusion de
oxigeno Doz= 1.1863%10° m?/s. Se determinaron que los radios de los floculos y granulos
aerobios se encontraban en los siguientes rangos: 9-172 uym (SBRya-cn)), 8-800 um (SBRgE-
ciNy) Y 5-475 pm (SBRg(a-civy) con radio medio de 38.7, 600 y 200 um respectivamente.

Se realizaron simulaciones considerando el tamafio minimo, maximo y promedio de
floculos y granulos. Se simularon perfiles de O» considerando dos condiciones del ciclo: i)
Jo2 maxima, ii) qoz promedio para el periodo con desnitrificacion (Fig. 2).

En SBRia-cn), los perfiles de oxigeno mostraron condiciones aerébicas desde la
superficie del fléculo hasta el centro (Fig. 2 A, B), lo cual implica baja probabilidad de
ocurrencia de zona anodxica dentro del fléculo. En los SBRs granulares, se desarrollaron
zonas anoxicas internas en 80% de los granulos aerobios en SBRg@e-cn) Y 18% en SBRg(a-
o). La Fig. 3 (A,B) muestra las predicciones de concentracion de O en el centro de floculos
y granulos. En el sistema granular, para gqo2 baja, la concentracion de Oz en el centro de los
granulos disminuye gradualmente a medida que aumenta el tamafio granular; se observa
una marcada disminuciéon a valores mas altos de qo2. Esto implica que el impacto del
tamano granular en la profundidad de penetracion del Oz es mucho mayor con actividades
respiratorias especificas altas que con valores bajos de qo.. Este comportamiento también
se observo en el reactor con fléculos pero de forma menos pronunciada. En SBRga-cn), 82%
de la biomasa no desarroll6 zona andxica a lo largo del ciclo segun el modelo de difusién
(Fig. 2 E,F). Algunos de los organismos potencialmente funcionales detectados por analisis
gendmico fueron: Zoogloea (43.2%), Dechloromonas (8.1%), Diaphorobacter (4.2%),
Thauera (3.8%) y Flavobacterium (1.9%). Los nitrificadores autétrofos mostraron baja
abundancia (<0.8%). La oxidacién de amonio puede haber sido realizada por nitrificantes
heterétrofos Diaphorobacter, Thauera y Flavobacterium en zonas aerébicas de los granulos.
DA probablemente fue impulsada por Zoogloea, Thauera e Hydrogenophaga. Zoogloea y
Thauera también pueden estar presentes en la pequena zona anéxica de los GA, junto con
Dechloromonas y Diaphorobacter, reduciendo nitrito/nitrato. La NHDA fue probablemente el
principal proceso responsable de la remocion de N.

En el SBRg@-cn), 80% de los granulos desarrollaron una zona andxica interna a lo largo
del ciclo operativo (Fig. 2 C,D). Se puede inferir que en el SBRg@-c/n), €l mayor desarrollo de
la zona andxica en granulos mas grandes podria explicar la mayor actividad desnitrificante
para igual carga organica (Ng 50% mayor respecto a SBRgna-ciny, Tabla 1), con prevalencia
de desnitrificacion andxica sobre DA, lo que permitié tratar un efluente con relacion DQO:N
mas baja obteniendo similar remocion de Ni.

El SBR. andxico/aerébico, para la misma relacion DQO:N (100:10), logré mayor remocion
de Ni que el SBRg (Tabla 1). La fase andxica inicial favorecié el almacenamiento de PHA
intracelular para la posterior desnitrificacion aerdbica en floculos de LA totalmente aerdbicos.
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Fig. 2: Perfiles de O simulados en funcién del radio adimensional en floculos LA del SBRy-
cny (A'y B); en granulos del SBRee-cn) (C y D); en granulos del SBRga-civy (E y F) con
diferentes tamanos y qo2 (mg O2/(g SSV.h)): maximos (A, Cy E) y promedios (B, D y F).
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Fig. 3: Superficie 3D para la concentracion de oxigeno (O2, mg O2/L) en el centro de
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consumo de oxigeno (qoz, mg O2/(g SSV.h)). A) Fléculos de lodos activados; B) Granulos.



Conclusiones

En SBR granular, el desarrollo de granulos grandes y alta actividad respiratoria especifica
conducen al desarrollo de grandes zonas andxicas dentro de los granulos, lo cual favorece
la desnitrificacion andxica permitiendo el tratamiento de una mayor carga de N (DQO/N=
100:15) con eliminacion de N inorganico (Ni) de 50%. En SBR de lodo activado (SBR.), se
requiere una etapa anodxica inicial para acumular PHB, utilizado como poder reductor en la
desnitrificacién en la etapa aerdbica final con floculos completamente aerdbicos. EI SBRL
con igual relacién DQO:N (100:10) logré mayor remocion de Ni (67%) que SBRg (51,6%).
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