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Resumen

RESUMEN

La eliminacién biolodgica de nitrdgeno amoniacalhsellevado a cabo, habitualmente, a
través del proceso convencional de nitrificaciéeritgificacion. Sin embargo, los lixiviados
generados en los depdsitos controlados de residdbdos urbanos contienen elevadas
cantidades de amonio y bajas concentraciones derienatrganica biodegradable, asi como una
elevada salinidad. En este caso, para reducieeagb coste econémico que supone aplicar los
procesos convencionales en este tipo de efluendesoaveniente desarrollar sistemas

alternativos.

Uno de estos nuevos procesos bioldgicos se bash mocescanammox (acrénimo en
inglés deanaerobic ammonium oxidatiprprevia nitritacion parcial de amonio a nitritol E
procesoanammox es un proceso autotrofico que realiza la converdi® amonio y nitrito a
nitrégeno gas bajo condiciones anaerobias. El memmsumo de oxigeno durante el proceso de
nitritacion parcial y la no necesidad de adiciomateria organica para desnitrificar representan

un importante ahorro econdémico respecto a losniatstos convencionales.

Este trabajo se centra en el estudio del proarammmoxy se enmarca dentro del proyecto
europeo CLONIC (acronimo en inglés @ Osing the Nitrogen Cycle from urban landfill
leachate by biological nitrogen removal over ndriand thermal treatment El proyecto
CLONIC (LIFE 03 ENV/000140, 2003-2007), financiagor la Unién Europea dentro del
programa LIFE-Medio Ambiente ha sido llevado a cgbor la empresa CESPA, en
colaboracién con el Laboratorio de Ingenieria Quémy Ambiental (LEQUIA) de la
Universidad de Girona y la Fundacion Agbar (AguasBadrcelona) para minimizar el impacto

econdémico y ambiental del tratamiento de lixiviados

El objetivo principal de este trabajo es el estultida operacién y la aplicacion del proceso
anammox para la eliminacién del nitrgeno amoniacal de lisiwiados de vertedero. Para
alcanzar este objetivo se ha llevado a cabo lageesmarcha y enriguecimiento de la biomasa
anammoxen un reactor SBR (acrénimo en inglésSeégjuencing Batch Reacta partir de una

mezcla de fangos activos procedentes de dististasienes depuradoras de aguas residuales.

Una de las premisas mas importantes para enriqueteeactoranammox es que el
indculo seleccionado contenga bacteaaammox Asi, en primer lugar, se realizaron estudios
previos que demostraron que la mayoria de los leddsccionados presentaban actividad
anammox después de unos meses de enriquecimiento. Unaeleecionado el inéculo, se

identificaron las condiciones de operacion optipas realizar la puesta en marcha del proceso
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anammox con especial énfasis en la configuraciéon del didmperacion, el mantenimiento de
las condiciones anaerobias, la composicién del esliom sintético y la estrategia de

alimentacion.

La estrategia de enriquecimiento se basaba enagpiigcialmente, un alimento sintético
con una relacion molar nitrito:amonio inferior aelstequiométrica (0.76 moles N@or mol de
NH,") y una carga de nitrégeno de 0.02 kg R-aii para minimizar la presencia de nitrito en el
reactor, toéxico para las bactermsammox Asi, el dia 60 de operacién, el consumo de amonio
y nitrito demostro la presencia de actividathmmox que se corroboré mediante el resultado
positivo de la técnica de deteccion molecular P&Rdhimo en inglés dBolymerase Chain

Reaction), identificandose a la espe@rammox comoCandidatusBrocadia anammoxidans.

Una vez detectada la activida@nammox se incrementd tanto la relacion molar
nitrito:amonio como la carga de nitrégeno aplicabdasta llegar a operar con la relacion
estequiométrica (1.32 moles B@or mol de NH") y aplicar una carga de nitrégeno maxima de
1.60 kg N-rit-d*, obteniéndose porcentajes de eliminacion de ampnidrito superiores al

99% al cabo de un afio de iniciarse el estudio.

Cabe matizar que durante el enriquecimiento detgam se han aplicado una serie de
herramientas para realizar el seguimiento y verifia actividad de la biomasaammox Estas
técnicas se han basado en la comparacion de #esorets estequiomeétricas entre el nitrito y el
amonio consumidos y entre el nitrato producido y aghonio consumido obtenidas
experimentalmente con las relaciones teoricas. A&detambién se ha realizado el seguimiento

del pH y la determinacion de la actividad espeaifie las bacterismammox

Una vez realizada la puesta en marcha de un reawdmnmox con un afluente sintético, se
aplico esta tecnologia al tratamiento de lixiviadiesvertedero, previamente acondicionados
mediante un proceso de nitritacién parcial, aplicée la misma estrategia que la utilizada para

enriquecer la biomasmammox

Después de un periodo de adaptacién se consigliddrapna carga media de nitrégeno de
0.28 kg N-m-d*. Sin embargo, la presencia de materia organicdebiadable permitié el
desarrollo de bacterias desnitrificantes hetero@éf Estas bacterias eliminaban parte del
nitrato generado por el proceasnammoxy utilizaban el nitrito como sustrato, provocanaa
competencia entre ambos procesos. La evaluacide ceexistencia de estas dos comunidades
bacterianas se realiz6 a partir del seguimientdaderelaciones estequiométricas entre los

compuestos nitrogenados y del pH. Un consumo ne@s@b de nitrito, de nitrato y de protones
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adicionados durante el control de pH corroborérésencia de los organismos desnitrificantes

heterotréficos en el reactanammox

A partir de los balances de amonio, nitrito y ndra/ teniendo en cuenta tanto el
crecimiento de la biomasa heterotréfica como elsaor y generacion de los diferentes
compuestos de nitrogeno se cuantifico la contrdoucde cada procescar(ammox y
desnitrificacién heterotréfica) en la eliminaciéotal de nitrégeno, que fue del 83.5%. Este
nitrégeno se eliminaba, principalmente, a travépoeescanammox (79.7%) debido a que la
baja biodegradabilidad de la materia organica dbatsu eliminacién a través del proceso de

desnitrificacién heterotréfica (20.3%).

Como conclusion final, se ha conseguido enriqueseréxito la biomasanammoxa partir
de una mezcla de fangos de depuradora y posterntgmse ha aplicado este proceso para el
tratamiento de lixiviados de vertedero. Sin embaegonecesario continuar realizando estudios
a escala de laboratorio y de planta piloto pareepegblicar esta tecnologia a escala industrial

minimizando el impacto econémico y ambiental.
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RESUM

L’eliminacio bioldgica de nitrogen amoniacal s’hat é terme, habitualment, mitjancant el
procés convencional de nitrificacio-desnitrificachbo obstant aix0, els lixiviats generats als
diposits controlats de residus solids urbans cemeslevades quantitats d’amoni i baixes
concentracions de matéria organica biodegradalziec@m una elevada salinitat. En aquest cas,
per reduir I'elevat cost econdmic que suposa aplitsprocessos convencionals en aquest tipus

d’efluents, és convenient desenvolupar sistememaitius.

Un d’'aquests nous processos biologics es basa mpro@sanammox (acronim en anglés
de anaerobic ammonium oxidatiprprévia nitritacid parcial d’amoni a nitrit. El qués
anammox elimina I'amoni i el nitrit a nitrogen gas sotandicions anaerobies. EI menor
consum d’oxigen durant el procés de nitritacié jancla no necessitat d’addicionar materia
organica per desnitrificar representen un importstalvi economic respecte als tractaments

convencionals.

Aquest treball se centra en l'estudi del proaéammox i s’emmarca dins del projecte
europeu CLONIC (acronim en angles 6&0sing the Nitrogen Cycle from urban landfill
leachate by biological nitrogen removal over nériand thermal treatment El projecte
CLONIC (LIFE 03 ENV/000140, 2003-2007), financat fee Unié Europea dins del programa
LIFE-Medi Ambient ha estat dut a terme per 'empréSESPA, en col-laboraci6 amb el
Laboratori d’Enginyeria Quimica i Ambiental (LEQUJAde la Universitat de Girona i la
Fundacié Agbar (Aigies de Barcelona) per minimittampacte econdmic i ambiental del

tractament de lixiviats.

L'objectiu principal d'aquest treball és I'estude d’operacié i I'aplicacié del procés
anammoxper a l'eliminacié del nitrogen amoniacal delsviats d’abocador. Per assolir aquest
objectiu s’ha dut a terme la posada en marxa rijgiment de la biomassanammox en un
reactor SBR (acronim en anglés Sequencing Batch Reacta partir d'una barreja de fangs

actius procedents de diferents estacions depumdigies residuals.

Una de les premisses més importants per enriquireantoranammox és que l'inocul
seleccionat contingui bactériamammox Aixi, en primer lloc, es van realitzar estudig\ps
que van demostrar que la majoria dels fangs seleats presentaven activitanammox
després d'uns mesos denriguiment. Un cop seleatidimocul, es van identificar les

condicions d’operacié optimes per realitzar la pasan marxa d'un react@nammox amb
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especial émfasi en la configuracié del cicle d’epés, el manteniment de les condicions

anaerobies, la composicio de I'aliment sintetiestratégia d’alimentacio.

L’estrategia d’enriquiment es basava en aplicaciahment, un aliment sintétic amb una
relacié molar nitrit:amoni inferior a I'estequiomiéa (0.76 mols N@ por mol de NH") i una
carrega de nitrogen de 0.02 kg N-ot per minimitzar la preséncia de nitrit en el readidxic
per a les bactérieanammox Aixi, el dia 60 d'operacio, el consum d’amoni itriht va
demostrar la presencia d’activiammox, que es va corroborar mitjangant el resultat posit
de la tecnica de deteccido molecular PCR (acronimaregiés ddPolymerase Chain Reactipn

identificant-se I'espécianammox comCandidatusBrocadia anammoxidans.

Una vegada detectada l'activitainammox es va incrementar tant la relaci6 molar
nitrittamoni com la carrega de nitrogen aplicadims farribar a operar amb la relacié
estequiometrica (1.32 mols N@or mol de NH') i aplicar una carrega de nitrogen maxima de
1.60 kg N-rit-d*, obtenint-se percentatges d’eliminacié d’amoniitrinsuperiors al 99%

després d'un any d'iniciar-se I'estudi.

Cal remarcar que durant I'enriquiment de la bioraassammox s’han aplicat una série
d’eines per realitzar el seguiment i la verificad® la seva activitat. Aquestes técniques s’han
basat en la comparacié de les relacions estequiopnés entre el nitrit i I'amoni consumits i
entre el nitrat produit i 'amoni consumit obtingisd experimentalment amb les relacions
estequiometriques teoriques. A més, també s’hizaael seguiment del pH i la determinacié

de I'activitat especifica de les bacter@@mmmox.

Un cop realitzada la posada en marxa del react® &Bmmoxamb medi sintétic, es va
aplicar aquesta tecnologia al tractament de lissvid’abocador, préviament condicionats
mitjancant un procés de nitritacié parcial, aplics® la mateixa estratégia que la utilitzada per

enriquir la biomassanammox

Després d’un periode d’adaptacio es va aconseplitiaauna carrega mitjana de nitrogen
de 0.28 kg N-m-d’. No obstant aixd, la preséncia de matéria orgahiodegradable va
permetre el desenvolupament de bactéries desrammi heterotrofiques. Aquestes bactéries
eliminaven part del nitrat generat pel proedémmmox i utilitzaven el nitrit com a substrat,
provocant una competéncia per aquest Ultim entredém processos. L'avaluacié de la
coexisténcia d’aquestes dues comunitats bacteremea realitzar a patir del seguiment de les

relacions estequiomeétriques entre els compostozgemats i del pH. Un consum més elevat de

Vi
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nitrit, de nitrat i de protons addicionats durant@ntrol de pH van corroborar la preséncia dels

organismes desnitrificants heterotrofics en elt@amammox

A partir dels balancos d’amoni, nitrit i nitratfénint en compte tant el creixement de la
biomassa heterotrofica com el consum i generad® diferents compostos de nitrogen, es va
quantificar la contribucié de cada procéangmmox i desnitrificacio heterotrofica) en
I'eliminacié total de nitrogen, que va ser del 83.5Aquest nitrogen s’eliminava, principalment,
a través del procéanammox (79.7%) donat que la baixa biodegradabilitat demiateria
organica limitava la seva eliminacié a través deicpdiment de desnitrificacié heterotrofica
(20.3%).

Com a conclusio final, s’ha aconseguit enriquir aéxii la biomassanammox a partir
d'una barreja de fangs de depuradora i, posteriotyreha aplicat aquest procediment pel
tractament de lixiviats d’abocador. Tot i aix0,recessari continuar realitzant estudis a escala
de laboratori i de planta pilot per poder aplicajuesta tecnologia a escala industrial

minimitzant I'impacte economic i ambiental.

vii
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SUMMARY

Biological nitrogen removal has traditionally beegerformed by the conventional
nitrification-denitrification process. Leachatesngeated in urban solid waste landfills are
characterized by high ammonia concentration anddmaslegradable organic matter content, as
well as high salinity. In order to reduce the ecoicosts associated with the conventional
process currently used for this kind of effluerittss necessary to develop alternative treatment

procedures.

One of these alternative biological systemsthie anammox (anaerobic ammonium
oxidatio) process, previous partial nitritation from amn@ond nitrite. It is an autotrophic
process that converts ammonia and nitrite to digén gas under anaerobic conditions. When
compared to conventional treatments, the combiratiap nitritation andanammox processes
have lower dissolved oxygen consumption for partiaitation and organic matter is no longer

needed for autotrophic denitrification.

This work is focused on threnammox process within the CLONIQJLOsing the Nltrogen
Cycle from urban landfill leachate by biologicaltneigen removal over nitrite and thermal
treatmeny framework. The CLONIC project, funded by the Euran Union within the LIFE
program (LIFE 03 ENV/000140, 2003-2007), has bewapléemented by the CESPA group in
collaboration with both the Chemical and EnvirontaéiEngineering Laboratory (LEQUIA) at
the University of Girona and the Agbar Foundatidime aim of the overall project is to

minimize the economic and environmental impactofifill leachate treatment.

The main objective of the present work is to sttity operation and implementation of the
anammox process to remove ammonia in landfills. To that,@manammox SBR Eequencing

batch reactoy was started up with activated sludge from diffiéngastewater treatment plants.

To ensure that thanammox bacteria were present in the activated sludge Eanipey
were inoculated during some months to guaranteie #laévity. Once the needed inoculation
was tested, the optimal conditions to start upréaetor were identified. Special attention was
paid to the operation cycle configuration, the rexiance of anaerobic conditions, synthetic

food composition and the feed strategy.

The feed strategy was based on applying a synthatidia with a nitrite-to-ammonium
molar ratio of 0.76 mole NOmole' NH," and a nitrogen loading rate of 0.02 kg N-dt to
minimize the nitrite accumulation in the reactordatihus avoid its toxic effects on the

anammox community. Accordingly, ammonia and nitrite constimps were observed on the
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60" day of operation and the presenceédmmox bacteria was confirmed. Their activity was
tested using PCRPplymerase Chain Reactipmith a positive result identifyingCandidatus

Brocadia anammoxidans.

Once theanammox activity was detected, the nitrite-to-ammonium amofatio and the
nitrogen loading rate were increased until the ajp@nal stoichiometric ratio of 1.32 mole NO
.mole* NH," and a nitrogen loading rate of 1.60 kg N-ti were achieved. After one year of
operation under these conditions an ammonium dnitermemoval percentage of over 99% was

achieved.

During the enrichment of thenammox bacteria a wide range of tools was applied to both
monitor and verify thenammox activity. The applied techniques were based oaraparison
of experimental and theoretical stoichiometricastbetween nitrite to ammonium conversion
and nitrate production to ammonium conversion. lmnore, pH and specific activity of the

anammox bacteria was included in the study

Once theanammox biomass enrichment was achieved, the same metmdulas applied
and the same feed strategy was used to treat la@ landfill leachate. The results showed that
after an adaptation period, it was possible toyappl average nitrogen loading rate of 0.28 kg
N-n?-d*. However, the presence of biodegradable organttempromoted the development of
heterotrophic denitrifying bacteria that removedit pd the nitrate generated by taeammox
process and caused nitrite competition between bothmunities. The assessment of this
coexistence of bacteria was based on stoichiomedtios between nitrogen compounds. The
presence of heterotrophic denitrification organismshe anammox reactor was corroborated
by higher nitrate and nitrite consumptions andghentity of additional protons provided by the

pH control.

The total contribution of both processesxdmmox and heterotrophic denitrification) to
total nitrogen removal efficiency was quantifie® &%) through mass balances considering the
ammonia, the nitrite and the nitrate consumptiod generation rates. After this study, it was
concluded that the nitrogen was mainly removedhigahammox process (79.7%) and that the
low organic matter biodegradability limited the rogen removal via heterotrophic

denitrification to 20.3%.

In conclusion, the enrichment of tlamammox process was successfully achieved with a
mixed activated sludge biomass from wastewatertrireiat plants. Next, the process was
applied to urban landfill leachate treatment. Néhaess, there is a need for further lab-scale

and pilot plant research in order to successfuylyhathis technology on a full scale.
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1. INTRODUCCION

1.1 Agua: recurso esencial para la vida

El agua, indispensable para la vida, es un reawsovable pero limitado. Es un recurso
finito y vulnerable, esencial para sostener la vieladesarrollo y el medio ambiente. Es un
recurso natural accesible a la mayoria de la piililagn nuestro pais. Sin embargo, este acceso
no es de calidad en todas las zonas y la cantidadrdble para el ser humano esta limitada en
el tiempo. Por tanto, hay que gestionar los usbsagea de forma sostenible, controlando la

presencia de contaminantes para la disponibilicdamdhvacion y conservacion de los acuiferos.

En el contexto mediterraneo, el agua es un recass@so. Catalunya, por su clima
mediterraneo, se caracteriza por un déficit hiddnoverano. El precio del agua sigue siendo
muy bajo y esto hace que no se tomen medidas pewandir su consumo. En general, la
agricultura consume la mayor parte de agua dulceCdilunya (73%), mientras que,
aproximadamente, el 9% es utilizado por la indastrel 18% es consumido por la poblacion

para uso doméstico (Prat, 2003).

El problema es considerar el agua, simplementepocomrecurso. Deberia considerarse
como un componente de los ecosistemas. Dentroteeessistema global, el ciclo hidrolégico
es el que garantiza la circulacion y disponibiliddel agua. Antiguamente, el ser humano
solamente era una pequefia parte de este ciclob®tane, en la actualidad ha llegado a ser el
factor determinante (Balaguet al, 1998). La poblacion y la actividad humana au@ierst un
ritmo frenético, incrementandose considerablemehtnsumo de agua en los Ultimos afios,
afectando a la composicién quimica de la recardasiacuiferos y a las aguas superficiales, ya
sea introduciendo compuestos organicos, nutriefrtiésdgeno y fosforo, principalmente) o
diversas substancias toxicas como por ejemplo jdiai;is, hidrocarburos y disolventes

halogenados, entre otros.

En este sentido, el ser humano es el Unico queepaetdar sobre la contaminacion de las
aguas residuales, reduciendo los contaminantesagirgepor la industria, la agricultura y los
nacleos urbanos y rurales para que no afecten dermdrreversible a sistemas tan fragiles
como los acuiferos, los rios y las aguas del litdfato se conseguira si, a parte de incluir la
depuracién como tratamiento de las aguas residusdeaplica una politica mas amplia que

implique la actuacién sobre los habitos de losssevenanos y los procesos llevados a cabo.
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Las aguas residuales se definen como la combinagdiquidos o aguas que transportan
residuos procedentes de residencias, instalacigndgdicas e industriales, a las que,
eventualmente, se afiaden las aguas subterranpasfigales y pluviales (Metcalf and Eddy,
2003). El tratamiento de las aguas residualessrdtaciones depuradoras se realiza mediante
la combinacion de procesos fisicos, quimicos ydgicbs. El disefio de estas operaciones
depende de las caracteristicas y del volumen de r@gidual a tratar y de la calidad del efluente
gue se quiera obtener. En la Figura 1.1 se presaatdotografia de una planta de tratamiento

de aguas residuales.

Figura 1.1 Planta de tratamiento de aguas residuales.

La calidad de las aguas que llegan a una estaeiparadora de aguas residuales (EDAR)
depende, en gran medida, de la cantidad y la cdnipogle las aguas residuales industriales.
Por esta razén, se tienen que establecer normafivasegulen los vertidos industriales y asi,
limitar las concentraciones de determinados paréasi¢Poch, 1999). Los contaminantes que se
encuentran en las aguas residuales se clasifiqim senos parametros fisicos, quimicos y

bioldgicos, que pueden provocar un efecto nocilimesel medio receptor (rios, lagos y mares).

Por lo tanto, la depuracion de las aguas resideasles punto clave para mantener en buen
estado ecoldgico los ecosistemas acuaticos y amedprcalidad del agua para proximas
generaciones. En los ultimos afios, la sociedadaseoncienciado del incremento de los
problemas ambientales y se ha originado una Nuerwr@ del Agua (Prat, 2004; Arrojo,
2006). En este sentido, la Union Europea ha esfdoleun marco comunitario para la
proteccion y la gestion de las aguas. La Direativapea Marco del Agua (2000/60/CE) preve,
entre otras cosas, la definicion y las caractedstide las aguas europeas por cuencas y
demarcaciones hidrogréaficas, asi como la adopc®mpldnes de gestion y programas de
medidas apropiados para cada masa de agua. Eatahignto de las aguas residuales se
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observa una necesidad creciente para obtenerittadale los efluentes que provienen de las
estaciones depuradoras, tal y como se constata Birdctiva de Aguas Residuales Urbanas
(91/271/CEE).

La eficiencia de la depuracion de aguas residisipkca la eliminacion de los compuestos
perjudiciales para la salud de la poblacion, asia;ara la calidad de las aguas y para el buen
estado de los ecosistemas. Para lograr estosvoigjeste definen una serie de técnicas analiticas
que permiten determinar los parametros de contbleslos contaminantes, los cuales son,
mayoritariamente, el contenido de materia orgagicke solidos en suspension. Actualmente,
también se controla el contenido de nutrientesd@éno y fésforo) si el medio receptor del
agua tratada se considera una zona sensible. Ensestido, en los dltimos afios muchas
EDARs han sido modificadas para poder eliminarigbgeno de las aguas residuales y asi

cumplir la normativa 91/271/CEE.

Segun elPlan de Saneamiento de la Generalitat de Catalutwsandose en la Directiva
del Consejo 91/271/CEE dBiario Oficial de las Comunidades Europeda concentracion de
NitrégenoTotal quepuedeser vertida al medio receptor no puede superat3asg NowL™ en
poblaciones entre 10.000 y 100.000 habitantes efgrites (h.e.) ni los 10 mg L™ en
poblaciones que superen los 100.000 h.e. Las pob&s de menos de 2.000 h.e. tienen que
realizar un tratamiento en funcion de la vulnerdad del medio receptor (PSARU 2002,

Programa de Sanejament d’Aiguies Residuals Urbanes

1.2 El ciclo del Nitrégeno

El ciclo del nitrégeno es uno de los ciclos biogdoticos mas importantes que tienen lugar
en la naturaleza, permitiendo mantener un equilidindmico entre las distintas formas de
nitrdgeno y la composicion de la biosfera. Se togaun proceso ciclico a través del cudl el
nitrdgeno se incorpora al suelo y pasa a formaepe los organismos vivos antes de regresar a
la atmosfera. El ciclo del nitrdgeno estd compugxio diferentes procesos naturales que

mediante la accién de diversos microorganismosrsstran este elemento a los seres vivos.

El nitrogeno, parte esencial de las proteinas y #minoacidos, se encuentra
mayoritariamente en la atmosfera. El porcentajenidi®geno en el aire es del 79%. Sin
embargo, este nitrdgeno gas tiene que ser tranafterrguimicamente para poder ser utilizado
por los seres vivos a través de su fijacion y datitin. Posteriormente, mediante una serie de

reacciones este nitrdgeno asimilado es convertidcoenpuestos susceptibles de ser utilizados
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por los organismos vivos. Estas reacciones serllevaabo a través del ciclo del nitrdgeno
(Figura 1.2).

Fijacién

N

org. prot

animal

N Asimilaciéon
org. prot NO.-
vegetal

Figura 1.2 Esquema del ciclo del nitrégeno. (Adaptado de Dagdora, 2007).

La fijacién del nitrégeno molecular permite incorporar diféesncompuestos solubles de
nitrégeno (N, NH,", NOy) susceptibles de ser utilizados por los seressvigara su
crecimiento, que los organismos autétrofos tramshor en nitrégeno organico mediante su
asimilacion. Una vez los compuestos organicos nitrogenadgg @dn asimilados, las bacterias
los transforman en amonio (I} a través de lalescomposicionde los seres vivos, de los
excrementos y de la orina. Los organismos nitrfiea (itrosomonas Nitrosococcus
Nitrobacter...), en presencia de oxigeno, convierten este amemi nitrito (NQ) vy
posteriormente en nitrato (NQa través del proceso dérificacion . Finalmente, este nitrato,
en condiciones andéxicas y consumiendo materia @@ase transforma en nitrégeno gas por
las bacterias desnitrificanteBdeudomonasilcaligenes Thiobacillus...), mediante el proceso

dedesnitrificacion.

Sin embargo, recientemente se han descubierto sueMooorganismos que intervienen en
el ciclo global del nitrégeno. Uno de estos orgawis son las bacteri@mammox (anaerobic
ammonium oxidation que oxidan el amonio a nitrégeno gas utilizaeboitrito como aceptor
de electrones en condiciones anaerobias y sindesiiad de materia organica (Straisal
1998; Jetteret al 1999).
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1.3 Problemética del Nitrégeno

El nitrégeno es un nutriente basico para la viddodeseres vivos, pero si se encuentra en
exceso en las aguas puede ocasionar graves prabléinaeste sentido, es uno de los
contaminantes mas importantes del agua y, juntoet@arbono y el fésforo, se encuentra en
diversos tipos de aguas residuales, ya sean urbagrdsolas o industriales. Los compuestos de
nitrégeno tienen un estado de oxidacién que condlerelesde la valenci8 (NH/NH,") hasta
la +5 (HNOs/NO3) (Tabla 1.1). Los compuestos mas estables soni@h aitrato y el cation
amonio, que pueden llegar al agua, creando proBlelmaoxicidad y cambios ambientales en

los ecosistemas acuaticos.

Tabla 1.1 Especies de nitrégeno y estado de oxidacion.

Especie Nombre Estado de oxidacion

NHs/NH," Amoniaco/lon amonio -3
NoH,4 Hidracina -2
NH,OH Hidroxilamina -1

N, Nitrégeno gas 0
N,O Oxido nitroso +1
NO Oxido nitrico +2
HNO.,/NO,  Acido nitroso/lon nitrito +3

NO, Di6xido de nitrégeno +4
HNO4/NO;  Acido nitrico/lon nitrato +5

Uno de los problemas asociados al vertido de costpsiele nitrégeno en el medio acuoso,
junto con los de fosforo y micronutrientes, es &@bido desarrollo de algas y otras plantas
acudticas que posteriormente mueren y se descompaia@do lugar al fendmeno de la

eutrofizacion (Figura 1.3).

La eutrofizacibn de masas acuosas es la acelerdeiloproceso de envejecimiento y se
produce cuando hay un exceso de nutrientes quegaayna rapida proliferacion de algas. El
crecimiento desmesurado de esta biomasa puede Heggotar los nutrientes e iniciarse una
muerte masiva de estas algas. Esta descomposiciécomrdiciones aerdbicas provoca la
disminucién del oxigeno disuelto en el agua, dearsague no permite la vida acuética. En este
sentido, cuando no hay suficiente oxigeno, la bganm@aeada se descompone anaerébicamente
aportando un exceso de materia organica al megimyocando la disminucion de la calidad

del agua. Por esta razén, es necesario encorgtamsis para mantener las concentraciones de
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estos nutrientes (nitrogeno y fésforo) dentro desumiveles que no causen el deterioro de lagos,

rios y mares.

Figura 1.3 Eutrofizacion de las aguas de un lago.

Por otro lado, la contaminaciéon de las aguas ptgeno amoniacal suele ser mas
importante que la eutrofizacién, ya que sus efestmsmas inmediatos. EI amonio, compuesto
nitrogenado mas abundante en las aguas resideslgspblematico en los sistemas acuaticos
porqué se produce un consumo de oxigeno para Erdaxa nitrito y posteriormente a nitrato,
a través del proceso de nitrificacion. Si la cadidle amonio es importante, el consumo de
oxigeno es elevado provocando anoxia en el medidtiao y causando la muerte de los
organismos acuaticos que necesitan el oxigeno sm@beevivir. La sefial mas evidente de
contaminacién por amonio en aguas superficialeanas elevada y repentina mortandad de

peces debido a la ausencia de oxigeno disuelto.

En general, aunque el nitrdgeno suele ser un ntegrigbundante en las aguas residuales
urbanas, la concentracion no es excesivamentedelg28-70 mg N-1). Sin embargo, en otras
corrientes de aguas residuales, tales como lixpgate vertedero, purines de cerdo o retornos
de efluentes de digestores anaerobios, entre tdrosncentracion de nitrégeno, principalmente
en forma de amonio, es bastante elevada (>1g W-NP. Estas elevadas concentraciones
pueden suponer un gran riesgo de contaminacioneaabisi se vierten directamente en el

medio receptor sin un tratamiento previo.

Actualmente, para eliminar el nitrdgeno presenti&asraguas residuales se utilizan métodos
fisico-quimicos y biol6gicos. Los primeros, en layoria de los casos, no resuelven el
problema ya que trasladan el contaminante de umonaeotro (Cervantes-Carrillet al, 2000).
Los principales procesos fisico-quimicos utilizagasa eliminar el nitrdgeno son gtipping

del amoniaco y el intercambio idnico (Metcalf arati, 2003).
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En cambio, los métodos bioldgicos, en condiciomEmeas, transforman los compuestos
nitrogenados a nitrégeno gas;J\cerrdndose asi el ciclo del nitrégeno. Esto®dui se basan
en aprovechar la capacidad de los microorganisrasgbtener energia a partir de compuestos
organicos y/o inorganicos. Por un lado, los micgaaismos heterétrofos utilizan compuestos
organicos como fuente de carbono. Por otro ladootganismos autotrofos obtienen el carbono
de la fijacion del C@disuelto en agua. Los procesos hiolégicos coneaatés no asimilativos,
como la nitrificacion y la desnitrificacion, hanrstituido la forma mas efectiva, sostenible y
econdémicamente viable para la eliminacion de néndgde las aguas residuales (Cervantes-
Carrillo et al, 2000).

1.4 Sistemas convencionales de eliminacion derageno

Los procesos naturales que transforman los congmiels nitrogeno en la naturaleza se
llevan a cabo en las plantas de tratamiento paminar estos compuestos de las aguas
residuales. La eliminacion de los compuestos niinagos de las aguas residuales urbanas,
principalmente el amonio, se lleva a cabo generaiepenediante procesos biolégicos que
suelen combinarse con la eliminacion de la materiganica. Sin embargo, efluentes
industriales pueden presentar caracteristicas guerdzcan tratamientos fisico-quimicos. A

continuacion se describen los tratamientos mégadibs en la eliminacién de nitrégeno.

1.4.1 Procesos fisico-quimicos

Los procesos fisico-quimicos mas utilizados pasdizar el tratamiento del amonio son el
stripping con aire y el intercambio i6nico. Elrippingdel amoniaco es el método mas utilizado
debido a que opera de una manera simple, se obteeeadas eficiencias de eliminacién y no
estd afectado por substancias téxicas. Sin embprgeenta algunos inconvenientes como la
necesidad de aplicar un control de pH y de temperat no elimina nitrito, nitrato ni nitrégeno

organico (Siegrist, 1996).

En cambio, el intercambio iénico, que elimina amopi metales pesados, no se utiliza
habitualmente para aguas residuales por los elevadetes operacionales. Este proceso,
ademas del elevado coste de inversidn, no elimmeamente amonio, sino también cationes
presentes en el agua que reducen la capacidadrdeaeion del amonio. En este sentido, este

proceso se utiliza para eliminar bajas concentnasiae nitrogeno amoniacal.



Capitulo 1

1.4.2 Eliminacion bioldgica de nitrogeno. Nitrifcacion-Desnitrificacion

Uno de los métodos biolégicos mas habituales mamiminacion de los compuestos de
nitrégeno en las aguas residuales es la combinad®rios procesos de nitrificacion vy
desnitrificacién (Munclet al, 1996; Gradyet al, 1999) que permite oxidar el amonio a nitrito

y posteriormente a nitrato, que finalmente, se mteva nitrégeno gas.

La nitrificacibn es un proceso aerdbico realizadoor p microorganismos
quimiolitoautotréficos que pertenecen al Filo Pobi@cteria. Este proceso se lleva a cabo en dos
etapas: oxidacion del amonio a nitrito y oxidacitnnitrito a nitrato, el cual necesita el aporte

de oxigeno que actia como aceptor de electrones.

Los organismos nitrificantes se dividen en dos dgeangrupos: las bacterias amonio
oxidantes (BAO) y las bacterias nitrito oxidantBslQ). Estos microorganismos, de respiracion
aerobica estricta, obtienen la energia de los cestps reducidos de nitrégeno (amonio y
nitrito, respectivamente) y la fuente de carbonel&30, disuelto en el agua que fijan mediante
el ciclo de Calvin-Benson(Madigan et al, 1997). Una caracteristica importante de estos
microorganismos es que realizan un proceso aerd@uinoertado, de manera que el producto
final de las BAO es el sustrato de las BNO. Endbl@ 1.2 se presentan los géneros bacterianos

de estos dos grupos de bacterias.

Tabla 1.2 Géneros bacterianos de los grupos amonio oxidgmigto oxidantes.

Amonio oxidantes Nitrito oxidantes
Nitrosomonas Nitrobacter
Nitrosococcus Nitrospira

Nitrosospira Nitrococcus
Nitrosolobus Nitrospina

Nitrosovibrio

Las bacterias amonio oxidantes oxidan el amonioitdéton mediante el proceso de
nitritacion (Ecuacion 1.1).

NH, +gOZDErﬁ3_>NOZ"+HZO+2H+ (Ec. 1.1)

El sustrato de estas bacterias es el amoniacg)(MHcual se encuentra en equilibrio con el
ion amonio (NH") en funciéon del pH (Anthonisegt al, 1976; Ganiguét al, 2007; Van Hulle
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et al, 2007). Dentro de este grupo de bacterias, las amindantes y estudiadas son las

Nitrosomonas sp

En el proceso de nitritacion, las bacterias amanimlantes transforman el amonio en
hidroxilamina (NHOH) mediante la enzima amonio mono-oxigenasa (AM®@)steriormente,
convierten la hidroxilamina en nitrito mediante émzima hidroxilamina o6xido-reductasa
(HAO). Durante esta etapa se produce el mayor coosle oxigeno disuelttel procesalobal
de nitrificacion (3.43 g ©por 1 g de N-Ni oxidado a N-N@).

En la segunda etapa del proceso de nitrificaciénetlugar la oxidacion de nitrito a nitrato
(nitratacién) por parte de las bacterias nitritddantes mediante un complejo enziméatico
denominado nitrito 6xido-reductasa (NOR) (Ecuacié®). Dentro de este grupo de bacterias,
las mas estudiadas son el géndlitrobacter sp(Schmid et al, 2000). En esta etapa se
consumen 1.14 g{por 1 g de N-N@ oxidado a N-N@.

NO; +%o2 0 PIP . NO; (Ec. 1.2)

Asi, durante el proceso de nitrificacién se produteonsumo de oxigeno de 4.57 gpor
1 g de N-NH" oxidado a N-N@. Por otro lado, seroducen dos moles de protones por cada
mol de amonio oxidado (Ecuacién 1.1). En este dentia alcalinidad presente en el agua
residual debe ser suficiente para mantener el pHl eango éptimo (7.0-7.5) para realizar la
nitrificacion, debido a que se consumen 7.14 g Ga@® 1 g de N-Ni oxidado a N-N@
(Metcalf and Eddy, 2003). Ademas, el proceso defindcion puede verse afectado por
diversos factores medioambientales, tales comdHellg presencia de téxicos (Metcalf and
Eddy, 2003), el amoniaco libre (NHy el acido nitroso (HNg) (Anthonisenet al, 1976;
Ganiguéet al, 2007).

Una vez se ha oxidado el amonio a nitrato, éstecigce a nitrégeno gas JNmediante el
proceso de desnitrificacion (Ecuacion 1.3). La dgBoacién es un proceso heterotréfico y
anoxico donde la reduccion de nitrato hastas@lrealiza por medio de diferentes enzimas. Los

productos intermedios son el nitrito (MY el oxido nitrico (NO) y el oxido nitroso (N).
NO; - NO, - NO - N,O - N, (Ec. 1.3)

Los géneros de bacterias desnitrificantes mas cesnson Alcaligenes, Paracoccus,

Pseudomonas, Thiobacillug Thiosphaera entre otros. La desnitrificacion se realiza en
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presencia de una fuente de materia organica (domdelectrones) y utilizando los 6xidos de
nitrgeno como aceptores de electrones en sustitutzl oxigeno disuelto (Cervantes-Carrillo
et al, 2000). Dependiendo de cual sea la fuente derimaigganica utilizada, las expresiones

que describen el proceso de desnitrificacion soet¢Mf and Eddy, 2003):

1. Materia organica presente en las aguas resil(Bdeiacion 1.4).

C,oH10,N +10NO; — 5N, +10CO, +3H,0+NH, +100H™  (Ec. 1.4)

2. Materia organica producida durante la muertela$e microorganismos (enddgena)

(Ecuacion 1.5)

C.H,NO, +50, - 5CO, + NH, +2H,0 (Ec. 1.5)

3. Materia organica como fuente de carbono exé@mesanol o acetato) (Ecuaciones 1.6 y

1.7, respectivamente).

5CH,OH +6NQ; — 3N, +5CO, +7H,0+60H" (Ec. 1.6)

5CH,COOH +8NO; — 4N, +10C0O, +6H,0+80H" (Ec. 1.7)

El proceso de desnitrificacién provoca un increroal pH debido a un aumento de la
alcalinidad presente en el medio, ya que se apddanedia 3.57 g de alcalinidad en forma de
CaCQ por 1 g de N-N@ reducido a M Sin embargo, la aplicacién conjunta del proceso d
nitrificacién-desnitrificacién reduce la cantidae productos quimicos necesarios para controlar
el pH, ya que el proceso de nitrificacién causadisminucion del pH mientras que el proceso

de desnitrificacién lo incrementa.

El rendimiento del proceso de desnitrificacion eg@cionado con la concentracion de
materia organica biodegradable presente en el rafluePor esta razon, cuando la carga
amoniacal es elevada, la desnitrificacion no e<tigie por la falta de materia organica
biodegradable. Asi, Helmer-Madhekal (2002) expusieron que para aguas residualesran u
baja relacién C:N es necesario adicionar una fuextierna de materia organica para completar
el proceso de desnitrificacion. Mientras que cdacienes de C:N inferiores a 2.5 no se alcanza
una desnitrificacion optima, con una relacion dBl Guperior a 4, la tasa de desnitrificacion
aumenta un factor de 1.5 a 1.7. En este sentideldaion C:N se ha de ajustar para tener un

proceso desnitrificante eficiente (Cervantes-Qareit al.,, 2000).
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Sin embargo, para realizar el tratamiento de aggsduales con una elevada concentracion
de nitrdgeno amoniacal y una baja concentraciormeeeria organica biodegradable no es
sostenible aplicar el proceso convencional defic&gion-desnitrificacion debido al elevado
coste econdmico asociado. A continuacion se prasena relacion de este tipo de aguas

residuales, realizandose una descripcién detatladas lixiviados de vertedero.
1.5 Efluentes con elevada carga amoniacal. Lixalos de vertedero

Existen diversos tipos aguas residuales que camtieama elevada carga de nitrégeno
amoniacal y una baja concentracion de materia @agdmodegradable, tales como efluentes de
digestores anaerobios, lixiviados de vertederonparde cerdo o efluentes de aguas residuales

industriales (alimentaria, conservera, curtidos,enjre otros, que se resumen en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Relacion del contenido de nitrdgeno amoniacal yndeeria organica en diferentes aguas residuales
(Adaptado de Dosta, 2007).

Tipo de Agua Nitrégeno amoniacal DQO DBOs Referencia
Residual (mg N-NH,"-L™) (mg oL  (mg Ol
403-997 119-530 9.5-86.7 Caffarzal (2005)
840+99 10444855 - Fuxet al (2003)
Efluente Digestores 910 610 140 Wyffelgt al (2003)
Anaerobios 1000 810 230 Hellingat al (1999)
1250-1700 700-1000 - Wett al (1998)
1100-2100 81 23 Strowt al (1997a)
- ; - Kalyuzhnyi and Glad. (2004
Lixiviados de 780-1080 9660-20560 yuzhny (2004)
1150-3223 3200-6100 136-1059 Ganigu@l (2007)
vertedero
1275-5500 14600-70800 - Vilar et al (2007)
970450 2940+1100 - Hwang et al (2005)
Purines de cerdo 1582-1680 18408-19117 - Magri and Flotats (2000)
4320£170 56200+£1370 - Ahet al (2004)
Efluente industria 123-185 1940-2700 - Muratet al (2003)
curtidos 160-270 300-1400 - Carucciet al (1999)
Efluente industria ) ]
o 1060 3000 990 Abelling and Seyfried (1992)
almidoén
Efluente industria
) ) 500-1200 3600-13000 - Mosquera-Coethl (2003)
alimentaria
Efluente industria
700-1000 1000-1368 - Dapena-Morat al (2006)

conserverd

W Dpespués de digestion anaeroffang COT- L.

La eliminacion de elevadas concentraciones deggtrd amoniacal junto con la presencia
de bajas concentraciones de materia organica biadi@gle es una tarea dificil debido a la

composicion de este tipo de efluentes.

11
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Uno de estos efluentes son los lixiviados de vertedue se generan durante el proceso de
transformacion y degradacion de la materia orgacicaenida en los residuos soélidos urbanos
(RSU) al ser depositados en los vertederos comperite con las infiltraciones del agua de
lluvia a través de cualquier material o superfggemeable, que disuelven y arrastran elementos

contaminantes.

Entre los principales problemas asociados a ladgesitegral de un vertedero o deposito
controlado de RSU esté la dificultad del tratanueté los lixiviados para poder verterlos al
medio natural. Por ello, la gestion de los lixivadde un vertedero incorpora balsas
impermeables y sistemas de canalizacién que eldtéimga al entorno y recuperan el liquido
producido para aplicar un método de tratamientewat#o. La Figura 1.4 muestra un esquema

de un vertedero de residuos soélidos urbanos dandepositan los lixiviados.

TRATAMIENTO
BIOGAS

TRATAMIENTO
LIXIVIADOS

Figura 1.4 Esquema de un vertedero de residuos sélidos ust{fdiménez, 2007)

Cada vertedero puede generar un lixiviado de rlazaay composicion diferentes. Su
aspecto es oscuro, tiene un olor fuerte y penetratiticil de ser confundido. En zonas de
acumulacién y/o estancamiento, éste puede presemdacapa superficial de varios centimetros
de espuma. La composicién quimica de los lixiviadesnuy compleja e inestable. Ademas,
este liquido arrastra todo tipo de sustancias masciencontrandose hasta 200 compuestos
diferentes, algunos de ellos muy toxicos y hastacedgenos, como el hexaclorobenceno

(HCB), el cloruro de vinilo, el cloruro de metiloebtetracloruro de carbono.

En la Tabla 1.4 se presenta una relacion de losipdles compuestos que se encuentran en

los lixiviados de vertedero.

12
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Tabla 1.4 Composicion media de los lixiviados procedenteldeertederos gestionados por la empresa CESPA.

Compuesto Media Maximo Minimo Unidades
DQO 10.517  34.000 177 mg Q-L*
DBO 2.897 12.400 29 mg G-L*
COoT 4.096 19.370 46 mg C-[*
Amonio 2.057 4.156 37  mgN-NH"-L*
Nitrito 31 116 0,056 mgN-NQ-L*!
Nitrato 216 900 0,20 mgN-NQ-L!
Fosfato 67 252 1 mg P-I*
Cloro 4.570 10.650 612 mg CI-L*
Sulfatos 835 1.867 100 mg SQ7-L*
Conductividad  26.483 91.750 1.178 uS-crit
pH 8,15 8,98 6,76 -

SST 5.216 42.766 18 mg-L*
Calcio 37 61 6 mg C&*-L*!
Magnesio 32,7 65,3 0,02 mg Md"*-L*
Hierro 15,96 45,60 0,15 mg Fe*.L!
Zinc 2,33 21,59 0,04 mg zrf*-L*t
Cobre 1,16 8,69 0,02 mg Cd*-L*
Plomo 0,22 0,96 0,001  mgPB"L?
Cadmio 0,10 0,91 0,001  mgcCdL*!
Cromo 1,09 3,20 0,03 mg Cr*.L?
Niquel 0,73 2,31 0,01 mg NF*-L*!

La composicion media de los contaminantes presemtes los lixiviados varia
considerablemente segun el area geografica, ladaladtrtedero, el tipo de residuo depositado
y el estado del lixiviado en el momento de tomamlzestra. Segun la edad del vertedero, los
lixiviados se pueden dividir en jévenes y maduiross lixiviados jévenes, procedentes de
vertederos con menos de dos afios en explotaciésemqan una elevada concentracion de
compuestos organicos biodegradables que a medidaagmenta la edad del lixiviado
disminuye y elevadas concentraciones de amonio.ePaontrario, los lixiviados maduros,
procedentes de vertederos con mas de diez afiogpdotagion, contienen, principalmente,

materia organica no biodegradable y elevadas ctracgones de amonio (Horat al., 1997).

Asi mismo, los lixiviados presentan elevadas comaeiones de sales (elevada
conductividad), asociadas principalmente a cloruyrosulfatos. También contienen metales
pesados, principalmente hierro, pero también crambre, plomo, cadmio, mercurio, niquel y
zinc, entre otros. Ademas, pueden contener coram@atres altas de sélidos en suspension, asi
como una elevada alcalinidad. Por ultimo, tambiéeden estar presentes microorganismos
patégenos, que disminuyen rapidamente a medidawuenta la edad del depdsito controlado

(lixiviados maduros).

13



Capitulo 1

Las variaciones de caudal y de concentracion dewgonantes de los lixiviados, debidas a
la evolucion del vertedero con su edad y a lasicamres ambientales, obligan al disefio de una
planta de tratamiento con una gran flexibilidad fdecionamiento. El tratamiento de los
lixiviados se puede realizar en el mismo vertedesm una planta de tratamiento externa. Los
sistemas mas extendidos en la actualidad son edrgtan el lixiviado en el mismo vertedero
(in-situ), gracias a los buenos resultados obtenidos y@drecimiento de las otras opciones.
Por el contrario, el tratamiento en un lugar distidel vertederoeik-sity, normalmente en
estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR)as o industriales, se emplea cuando
no hay mas opcidn y si estas instalaciones adnugggas orgénicas y de nitrdgeno muy
elevadas, aunque con poco caudal. Sin embargonvéb ele estos lixiviados a plantas de
tratamiento de aguas residuales depende de lastarésticas del lixiviado y del limite de la

capacidad de tratamiento de la EDAR.

Los criterios utilizados para realizar la eleccufel proceso mas adecuado dependen de
diferentes parametros, tales como la ubicaciérveekdero, la localizacion fisica de la planta
de tratamiento de lixiviados, la calidad y cantidhad lixiviado a tratar, la fuente de energia
disponible, los costes econdmicos (inversion ihigi@antenimiento, personal, reactivos, etc),
los requisitos legales para realizar la descardasymejores técnicas disponibles. Asi, en
funcién de estos criterios se aplicaran diferengss de tratamiento. En la Tabla 1.5 se
presenta una relacion de las tecnologias dispaniaen realizar el tratamiento de los lixiviados

de vertedero (Jiménez, 2007).

Tabla 1.5 Tecnologias disponibles para el tratamiento deididos de vertedero.

TECNOLOGIAS
CONTAMINANTE
Biologicos Fisico-quimicos Calorificos Membranas

Nitrégeno Fangos activos  Strippingamoniaco

SBRY o

. Oxidacion 5
) . Lecho fijo o Evaporacion

Materia Organica 5 Ozonizacion » ]

RBC® ] Evapocondensacion Osmosis Inversa

Carbodn Activo

MBR®

Sales Secado térmico Osmosis Inversa

Precipitacion quimica o
lones/Metales pesados y y Electrodidlisis
Coagulacion-Floculacion

- . L Filtracion
Solidos en Suspension Precipitacion ) .
Ultrafiltracion

M sequencing Batch Reacté? Rotating Biological Contactof® Membrane Bioreactor

Normalmente, se utiliza una combinacién de estowdoé para realizar un tratamiento

completo de los lixiviados de vertedero. No obstatd mayoria de estos métodos tienen un
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coste econdémico elevado debido al coste iniciakdeipamiento de la planta, al elevado gasto
energético para su funcionamiento y al uso freaueet aditivos quimicos. Por ejemplo, los
procesos de oxidacion avanzada (U\?TFH;ZOZ, UV/H,0,, UV/O3, UV/TIO,) se han propuesto
recientemente como una alternativa efectiva par&radhmiento de compuestos organicos
presentes en los lixiviados de vertedero. Sin egthagstas técnicas aplicadas a gran escala no
son siempre viables econdmicamente. Otros métooio® da 6smosis inversa o la adsorcion
con carb6n activo, Unicamente transfieren el coimante y no resuelven la problemética

medioambiental (Wiszniowslet al, 2006).

El mercado ofrece una gran variedad de tratamigteto® bioldégicos como fisico-quimicos
0 una combinacion de ambos (Tabla 1.5). La solugiés adecuada es un tratamiento integral
de los lixiviados, preferentemente en las instala®$ del vertedero, reduciendo la carga
contaminante a los valores exigidos por la legidtacrelativa al vertido de residuos
(1999/31/CE) y vertiendo a los cauces publicos cefisanos. Desde un punto de vista practico
y economico, el tratamiento biol6gico es la mejtgraativa para la eliminacién del nitrégeno
amoniacal y de la materia organica biodegradahle,apmbinado con los tratamientos fisico-
quimicos posteriores permite la eliminacion congplé¢ los contaminantes (metales pesados,

sales, sélidos en suspension, etc).

El proceso bioldgico de nitrificacion-desnitrifi¢ho es, probablemente, el método mas
economico y eficiente para tratar los lixiviadooqadentes de los vertederos controlados
(Wiszniowskiet al, 2006). Sin embargo, los lixiviados de vertedsn, generalmente, dificiles
de tratar de manera efectiva a través de los prece®Idgicos convencionales debido a la
elevada concentracién de nitrégeno amoniacal y lzaja disponibilidad de materia organica
biodegradable, lo que obliga a la adicion de fuermeternas de materia organica, con el

consiguiente coste econdémico asociado.

Por otro lado, los tratamientos fisico-quimicos es@tan instalaciones mas pequefias y
sencillas y son menos sensibles a las variacioakmddio. En cambio, los procesos fisico-
quimicos son mas costosos econémicamente que koslosébioldgicos generando un residuo
dificil de tratar, incrementado el coste final ti@tamiento de los lixiviados. De las técnicas

fisico-quimicas empleadas para el tratamientoxilddos se destacan las siguientes:

a) Stripping, que elimina el amoniaco del agua al ser arrastipad una corriente de aire.
b) Precipitacién quimica, que consiste en acelerar la decantacion de lbdosden
suspension agregando determinadas sustancias gsifgta técnica se utiliza para eliminar los

metales y algunas especies anionicas como sulfédoryro.
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c¢) Oxidacion quimica, que se utiliza para degradar los compuestos m@gmnefractarios
presentes en los lixiviados mediante agentes otedan

d) Adsorcién, donde se utiliza un filtro de carbdn activo paepurar las sustancias
contaminantes, principalmente, compuestos organicos

e) Osmosis inversaa partir de la cual se filtra el liquido a tradésmembranas a diferentes

presiones para eliminar, principalmente, compuestgdnicos y sales.

Asi, los aspectos econdmicos y técnicos marcardpcetie tratamiento mas adecuado para
cada caso concreto, combinandose en muchas ocasianes de ellos. Actualmente, ninguna
de las tecnologias asociadas al tratamiento deddads permite resolver el problema global por
si sola, lo que hace necesario la combinacion fdeedites tratamientos fisicos, biolégicos y/o
quimicos para reducir los niveles de contaminadiéros lixiviados. Por lo tanto, es necesario
encontrar nuevas soluciones y mejorar las tecradogh existentes para minimizar el impacto

de los lixiviados de vertedero en el medio ambiente

1.6 El proyecto CLONIC

Como se ha comentado anteriormente, el lixiviadegedo en los depdésitos controlados de
residuos sélidos urbanos presenta altos nivelesotiéaminacion y se caracteriza por una
elevada concentracion de amonio y materia orgamitau mayor parte no biodegradable, asi
como por una elevada salinidad (elevada conduetiyicEl tratamiento de los lixiviados es uno
de los principales problemas en la gestién de dmgdsontrolados. En este sentido, se pueden
utilizar diferentes técnicas para realizar el traémto de éstos, tales como procesos biolégicos
convencionales, osmosis inversa, oxidaciéon quimaagpocondensacion etripping del
amoniaco. No obstante, la aplicacion de estos niatéos por separado no resuelve
completamente el problema. Por ello, es necesarieoinbinacion de diversos tratamientos

(fisicos, quimicos y/o biol6gicos) para reducicémtaminacion generada por los lixiviados.

Ante la necesidad de hallar nuevas alternativaa lgacompleta eliminacion del nitrdgeno
amoniacal presente en los lixiviados de vertedero una baja relacion C:N, se ha llevado a
cabo el proyect@LONIC (Cierre del ciclo de nitrdgeno mediante tratandebiblégico de
lixiviados procedentes de depésitos controlados fareliminacion del nitrégeno a partir de
nitrito y posterior tratamiento térmico). El proy@cCLONIC (LIFEO3 ENV/000140, 2003-
2007), financiado por la Union Europea dentro degpama LIFE-Medio Ambiente, pretende
solventar la problematica existente en torno ahinéento de los lixiviados de vertedero. Este

proyecto ha sido llevado a cabo por la empresa GEER colaboracion con el Laboratorio de
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Ingenieria Quimica y Ambiental (LEQUIA) de la Uniselad de Girona y la Fundacion Agbar

(Aguas de Barcelona).

El proyectoCLONIC (www.lifeleachate.compropone como alternativa, para realizar el

tratamiento integral de los lixiviados de verteddeo aplicacion del proceso combinado de

nitritacion parcial y anammox seguido de un proakssecado térmico.

Las ventajas de la combinacién de estos dos pred@slbgicos son, principalmente, que la
cantidad de oxigeno necesaria para nitrificar pamgnte el amonio a nitrito es mucho menor
en comparacion con el proceso de nitrificacion-teBocacion tradicional y que ambos
procesos se desarrollan a partir de biomasa afitatr@s decir, sin la necesidad de la adicion

de fuentes externas de materia organica biodedgeadab

El efluente generado a partir de estos dos procstraita mediante el secado térmico para
eliminar el elevado contenido de sales, que pradueceresiduo sélido. La eliminacién de sales
presentes en el lixiviado se realiza, principalragmmbn procesos de separacion basados en
tecnologias de filtracion. Sin embargo, esto gemapmrtantes volimenes de concentrados, lo
que implica elevados costes econdmicos para sarnmrsgjestion y tratamiento. En este sentido,
el proceso de secado térmico es una alternativarsble para el tratamiento de estos efluentes
con bajas concentraciones de nitrdgeno y mateganica pero con elevadas concentraciones
de sales, utilizando como fuente de energia laipropmbustion del biogas generada en el
vertedero (Baet al, 1998).

En consecuencia, la combinacion de los tratamieh¢ositritacion parcial y anammox con
el proceso de secado térmico, representa una atitexrtécnica, econémica y ambiental con
importantes ventajas respecto a los actuales tieéms fisico-quimicossripping amoniaco,
oxidacion quimica,...) y biologicos tradicionales tiificacion-desnitrificacion). En este
sentido, se llevd a cabo un estudio econémico maediental con la finalidad de evaluar y
comparar el coste econémico ambiental de un trataimiconvencional de lixiviados (oxidacion
hameda con peréxido seguida deipping del amoniaco) con la combinacion de los procesos
de nitritacién parcial, anammox y secado térmicos lkesultados obtenidos en este estudio
muestran que el coste medioambiental para un tratéonconvencional es de 0.02566 € por
litro de contaminante. En cambio, para el proyeCtdNIC, la eliminacion de un litro de
contaminante supone un coste de 0.01331 €, loigo#dica obtener un ahorro del 48% (Vives
et al, 2007)
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El proyectoCLONIC ha sido reconocido por la Union Europea como undod mejores

proyectos de investigacion relacionados con el dga#&o del marco del programa LIFE.

El presente trabajo, enmarcado en el proy€tt®@NIC , corresponde al estudio llevado a
cabo en relacién a la puesta en marcha, enriqueaioy operacion del proceso anammox para

su posterior aplicacién al tratamiento de lixiviadke vertedero.

1.7 Proceso anammox

1.7.1 Antecedentes y caracteristicas del procesmaammox

La eliminacién biolégica de nitrégeno de las aguesiduales es, habitualmente, llevada a
cabo mediante el proceso combinado de nitrificadiésnitrificacién. Sin embargo, como ya se
ha comentado anteriormente, la aplicacién de estepo para el tratamiento de afluentes con
una elevada carga de nitrégeno amoniacal y una d@jaentracion de materia organica
biodegradable incrementa considerablemente logs@stondmicos. Por una parte, el proceso
de nitrificacidn necesita un elevado aporte de exbgpara oxidar el amonio a nitrato (4.57 g
0O.,-g* N-NH," oxidado). Por otra parte, para llevar a cabo eteso de desnitrificacion es
necesario la adicion de materia organica (4.6 g DBON-NO; reducido), incrementando asi

el coste por la adicién de reactivos quimicos.

Una nueva alternativa es el procesammox (anaerobic ammonium oxidatinprevia
nitritacion parcial del amonio. En este procese,lacterias anammox oxidan el amonio bajo
condiciones anaerobias, utilizando el nitrito caaeptor de electrones, para producir nitrogeno
gas (Strougt al, 1997a; Jetteat al, 1999; Strous, 2004).

La caracteristica principal del sistema anammoxg&s no necesita materia organica
biodegradable para desnitrificar debido a que lastdnias implicadas en el proceso son
quimiolitoautotréficas, es decir, obtienen el carbamecesario para su crecimiento a partir del
carbono inorganico (Stroet al, 1997a; Jetteat al, 1999). Ademas, para el tratamiento previo
de nitritacion parcial se requiere un menor consul®mxigeno. Estas dos caracteristicas se
pueden considerar como una ventaja respecto akswode nitrificacidn-desnitrificacion. Al
mismo tiempo, la biomasa generada por la biomasmaiox (0.066 mol C-mﬁlNH[enmmada
es menor que la producida por los procesos conwealeis (0.105 mol C-mbINH[e"mmadc),

disminuyendo notablemente los costes de operacitintsatamiento de fangos.
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Este nuevo proceso es una prometedora alternanzagb tratamiento de aguas residuales
con elevadas concentraciones de amonio y bajasectaciones de materia organica
biodegradable (baja relacion C:N), tales como lades de vertedero, efluentes de digestores
anaerobios o purines de cerdo. En la Tabla 1.@&dlah algunos ejemplos de aguas residuales
de distinta procedencia en las que se ha probadficiancia del proceso anammox en planta

piloto.

Tabla 1.6 Contenido de nitrdgeno amoniacal en diferenteserdes residuales tratadas por el proceso anammox.

Afluente NH," (g N-NH,"-L?) Referencia
2.0 Strouset al (1997a)
Efluente digestores anaerobios 1.2 Van Dongert al (2001)

0.6 Fuxet al (2002)

Lixiviados de vertedero 0.3 Siegrettal (1998)
burines de cerdo 4.3 Ahnet al (2004)

0.2 Hwanget al (2005)

Conservera de pescado 1.0 Dapena-Morat al (2006)

Broda (1977), fue el primero que postuld, a patéircalculos termodinamicos, la posible
existencia en la naturaleza de microorganismosceapde realizar la oxidacion anaerobia del
amonio, la cual se creia que sélo podia llevareale en condiciones aerobias. En 1995,
Mulder et al. confirmaron experimentalmente la teoria desadallpor Broda, al observar, en
un reactor de lecho fluidizado de la planta deatméénto de aguas residualesGist-Brocades
(Delft, Paises Bajos), la eliminacion simultanea de amgmiitrato en condiciones anaerobias,
que directamente se transformaban en nitrogenoEss. nuevo sistema de desnitrificacion,

patentado en el afio 1992R-0-327-184-A), se denomin@nammox

Posteriormente, Van de Graef al (1995) demostraron que el proceso anammox es un
proceso biolégico ya que la concentracion de biamasponsable de esta oxidacién es
proporcional a la velocidad de consumo de amoniutyto. Ademas, determinaron que el
aceptor de electrones era el nitrito y no el rotr&trouset al (1998) propusieron, a partir de
trabajos experimentales en un SBEfequencing Batch Reac)pta estequiometridel proceso

anammox (Ecuacién 1.8):

NH; +132NQ; +0.066HCG; + 013H" — 102N, + 026NQ; +0.066CH,0pN,,s + 203H,0  (EC. 1.8)

Como se puede observar en esta ecuacion, la nelemddar nitrito:amonio en el afluente

debe ser de 1.32 moles de NPor mol de NH'. Para conseguir esta relacién en las aguas
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residuales susceptibles de ser tratadas por eegwognammox es necesaria una etapa previa,
donde se oxide parcialmente el amonio a nitritrifacion parcial). De este modo, la aplicacion
del proceso combinado de nitritacion parcial y amam permite disminuir la energia necesaria

para llevar a cabo los procesos, reduciendo laesdstales (Dapena-Mora, 2007).

El proceso anammox no elimina completamente ebgstno, ya que a parte del nitrégeno
gas generado (1.02 moles-ol* NH, eiminad) S€ Obtiene una pequefia cantidad de nitrato
(0.26 moles N@-mol* NH,; eiminad9- ESta produccion de nitrato se debe a la oxidadi® una
parte del nitrito en condiciones anaerobias (Stetual, 1998). La energia obtenida en esta
reaccién se utiliza para la fijacién del £€Que permite el crecimiento de nuevas células. Al
mismo tiempo, segun la estequiometria de la reacs@produce un consumo de protones (0.13
moles H-mol"NH, eiminagd que provoca un aumento de pH debido a la activitéala biomasa

anammox.

Por otro lado, el crecimiento de la biomasa anamesomuy lento, con una baja velocidad
especifica de crecimiento maximan{=0.065 d) y, por consiguiente, un tiempo de
duplicacion (t=In 2/unay) de 11 dias (Stroust al, 1998; STOWA, 2001). Sin duda, este es el
punto critico para enriquecer los microorganismoananox y llegar a aplicar el proceso a
escala industrial. Si se compara con la velocidgubafica de crecimiento de las bacterias
nitrificantes, éstas presentan velocidades diezes/esuperiores (44,=0.77 d" para las

Nitrosomonas/ pms=1.08 d' para ladNitrobactes).

Este lento crecimiento de las bacterias anammak reshcionado con la baja velocidad
especifica de consumo de amonio, 0.04 pmo}'Nikty proteind-min*, siete veces menor que
la velocidad especifica de las bacterias amonidames, 0.3 pmol NFtmg proteind-mir*
(Strouset al, 1998). En este sentido, la baja velocidad deiriento de las bacterias anammox
requiere periodos de puesta en marcha elevadd&niflo necesario para poner en marcha y
enriquecer la biomasa anammox puede oscilar eage2ly los 6 meses, dependiendo del
in6culo escogido, de la tecnologia utilizada y afelente a tratar. Una vez realizada la puesta
en marcha del proceso, las bacterias anammox adqui@ color rojizo debido al aumento de

la actividad de la biomasa anammox y del citocr@no

Al mismo tiempo, Strous (2000) determiné que esfacidad especifica maxima depende
del pH y de la temperatura y que la actividad debkcterias anammox esta influenciada por la
especie enriquecida, el afluente tratado y la gondicion del proceso llevado a cabo. Ademas,

calcul6 la energia de activacion (70 kJ-M,") y la entalpia libre o energia libre de Gibbs
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(AG® =-357 kJ-maiNH,") del proceso anammox, similares a las que preséosaorganismos

guimiolitoautotroficos aerobio\G° =-315 kJ-motNH,*, Wiesmann, 1994).
1.7.2 Microbiologia del proceso anammox

A partir de estudios con técnicas moleculares delificacion del ADN con PCR
(Polymerase Chain Reactipg posterior secuenciacion, las bacterias anansadaentificaron
y clasificaron dentro del Dominio Bacteria, pertapates al Filo Planctomycetes y en el Orden
de los Planctomycetales (Fuerst, 1995; Stedwel, 1999a). Las bacterias anammox carecen de
peptidoglicano en su pared celular, tienen un Umicmpartimento gnammoxosomay se
dividen por gemacion, en contraste con la divigionfision binaria de la mayoria de bacterias
(Van Niftrik et al, 2004; Fuerst, 2005).

Hasta el momento se han identificado diversos génde bacterias que realizan el proceso
anammox: Candidatus Brocadia, Candidatus Kuenenia y Candidatus Anammoxoglobus,
encontrados en plantas de tratamiento de aguakiadss, yCandidatusScalindua, localizado
en ambientes marinos, como el Mar Negro, la caeiele Benguela y/o el Mar de Arabia.
Dentro de cada género se han descubierto difereapegies, las cuéales se detallan en la Tabla
1.7.

Tabla 1.7 Relacién de las especies anammox localizadadenmelies ambientes.

Localizacién Especie Referencia
Ca.Brocadia anammoxidans Stroeisal (1999a)
Plantas tratamiento  Ca. Brocadia fulgida Kartalet al (2004)
aguas residuales  Ca.Kuenenia stuttgartiensis Schngtial (2000)

Ca. Anammoxoglobus propionicus Kartal et al. (2007b)

Ca. Scalindua sorokinii Kuyperet al (2003)
) . Ca. Scalindua brodae Schmidet al (2003)
Ambientes marinos . _ _
Ca. Scalindua wagneri Schmidet al (2003)
Ca. Scalindua arabica Woebkenret al (2008)

Los género£a. Brocadia yCa. Kuenenia son los mas hallados en la mayoria deliesty
enriquecimientos realizados por los diferentes dtigadores a lo largo de estos Ultimos afios.
La diferencia principal entre las especi€s. Brocadia anammoxidans €a. Kuenenia
stuttgartiensis es que a pH=8 y 40°C la espéaidBrocadia anammoxidans tiene una actividad
especifica méas elevada, 55 nmelmg proteind-min® (Jettenet al, 1999),quela especieCa.

Kuenenia stuttgartiensis, 26 nmoJ-hig proteind-min* (Egli et al, 2001), a pH=8 y 37°C.
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Cabe resaltar que la diferencia de temperatura atla @studio puede influir en las
actividades especificas obtenidas. Por otro lalgérero Kuenenia tiene una tolerancia al

nitrito y al fosfato superior a la del género Brdiea(Egliet al, 2001).

Recientemente se ha secuenciado el genoma de daie€a. Kuenenia stuttgartiensis

(http://www.genoscope.cns)ffruto de la colaboracion de diversos investigaddStroust al.,

2006). No obstante, aun no se ha conseguido &sl@acterias anammox en un cultivo puro.

1.7.3 Bioquimica del proceso anammox

El proceso anammox esta fuertemente estimulado dopsr intermedios quimicos: la
hidroxilamina (NHOH) y la hidracina (bH4) (Strouset al, 1999b; Jetteet al, 2005b). Jetten
et al (2001) determinaron que las bacterias anammosurnian rapidamente estos compuestos
durante los diez primeros minutos de la reaccidnlaBmisma linea, Van de Grastfal (1997)
expusieron que cuando se adicionaba hidracina,séstansumia rapidamente por la biomasa

anammox.

Posteriormente, Strowt al (1999b) afiadieron hidroxilamina e hidracina pesdablecer el
proceso anammox, después de producirse la inhibid& sistema por la acumulacion de
nitrito. En este sentido, Ahn and Kim (2004) afemtieestos intermedios para estimular la
biomasa anammox y restaurar el proceso ante laidaidm provocada por la acumulacion de
nitrito. Si nos centramos en la ruta metabdlica gdedceso anammox (Figura 1.5), la
combinacion de amonio e hidroxilamina forma el casgto hidracina, que finalmente es

oxidado a nitrégeno gas.

N,H,

so NH,OH

de
NO, NO,

Figura 1.5 Ruta metabdlica del proceso anammox a partir sientermedios de reaccién: hidroxilamina (JIHH) e
hidracina (NH,) (Schalket al, 2000).
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Esta oxidacion produce 4ejue se utilizan para realizar la reduccion deitoita
hidroxilamina y empezar de nuevo la reaccién anammarante esta reaccion, una parte del
nitrito es oxidada a nitrato generando los eleesonecesarios para el crecimiento autotréfico
reduciendo el Cg(Van de Graagt al, 1996). Por otro lado, estudios recientes hanodaado
que hasta que la hidroxilamina no estd completaanemisumida, no empieza a disminuir la

concentracion de hidracina durante el proceso ameni€artalet al, 2008).

La hidracina, compuesto intermedio producido dwaet metabolismo del proceso
anammox, es un compuesto toxico para los microsges anammox si se acumula durante
largos periodos de tiempo (Schalkkal, 1998). Para evitar esta elevada toxicidad, dasebias
anammox contienen un organulo intracelular llamadammoxosomala hidracina queda
confinada en el interior de la membraardammoxosomavitdndose la inhibiciéon del proceso.

En la Figura 1.6 se representan los componentekaes de las bacterias anammox.

Pared celular

Membrana citoplasmatica

anammoxosoma

Membrana anammoxosoma

riboplasma

nucleoide
Membrana introcitoplasmatica
parifoplasma

Figura 1.6 Esquema de los componentes celulares presenias leacterias anammox (Van Niftek al, 2004).

El anammoxosomeepresenta, aproximadamente, el 30% del volumtemio de la célula 'y
esta rodeado por una membrana lipidica escalomaeimi§rana anammoxosojneon mdaltiple
concatenacion de anillos de ciclobutano, muy comapacinusual, Unicamente encontrada en
bacterias anammox (Sinninghe Dametéal, 2004; Van Niftriket al, 2004). La reaccion
catabdlica del proceso anammox tiene lugar en tekiam del anammoxosomdSinninghe
Damstéet al, 2002). El material nucleanicleoidé de la célula esta contenido en el interior de
una doble membranain{rocitoplasmaticy, tipica de los Planctomycetes. Ademas del
anammoxosomahay otros dos compartimentos separados por meabrpresentes en el
citoplasma: elriboplasma que contiene ribosomas con las proteinas asocigdas

parifoplasma
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Un posible mecanismo bioquimico del proceso anamseopresenta en la Figura 1.7 (Van
Niftrik et al, 2004), dénde se observa como el amonio {Né& combina con la hidroxilamina

(NH,OH) para formar hidracina gN,) mediante la enzima hidracina hidrolasa (hh).

NH,*

riboplasma

anammoxosoma

H,O
Figura 1.7 Mecanismo de la reaccion anammox en la membrdrendenmoxosomdaiZO: hidracina oxidasa; hh:
hidracina hidrolasa; nir: nitrito reductasa. (Adafa de Van Niftriket al, 2004).

La hidracina es oxidada a nitrégeno gasg) (dor la enzima hidracina oxidasa (HZO). Esta
oxidacion tiene lugar en el interior dehammoxosomadonde se generan 4h 4€ y el
producto final es nitrégeno gas (Sinninghe Darasid., 2002). En efiboplasma estos 4eson
utilizados junto con 5Hpor la enzima nitrito reductasa (nir) para redwtinitrito (NO,) a
hidroxilamina y empezar de nuevo el proceso anamfidagnen and Jetten, 2001; Schnadt
al., 2003; Van Niftriket al, 2004).

Sin embargo, estudios recientes han demostradcegued metabolismo de las bacterias
anammox la hidroxilamina no funciona como interraeédi Segun Stroust al (2006), es el

oxido nitrico (NO) el que actia como intermedial& proceso anammox.

1.7.4 Localizacién de las bacterias anammox

Las investigaciones realizadas tanto en sistemasahes como en sistemas de tratamiento
de aguas residuales evidenciaron, a partir dedtmbes de materia realizados, que el proceso
anammox estaba relacionado con las pérdidas dgyeito detectadas en estos sistemas. En este
sentido, se puede afirmar que los microorganismmmanox Se encuentran en sistemas
naturales tales como lagos, estuarios o fosas asafdalsgaard and Thamdrup, 2002), aunque
en concentraciones muy bajas, y en diferentesnsstede tratamiento de aguas residuales
(Siegristet al,, 1998).
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Mulder et al. (1995) observaron en un reactor de lecho flu@hza conversion de amonio y
nitrato a nitrégeno gas en condiciones anaerol®asteriormente, Siegrisgt al (1998)
encontraron bacterias anammox en un reactor bmddgdtativo de contacto que trataba
lixiviados de vertedero. Egkt al (2001) enriquecieron bacterias anammox a padiud
inoculo procedente de un sistema de tratamientolid@ados que contenian elevadas
concentraciones de amonio y bajas concentraciomesatieria organica biodegradable. En este
sentido, Helmer-Madhokt al. (2002) detectaron pérdidas de nitrdgeno en resgi@erobicos
que operaban con biomasa fijada. En estos casda,parte mas interna dblofilm, donde la
concentracion de oxigeno disuelto es nula, es deadeanifiesta la actividad de las bacterias

anammox.

La mayoria de estos sistemas en donde se ha dktdatpresencia de bacterias anammox
trabajaban con elevadas concentraciones de nimGmoniacal, combinando zonas aerobias y
anoxicas y a temperaturas elevadas (Siegriat, 1998; Egliet al, 2001; Helmeet al, 2001;
Hippenet al, 2001). Estas condiciones aumentaban la probatilde detectar a las bacterias

anammox.

Los microorganismos anammox juegan un papel imptten el ciclo biogeoquimico
global del nitrégeno (Jettest al, 2002, 2005a). Estas bacterias estan presentiisesidad de
ecosistemas como estuarios, fosas marinas y ereaho artico (Jetteet al, 2003). Diversos
investigadores determinaron que la biomasa anameooxribuia hasta en un 50% en la
produccion de Bgas a partir de los ecosistemas marinos, comoaelNegro (Kuyperst al,
2003; Dalsgaardet al, 2005). Ademéas, mediante balances de materiaalizaado el
seguimiento de la trazabilidad a través del is6tbplp se comprobé que la contribucion del
proceso anammox en la produccion total de nitrogga® (N) se situaba entre un 30 y 70%
(Jetteret al, 2005a).

1.7.5 Factores que afectan a la actividad de lbacterias anammox

El proceso anammox es sensible a alteracionessdiiferentes parametros que intervienen
en el sistema y a la presencia de toxicos e inbibg] lo que puede retardar la puesta en marcha
del proceso. A continuaciéon, se presenta la inflisenle los pardmetros fisicoquimicos que
intervienen en el proceso (pH, temperatura, oxighsgelto, entre otros), asi como los efectos
de la concentracién de sustrato (amonio y nitrjgedducto (nitrato) y materia organica sobre la

actividad de la biomasa anammox.
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1.7.5.1 Efecto del pH

La actividad de las bacterias anammox puede véestada por el pH. Segun Jettenal
(1999), el rango de pH activo para llevar a cabmreteso anammox esta entre 6.7 y 8.3, con un
pH 6ptimo de 8 para la espe€a. Brocadia anammoxidans, en el que se obtiene la ntaya
de eliminacion de amonio y nitrito. En la Tabla 568 presenta la actividad de la biomasa
anammox Ca. Kuenenia stuttgartiensis) obtenida a partir dsagos erbatchrealizados a 37°C

utilizando el amonio y el nitrito como sustratos.

Tabla 1.8 Efecto del pH sobre la actividad de las bactexteanmox (Eglet al, 2001)

Valor pH Actividad biomasa anammox imol N,-(mg proteina-min))
6.0 Actividad nula 0
6.5 Actividad nula 0
7.0 Actividad media 14.8
7.5 Actividad maxima 24
8.0 Actividad maxima 26.5
8.5 Actividad observada nd
9.0 Actividad observada nd

*
no determinado

Segun Egliet al (2001), la maxima actividad anammox observadab$evo a valores de
pH de 7.5y 8.0 (24.0 y 26.5 nmo}-Xing proteina-minj, respectivamente). Sin embargo, no se
observé actividad anammox a valores de pH infesiaré.5, pero si que se observo a valores de
pH superiores a 8.5. En este sentido, Ahal (2004) operaron un reactor anaerobio de lecho
de lodos con flujo ascendenté&JASB(Upflow Anaerobic Sludge Blanjeaton purines de cerdo
y obtuvieron un efluente con un valor de pH de €rB observarse inhibicion del proceso
anammox. En cambio, Fugt al. (2004) observaron la pérdida completa de la iaetids

anammox a un pH de 9.3.

1.7.5.2 Efecto de la temperatura

Strouset al (1999b) calcularon las velocidades de eliminaciérsustrato y de generacién
de nitrato a diferentes temperaturas. Estos autdesrvaron que la temperatura Optima para
llevar a cabo el proceso anammox oscilaba entnye 83°C. En este sentido, para determinar la
temperatura 6ptima a la que operan los microorgayssanammox, Egét al (2001) llevaron a
cabo estudios ebatch a diferentes temperaturas (entre 10 y 45°C). Laim@ actividad

anammox observada fue a 37°C. Por otro lado, nobservé actividad anammox a una
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temperatura de 45°C y la actividad a 11°C era n @4 la observada a 37°C. Entre 20 y 37°C

se determiné una actividad anammox inferior a kemida a 37°C.

1.7.5.3 Efecto de la concentracion de oxigeno widto

Strouset al (1997b) determinaron, a través de ensayobatoh que a concentraciones
superiores al 0.5% de oxigeno disuelto de satura¢éddbiomasa anammox era inhibida. La
actividad de las bacterias anammox se recuperabadouse restablecian las condiciones
anaerobias en el interior del reactor, aportandéray/o CQ al sistema. Del mismo modo, Egli
et al (2001), observaron que una vez eliminadas coraxanes de 0.25, 0.5 y 1% de oxigeno
disuelto de saturacién, la actividad anammox ereuperada totalmente. Segln estos
investigadores, esto indicaba una inhibicion raltrsdel proceso después de mantener la

biomasa anammox en contacto con oxigeno.

1.7.5.4 Efecto de la velocidad de agitacion

El mecanismo de como las fuerzas hidrodinamicdsyien en la formacién y estructura de
biofilms y granulos no esta todavia descrito. Sin embdayaelocidad de agitacion es un
parametro a tener en cuenta a la hora de poneraechany enriquecer un reactor anammox.
Arrojo et al (2006) determinaron el efecto del estrés mecac@sado por la velocidad de
agitacion en la biomasa granular anammox enriqaezidun SBR. Entre 60 y 180 revoluciones
por minuto (rpm) no se observo la inhibicion dedgaso anammox. En cambio, a velocidades
de agitacion superiores a 250 rpm la actividad @Bpa de la biomasa anammox decrecia un
40% debido a la desestabilizacién del sistema man@ por la muerte celular y la ruptura de
los granulos. Al romperse el granulo la retenci@n la biomasa en el sistema disminuia,
provocando su pérdida por el efluente y en conseiaieina menor eliminacién de nitrégeno, la

acumulacion de nitrito y la inhibicion del proceso.

1.7.5.5 Efecto de la concentracion de sustratgyoducto

Strous et al (1999b) determinaron que las bacterias anammoeraa inhibidas por
elevadas concentraciones de amonio y nitrato (1Lg)NSin embargo, en este mismo estudio
se comprob6 que el proceso era inhibido por lagm@a de nitrito cuando la concentracidn era
superior a 100 mg N-NOL™. En la Tabla 1.9 se presenta la concentracioritd®m la cual se

inhibe el proceso anammox segun diferentes estueddizados.
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Tabla 1.9 Relacién de las concentraciones de nitrito inbifds para el proceso anammox.

Género NGO (mg N-NGy-L?) Referencia

70 Van Dongeret al (2001)
CandidatusBrocadia 100 Strouset al (1999b)

140 Jetteret al (2005a)

60 Fuxet al (2002)
CandidatusKuenenia 60 Arrojo et al (2006)

180 Van de Graakt al (1996)

180 Egliet al. (2001)
CandidatusScalindua 100-140 Schmidet al (2004)

180 Schmidet al (2003)

Analizando las concentraciones de nitrito que iehilel proceso anammox (Tabla 1.9) se
deduce que los géner@a. Kuenenia y Scalindua tienen una tolerancia masadeeal nitrito
que el géner€a. Brocadia. Sin embargo, cuando més elevada esnlzentracion de biomasa
anammox se produce una mayor degradacion de njtptar lo tanto una menor acumulacion e
inhibicion del proceso.

1.7.5.6 Efecto de la materia organica

La mayoria de corrientes de aguas residuales dildespde ser tratadas mediante la
combinacion de los procesos de nitritacion pargishknammox contienen una fraccion de
materia organica, ya sea biodegradable o no. Liadatde la fraccion biodegradable de esta
materia organica en un reactor anammox puede paovet desarrollo de la biomasa
heterotrofica desnitrificante. En condiciones anégiy en presencia en el medio de nitrito y
nitrato, la materia organica biodegradable se aorspor los microorganismos desnitrificantes
heterotroficos para producir nitrégeno gas. En sstaido, diversos estudios han confirmado el
efecto de la materia organica, tanto positivo (Giateal, 2005; Jianlong and Jing, 2005; Kartal
et al, 2007b; Sabumon, 2007) como negativo (Toh andchdlsh2002; Ahn, 2006), sobre la

biomasa anammox.

Los microorganismos anammox son poco competitivasgb sustrato, mientras que los
organismos heterotréficos tienen una elevada athidetteret al, 1999; Ahn and Kim, 2004;
Chamchoiet al, 2008). De este modo, hay una competencia poitro entre la biomasa
anammox y los microorganismos heterotréficos deBo#intes en presencia de materia
organica biodegradable. No obstante, la desnadfén heterotréfica esta limitada por la

disponibilidad de materia organica biodegradable.
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Strouset al (1997a) demostraron la viabilidad de la coexistede los procesos anammox
y desnitrificacion heterotrofica para tratar aguesiduales con presencia de materia organica
biodegradable. En este contexto, Akt al (2004) investigaron la contribucién de los
organismos autotroficos y heterotréficos en la elanion de nitrégeno y materia organica
mediante balances de carbono y nitrdgeno. Estastigadores trataron purines de cerdo con
una relaciéon C:N de 11 g DQC-J-N en un reactor UASB, obteniendo una conversién
nitrégeno de 0.66 kg N-frd* con una carga de materia organica de 6 kg DQ@-mAdemas,
calcularon que el 80% del nitrito eliminado seimsdda a través del proceso anammox, mientras
que el restante se eliminaba mediante el proceslesttrificacion heterotréfica. Sin embargo,
Ahn (2006) determinaron que la coexistencia de ilmhsa anammox y las bacterias
desnitrificantes heterotréficas durante la puestaarcha del proceso disminuia la eliminacion

anaerobia del amonio.

Estudios recientes han determinado la eliminaciénteria organica por parte de las
bacterias anammox y los microorganismos heterotréfiSegin Guveet al. (2005) diversos
acidos organicos (acetato y propionato) fueron amkid por las bacterias anammox y las
bacterias desnitrificantes heterotroficas. El camsule propionato se produjo al mismo tiempo
que la eliminacién de amonio y nitrito por parte ldebiomasa anammox. En este mismo
estudio, se determind que el nimero de bacteras@ox y desnitrificantes heterotroficas no
varié significativamente durante 150 dias. Estoicihidque las bacterias anammox y los

organismos desnitrificantes heterotréficos competiisfactoriamente por el propionato.

En este sentido, Kartat al (2007b) descubrieron una nueva especie anam@ax,
Anammoxoglobus propionicus, que podia competir ¢os organismos desnitrificantes
heterotroficos por la oxidacion del propionato emspncia de amonio, nitrito y nitrato.
Posteriormente, Kartat al (2008) demostraron, mediante diversos experinsegribatch que
otra especieCa. Brocadia fulgida, oxidaba acetato a una velocidatlagla. Sin embargo, la
biomasa anammox no incorporaba directamente estatacEsta misma especie era capaz de
oxidar otros compuestos organicos como por ejemplformiato y el propionato. De este
modo, se concluyd que las bacterias anammox temianetabolismo mucho mas versatil del
gque hasta la fecha se conocia (Gietal, 2005; Kartalet al, 2007a; 2007b; 2008).

En la Tabla 1.10 se muestra una relacion de laxideldes de oxidacion de los diferentes
acidos organicos (formiato, acetato y propionato)garte de diferentes especies anammox. Las
velocidades de oxidacién de formiato y acetatolparspecieCa. Brocadia fulgida eran mas
elevadas que las que presentaban las otras espadmEmas, la velocidad de oxidacion del

propionato por parte de la biomaSa. Brocadia fulgida fue, aproximadamente, tres vecés m
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elevada que las especi€s. Brocadia anammoxidans @a. Kuenenia stuttgartiensis pero la

mitad que la espectéa. Anammoxoglobus propionicus.

Tabla 1.10Velocidades de oxidacion de &cidos organigmsd|-(g proteina-miff) de las diferentes especies
anammox (Kartaét al, 2008).

Ca.Brocadia Ca.Kuenenia Ca.Anammoxoglobus Ca.Brocadia

anammoxidans stuttgartiensis* propionicus* fulgida

Formiato 6.5+0.6 5.8+£0.6 6.7+0.6 7.6x0.6
Acetato 0.57+0.05 0.31+0.03 0.79+0.07 0.95+0.04
Propionato 0.12+0.01 0.12+0.01 0.64+0.05 0.31+0.07

Velocidades de oxidacion tomadas de Kaetall (2007b)

No obstante, diversos estudios demostraron lostosfenegativos de determinados
compuestos organicos sobre el proceso anammox.st@eneodo, Toh and Ashbolt (2002)
demostraron que el proceso anammox se inhibiagadicion de elevadas cargas de fenol
procedentes de las aguas residuales de una faleritatamiento de carbén. Una vez el fenol
fue eliminado de este afluente, se recupero laidatl de las bacterias anammox. Asi mismo,
Guvenet al (2005) indicaron que algunos alcoholes, comaasia y el metanol, inhibian el
proceso anammox. Concretamente, el metanol inlcdndpleta e irreversiblemente el sistema

anammox a una concentracion de 0.5 mM (6 mg GAEHLY).
1.7.6 Tecnologias aplicadas para operar reactoregammox

Debido al lento crecimiento de las bacterias anamnas tecnologias utilizadas en este
proceso se caracterizan por tener una buena rétert® biomasa. En este sentido, las
tecnologias desarrolladas para llevar a cabo esteego se pueden dividir en sistemas de
biopeliculas con biomasa fijada sobre un sopoeeeny procesos de biomasa en suspension.
La mayoria de procesos que operan con biomasaseersion trabajan con biomasa granular,
aunque también pueden operar con fangos activétutas libres en suspension (Van der Star
et al, 2008). La formacion de agregados en forma daupé incrementa la retencién de la
biomasa y la velocidad de sedimentacion de laghkast permitiendo una mayor concentracion

de biomasa en el reactor y minimizando su pérditaveés del afluente (Bewt al, 2000).

En la Tabla 1.11 se presenta una relacion de ¢asltegias utilizadas para operar reactores
anammox. En esta tabla se detallan las caractedstids importantes de estos sistemas: reactor
o tecnologia utilizada, tipo de biomasa y matedi@l soporte utilizado, asi como el tipo de
afluente, escala de trabajo y las concentracioaesidtrato utilizadas. Ademas, se presentan la

carga de nitrégeno aplicada y eliminada y la adtigliespecifica de las bacterias anammox.

Tabla 1.11Tecnologias y condiciones aplicadas para opeaatores anammox.
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Tipo biomasa Aplicacion (Afluente/escala/[N- Carga aplicada  Carga eliminada  Actividad especifica

Tiporeactor s terial de soporte) NH,"J[N-NO5] (g-L™) (kg N-mi-d?) (kg N-m®dY) (kg N-kg SSV--d?) Referencia
Granular S/lab/0.26/0.20 - 0.32 0.25" Sliekerset al (2002)
Fangos actvosiFangos  s/lab/0.21/0.24 0.6 0.6 : Dapena-Morat al (2004a)
Fangos activos S/lab/-/- 0.75 0.6 0.03 Thirdet al (2005)
SBR S/lab/0.37/0.37 0.75 0.7 0.65 Dapena-Morat al (2004b)
Granular PS/ind/0.55/0.60 0.75 0.75 0.8 Van Dongeret al (2001)
S/lab/0.42/0.42 1.0 0.9 1.30 Strout al (1998)
NP/ind/-/- - 0.9 0.16Y Fuxet al (2003)
Fangos activos S/lab/0.40/0.50 1.4 1.15 0.18 Dapena-Morat al (2004c)
NP/ind/0.42/0.42 2.6 2.4 0.30¢Y Fuxet al (2002)
Biofilm/PVC (R1) S/lab/0.22/0.26 0.42 0.35 -
Biofilm/polipropileno (R3)  S/lab/0.37/0.40 0.44 0.35 - Fuxetal (2004)
Lecho fijo  Biofilm/Bola vidrio S/lab/0.84/0.84 1.3 1.1 - Strauset al (1997a)
Biofilm/PVC (R2) NP/lab/0.40/0.40 - 35 - Fuxet al (2004)
Biofilm/Gel polietilenglicol ~ S/lab/0.2/0.2 4.2 3.4 - Isakaet al (2007)
PL/lab/0.13/- - 1.5 0.003? Mulderet al (1995)
DF/lab/2.1/0.84 - 1.5 0.15
ﬂuLigiCZg%O Biofilm/Arena S/lab/0.84/0.84 ; 18 0.18 Strous etal. (19972)
S/lab/0.42/0.42 - 3.0 0.5 Jetteret al (1997)
S/lab/0.42/0.49 5.2 4.8 - Van de Graaét al (1996)

Dkg N-kg SST-d*; @kg N-NH,"-kg SSV*-d*; @ g N-m?.d*
Tipo de reactor. (SBR)Sequencing Batch Reactor

Tipo de afluente (S) Sintético; (PS) Afluente proceso SHARON; (Mfuente nitritacion parcial; (DF) Afluente digestfangos; (PL) Afluente planta levaduras; (P)
Purines cerdo; (IP) Afluente industria papel; (yiliado

Escala de trabajo (lab) escala laboratorip(ind) escala industrigl(real)escala real
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. . : Aplicacion . - - -
Tipo Tipo biomasa NN Carga aplicada Carga eliminada  Actividad especifica .
reactor (Material de soporte) (Afluentil/eos%aélgjl[_l_\ll);\l HJIN (kg N-m3.d%) (kg N-m>.d?) (kg N-kg SSV*-d™) Referencia
1 (g
IP/lab(R2)/0.06/0.07 0.52 0.5 - Schmidtet al (2004)
P/lab/2.16/2.5 1.02 0.7 0.08 Ahnet al (2004)
UASB  Granular P/lab/0.21/0.32 1.4 0.7 0.1 Hwanget al (2005)
S/lab/0.51/0.7 - 2.9 - Imajo et al (2004)
DF/ind/1.0/1.4 7.0 6.4 - Imajo et al. (2004)
Biofilm Sl/lab/-/- - 14 - Egli et al (2001)
RBC - . S/lab/0.53/0.4 0.30 - 0.30 Pynaerét al (2002)
Biofilm/Discos PVC Lireal/0.3/- ) 0.4 ) Siegristet al (1998)
DF-NP/ind/0.6/- 0.42 0.19 - Szatkowskaet al (2007)
MBBR  Biofilm/Aro Kaldnes DF/lab/-/- 2.4 1.1 - Hippenet al (2001)
DF/lab/-/- 4.8 - 2.0° Seyfriedet al (2001)
i S/lab/0.9/1.1 2.0 1.8 0.9 Dapena-Morat al (2004b)
Gas-lit - Granular Sllab/1.36/1.36 10.7 8.9 - Sliekerset al (2003)
Granular S/lab/0.39/0.39 0.8 0.7 0.45 Trigoet al (2006)
MBR  Biofilm S/lab/0.2/- 0.87 0.77 - Gonget al (2007)
Fangos activos S/lab/1.68/1.68 1.46 1.28 - Van derStaret al (2008)

Wkg N-kg SST-d*; @kg N-NH,"-kg SSV*-d*; @ g N-m?.d*
Tipo de reactor. (UASB) Upflow Anaerobic Sludge Blank¢RBC) Rotating Biological ContactofMBBR) Moving Bed Biofilm Reactp(MBR) Membrane Bioreactor

Tipo de afluente (S) Sintético; (PS) Afluente proceso SHARON; (Muente nitritacion parcial; (DF) Afluente digestfangos; (PL) Afluente planta levaduras; (P)
Purines cerdo; (IP) Afluente industria papel; (jiiado

Escala de trabajao (lab) escala laboratorio(ind) escala industrial(real)escala real
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Las tecnologias utilizadas para operar un reagtamanox con un sistema de biomasa
fijada son: reactores hioldgicos rotativos de cotiatd RBC, Rotating Biological Contactdr
reactores MBBR(Moving Bed Biofilm Reactpr reactores de lecho fijo y reactores de lecho
fluidizado. Por un lado, los reactores RBC utilizhscos de PVC (Cloruro de polivinilo) como
material de soporte (Siegrist al, 1998; Pynaeret al, 2002). Mediante este tipo de reactor,
Egli et al (2001) eliminaron 1.4 kg N-fd* tratando un afluente sintético. Por otro lado,
Hippenet al (2001) utilizaron los sistemas MBBR, con ak@dnescomo material de soporte,
para tratar efluentes de digestores de fangos nancarga de nitrégeno de 2.4 kg N-dt

eliminando una carga de 1.1 kg N-ui'".

Por otro lado, los reactores de lecho fijo y dehdedluidizado fueron las otras dos
tecnologias utilizadas para operar reactores ananoom biomasa fijada. Stroet al (1997a)
eliminaron 1.1 kg N-itd* en un reactor de lecho fijo tratando un aflueiné&étco con unas
concentraciones de amonio y nitrito de 0.84 g'Nrkespectivamente, utilizando bolas de vidrio
como soporte. Furt al (2004) operaron con un afluente de nitrificagié@mncial, tratando 3.5
kg N-m?*.d* con biomasa anammox fijada en un soporte de P\¢Cmismo, Isakatal. (2007)
eliminaron una media de 3.4 kg N°mi' de un afluente sintético con biomasa anammox
adherida a un soporte gelidificado de polietilerali En referencia a los sistemas de lecho
fluidizado, se utilizé arena como material de stp@ara fijar la biomasa anammox. En este
sentido, Strougt al (1997a) trataron un afluente de digestores dgolaiy eliminaron 1.5 kg
N-m3.d*. Van de Graafet al (1996) y Jettert al (1997) consiguieron eliminar una elevada

carga de nitrégeno, 4.8 y 3.0 kg Nui', respectivamente, tratando un afluente sintético.

En cuanto a las configuraciones de reactor utiéigapdor los investigadores para operar
reactores anammox con biomasa en suspension grasaladestacan: reactores SBR
(Sequencing Batch Reactpreactores UASBUpflow Anaerobic Sludge Blanjetreactores

gas-lifty reactores biolégicos de membranas (MBRmMbrane BioreactQr

Se ha de destacar que la tecnologia SBR ha sidaleitas mas utilizadas para operar
reactores anammox. Stroesal (1998) demostraron que es un sistema apropiadorgalizar
el enriquecimiento de bacterias anammox. Estosstigaglores eliminaron 0.9 kg Na* con
biomasa granular anammox a partir de un aflueméétito y obtuvieron una actividad
especifica elevada (1.3 kg N-kg SS§"). A parte de Stroust al, la tecnologia SBR ha sido

escogida por diversos investigadores para llecaba el proceso anammox.

En este sentido, Dapena-Matal. (2004c) enriquecieron un SBR con biomasa anananox

partir de una mezcla de lodos procedentes de Bixienes depuradoras de agua residual
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(EDAR). A los dos meses ya se aprecid un consumanaenio y nitrito, para finalizar el
estudio eliminando 1.15 kg N-fd*. Ademas, Dapena-Moet al (2004b) trataron, en un SBR
con biomasa granular anammox, un afluente sinté&ieouna carga de nitrégeno de 0.75 kg
N-ni.d*, obteniendo un porcentaje de eliminacion de oitiiél 99% y una actividad especifica
de 0.65 kg N-kg SS¥d™.

Por su parte, Fugt al (2002) eliminaron una carga de nitrégeno de 8.4kn*d* en un
reactor SBR de 1.6 fule capacidad tratando efluentes de digestoresaiias procedentes de
un sistema de nitritacion parcial. La biomasa anamgenerada en este estudio se utilizé para
inocular un reactor industrial de 506 de capacidad (Wett, 2006). Mientras que Van Dongen
et al (2001) enriquecieron la biomasa granular anamttegando a tratar 0.75 kg N-¥a® de
un afluente procedente del tratamiento de elevadagas de nitrogeno a través de proceso

SHARON (Single reactor system for High Ammonium Removat Qitgte).

Otra configuracién de reactor utilizada para realla aplicacion del proceso anammox fue
la tecnologia basada en reactores UASB, muy aptapgiara la formacion de granulos. Esta
tecnologia se caracterizd por tener una buenaciétede biomasa, aunque se puede mejorar la
distribucién del sustrato. Ahet al (2004) eliminaron 0.7 kg N-frd* tratando purines de cerdo
con una relaciéon C:N de 11 g COD-@-N. Imajo et al (2004) obtuvieron una elevada
eliminacion de nitrégeno tratando retornos de dayes anaerobios de una EDAR municipal
(6.4 kg N-n-db).

Los reactoresgas-lift son otra opcion para operar el proceso anammox biomasa
granular. Dapena-Moret al (2004b) enriquecieron biomasa anammox a parturdafluente
sintético, llegando a tratar 1.8 kg N*m® en un reactogas-lift utilizando argon 100% para
mantener la biomasa en suspension. Pero la tashndeacion de nitrgeno mas elevada fue
conseguida por Sliekerst al (2003), que eliminaron 8.9 kg N’ tratando un afluente

sintético que contenia 1.36 g N-kn forma de amonio y nitrito, respectivamente.

Por dltimo, los reactores biologicos de membraaawhién han sido utilizados para aplicar
el proceso anammox. Triget al. (2006) trataron un afluente sintético en un MSBRmbrane
Sequencing Batch Reactpeliminando 0.7 kg N-fhd™. Van der Staet al (2008) consiguieron

eliminar 1.28 kg N-m-d*al tratar un efluente sintético que contenia 1g+6lkm?-d™.

Finalmente, comentar que se ha puesto en marchani@ra planta realfill-scale con

biomasa granular anammox en Rotterdam (Holandgjndo una carga de N de 10 kg N-t
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en un reactor de 70°mSin embargo, se tardaron tres afios y medio eerparplanta a pleno
rendimiento (Abmaet al, 2007; Van der Staat al., 2007).

1.7.7 Proceso combinado de nitritacion parcial gnammox

La nitritacion parcial seguida del proceso anammox es una alternativa técnica y
econdémicamente viable al tratamiento convencioeahittificacién-desnitrificacion cuando el
agua residual a tratar presenta una elevada caegaitdbgeno amoniacal y una baja
concentracion de materia organica biodegradableuoa relacion C:N inferior a la necesaria

para realizar la desnitrificacién.

Para llevar a cabo el proceso se debe tener etagyam un lado la etapa previa al proceso
anammox (nitritacién parcial) y por otro lado que ihtegracibn de ambos procesos sea

mediante una Unica etapa o separando los dos pso@dss etapas).

1.7.7.1 Nitritacion parcial

Para llevar a cabo la produccion de nitrito viaitaition parcial, deben aplicarse unas
condiciones de operacion que eviten el desarraldad bacterias nitrito oxidantes, las cudles
realizan el proceso de nitratacidn (conversion idéana nitrato). El pH, la temperatura, el
TRH, la concentracion de oxigeno disuelto y ladiéla molar amonio:bicarbonato son algunos
de los parametros que se han de controlar paraeybten efluente con una relacion molar
nitrito:amonio éptima para ser tratada por el psocanammox (Stroust al, 1998; Jenicelet
al., 2004). Ademas, la eficacia del proceso de adidin parcial esta relacionada con las
concentraciones de amoniaco libre @i &cido nitroso (HNg) obtenidas durante el proceso,
debido a la posible inhibicion de las bacterias @mg nitrito oxidantes por estos compuestos
(Anthoniseret al.,, 1976; Ganiguét al, 2007).

Uno de los principales parametros de control pareertir parcialmente el amonio a nitrito

es la relacion molar amonio:bicarbonato del afleentratar (Ecuacion 1.9).

NHI+HC0§+§02 ~%NHZ +%N0£+COZ+SH20 (Ec. 1.9)

Como se observa en la Ecuacién 1.9, para obtengd%nde conversion de amonio a nitrito
se necesita 1 mol de HGQpor 1 mol de N oxidado. En este sentido, para conseguir una

conversion de 1.32 moles de N@or 1 mol de N (proceso anammox) se debe ajustar la
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cantidad de bicarbonato presente en el afluentedwapor el proceso de nitritacion parcial a
1.14 moles HC®-mol* NH," oxidado (Ganiguét al, 2008).

Por otro lado, operando a temperaturas elevad&C)3p con un tiempo de retencién
hidraulico (TRH) bajo se consigue controlar el areento de las bacterias amonio oxidantes y
nitrito oxidantes, dado que las primeras presentatocidades especificas maximas de
crecimiento mas elevadas (Figura 1.8; Van Kengieai, 2001).

Amonio oxidantes

.
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.
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Figura 1.8 Efecto de la temperatura sobre el TR de las bacterias amonio y nitrito oxidantes.

Los sistemas convencionales (nitrificacion-dedigacion) operan a una temperatura entre
5y 20°C. A estas temperaturas el crecimiento sléddaterias nitrito oxidantes es més rapido
que el de las amonio oxidantes. En cambio, a teatymass superiores a 25°C, las bacterias
amonio oxidantes tienen un tiempo de retencidnlae(@RC) minimo inferior a las bacterias
nitrito oxidantes, lo que favorece el crecimiengolas primeras y la eliminacion de las bacterias
oxidantes de nitrito. Concretamente, a 35°C.lg @le las bacterias amonio oxidantes es el doble
que las bacterias nitrito oxidantes (1:byd0.5 d', respectivamente).

Otro parametro a considerar para llevar a cabooglego de nitritacion parcial es el pH, ya

que influye en el equilibrio entre las formas i@sig/ no idnicas del amonio (Ecuacién 1.10) y
nitrito (Ecuacion 1.11).

NH; +OH™ [~ NH, +H,0 (Ec. 1.10)

NO, +H* [ - HNO, (Ec. 1.11)
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Teniendo en cuenta la temperatura, el pH del mgde equilibrio entre las especies
(Ecuaciones 1.10 y 1.11), pueden calcularse laserdraciones de amoniaco libre (N de

acido nitroso (HNG) segun las Ecuaciones 1.12 'y 1.13

DV—NHJ—lﬂgig%i (Ec. 1.12)
(i)
[N—Hquzjilﬂgj- (Ec. 1.13)
K NO
(i)

donde Ké\lH — e—6344/(273+T)y KeNO - e—2300’(273+T)

Aunque estas especies son las que asimilan losanganismos nitrificantes, pueden llegar
a inhibir el proceso de nitritacién (Anthoniseinal, 1976 Ganiguét al 2007). En este sentido,
diversos estudios (Anthonisest al, 1976; Turk and Mavinic, 1989) demostraron que la
bacterias amonio oxidantes y nitrito oxidantesnégbien por NH en el rango de 10-150 mg N-
NH5-L? y 0.1-10 mg N-NHL?, respectivamente. Estudios recientes (Hellieigal, 1999; Van
Hulle et al, 2007) han demostrado que las bacterias amondambes presentan inhibicion a
bajas concentraciones de &cido nitroso libre (emtstde inhibiciéon=2.04 mg N-HNQ.™). En
este sentido, Ganiguwed al (2007) han calculado las constantes de inhibipena las bacterias
amonio oxidantes, obteniendo unos valores de 688848 mg N-NH-L™" y 0.49+0.09 mg N-
HNO,L™.

1.7.7.2 Procesos de una etapa

La integracion de los procesos de nitritacion @hrgianammox combinando dos tipos de
bacterias autotréficas (amonio oxidantes y anamneoxyin solo reactor ha sido aplicada por
diversos investigadores en sistemas que operamioomsa fijada. Por un lado, las bacterias
amonio oxidantes convierten parcialmente el amanioitrito bajo condiciones de oxigeno
limitantes en la parte externa de la biopelicut@. &®ro lado, el nitrito producido junto con el
amonio restante penetran hacia la parte mas intdehaiofiim donde son convertidos en

nitrégeno gas (N por las bacterias anammox en condiciones anaexobi
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En esta linea, Thirét al (2001) demostraron mediante el sisteBRNON (Completely
Autotrophic Nitrogen-removal Over Nitritda eliminacion de amonio en la parte externa del
biofilm y la presencia de actividad anammox en la parte intérna, debido a que el oxigeno
era consumido por los organismos nitrificantes lsiesy manteniendo asi, las condiciones
anaerobias en el interior de la biopelicula. Estecgso ha sido utilizado por diversos
investigadores para llevar a cabo los procesositdéacion parcial y anammox en un solo
reactor (Kuai and Verstraete, 1998; Hippral, 2001; Helmer-Madhokt al, 2002; Gaukt
al., 2005; Cemaet al, 2006; Furukawat al, 2006; Gut, 2006).

1.7.7.3 Procesos de dos etapas

La combinacion de los procesos de nitritacion pargianammox en dos etapas ha sido
utilizado por diversos investigadores para realgdatratamiento de aguas residuales con una
baja relacién C:N. En este sentido, Hellirgjaal (1998) desarrollaron el proceso SHARON
(Single reactor system for High Ammonium Removat ®itdéte) como etapa previa al proceso
anammox. El proceso SHARON opera sin retenciéniaiadsa (quimiostato), de manera que el
TRH es igual al TRC o edad del fango. Asi, trabdgaa temperaturas elevadas (35°C) y con
TRH relativamente bajos (1 d) se favorece el cregito de las bacterias amonio oxidantes
(responsables del paso de amonio a nitrito) frartes bacterias nitrito oxidantes (responsables

del paso de nitrito a nitrato) (Figura 1.8).

Ademas, el proceso SHARON necesita trabajar coafluente que contenga una relacion
molar amonio:bicarbonato de, aproximadamente, Badigcion 1.9) para obtener una relacion
molar nitrito:amonio 6ptima para ser tratada epreteso anammox. Van Dongenal (2001)
trataron efluentes de digestores anaerdbicos eeagator continuo de tanque agitado (RCTA)
de 10L mediante el proceso SHARON para convert3éb del amonio presente en el afluente.
Posteriormente, este efluente obtenido se tratGamiedel proceso anammox. Se ha de matizar

gue la entrada de bacterias amonio oxidantes toadie proceso anammox.

Ganiguéet al (2007), mediante el proceso de nitritacion pareraun reactor SBR (PN-
SBR, Patrtial Nitritation-SBR), trataron lixiviados de vertedero para ohtemeefluente con una
relacién molar nitrito:amonio de 1.32. Estos iniggglores obtuvieron una conversién entre un
40 y 60 % del amonio presente en el afluente (f.54\H,"-m?> d%), trabajando a 36°C, con
una concentracion de oxigeno disuelto de 2 mg Yy con un TRH de 1.5 dias. La conversion
parcial del amonio necesaria para ser tratadalgomoeeso anammox se conseguia mediante el

control de la alcalinidad disponible y el valorpte en el interior del reactor.
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Por otro lado, el sistema anammox también partieipal proces®@EAMOX (DEnitrifying
AMmonium OXidation (Kalyuzhnyi et al, 2006). En una primera etapa se produce una
mineralizacién anaerdbica del nitrdgeno organic@oAtinuacion, en un reactor nitrificante, el
amonio es oxidado a nitrato. En la etapa finalreelyoce nitrito a partir del nitrato utilizando el
sulfuro como donador de electrones. Posteriormeste, nitrito y el amonio recirculado de la
primera etapa son eliminados por la biomasa anammediante un sistema anaerobio de

biomasa fijada que trata un afluente sintético.

Como se ha comentado anteriormente, el menor candenoxigeno durante el proceso de
nitritacion parcial y la no necesidad de adiciomateria organica para desnitrificar (proceso
anammox) representan un ahorro economico importasigecto al tratamiento tradicional de
nitrificacion-desnitrificacion (Fux and SiegrisQ@4). Asi, en la Figura 1.9 se observa como la
combinacién del proceso de nitritacion parcial gramox permite ahorrar un 40% de oxigeno
disuelto y un 100% de materia organica (Fxal, 2002). Ademas, la cantidad de biomasa

generada es mucho menor, disminuyendo asi losscasteiados al tratamiento de fangos.

1 mol NH,* co, 1 mol NH,*
1-69 C:ODbioma\sa\
CO, 1.9 mol O, (100%)

3.49 CODygrmae 0.8 mol O, (~40%)

1 mol NO; 0.55 mol NO,- 0.45 mol NH,*

57g COD, ? Co@
2
179 COD,,
9~ Ptiomasa 1.59 CODyormast
0.5 mol N, + 20g CODygmasa 0.45 mol N, + 0.1mol NO3™ + 3g CODyjomasa

Figura 1.9 Comparativa del consumo de oxigeno y de mateganica, asi como de la cantidad de biomasa generada
entre el proceso convencional de nitrificacion-dteénacion (izquierda) y el proceso combinado digritacion
parcial y anammox (derecha). (Adaptado de &ui.,, 2002).

Asi,VanDongenet al (2001) estimaron un coste econémico de entraﬂ_'ﬁ-kg1 Neliminado
aplicando el sistema combinado de nitritacion rgi anammox. En cambio, mediante el
proceso de nitrificacion-desnitrificacion convemab se producia un gasto econdémico entre
2.3-4.5 €-kgNeiiminado

Sin embargo, uno de los inconvenientes del procesabinado de nitritacion parcial y
anammox es mantener la temperatura por encima &, 3@ que implica elevados costes

energéticos y econdmicos. Para disminuir estosesoasociados, el proceso de nitritacion
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parcial se aplica, principalmente, en el tratantietd efluentes de digestores anaerobios, los
cudles operan a elevadas temperaturas (30-40°Q)n@deet al, 1998; Van Dongert al,
2001).

1.8 Latecnologia SBR aplicada al proceso anammox

El Reactor Discontinuo Secuencial (RDS)Sequencing Batch Reactd6BR), es un
sistema de tratamiento de fangos activados queaapemanera discontinua a través de un
procedimiento de llenado y vaciado en el cudl sectaeel agua residual con la biomasa en
suspension. Esta tecnologia utiliza un Unico reaaiceel cuél se repite continuamente un ciclo o
secuencia con diferentes operaciones (llenadogideaqurga, sedimentacion y vaciado) en una

escala temporal determinada, tal y como se obseria Figura 1.10.

La etapa de llenado se puede realizar de manéracasb dinamica (en agitacion) y puede
ser simple o multiple, dependiendo de los objetiddek proceso de depuracioén (Puig, 2008).
Durante la etapa de reaccion, normalmente en &gitala biomasa degrada los compuestos
contaminantes controlando las condiciones de operaen funcién de la finalidad del
tratamiento. La etapa de purga es muy importanta eperacion de un SBR ya que regula la
concentracion de microorganismos en el interior rédelctor. Durante la sedimentacion, los

microorganismos se separan del agua depurada gvacga en la etapa de vaciado.

g

Reacci6n

[“ Purga

Llenado

Vaciado : Sedimentaci 6n

Figura 1.10Etapas de un ciclo de operacion tipico en un oe&BR.

La tecnologia SBR aparecio antes que los trataosesdnvencionales de fangos activos en
continuo con la finalidad de eliminar Unicamentenlateria organica del agua residual. Durante
la segunda década del siglo XX aparecieron losggomSBR (Arden and Lockett, 1914), pero

dificultades a nivel operativo provocaron el estaniento de esta tecnologia. Sin embargo, a
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partir de los afios setenta, Irvine and Busch (18W6jaron la investigacion de estos sistemas
desarrollando nuevos conocimientos, unificando Uni&a terminologia e implementando
modernas estrategias de control. En este sentidaulomatizacion de las operaciones ha
conseguido que la implementacion y el desarrolloladéecnologia SBR sean mucho mas
sencillos. Las primeras aplicaciones de los siste8BR se realizaron en depuradoras de aguas
residuales urbanas, principalmente, en Estados odniygl Canada. Irvineet al (1983)
manifestaron que la tecnologia SBR era una aligeaiable a los procesos convencionales de
fangos activados en continuo para el tratamientmaleria organica, de nitrégeno y de fésforo

en aguas residuales domesticas.

La principal ventaja que presenta la tecnologia SBBspecto a los sistemas
convencionales, es que todas las operaciones dbien@accion, purga, sedimentacion y
vaciado) tienen lugar en un mismo reactor, reddgcida inversion econémica en decantadores
y otros equipos. Sin embargo, los costes econdémagmciados al mantenimiento, la
instrumentacion y el control del proceso son mésaslos que los procesos convencionales de

fangos activos (Puig, 2008).

Centrandonos en la aplicacion de la tecnologia 8BRI proceso anammox, Straetsal.
(1998) indicaron que es una tecnologia apropiada pealizar el enriquecimiento de las
bacterias anammox debido a su simplicidad, a ladgemeidad y distribuciéon de la mezcla de
reaccidon (sustratos, productos y agregados), apgsee un eficaz sistema de retencién de
biomasa y a la estabilidad y fiabilidad del procdasmante largos periodos de operacion. A parte
de Strouset al, la tecnologia SBR ha sido escogida por diversesstigadores (Jettest al,
1999; Van Dongeret al, 2001; Fuxet al, 2002, 2003; Dapena-Mort al, 2004a, 2004b,

2004c; entre otros) para operar con el proceso aue&m
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2. OBJETIVOS

El elevado contenido de nitrdgeno amoniacal enlixpgados de vertedero, asi como la
baja disponibilidad de materia organica biodegrbedadn este tipo de efluente no son
condiciones adecuadas para la aplicacion del sisteonvencional de nitrificacion-
desnitrificacién. Con el objetivo de reducir el toecondmico y el impacto ambiental, asi como
solventar los actuales problemas del tratamientdixildados, se han de desarrollar nuevas
alternativas para el tratamiento de este tipo deasgesiduales. Asi, el proceanammox
(anaerobic anmmonium oxidatipimtroduce una nueva forma de eliminar el nitrépee las
aguas residuales, basada en la oxidacién biold@gtamonio a nitrégeno gas en condiciones
anaerobias utilizando el nitrito como aceptor éetebnes. En este sentido, el objetivo principal
de esta tesis doctoral ekestudio de la operacion y aplicacién del procesmammox para la

eliminacién del nitrégeno amoniacal de los lixiviads de vertederos

Para la consecucion del objetivo principal de &stés, es importante destacar la dificultad
de disponer de un fango enriquecido con biomasam@ox. Por esta razén, los objetivos

especificos se han centrado en dos grandes aspectos

1. Puesta en marcha de un reactor SBR enriquecidobmmnasa anammox para el
tratamiento de altas cargas nitrogenadas.

2. Aplicacion del proceso anammox al tratamiento xieiados de vertedero.

Para la puesta en marcha de un reactor anammdrg partido de los resultados previos
obtenidos por el grupo de investigacién de Ecoltjaobiana Molecular de la Universidad de
Girona, que han permitido, mediante técnicas mtdees, la deteccidn, la identificacion y la
cuantificacién de la biomasa anammox en inéculoglitlrentes origenes. Partiendo de este

punto, esta tesis pretende:

» Identificar las condiciones de operacion de unteee8BR para el enriquecimiento de la
biomasa anammox. En concreto, se considera clayadet:
0 Seleccionar de forma adecuada el in6culo para pwesta en marcha
satisfactoria.
0 Identificar y definir las condiciones de opeéacdel reactor SBR: el ciclo de
operacion, el mantenimiento de las condiciones rabées, la composicion del

alimento, la estrategia de alimentacion para etectw enriquecimiento de la
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biomasa y el seguimiento de la evolucién del procesediante técnicas de

analisis quimico y de deteccién molecular.

» Verificar la presencia de la actividad anammox dipdel estudio estequiométrico de
los diferentes compuestos (reactivos y productas) optervienen en el proceso. En

concreto, se pretende confirmar la actividad anaxymediante la comparacion de las
relaciones estequiométricas de:

o] Nitrito consumido frente a amonio consumido
o] Nitrato producido frente a amonio consumido
0 Consumo de alcalinidad frente al consumo de amonio

Una vez conseguido el enriquecimiento de la biomasammox, esta tesis pretende

ademas, aplicar esta tecnologia al tratamientixigados de vertedero. Asi, los objetivos que
se plantean en este punto son:

* Poner en marcha un reactor anammox para el trateonike lixiviados de vertedero,
estableciendo las condiciones de operacion y lategia de seguimiento del proceso a
partir de los resultados obtenidos en el puntorante

» Evaluar la estequiometria de la reaccion anammiolertificar los posibles efectos de

la presencia de materia organica biodegradabla actividad de la biomasa anammox.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Instalacién experimental

3.1.1 Planta Piloto 20L

La planta piloto SBRSequencing Batch Reactar reactor secuencial por cargas que se
utilizé para la puesta en marcha y el enriquecitniele las bacterias anammox estaba ubicada
en el Laboratorio de Ingenieria Quimica y Ambierit&fQUIA) de la Universidad de Girona
(UdG). El reactor, de acero inoxidabke-816 y de forma cilindrica (51 cm de alturay 21.5 cm
de didmetro interno), tenia un volumen maximo dbdjo de 20L y se mantuvo completamente
cerrado y sellado para evitar la entrada de aimgu(& 3.1). Este reactor disponia de cinco
salidas laterales por una de las cuales se realglabaciado del efluente mediante una bomba
peristaltica \Watson MarloW 5053 y la recogida de las muestras necesarias para el

seguimiento del proceso.

-----------------------------------------------------

R
BANO

I ° Y TERMOSTAT. '
EFLUENTE +— {X) > "o o] “Re _D

BOMBA AFLUENTE
VACIADO SBR 20L ENTRADA

Figura 3.1 Esquema planta piloto (izquierda). Fotografiat@a8BR 20L (derecha).

Tal y como se muestra en el esquema general dgueaR3.1, el alimento se introducia por
la parte superior del reactor mediante una bombistakica (Vatson MarloW 3023. El
sistema de agitacion consistia en un agitador nmxdle doble hélice marina con tres palas
cada una que mantenian el reactor homogeneizadeldeidad de agitacion (100-150 rpm) era
lo suficientemente lenta para mantener la biomasauspension sin provocar una agitacion

excesiva para evitar el estrés fisico y/o la eatrdd aire en el interior del reactor. La
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temperatura se controlaba a 36.0+0.3°C medianteafio termostatizado que recirculaba agua
caliente a través de la camisa del reactor. Porlatio, a través de un control automatico, el pH
se mantenia entre 7.5-8.2 unidades mediante ladadie acido clorhidrico 1M. Ademas, a
través de la linea de nitrégeno que disponia elrébrio, se inyectaba nitrogeno gas)(para
desplazar el aire que podria haber entrado emetiaredurante la etapa de vaciado del sistema.

La planta piloto SBR estaba equipada con una sirisondasHndress-Hausé) que
permitian la monitorizaciéronline del pH CPF-81), la temperaturaQPF-81), el oxigeno
disuelto OXIMAX-W COS 4y el potencial redoxGPF-82. El sistema de monitorizacién y
control constaba de los correspondientes transesis@PM-223 Endress-Hausé), las
diferentes placas de adquisicion de d#&dsantech(PCI-1711 PCLD-8710y PCLD-889 vy el
ordenador. En la Figura 3.2 se presenta una vestargl del panel de control y el interior de

éste con los diferenciales, los transmisores plisas de adquisicion de datos y de relés.

Figura 3.2 Fotografia general del panel de control (izquigyddel interior del cuadro de control (derecha).

A partir de las sondas se obtenia una sefial acaloge era amplificada por los
transmisores y transformada por la placa correspoteden formato digital. Concretamente, la
placa de adquisicion de datddvantecHPCl-1711adquiria los datos procedentes de las sondas
(sefiales analégicas 4-20 mA) a través de la plagairial de entradas (E) y salidas (S)
AdvantechPCLD-8710 Estos datos se guardaban automaticamente y pseianatados para
estudiar la evolucién del proceso anammox. Enssitédo, se implementd un programa para la
monitorizacién de las variables, el almacenamigetdos datos y el control del proceso SBR.
Este programa, desarrollado mediante el prografoaniaticoLabVIEWP, permitia disefiar un
plan de trabajo para la automatizacion de la plailtdo y monitorizar los datos obtenidos
onling asi como realizar el control del pH y de la terapga, supervisando en todo momento

el proceso anammox. Ademas, la monitorizacion de parametros operacionales (pH,
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temperatura, oxigeno disuelto y redox), permitiasattar los datosnline relacionados con el
proceso. Por otro lado, a través de la placa dis falvantechPCLD-885 se activaban las
bombas y valvulas instaladas en la planta pilotolaEFigura 3.3 se presentan las principales

pantallas del programa SBR utilizado para la moziaion y el control del proceso.

pii
i | & 12 © 51 || B

- ==
[ pades oo (.| lanalel s [ ecsottponereal [Emegone B QEGE 057 Binico] | 51 [0 (A @ | isance

oo ] @i | [Beoeme Sl .| @morarer ] Blconeest..| [ BOAOE 1225

Figura 3.3 Pantalla principal del programa SBR (izquierd@ntlla del seguimiento de los parametros
operacionales del proceso anammox (derecha).
Ademas, el programa SBR permitia al usuario dddatp piloto intervenir manualmente
sobre el proceso, modificando el estado de las benyto las véalvulas de los sistemas de

bombeo y aireacion y recuperar el proceso despriésa parada accidental.
3.1.1.1 Procedimiento experimental

La puesta en marcha y el enriquecimiento de lasebas anammox se realiz6 en tres

periodos experimentales:

1. Arranque del proceso anammox.
2. Enriguecimiento del proceso anammox con baja cdegatrégeno.

3. Enriguecimiento del proceso anammox con alta cdegaitrégeno.

Estos tres periodos se caracterizaron, principabnemor la relaciébn molar nitrito:amonio
en el afluente (0.76, 1.00 y 1.32 moles N-N@ol' N-NH,", respectivamente) y por el
incremento gradual de la carga de nitrégeno api¢@d1-1.60 kg N-mhd?).

El volumen minimo de trabajo utilizado fue de 18tientras que el volumen méaximo de
trabajo, al final de la etapa de alimentacion,lostre 14.3 (arranque del proceso anammox) y
15.8L (enriquecimiento con alta carga de nitrogeBoyante el periodo de arranque del proceso
se alimentaron 1.3L por ciclo. Esto significa que teabajé con un tiempo de retencién

hidraulico (TRH) de 3.6 dias. Posteriormente, digrah segundo periodo se alimentaron entre
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2.1y 2.8 L por ciclo, operando con un TRH enteey21.9 dias, respectivamente. Por Ultimo, en
el tercer periodo se alimentaron 2.8L de afluem&tico por ciclo lo que significé que se

continu6 operando con un TRH de 1.9 dias hastadéiZzacion del estudio.

El reactor operaba con ciclos de 8 horas y cada cionstaba de cinco etapas que se

repetian sucesivamente (Figura 3.4):

Inyeccion de nitrégeno gas (4 minutos)
Alimentacidn continua y reaccion con agitacion &{856 minutos)
Reaccion con agitacion lenta (80 minutos)

Sedimentacion (20 minutos)

a > wn e

Vaciado (20 minutos)

Alimentacion
continua

Reaccién ESedimentacién I:IVaciado

0 60 120 180 240 300 360 420 480
Tiempo (min)

Figura 3.4 Configuracion del ciclo de trabajo utilizado pagerar el proceso anammox.

Durante los primeros 4 minutos de cada ciclo sedtaba nitrdgeno gas a través de la
cupula del reactor para desplazar el posible aieeppdia entrar durante la etapa del vaciado.
Posteriormente, el reactor se alimentaba continowmeon medio sintético durante 356
minutos. Al mismo tiempo que se alimentaba el mada biomasa se mantenia en suspensién
mediante un sistema de agitacion lento que perratihomogeneizacién de la mezcla de

reaccion. En esta etapa se afiadia al reactor H@latdmantener el pH entre 7.5-8.2.

A continuacién, la etapa de reaccion (80 minutesytflizaba para eliminar completamente
el amonio y nitrito introducido en la fase de aliaeion continuaFinalmente, la biomasa se
dejaba sedimentar durante 20 minutos y en los adti@0 minutos del ciclo el efluente se
evacuaba del interior del reactor mediante una lagpelistaltica.

3.1.1.2 Inéculo

El indculo escogido para llevar a cabo el enriguémito de las bacterias anammox

consistid en una mezcla de lodos activos procegem¢ela estacion depuradora de aguas
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residuales (EDAR) d&ils-Vidreres(Girona), de una planta de tratamiento de lixiveadiz
vertedero Qris, Barcelona) y d&coparg una planta de tratamiento de residuos sélidosnab
situada en Barcelona. Estas dos Ultimas plantéasbtma elevadas cargas de nitrégeno bajo

condiciones aerdbicas/anoxicas y trabajaban aagdev@mperaturas (30-40°C).

3.1.1.3 Afluente: Medio Sintético

El enriquecimiento de bacterias anammox en la glpitdto de 20L se realiz6 alimentando
un afluente sintético. Los compuestos nitrogena@msonio, nitrito y nitrato) fueron
adicionados al medio sintético en forma de lasssaderespondientes: N8I, NaNG, y NaNQs.

Las concentraciones de estos compuestos depeneisn evolucion del proceso anammox
durante su puesta en marcha. En la Tabla 3.1 seres las cantidades de los compuestos de
nitrégeno, asi como la fuente de alcalinidad, fi@sfo micronutrientes utilizados para preparar

el medio sintético.

Tabla 3.1 Composicion del afluente sintético.

Compuestos de N Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Congsto Cantidad Unidades

Tiempo (dias) 0-78 79-225 226-365 NaHCO 1.05 g-L?
NH,CI KH,PO, 0.00625 g-Lt

1 0.057-0.094  0.084-0.955 0.955-4.97p L

(g NH,CI-L'Y CaCb-2H,0 0.3 g-L
NaNQ, MgSQ,- 7H,0 0.2 gLt

1 0.047-0.103 0.109-1.297 1.297-8.717 N

(g NaNG-LY EDTA-2H,0 0.0125 g-L
NaNO; HCI 1.25 mL-Lt
1 0.193-1.218 0.171-0.211 0-0.164 . 4

(9 NaNG-L™) Elementos traza  1.25 mL-L

"Van de Graaét al (1996)

El medio sintético se preparaba en bolsas colapsgbbllapside Containers; Cole Parmer,
Ref. CZ-06100-40para evitar la transferencia de aire desde eriext Una vez preparado, se
inyectaba nitrégeno gas y se cerraba herméticam&ue otro lado, todos los reactivos
utilizados, tanto para la preparacion del meditétito PRS Purisimg como para realizar la
determinacion analiticaP@, Para Analisi3 se suministraron por la casa comerétainreac
Quimica S.A.

3.1.2 Fermentador 2L
Para el estudio del tratamiento de lixiviados deed=ro mediante el proceso anammox se

utilizé un fermentador de vidrio encamisado, ciliod y con una capacidad maxima de 2L
(BIOSTAT B PLUS-SARTORIUS A&l fermentador estaba herméticamente cerradguéo

53



Capitulo 3

permitia mantener las condiciones anaerébicas émtesior. Ademas, se evitaba la entrada de
luz mediante su completo aislamiento. En la FigBra se muestra una fotografia del

fermentador y la unidad de control.

Figura 3.5 Fotografia fermentador SBR 2L utilizado para alagmiento de lixiviados.

El lixiviado, tratado previamente por el procesadgtacion parcial (Ganiguét al, 2007),
se alimentaba mediante una bomba peristalticagopaite superior del reactor. El sistema de
agitacion consistia en una doble hélice marinaetefalas cada una que mantenian la biomasa
en suspension mediante una velocidad de agita@d0er0 rpm. La temperatura, controlada
mediante la recirculacién de agua caliente a trdeéls camisa del fermentador, se mantuvo a
36.0+0.1°C durante todo el estudio.

El pH del fermentador se controlaba a 7.50+0.05 iame un controlador PID
(Proporcional-Integral-Derivativo) con la adiciore dcido clorhidrico 1M a través de una
bomba peristaltica. Ademas, se inyectaba nitréggsoa través de la cupula del reactor para

desplazar el aire que podia entrar en el fermentiadante la etapa de vaciado.

El fermentador estaba equipado con las sondas deephperatura, oxigeno disuelto y
redox que permitian monitorizar y controtarline el proceso anammox a través de los datos
enviados a la unidad de control. Estos datos sacanaban en el ordenador a través del sistema
supervisor MFCS/DA NlultiFermenter Control SysterfData Acquisitiof para su posterior

evaluacion y tratamiento.
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3.1.2.1 Procedimiento experimental

Igual que en la planta piloto de 20L, el fermentaZiooperaba con una configuraciéon SBR.
El ciclo de trabajo empleado era el mismo queiktado para realizar la puesta en marcha y el
enriquecimiento de las bacterias anammox (Figu¥p Bl tratamiento de lixiviados a través del

proceso anammox se llevd a cabo en dos periodos:

1. Estabilizacion del proceso anammox con medio sautéPeriodo 1).

2. Aplicacion de lixiviados al proceso anammox (Peoi@jl

Por un lado, durante el primer periodo, la biomasammox se adapté a las nuevas
condiciones, incrementandose gradualmente la adegaitrogeno aplicada. Por otro lado, la
aplicacion de lixiviados (Periodo 2) se realizdni@én, de forma progresiva a medida que el
amonio y nitrito eran eliminados. Los volimenes iméx y minimo de trabajo en el
fermentador anammox fueron de 1.95 y 1.6L, respatiente. En este sentido, se alimentaban
0.35L por ciclo, operando con un TRH de 1.9 dipspximadamente. En cada ciclo del SBR, el

volumen de intercambio era del 18%.

3.1.2.2 Inéculo

El fermentador se inoculé con 0.5L de biomasa anaxenriquecida en la planta piloto de
20L, siendo la concentracion de sélidos en suspensilatiles inicial de 0.6 g SSV?L Las

bacterias anammox pertenecian a la esgesielidatusBrocadia anammoxidans.

3.1.2.3 Afluente: Medio Sintético y Lixiviado traado

El afluente sintético utilizado para adaptar lantksa anammox (Periodo 1) se preparaba
del mismo modo que el utilizado para enriquecerHasterias anammox (Tabla 3.1). Sin
embargo, las concentraciones de los compuestagaitados fueron inferiores a las tratadas en
el reactor de 20L. Las concentraciones de amoitiitony nitrato se detallan en el Capitulo 5

(Aplicacion del proceso anammox para el tratamieadddixiviados.

Por otro lado, para preparar el lixiviado se dilaldixiviado tratado previamente por el
proceso de nitritacion parcial. Una vez realizagailucién correspondiente, se ajustaba la
relacién molar nitrito:amonio de esta solucion pasgener 1.32 moles de N-N@or mol de N-
NH,", aproximadamente. Este lixiviado pretratado, diuy ajustado contenia materia organica
(DQO=125-1062 mg ©L™), principalmente no biodegradable (DBQ0-90 mg G-L™).
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3.2 Métodos analiticos

La metodologia analitica utilizada durante todo estudio experimental seguia los
protocolos deStandard Method6APHA, 2005). En la Tabla 3.2 se presenta un cuegbomen

con la relaciéon de los métodos analiticos utilizado

Tabla 3.2 Relacién de los métodos analiticos utilizados.

Compuesto  Método (APHA, 2005) Técnica utilizada
Amonio 4500-NH.B-C Destilacion + Titracion con 430,
Nitrito y Nitrato 4110B Cromatografia iénica
TKN 4500-Norg.B Destilacion + Titracion con80,
DQO 5220B Reflujo + Titracion con SAF
DBO - Método Manométrico
Cl,COTyCT S310 Combustion + Determinacion IR
SST 2540D Filtracion + Secado a 103°C
SSV 2540E Filtracion + Secado a 550°C
IVF 2710D Sedimentacion
AEA" - Determinacién Blgas generado

" Actividad Especifica Anammox

La carga de nitrogeno aplicadaNitrogen Loading Rat¢NLR, kg N-m?.d?) se calculaba
como la suma diaria de la concentracion de amonmitrito en el afluente por el volumen
méximo del reactor (i La carga de nitrégeno en el efluente (kg Ridh) se determinaba a
partir de la suma de la concentracién de amoniitrigonen el efluente por el volumen méaximo

de reactor (ff) y por dia.

A continuacion se detallan las técnicas analiticéigadas para realizar la determinacion de

los compuestos necesarios para el seguimientaaetgo anammox.

3.2.1 Determinacion de Sdlidos en Suspension Tias (SST)

Mediante un filtro de fibra de vidrio de 47 mm dérdetro y 1.0 um de diametro de poro,
previamente pesado 4B, se filtraba al vacio un volumen de muestra cmtto¢mL). La

muestra solida filtrada se dejaba secar en unéaesti03°C durante 24 horas. Finalmente, la

muestra se dejaba enfriar en el desecador y sarieéda el peso. Los SST se determinaban
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por diferencia entre este peso y la tara, teniegmlcuenta el volumen de muestra filtrado

(Ecuacion 3.1):

(P

SST: estufa P ) * 106

tara.
Ec. 3.1
v ( )

donde SST viene dado en mg;lel peso en gy el volumen en mL.

3.2.2 Determinaciéon de Sdlidos en Suspension Viilks (SSV)

Una vez determinados los SST, se realizaba lardigtecion de los SSV. Después de secar
la muestra en la estufa, se introducia en la naufiaa temperatura de 550°C durante 1 hora. A
continuacion se dejaba enfriar, primero en la asyuflespués en el desecador. Finalmente, la
muestra se pesaba y se calculaban los SSV pofelziiia entre el peso obtenido después de
secar la muestra en la estufa y después de secaddamufla, teniendo en cuenta el volumen de

muestra filtrado inicialmente (Ecuacion 3.2):

(Pestufa_ Pmufla) * 106

SSv= (Ec. 3.2)

donde SSV viene dado en mg;lel peso en gy el volumen en mL.

3.2.3 Determinacién de compuestos de carbono

La concentracién de la materia organica se calaufabdiante la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO), la Demanda Biologica de Oxigeno (@BM@®BO;) y el Carbono Organico
Total (COT). Ademas, se determinaba el carbona#mico (Cl) y el carbono total (CT).

3.2.3.1 Determinacién de la Demanda Quimica de @eno (DQO)

La DQO se determinaba mediante una modificaciommbdo del dicromato y por reflujo

abierto, donde se media la cantidad de materianmay@&n la muestra que era susceptible de ser

oxidada por un oxidante fuerte, en este caso sbmiato (Ecuaciéon 3.3).

Materiaorganica+ Cr,0> - Cr* +CO,+H,0 (Ec. 3.3)
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-Procedimiento experimental:

En un tubo de DQO se afadian, en este orden, 1@emmuestra (0 agua destilada, en caso
del blanco), 5 mL de la soluciéon de®,0; 0.04M y 15 mL de la solucion de A80, con
H,SO,. A continuacion se colocaba el condensador erafte superior del tubo y se dejaba
reaccionar en el digestor durante 2 horas a 1308€ vez digerida la muestra, se dejaba enfriar
y se afladian 40 mL de agua destilada a travésodelensador para arrastrar la fraccion de
materia organica contenida en las paredes del tBbguidamente, esta solucion se dejaba
enfriar y se valoraba con el SAF (Sulfato Amoniaréso o Sal de Mohy, previamente
estandarizado, utilizando como indicador la femoiha DQO se calculaba mediante la

Ecuacion 3.4;

.JC8000

DQO — NSAF [ (Vblanco _Vval.muestr

muestra Vv
muestra

(Ec. 3.4)

donde la DQO se expres6 en mgld, Nsa=Normalidad del SAF, Macs=Volumen de
SAF consumido durante la valoracion del blanco (NWimuesr=Volumen de SAF consumido
durante la valoracién de la muestra (mL) yudsz=Volumen de muestra (mL) teniendo en

cuenta la dilucion realizada.

3.2.3.2 Determinacién de la Demanda Biol6gica d&xigeno (DBO)

El método utilizado para la determinacién de la QBODBOs;y era manométrico y se
realizaba mediante el sisten@XITOP. Con esta técnica se media la cantidad de oxigeno
requerido para la degradacion biologica de la rizaterganica en un periodo de tiempo
determinado. Debido a que los compuestos redudi@ositrégeno podian interferir en la
determinacion de la DBO se afadiétiourea a la muestra inicial.

El sistemaOXITOP para determinar la DBOse basaba en la medida de la diferencia de

presion que se producia al consumirse gy @sorberse el GQ@ue se formaba en la oxidacion

de la materia organica segun las siguientes re@egi@Ecuaciones 3.5y 3.6):

Materiaorganica+ O, - CO,+H,0 (Ec. 3.5)

CO, +2NaOH - Na,CO, (Ec. 3.6)
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En funcién del valor de DBO esperado, se necesitabalumen de muestra u otro. Para
valores de DBO elevados se tomaba un volumen dstraumenor que para valores de DBO
inferiores. En este sentido, la cantidadatigtiourea adicionada también dependia del valor de

DBO esperado.

El célculo de la DBO en mg-.* se realizaba a partir de la Ecuacion 3.7:

M -
DBO = 0, Viot ~Vinuestra + aT7m DAP(OZ) (Ec. 3.7)
R* Tm Vmuestra TO

donde My,=Peso molecular del oxigeno (32 hly-mol"), R=constante de los gases ideales
(83.144 L-hPa-(mol-K), T,=273.15°K, T,=Temperatura de anélisis (293.15°K),*/olumen
total en la botella de andlisis (mL),n¥sr=Volumen de muestra (mL)=coeficiente de

absorcion de Bunsen (0.03103\R(O,)=Diferencia en la presion parcial del oxigeno.

3.2.3.3 Determinacién del Carbono Organico TotgICOT), del Carbono Inorganico
(Cl) y del Carbono Total (CT)

La determinacion analitica del COT, del Cl y del € realizaba mediante el método de

combustion infrarrojo con un analizador de carborganico totaShimadzu TOC-VC SH

La muestra se inyectaba en una camara de reacali@amte rellena con un catalizador
oxidante (6xido de cobalto). En primer lugar, selfaesl carbono total mediante vaporizacion
de la muestra y oxidacién del carbono orgénicooegiémico a C@Qy H,O. Después, el CO
obtenido de esta oxidacién, tanto del carbono d@cganomo inorgénico, se transportaba
mediante corrientes transportadoras de gas y séammeediante un analizador infrarrojo no

dispersivo.

Posteriormente, el carbono inorganico se analizsdy@gradamente, inyectando una muestra
en una camara de reaccion rellena de cuarzo y rtaibewn acido fosférico. En estas
condiciones Unicamente se oxidaba el carbono in@@gamientras que el carbono organico
permanecia inalterado. ElI G@e la oxidacién del carbono inorganico tambiénmselia por
infrarrojos. Finalmente, una vez determinado el YCEl Cl, por diferencia entre ambos se

determinaba el COT. Las unidades utilizadas ers esterminaciones fueron mg C:L
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3.2.4 Determinacion de la alcalinidad

La alcalinidad se determinaba por valoracion delgstra con una solucion estandarizada
de un &cido fuerte (HCI 0.1 N) mediante dos pudmgquivalencia (pH=8.2 y 4.3), indicados
por el cambio de color de los dos indicadores abak®e utilizados (fenoftaleina y naranja de
metilo, respectivamente). Para realizar la deteanidm de la alcalinidad se utilizaba un
valorador automaticditrino 719S MetrohmLa alcalinidad determinada se debia a la preaenci
de los aniones carbonato (€Qy bicarbonato (HC®) y se expresaba en mg Ca@0'. En la

Ecuacion 3.8 se presentan los equilibrios entrdifasentes especies carbonatadas.
CO,+H,0 o« H"+HCQO; « 2H" +COZ (Ec. 3.8)

-Procedimiento experimental:

En un vaso de precipitados de 250 mL se adiciongbaolumen de muestra conocido
(entre 5y 50 mL) y agua destilada hasta llega@@ rhL. Esta solucién se valoraba con una
solucion de HCI 0.1N. El blanco se preparaba cah hQ de agua destilada. La alcalinidad
total (mg CaC@L™) se calculaba segun la Ecuacion 3.9:

V

blanco

\Y/

muestra

)C1000C50

AU(zO“O_ ON, (Ec. 3.9)

donde, ALK= Alcalinidad total en mg CaGQ@Q?!, Nyc=Normalidad del HCI,
Vuce=Volumen de HCI consumido durante la valoraciénadenuestra (mL), Manc=Volumen
de HCI consumido durante la valoracién del blanod.)(y Vmuesr=VOlumen de muestra

analizado (mL) teniendo en cuenta la dilucion reala.
3.2.5 Determinacion de la concentracion de amon{t-NH,")

La concentracion de nitrégeno en forma de amoniteserminaba mediante una destilacion
del amonio Destilador BUCHI B-32%y su posterior valoracionTitrino 719S Metrohincon
acido sulfurico. El principio basico del procesodistilacion se basaba en convertir el amonio
en amoniaco libre mediante una reaccién de desplanto. Posteriormente, por arrastre con
vapor, la muestra se recogia mediante la solubibtmaen medio acido (BO;). Antes de
empezar la destilacion era necesaria la adicicamdebase fuerte (NaOH) para elevar el pH por

encima de 11.
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-Procedimiento experimental:

En un tubo de destilacion se colocaban 25 mL destraie agua destilada (para el blanco).
El tubo se colocaba en el destilador y se procadédectuar la reaccion de desplazamiento
formando amoniaco libre. A continuacién, se recaparel NH por arrastre con vapor y se
solubilizaba en medio &cido {BOs;). Finalmente, la muestra recogida se valoraba
automéaticamente con &cido sulfurico mediante unaraeion con punto final (pH=4.65). La
concentracion de nitrégeno en forma de amonio (miyHY" L") se calculaba mediante la
Ecuacion 3.10:
v,

Vianco)* 1000% 14

v H,SQ,

muestra

H,SQ,

N-NH; =

(Ec. 3.10)

donde N,so=Normalidad del ESQ,, Vi.so=Volumen de HSO, consumido durante la
valoraciéon de la muestra (mL) p¥c=Volumen de HSQO, consumido durante la valoracién del
blanco (ML) Yy Vuesr=Volumen de muestra analizado (mL) teniendo en teuén dilucion

realizada.

3.2.6 Determinacion del Nitrogeno Kjeldahl Total TKN)

El Nitrégeno Kjeldahl Total se determinaba a pat@runa modificacién del método semi-
micro-Kjeldahl, donde a partir de la digestion deriuestra se transformaba todo el nitrégeno
organico a nitrdgeno amoniacal y posteriormente iamel la destilacion y valoracién del

destilado se determinaba el nitrégeno total presemtia muestra.

-Procedimiento experimental:

En un tubo de destilacion se colocaban 50 mL destraie agua destilada (para el blanco),
10 mL de &cido sulfarico concentrado y una pastilhcatalizador de Selenio. A continuacion,
se tapaba el tubo con el colector y se realizaldigestion de la muestra en dos etapas, 45
minutos a 250°C y 45 minutos como maximo a 4208&tehobtener una solucion transparente o

de color paja.

Una vez finalizada la digestion, la solucion seadajenfriar y se adicionaban 50 mL de
agua destilada. La destilacion y posterior valdmadile la muestra se realizaba de la misma

manera que la determinacién del nitrégeno amonidqeirtado 3.2.%
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3.2.7 Determinacién de la concentracion de nitrity nitrato

La determinacion de la concentracion de nitritoN®,) y nitrato (N-NQ) se realizaba
mediante cromatografia i6nic&/ 1 Compact ICMetrohn). Las muestras se inyectaban
automaticamente a través del inyector automa®idd Compact Autosampleta columna
utilizada para la separacion de los iones a detarmara de intercambio anionidglétrosep A
Supp 5-25 Ademas, se utilizaba una pre-columike{rosep A Supp 5 Guagrgara minimizar
la entrada de substancias no deseables en la cmluBm la Figura 3.6 se presenta un

cromatograma completo del andlisis realizado méeli@ntécnica de cromatografia ionica.

o -
in in
Niirit 5.038
-Nitrat 5.035

"
in
-Clorur 5.065

Sulfar 4.989

Fosfat 5.010

NS
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s - =
I
;:_—:- _Acetat 10.191
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N

Figura 3.6 Cromatograma de una muestra patron.

El método utilizado requeria un flujo isocraticostante. La fase movil utilizada contenia
una solucién tampdn de carbonato:bicarbonat€ (@ 1mM:HCGO; 3.2mM). El flujo de trabajo
era de 0.7 mL-mihy la presién maxima y minima eran de 14.6 y 0.:aMBspectivamente. El
volumen inyectado de muestra a través del loomjgectcion era de 20 um y la conductividad
de trabajo de 50 puS-&mCon estas condiciones de trabajo, el tiempo tenc#®n del anion

nitrito era de 12 minutos y el del anién nitrata de 17 minutos, aproximadamente.

-Procedimiento experimental:

En primer lugar, se dejaba circular fase movil dte880 minutos para estabilizar y adaptar
el cromatégrafo y la columna a las condicionesrdbajo. Una vez estabilizado el equipo, se
inyectaban los patrones de calibracién y seguidtariaa muestras a analizar. Antes de inyectar
las muestras era necesario filtrarlas a travéqdiitio de nylon de 0.2 um de didmetro de poro.

El célculo de la concentracion de nitrégeno en fode nitrito (mg N-N@-L™Y) y de nitrato
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(mg N-NO;-L™?) se realizaba automéaticamente a partir de lapotacion del area obtenida en

la recta de calibrado.

3.2.8 Determinacién de la actividad especifica das bacterias anammox

La determinacion de la Actividad Especifica de immasa Anammox (AEA) se realizaba
mediante ensayos dratch Estos experimentos se basaban en los ensayasotladas por el
Departamento de Ingenieria Quimica de la Univedsidia Santiago de Compostela (Dapena-
Mora, 2007; Dapena-Moret al, 2007).

Para calcular la actividad de la biomasa anammatizaba un presurimetr@Céntrepoint
Electronic§ que media el voltaje debido a la presién genepadael nitrégeno gas producido
durante el proceso anammox en viales cerrados bLeam&nte. A partir de esta presion
generada (mm Hg) se determinaba la AEA como laidahtde nitrégeno en forma de dls

producido por gramo de biomasa y por dia (g NgMNeSV*-d*).

-Procedimiento experimental:

En un vaso de precipitados de 250 mL se recogieoxiappdamente, 100 mL de biomasa
anammox. Este contenido se traspasaba a una prdbet@0 mL, se dejaba decantar y se
retiraba el sobrenadante. La biomasa anammox abdawon una solucion de tampoén fosfato
(0.143 ¢ KHPO,-L! + 0.747 g &HPO4-L'1), es decir, se llenaba la probeta con esta solus&®
dejaba decantar y se retiraba el sobrenadanteaEsitan se repetia tres veces. Posteriormente,
el pH se ajustaba a 7.8 con una solucion de NaOk HVZI 1M y se enrasaba la probeta con la

solucion de tampén fosfato a 48 mL.

El contenido de la probeta se traspasaba al viadl@lae realizaba el ensayo. Este vial se
cerraba herméticamente con el tapon, el septuntefléh para evitar las perdidas de presion. A
continuacion, se pinchaba el septum con una agugeliminar el gas del interior del vial y a
través de otra aguja se introducia nitrégeno gatapmipula para desplazar el oxigeno presente

en el interior del vial.

Posteriormente, para aclimatar la biomasa anamniax @ondiciones de trabajo (T=35°C y
agitacion lenta=150 rpm) se introducia el vial aragitador orbitalBottmingen Infors AG CH-
4103 durante 30 min. Pasado este tiempo, se retirabialedel agitador, se pinchaba con una
aguja para dejar salir el gas acumulado de suiantgrse adicionaban 1 mL de una solucion
0.25 M N-NH," (3.5 g N-NH"-L™") y 1 mL de una solucién 0.25 M N-N@3.5 g N-NQ"-L™)
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para tener una concentracion inicial de 70 mg'Ni& nitrégeno en forma de amonio y nitrito,

respectivamente.

Una vez adicionado el amonio y nitrito correspontiiese volvia a colocar el vial en el
agitador orbital (t=0) y a partir de este momergagda 30 minutos aproximadamente, se
realizaba la medida del voltaje generado por Iaiprede gas. A partir de la pendiente de la
recta de calibrado obtenida en la calibracién debyrimetro, se convertian los valores de
voltaje expresados en mV en unidades de presionHigimLos datos obtenidos se ajustaban a
una recta, la pendiente de la cual era la variagd&®ta presion de gas respecto al tiempo (mm
Hg-min®). A partir de esta pendiente, se determinaba faidad especifica de la biomasa

anammox como la cantidad de nitrégeno gas prodymdgramo de biomasa y por dia.

-Célculos realizados:

Inicialmente, las unidades de la pendiente de t#arde calibrado (mm Hg-mth se

convertian a unidades del sistema internacionai- (8):

g= mmHg " latm >(144Omin _atm
min  760mmHg 1d d

A continuacion, se calculaban los moles de nitroggas producido por unidad de tiempo

«d):

molesN-N, _ (atm)_ V; _ (atm L
=a X =a X
d d RT d atmL
mol-K

K

dondeVg es el volumen de la fase gas (L) calculado poiféaehcia entre el volumen total
y el volumen en la fase liquidR; es la constante de los gases ideales (0.082 gmiol)™!) y

T es la temperatura (°K).

Finalmente, la actividad especifica de la biomasamamox (g N-N-g SSV*-d%) se

calculaba aplicando el siguiente factor de congarsi

gN—NZ)_moIesN—NZXZSgN—NZx 1
g SS\W d 1molN-N, ¢SSV
L

AEA(

xV, (L)

dondeV, es el volumen de la fase liquida (L) y g SSVels la concentracion de sélidos en

suspension volatiles utilizada para el ensayo.
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3.2.9 Técnicas moleculares: PCR y FISH

La deteccion de las bacterias anammox se determiagiartir de las siguientes técnicas
molecularesPolymerase Chain ReactiqPCR) yFluorescence In Situ HybridizatioffrISH).
La pareja de encebadores especificos para lasribacenammox utilizada para realizar la
amplificaciéon de la PCR eran Pla46f-Amx368r y Am&BAmx820r (Neefet al, 1998;
Schmidet al, 2000, 2003, 2005). En la Tabla 3.3 se presessgtos encebadores, indicando la

secuencia a la que codifican y su especificidadtéiKat al, 2007b).

Tabla 3.3Relacion de los encebadores utilizados en estdiest

Encebador Secuencia (5'-3") Especificidad Referencia
Pla 46 GGATTAGGCATGCAAGTC Planctomycetales Neef al (1998)
Amx 368 CCTTTCGGGCATTGCGAA Organismos anammox Schnadal (2003)
Ca. Brocadi id
Amx 820 AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC o ocadiaanammoxi@ans = o op midet al (2000)

Ca. Kuenenia stuttgartiensis

El ADN (4cido desoxirribonucleico) amplificado cda pareja de encebadores Pla46f-
Amx368r se secuenciaba siguiendo el método degmoit®Gangeet al (1977). Esta secuencia
se verificaba a través del progran@@hromas 1.45 (Connor McCarthy, Australia) v,
posteriormente, se comparaba con la base de dabsN@BI (National Center for
Biotechnology Informationmediante la herramienta BLASTB4gsic Local Alignment Search
Tool) (Altschul et al, 1990) para identificarla con las secuencias goa homologia mas
elevada (Sanchez-Melsah al, 2008).

Los analisis realizados mediante la técnica FISHKfsetuaban como describen Amagin
al. (1995) y Daimset al. (1999). Para ello se utilizaban las sondas AmxBgB (especifica
paraCa. Brocadia anammoxidans @a. Kuenenia stuttgartiensis) y Eub338-(I-11-111)-Cyfue
hibridaban con el rRNA de la mayor parte de lagdyas presentes en la muestra. La muestra
gque contenia la sonda marcada se examinaba mediamroscopio de rastreo laser confocal
(CLSM, ConfocalLaser Scanning Microscopéeica TCS 4D). El area analizada que contenia
células de bacterias anammox (Cy3 para Amx820¢tamtificada como el porcentaje del area
tefiida por Eub338-(I-1I-111)-Cy5. Esta cuantificac de las bacterias anammox se realizaba

respecto al numero total de microorganismos preseant la muestr&(bacterig.
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Puesta en marcha del proceso anammox

4. PUESTA EN MARCHA DEL PROCESO ANAMMOX

El objetivo de este capitulo es desarrollar unaodwogia adecuada para poner en marcha
un reactor anammox mediante la tecnologia SBR,ladimalidad de enriquecer las bacterias
anammox a partir de una mezcla de fangos activosedentes de diferentes plantas de

tratamiento de aguas residuales.

4.1 Estudios previos: Localizacion de las bactes anammox

La premisa mas importante a la hora de poner enhaam reactor anammox es escoger un
in6culo que contenga microorganismos anammox, aisga en muy baja concentracion. Con
este propdsito se escogieron diferentes tipos @iios. Estos pueden dividirse en dos grupos:
los procedentes de sistemas naturales y los proieedee sistemas de tratamiento de aguas

residuales.

Entre los primeros, habia sedimentos marinos dddaga del Mar Menor (Murcia),
sedimentos de un lago de agua dulce en ToplitZAeq austriacos) y sedimentos de una
laguna de agua salada (Massofiuamollsde I'Emporda). El segundo grupo lo constituian
sedimentos procedentes de la zona andxica de temisle Humedales Construidos (SHC) que
realizaba el tratamiento terciario de las aguasluakes procedentes de la depuradora de
Empuriabrava (Girona) y fangos activos procededieslos estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDARs) municipales (Sils-Vidreres yatkll), de una planta de tratamiento de
lixiviados de vertedero (Oris, Barcelona) y de aactor que operaba mediante la tecnologia
SBR, ubicado en el Laboratorio de Ingenieria Quamic Ambiental (LEQUIA) de la
Universidad de Girona (UdG), que trataba aguaslues municipales para eliminar materia

orgéanica y nitrégeno.

Estos inOculos se escogieron en base a las caséictes del sistema o lugar de procedencia.
Por un lado, de los procedentes de sistemas nedusalpriorizaron zonas caracterizadas por su
ambiente anoxico, con elevada salinidad y con podsele compuestos de nitrdgeno. Por otro
lado, los indculos procedentes de los sistemas ratantiento de aguas residuales se
consideraron sistemas que eliminaran nitrégenoattennancia de fases aerobias y andxicas y
temperaturas elevadas (entre 30 y 38°C), exceptudwsl que procedian de las EDARs

municipales, que trabajaban a temperatura ambiente.
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Inicialmente, para cada uno de los in6culos sdzarah pruebas mediante las técnicas
molecularesPolymerase Chain Reactigi?CR) yFluorescence In Situ HybridizatiofirISH)
para la deteccién de bacterias anammox, dandaadeslnegativos en todas las muestras. Sin
embargo, debido a la posibilidad de que los in&deleccionados contuvieran bacterias
anammox, se llevaron a cabo los enriquecimientolsagéch de estos inoculos. Este trabajo se
realizd con la colaboracién del Grupo de Invesiiyaade Ecologia Microbiana Molecular,

perteneciente al Instituto de Ecologia Acuatica\jlHe la Universidad de Girona.

De esta manera, se iniciaron ocho enriquecimiestiodiscontinuo con biomasa procedente
de los diferentes origenes (Caliz, 2005; Sanchdzi®)e2006). Estos ensayos se llevaron a
cabo en erlenmeyers de 500 mL, completamente asraduna temperatura de 37°C y a un
valor de pH entre 6.7 y 8.3, controlado mediantad&ién de acido (HCI 1M) o base (NaOH

1M) (Sanchez-Melsiét al, 2008). En la Tabla 4.1 se presenta la relac@estios indculos.

Tabla 4.1 Relacion y resultados obtenidos de los indculosgdos (Caliz, 2005; Sanchez-Melsid, 2006).

Dia* Dia* Dia*
Procedencia Nombre Fechainicio  deteccion andlisis Deteccion
Balance N PCR FISH

Manga del Mar

. Agosto 2003 nd - -
Sistemas Menor
naturales Toplitzsee (Alpes)  Agosto 2003 nd - -
Massona Diciembre 2003 450 480 fd
SBR (LEQUIA-
Agosto 2003 180 180 180
UudG)
Sistemas de o
_ SHC Diciembre 2003 120 120 Ry
tratamientos de
, EDAR Taradell Diciembre 2003 nd - -
aguas residuales
EDAR Sils-Vidreres Julio 2005 250 300 300
Oris Febrero 2005 280 330 Ry

* Desde el dia que se inicioletch @ no detectado al cabo de un afio y medio de eniimiento;
@no detectado el mismo dia que se realizé la PCR.

En esta tabla se presenta la fecha del inicio da eariquecimiento, los dias que tardaron
en observarse actividad anammox a partir de laidistion del amonio y nitrito en el medio y
si result6 positiva la deteccién de las bactenwsranox mediante las técnicas moleculares PCR
y FISH.

El primer enriquecimiento positivo detectado fuedel in6culo procedente de los fangos
activos del SBR ubicado en el Laboratorio de Ingeai Quimica y Ambiental de la UdG
(LEQUIA-UdG). Este reactor habia sido inoculado dodos procedentes de la EDAR
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municipal de Sils-Vidreres y alternaba fases aaslyi andxicas con el objetivo de eliminar
materia organica y nitrégeno de aguas residualesicipales. En el momento de iniciar el
enriquecimiento con este indculo, estos fangosatianm tres meses en un reactor de vidrio bajo
condiciones anoxicas, con una velocidad de agitadenta y con un control de las
concentraciones de los compuestos de nitrogenoamediadiciones puntuales de amonio,
nitrito y nitrato. Posteriormente, los inéculos gedentes de la laguna de agua salada
(Massona), del Sistema de Humedales Construido<)SHel sistema de tratamiento de
lixiviados del vertedero de Oris y de la EDAR dés-Sfidreres también dieron resultados
positivos. De esta manera, se comprobé que lagiEsetanammox estaban presentes en la

mayoria de los in0culos escogidos.

Los enriquecimientos en los que se detectd activetemmmox mediante el consumo de
amonio y nitrito y la producciéon de nitrato se #@wbn mediante técnicas de biologia
molecular. Mediante la técnica PCR se identificédpecieCa. Brocadia anammoxidans como
la responsable de la actividad anammox en todosefidores inoculados (GenBaikcession
numberAB054006). Ademas, se realizé el andlisis de ¢emlisa anammox mediante la técnica
molecular FISH utilizando la sonda Amx820 (Amaeh al, 1995; Daimset al, 1999),

especifica par€a. Brocadia anammoxidansGa. Kuenenia stuttgartiensis.

Sin embargo, no todas las muestras que habian wadesultado positivo con la técnica
PCR fueron detectadas por la técnica FISH en el entonen que se detectd actividad
anammox. Unicamente las muestras SBR (LEQUIA-UdJ@DAR Sils-Vidreres dieron un
resultado positivo. En el resto (Massona, SHC ys)Ono se detectaron células anammox
debido, posiblemente, a que el numero de bactesaammox presentes en estos
enriguecimientos no era lo suficientemente elevada que la presencia de elevadas
concentraciones de sales y otras sustancias quémrautofluorescencia enmascaraban las
células marcadas impidiendo la visualizacion deHasterias a través de la técnica FISH
(Sanchez-Melsio, 2006).

Asi mismo, a partir del seguimiento de los commsgesle nitrégeno, los enriquecimientos
procedentes de la Manga del Mar Menor, de Topltysde la EDAR de Taradell no mostraron

actividad anammox ni fueron detectadas mediantetagcas de biologia molecular.

4.2 Condiciones de operacion del proceso SBR-anarmx

Para llevar a cabo el proceso anammox se utilizéeantor SBR de 20L de capacidad

maxima, encamisado para mantener la temperatueadizy equipado con una serie de sondas
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que permitian monitorizar el pH, la temperaturapxdgeno disuelto y el potencial redox. La

Tabla 4.2 presenta las condiciones de operacifipagias para operar el reactor anammox.

Tabla 4.2 Relacién de las condiciones de operacién aplicpdesponer en marcha el proceso anammox.

Parametro Condicion aplicada Rango
Tecnologia SBR Ciclos Ciclo 8 horas
Oxigeno disuelto Anaerobiosis <0.1 mg Q-L*

Agitacion Lenta 100-150 rpm

Alimentacion Continua 6 horas
Relacion molar N@:NH," Aumento gradual 0.76-1.32 mol-ritol
Carga Nitr6geno aplicada Aumento progresivo 0.8D-kg N-n-d*

Presencia N® Evitar reduccion sulfato 0-30 mg N-Na.*

pH Control automatico 7.5-8.2

Temperatura Condiciones mesofilicas 36.0+0.3°C

A continuacién se explican detalladamente estagicimmes aplicadas en el reactor SBR

para la puesta en marcha y enriquecimiento dekgmc

4.2.1 Configuracion del ciclo de operacién

La configuracion de trabajo del SBR se basé erogifijos de 8 horas que se repetian
continuamente. El ciclo de trabajo aplicado (FigBr4; Materiales y Métodgsconstaba de

cinco etapas distribuidas de la siguiente forma:

1) Inyeccion de nitrdgeno gas (4 minutos)

2) Alimentacién continua y reaccion con agitaciéntd (356 minutos)
3) Reaccién con agitacion lenta (80 minutos)

4) Sedimentacion (20 minutos)

5) Vaciado (20 minutos)

En primer lugar, se inyectaba nitrégeno para deaplel aire del interior del reactor. En la
fase de alimentacion (Etapa 2), el reactor se aliai@ continuamentée@d batch strategypara
gque las bacterias anammox dispusieran de sustnasémté toda la etapa y al mismo tiempo se
evitaba la inhibicién del proceso por acumulaciénnitrito. La etapa de reaccion (Etapa 3)

permitia completar la eliminaciéon de amonio y totrsiempre que la velocidad de consumo de
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estos compuestos fuera lo suficientemente ele\@dalmente, se realizaban las tipicas etapas

de sedimentacién y vaciado.

4.2.2 Condiciones anaerobias

Para mantener las condiciones anaerobias en ¢brescadoptaron una serie de medidas
gue minimizaban la entrada de aire en el reactorpfimer lugar, para evitar la difusion de
oxigeno, se utilizaron conducciones y conexionesa®gpreno. En segundo lugar, el medio
sintético utilizado como afluente del sistema anamise preparaba en bolsas colapsables, en
las que se burbujeaba nitrégeno gas para miningka&ontenido de oxigeno es su interior.
Finalmente, durante los primeros 4 minutos deloc¢ trabajo se inyectaba, jas por la
cupula del reactor para desplazar el oxigeno qdemuhaber entrado en el reactor durante la
etapa de vaciado. Otro parametro a controlar patarda entrada de aire, fue la velocidad de
agitacion de la mezcla de reaccion, que debia \imiente para mantener la biomasa en
suspension pero lenta para minimizar la aireacifredicial. En este sentido, la concentracion
de oxigeno disuelto en el interior del reactor satuvo por debajo de 0.1 mg-O* durante

todo el estudio.

4.2.3 Caracteristicas del alimento sintético

Segun la estequiometria del proceso anammox (EoudcB, Introduccidn, la relacion
molar nitrito:amonio del alimento debe de ser d&2Imoles N@-mol*NH,". Sin embargo,
durante la puesta en marcha del proceso debe nseegtspecial atencion a la concentracion de
nitrito, ya que es un inhibidor del proceso anamn{®&ouset al, 1999b). Asi, durante la
puesta en marcha del proceso, se propuso alimehtaeactor con una relacion molar
nitrito:amonio en el afluente de 0.76 para evitam posible acumulacion de nitrito. Esta
relacién se incrementa hasta el valor estequiooeétle 1.32 cuando la biomasa anammox
estaba completamente desarrollada. Ademas, el aordenla carga de nitrégeno aplicada se
realizé gradualmente para evitar su acumulaciéal énterior del reactor. Las concentraciones
de amonio y nitrito en el afluente se aumentabaando la concentracién de nitrito en el

efluente del reactor anammox era inferior a 15 mg'N

El medio sintético utilizado para operar el proces@mmox contenia amonio, nitrito,
nitrato, fuente de carbono (bicarbonato), fésforsojucion de micronutriente<Cépitulo 3
Materiales y Métodgs Las concentraciones iniciales de amonio y pitfiteron de 10 y 15 mg
N-L? respectivamente, incrementdndose a lo largo d#ude hasta alcanzar unas

concentraciones de 1300 mg N-NH?! y 1768 mg N-NG-L*. Ademas, a este alimento se le

73



Capitulo 4

afiadia nitrato para prevenir la formacion de asigdéhidrico (HS), compuesto téxico para las
bacterias anammox. En este sentido, si no hubigratandisponible en el medio, las bacterias
sulfato-reductoras utilizarian el sulfato (3 como donador de electrones, reduciéndolo a

acido sulfhidrico.

4.2.4 Parametros operacionales: pH y temperatura

El intervalo de pH 6ptimo para operar un react@mamox esta entre 6.7 y 8.3 unidades de
pH (Jetteret al, 1999; Egliet al, 2001). Segun la Ecuacién 1l8ttoduccion, se produce un
consumo de protones {Hque provoca un aumento del pH que es necesariegiopara evitar
posibles inhibiciones del proceso. Por lo tantoingglementd un control automatico del pH.
Durante la etapa de alimentacidon continua y reacciél ciclo de operacién (Figura 3.4;
Materiales y Métodds se adicionaba acido clorhidrico 1M para manteherlor del pH entre
7.5 y 8.2 unidades. Por otro lado, la temperatwgaoperacion, controlada a partir de la
recirculacion de agua caliente a través de la @amé reactor, se mantuvo a 36.0+0.3°C

durante todo el estudio.

4.2.5 Inéculo del SBR-anammox

El reactor anammox se inoculé con biomasa proceddmtiferentes origenes: la EDAR de
Sils-Vidreres (Girona), la planta de tratamiento de lixiviados de vestedde Oris (Vic,
Barcelond y la planta de tratamiento de residuos séliddsamws Ecoparc (Barcelong.
Exceptuando los lodos procedentes Hebparg en los otros dos casos se habian obtenido
resultados positivos mediante los ensayobanhrealizados previamentégartado 4.). Los
lodos procedentes decoparcse incluyeron en el indculo escogido para la puestmarcha del
proceso porqué esta planta operaba con unas comekcique favorecian la presencia de la
biomasa anammox: alternancia de fases aerobia®xicas, cargas de nitrdgeno elevadas y
temperatura de operacion entre 30 y 38°C. Cab#aegae no se utilizé el indculo enriquecido

con biomasa anammox de los estudios previos.

El volumen de lodos fue el mismo para los tres g seleccionados. Una vez inoculado
el reactor, la concentracion inicial de Sdlidosfumsion Totales (SST) y Sélidos Suspension
Volatiles (SSV) en el interior del reactor fue dd&y 1.76 g-L!, respectivamente. Asi, la
relacion SSV-SSTfue de 0.71. Igual que en los experimentobatoh al iniciarse la puesta en
marcha del proceso anammox, no se detectd la miasda bacterias anammox mediante las

técnicas moleculares PCR y FISH en la mezcla dasledcogida.
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4.3 Puesta en marcha y enriquecimiento de las hadas anammox

El reactor SBR operé durante un afio, realizanddsseguimiento de los parametros
fisicoquimicos mas significativos del proceso. $elps resultados obtenidos durante la puesta

en marcha del proceso anammox se distinguierompérsdos de operacion (Tabla 4.3):

- Periodo 1. Arranque del proceso anammox.
- Periodo 2. Enriquecimiento del proceso anammoxoege carga de nitrégeno.

- Periodo 3. Enriquecimiento del proceso anammoxattarcarga de nitrégeno.

Tabla 4.3 Condiciones de operacion y caracteristicas deéafe sintético durante los tres periodos.

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3
Unidades Enriquecimiento Enriquecimiento
Arranque .
Baja Carga N Alta Carga N
Tiempo dias 0-78 79-225 226-365
NO,:NH," afluente ~ mol-mot* 0.76 1.00 1.32
Carga N aplicada kg N-n?-d*  0.01-0.02 0.02-0.25 0.25-1.60
NH," afluente mg N-NH"-L! 14.9-24.5 21.9-250.0 250.0-1301.4
NO, afluente mg N-NQ-L* 9.6-20.9 22.2-263.1 263.1-1768.6
NOj afluente mg N-NQ-L! 200.6-31.8 34.8-28.2 27.0-0
Eliminacion NH,* % 0-53 53-79 79-99.9
Eliminacién NO, % 0-56 56-96 96-99.5
TRH® dias 3.6-2.4 2.4-1.9 1.9
pH unidades pH 7.5-8.1 7.4-8.4 7.2-8.7

@ Tiempo Retencion Hidraulico

Estos tres periodos estaban caracterizados pelalidn molar nitrito:amonio en el afluente
(0.76, 1.0 y 1.32 moles N-NGmol N-NH;,", respectivamente) y por el incremento exponencial
de la carga de nitrégeno aplicada (desde 0.01 Hatakg N-ri-d%). La relacién molar
nitrito:amonio en el afluente durante el primeripgo (0-78 dias) fue de 0.76 moles de,NO
por mol de NH'. Esta relacion molar, inferior a la propuesta $ouset al (1998), mantenia
el nitrito como compuesto limitante disminuyendaiesgo de acumulacién de este compuesto
y por tanto la inhibicién del proceso. Una vez poieen marcha el proceso, esta relacion se
aumentd en cada periodo hasta trabajar con ladelastequiométrica de 1.32 (Ecuacion 1.8)
durante el tercer periodo de enriquecimiento cemagla carga de nitrégeno. Por otro lado, el
afluente también contenia nitrato que fue reducigéed lo largo de los tres periodos a medida

gue se producia por el propio proceso anammox.
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La puesta en marcha del proceso anammox se irogidica carga de N aplicada (amonio +
nitrito) de 0.01 kg N-md*, que fue incrementandose progresivamente a |l ldeglos tres
periodos. El incremento de la carga de nitrdgenticaafa se realiz6 aumentando las
concentraciones de amonio y nitrito en el aflugntel volumen tratado por ciclo. En este
sentido, el tiempo de retencién hidraulico (TRHndinuyé de 3.6 a 1.9 dias a lo largo de los

tres periodos (Tabla 4.3).

En la Figura 4.1 se presenta la evolucion de Igacde N aplicada (amonio + nitrito) y de la

carga de N en el efluente (amonio + nitrito) el\kgi>-d* durante los tres periodos.

Relacion molar NOZ':NH4+ afluente
0.76 1.00 [ 1.32

1,75

mmmm Carga N aplicada (N-NH," + N-NO,)

1,50
mmmm Carga N efluente (N-NH," + N-NO,)

1,25
1,00
0,75

0,50

Carga N (kg N-m3.d%)
Carga N (kg N-m3.d%)

0,25

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tiempo (dias)

Figura 4.1 Evolucion de la carga de nitrégeno aplicada ynitebgeno descargado durante la puesta en martha de
proceso anammox.

Durante el periodo de arranque del proceso (0-@8,da carga de N aplicada fue de 0.01-
0.02 kg N-ri-d*. Aplicando esta baja carga de N se evitd la acaomm de nitrito en el
interior del reactor. Una vez se detectd la acigidnammox a partir del consumo simultaneo
de amonio y nitrito y de la deteccion positiva na@dé la técnica molecular PCR, la carga de N
se incrementd progresivamente de 0.02 a 0.25 kg>N’mentre los dias 7% 225
(enriquecimiento con baja carga de nitrdgeno). Rimpdel dia 226 (enriquecimiento con alta
carga de nitrdgeno), la carga de N aplicada se mtdnmexponencialmente a medida que el
amonioy el nitrito eranconsumidogor la biomasaanammoxhasta trataf..60 kg N-rit-d*. A

continuacion se explican detalladamente estopadedos.

4.3.1 Periodo 1: Arranque del proceso anammox (I8 dias)

Una vez inoculado el reactor SBR con la mezclaatgds activos descrita anteriormente,
se aliment6 el reactor con un afluente sintétio® cpntenia una concentracion media de 15 mg

N-NH,"-L*, 10 mg N-NQ-L' y 200 mg N-N@-L* (Tabla 4.3) con una relacion molar
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nitrito:amonio de, aproximadamente, 0.76 moles @ Mor mol de NH'. El TRH durante el

arranque del proceso anammox disminuy6 de 3.6 didst(Tabla 4.3), alimentando entre 4 y
6.5 L-d*, respectivamente, con la finalidad de aumentagrpsivamente la carga de N aplicada.
En la Figura 4.2 se presenta la evolucion de Igacde N aplicada (amonio + nitrito) y la carga
de N en el efluente durante el primer periodo.idintente la carga de nitrégeno aplicada fue de
0.01 kg N-rit-d*, incrementandose a aproximadamente 0.02 kg*NHra partir del dia 20.

Durante este primer periodo, la carga de N aplitadgréacticamente igual que la carga de N

en el efluente.

0,05 0,05
mmmm Carga N aplicada (N-NH," + N-NO,)
0,04 - 0,04
mmm Carga N efluente (N-NH," + N-NO,)
0,03 + - 0,03

Carga N (kg N-m>.d)
Carga N (kg N-m>-d?)

0,01

0,00

0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (dias)

Figura 4.2 Evolucién de la carga de nitrégeno aplicada yadecumulacion de nitrégeno durante el arranque del
proceso anammox (Periodo 1).

En la Figura 4.3 se presenta la evoluciéon de lospeestos nitrogenados (amonio, nitrito y

nitrato) en el afluente y en el efluente durante psmer periodo.

Durante la primera semana se observdé un aumenta dencentracion de amonio en el
efluente debido a que el nitrégeno organicggiNpresente en la mezcla de lodos utilizada para
inocular el reactor, se hidroliz6 obteniéndose 6gigno amoniacal (N-NF). Una vez
amonificado todo el nitrégeno organico (dia 19)cdacentracion de amonio en el efluente se
estabiliz6 manteniéndose practicamente igual ataentracion presente en el medio sintético
alimentado que se aument6 a partir del dia 20 Hasfmalizacion del periodo (25 mg N-
NH," L% (Figura 4.3A).
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Figura 4.3 Evolucién de los compuestos nitrogenados durdmgereer periodo, arranque del proceso anammox
(dias 0-78)

Al mismo tiempo, el nitrito alimentado se consumia desnitrificacion heterotréfica hasta
el dia 19, utilizando la materia organica biodeghdel presente en el inéculo. A partir del dia 20
se aumentd la concentracion de nitrito en el altmemanteniéndola a 20 mg N-N@ ! hasta
el final del periodo (Figura 4.3B).

En lo que concierne al nitrato, durante los primeatias de la puesta en marcha del reactor
anammox (0-21 dias), el nitrato del afluente actoido aceptor de electrones consumiéndose
rapidamente por desnitrificacion heterotréfica (Fag4.3C). Una vez eliminada la mayor parte
de la materia organidsiodegradablda concentraciémle nitratoenel afluenteseredujode 150
mgN-NO;-L™* (dia 1) hasta 50 mg N-NGL™ (dia 8). A partir del dia 23 y hasta la finalizacié
del periodo se aliment el reactor con 30 mg NyNO (Figura 4.3C).

A partir del dia 60 las concentraciones de amomidrito en el efluente disminuyeron. Asi,
segun la ecuacion que describe el proceso anamBrmuagion 1.8), la eliminacion tanto de
amonio como de nitrito fue el primer indicio dealetividad de las bacterias anammox en este
primer periodo. En este sentido, el dia 60 sea@eli andlisis molecular de la biomasa presente
en el SBR mediante la técnica molecular PCR. Esédisis resultd ser positivo y la especie
detectada fue identificada con@a. Brocadia anammoxidans (GenBardccession number
AB054006).
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4.3.2 Periodo 2: Enriquecimiento del proceso anamox con baja carga de

nitrégeno (79-225 dias)

Debido a la disminucién conjunta de amonio y miteh el interior del reactor anammox, a
partir del dia 80 se aument6 de forma gradual igacde nitrégeno aplicada desde 0.02 a 0.25
kg N-m*.d* (Figura 4.1; Tabla 4.3). En la Figura 4.4 se repnéa la carga de N aplicada y la

carga de N en el efluente durante el Periodo 2.

05 05

] wmmm Carga N aplicada (N-NH," + N-NO,)
04 A 04
| mmmm Carga N efluente (N-NH," + N-NO,)

Carga N (kg N-m®.d%)
Carga N (kg N-m3-d%)

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

Tiempo (dias)

Figura 4.4 Evolucion de la carga de nitrégeno aplicada yadeatga de nitrégeno en el efluente durante elnskgu
periodo.

En este periodo la relacion molar nitrito:amonidrsgementd hasta 1.0 mol de N@or
mol de NH" (Tabla 4.3), cercana a la propuesta en la EcudcBrpara disminuir la limitacién
del proceso por nitrito. El incremento de la caggicada se llevo a cabo aumentando las
concentraciones de amonio y nitrito en el aflugn@isminuyendo progresivamente el TRH
hasta 1.9 dias (Tabla 4.3), tratando 8.4'Ldé alimento sintético. Este aumento de carga se

efectuaba cuando la concentradi@nnitritoenel efluenteerainferioral5 mg N-NQ™-L™.

En la Figura 4.5 se presenta la evolucion de logpeestos nitrogenados entre los dias 79 y
225 (enriguecimiento con baja carga de nitrégelBo)esta figura se observa como a partir del
dia 100 las concentraciones de amonio y nitritceleafluente aumentaron progresivamente
(Figuras 4.5A y 4.5B), mientras queciancentraciémle nitrato en el alimento se redujo a 25 mg

N-L™ debido al aumento de la concentracién por la banzmammox (Figura 4.5C).
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Figura 4.5. Evolucion de los compuestos nitrogenados dumgrgegundo periodo (dias 79-225).

A pesar de aumentar las concentraciones de amonidtrijo en el afluente, las
concentraciones en el efluente de estos dos congsuss mantuvieron estables. Este consumo
de amonio y nitrito (Figuras 4.5A y 4.5B), unidolaageneracion de nitrato (Figura 4.5C),
confirmo la presencia de la biomasa anammox eeagtor SBR. Sin embargo, en la Figura
4.5A se observa la acumulacién de amonio en eteftudebido a la aplicacion de una relaciéon
molar nitrito:amonio inferior a la estequiométri€r esta razon, a partir del dia 226 (Periodo
3) se aumento esta relacion a 1.32, correspondielatgelacion estequiomeétrica (Straaisal,
1998).

4.3.3 Periodo 3: Enriquecimiento del proceso anamox con alta carga de
nitrogeno (226-365 dias)

En la Figura 4.6 se muestra la evolucion de lospr@stos nitrogenados en el afluente y en
el efluente entre los dias 226 y 365. Durante pstéodo se trabajo con una relaciébn molar
nitrito:amonio en el afluente de 1.32 (Tabla 4A)coincidir con la relacion estequiométrica,
las concentraciones de amonio (Figura 4.6A) vy toit(Figura 4.6B) en el efluente eran
practicamente nulas durante todo el periodo. Rorato, a partir del dia 232 se retir6 el nitrato
del alimento ya que la generacion de éste portigidad de las bacterias anammox provoco un

aumento progresivo hasta alcanzar los casi 300 g éh el efluente (Figura 4.6C).
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Figura 4.6 Evolucién de los compuestos nitrogenados durdnezaer periodo (dias 226-365).

El incremento de las concentraciones de amonidrigonén el afluente se realizé6 de manera
gradual, llegandose a tratar 1300 mg N;NH' y 1768 mg N-NG-L* (Tabla 4.3, Figuras
4.6A y 4.6B). En este sentido, en la Figura 4. 7eggesenta el aumento de la carga de N
aplicada, asi como la carga de N en el efluenta gafga de N eliminada por parte de la
biomasa anammox. Ademas, se observa como la caryaaglicada es practicamente igual a la
carga de N eliminada, exceptuando los episodiositibicion. En este periodo se llegaron a
tratar 1.60 kg N-fd*, obteniéndose un porcentaje de eliminacién de @monitrito superior
al 99% (Tabla 4.3).

2,00 2,00
mmmm Carga N aplicada (amonio+nitrito)
1,75 1,75
mmmm Carga N efluente (amonio+nitrito)
1,50 1,50
Carga N eliminada (amonio+nitrito)
1,25 1,25

1,00 1 1,00

0,75 - 0,75

0,50 - 0,50

Carga N (kg N-m3.d%)
Carga N (kg N-m3.d%)

0,25 0,25

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

Tiempo (dias)

Figura 4.7 Evolucion de la carga de N aplicada, de la casghl @n el efluente y de la carga de N eliminadarher
el tercer periodo.
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Por otro lado, la Figura 4.8 presenta la evoludi@h pH durante los tres periodos de
operacién. Como se ha comentado anteriormentealet de pH se controlé automaticamente
mediante la adicion de HCI 1M para mantener el ptreer.5 y 8.2 unidades, aproximadamente
(Periodos 1y 2). A partir del tercer periodo laiatilidad del pH fue mas acusada debido a una
mayor actividad de las bacterias anammox. Asi,st& periodo se obtuvieron valores de pH
superiores a 8.5 unidades. Esto provocé la pémtdactividad de la biomasa anammox entre
los dias 280 y 290 debido a la acumulacion de ampmiitrito el interior del reactor (Figuras
4.6A y 4.6B). Una vez restablecido el pH se disyinwpor precaucion, la carga de nitrégeno

aplicada hasta recuperarse completamente la adiéidammox (Figura 4.7).

Relacion molar N02':NH4Jr afluente
0.76 1.00 1.32

9,0 9.0

85 -85

8,0 - 80
T I
o o

7,5 4 - 75

7,0 4 7.0

6,5 T T T T T T T T T T T T 6,5

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

tiempo (dias)

Figura 4.8 Evolucién del pH durante los tres periodos dedistu

El oxigeno disuelto, la temperatura y el potend&loxidacién-reduccion fueron los otros
pardmetros que se monitorizaban en linea. El orig&uelto se mantuvo siempre alrededor de
0.1 mg Q-L%, que era el valor minimo que detectaba la sondaemperatura de trabajo se
mantuvo en torno a 360.3°C. El valor del potencial redox fue de 150 myamte la mayor

parte del estudio.

Por otro lado, en este tercer periodo se produjohidicién del proceso anammox en dos
sucesos distintos. En un primer incidente, el 8& s incremento inesperadamente la carga de
N aplicada (de 0.45 a 0.72 kg N%mi?) debido a un fallo en la bomba de alimentacion (figu
4.7).Debidoa esteaumentaepentinadecarga, s@rodujola acumulaciérde 100mgN-NO, L™
(Figura 4.6B) y de 84 mg N-NfL™ (Figura 4.6A), aunque se mantuvo la carga de Nimdida

de los dias previos (Figura 4.7).
En un segundo incidente, ocasionado por un fallel sistema de control del pH, se trabajo

durante 36 horas a valores de pH superiores angdades. Entre los dias 280 y 290, debido a la

inhibicién del proceso se acumularon 313 mg N;NGy 252 mg N-NH"-L™* en el interior del
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reactor (Figuras 4.6A y 4.6B), observandose, adem#s disminucién de la concentracion de

nitrato en el efluente (Figura 4.6C) debido a l@ laatividad de las bacterias anammox.

En este sentido, diversos estudios indicaban umpleta pérdida de la actividad de estos
microorganismos a concentraciones superiores am@MN-NQ,-L™* (Strouset al, 1999b;
Schmidtet al, 2003; Jetteret al, 2005a). Por esta razon, cuando se acumuléongrit el
reactor anammox, ya sea por sobrecarga (dia 28y elevados valores de pH (dia 285), el
sistema se restablecioé disminuyendo la carga delibada hasta que la concentracién de nitrito
en el efluente fue inferior a 15 mg N-BNQ™*. Exceptuando estos episodios de inhibicion del
proceso anammox, los porcentajes de eliminaciéanu@nio y nitrito fueron superiores al 99%
(Tabla 4.3), obteniéndose concentraciones pracéngamulas de amonio y nitrito en el efluente

del reactor anammox durante el tercer periodo (B&ggd.6A y 4.6B).

4.3.4 Caracterizacion de las bacterias anammox

La biomasa responsable de llevar a cabo el pram@smmox presentd a partir del segundo
periodo una estructura granular. Diversos autosss descrito que las bacterias anammox
suelen crecer en biopeliculas en un material dersmgSiegristet al, 1998; Hipperet al,
2001; Pynaeret al, 2003; Cemaet al, 2007) o en forma de granulos (Strasal, 1998;
Sliekerset al, 2003; Dapena-Morat al, 2004b; Van der Stast al, 2007). La formacién de
granulos permitié obtener velocidades de sedim&nmtaglevadas, o que minimizé la pérdida
de biomasa anammox por el efluente durante la elapaciado de cada ciclo.

El dia 365 se efectud la caracterizacion de estamdsa. En la Figura 4.9 se presenta una
fotografia donde se observa el aspecto granulla demasa anammox, asi como su color rojo

caracteristico.

Figura 4.9 Fotografia de la biomasa granular anammox durdrgasayo realizado.
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Durante la caracterizacion de esta biomasa se @stah tamafio de granulo
(didmetro=2.20.7mm) y se calcul6 el indice volumétrico de fang&$) para comprobar las
caracteristicas de sedimentabilidad. Se determiadI\MFR=IVF;= 34 mL-¢" y una relacion
entre la IVRp y la IVF; de 1. Los valores obtenidos de estos parametiogigicos de una
biomasa granular (Schwarzenbestkal, 2004). Por otro lado, las concentraciones de $ST
SSV en el interior del reactor al finalizar el Red 3 eran de 24D.3 g-I"' y 1.8:0.3 g-L,

respectivamente, mientras que la concentracionara=BSV en el efluente era de 0.01'g-L

Por otro lado, meses mas tarde de realizar eliestiedla biomasa anammox se realizaron
una serie de fotografias con el microscopio birarczikiss STEREO Discovery V12+Cémara
Nikon Coolpix-4500En la Figura 4.10 se presenta una de estas &tagren la que se puede
apreciar el aspecto granular de la biomasa. Cabalaseque el tamafio de las bacterias

anammox disminuy6 después de realizarse este estudi

Figura 4.10 Fotografia de la biomasa granular anammox realinaelses después del enriquecimiento de las
bacterias anammox. Escala: 1 mm.

4.4 Herramientas para realizar el seguimiento delproceso

anammox

Durante la puesta en marcha y enriquecimiento seb#terias anammox se utilizaron

diferentes técnicas para el seguimiento y la ecalnalel proceso.
4.4.1 Técnicas moleculares: PCR y FISH

La deteccion de los microorganismos anammox seéealediante las técnicas moleculares
FISH y PCR, descritas en el capitulo Materiales y MétodasMientras que la técnica FISH

permitié detectar y cuantificar a las bacteriasvamax, la técnica PCR identifico el género y la
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especie de éstas. En este sentido, se tomaronrasudatrante los tres periodos para estudiar la
evolucion del proceso. En la Tabla 4.4 se preselammesultados obtenidos al aplicar estas
técnicas y el porcentaje de bacterias anammox qiessen el reactor respecto al nimero total
de microorganismosEQbacterig. Inicialmente (dia 0), se realizé el andlisis ecolar de la
biomasa anammox presente en el inéculo, obtenieggldtados negativos tanto por la técnica
PCR como por FISH.

Tabla 4.4 Resultado del analisis de la biomasa anammox migdias técnicas moleculares PCR y FISH.

%

Periodo Dia de estudio PCR FISH Biomasa
anammox
1 0 nd® nd® -
60 Ca Brocadia anammoxidans ~ fid -
2 152 Ca. Brocadia anammoxidans + 40.A47.1
3 245 Ca. Brocadia anammoxidans + Hd
365 Ca. Brocadia anammoxidans + 85.(x1.8

@ no detectado

Al cabo de 60 dias de iniciarse la puesta en madghgoroceso, el analisis realizado
mediante la técnica molecular PCR, con encebadqtes amplificaban a las bacterias
anammox, resulté ser positivo. A partir de la pasiesecuenciacion directa del producto de
PCR se obtuvo una homologia del 98% resped@aaBrocadia anammoxidans (GenBank:
accession numberAB054006), utilizando la base de datos deational Center for
Biotechnology InformatioiNCBI), mediante la herramienta BLASTB&sic Local Alignment
Search Togl Esta homologia fue considerada suficientemel#¢ada para verificar que la
especie detectada por PCR €a Brocadia anammoxidans. Por otro lado, mediantédaica
FISH, utilizando las sondas Amx820-Cy3 y Eub338-(l1)-Cy5, no se detecté la presencia de
bacterias anammox, posiblemente debido a la bajeectracién de estos microorganismos en
la muestra analizada. En este sentido, con mugsbas enriquecidas, la técnica PCR es mas

sensible que el analisis mediante la técnica FISH.

El dia 152 (Periodo 2) se realiz6 un nuevo anatisisobioldgico de la biomasa presente en
el reactor, dando resultados positivos por ambasidés. Ademas, a partir del analisis
molecular mediante la técnica FISH se determind gjuporcentaje de bacterias anammox

respecto a la biomasa tot&lupacterig era del 40.27.1%.
Finalmente, los dias 245 y 365 (Periodo 3) se tomauevas muestras para realizar el

analisis molecular de la biomasa anammox (Tablp Edla Figura 4.11 se presenta la imagen
FISH obtenida de la muestra del dia 365.
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—
10pm

Figura 4.11 Microfotografia FISH generada con la sonda Amx83@-(color rosado) respecto al total de bacterias
(Eubacteria, Eub338-(I-11-111)) el dia 365 de estudEscala: 10 um (Lépet al, 2008)

Esta imagen, realizada con el microscopio de @aslser confocal (CLSMZonfocalLaser
Scanning Microscope permitié cuantificar el porcentaje relativo de hiomasa anammox
respecto al total de microorganismd=ulpacterig, obteniéndose un 83:0.8% de bacterias
anammox. Por otro lado, la PCR confirm6 que lagdmas anammox cultivadas en el reactor

SBR seguian perteneciendo a la esp€eaieBrocadia anammoxidans (Tabla 4.4).

4.4.2 Relaciones estequiométricas. Consumo amoRErsus consumo de nitrito

y produccion de nitrato

En primer lugar, se determind el consumo de amgme nitrito y la generacion de nitrato
durante todo el procedimiento experimental (Figud22), como mecanismo de seguimiento del

proceso anammox.

Relacion molar NO;:NH, ™ afluente
0.76 \ 1.00 1.32

1800
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1500
1 —— N-NO, cons
1200
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300

-300
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Figura 4.12 Evolucion del consumo de amonio y nitrito y d@taduccion de nitrato durante todo el estudio.

A partir del dia 170 se observd un consumo elevd@@monio y nitrito, asi como una

elevada produccion de nitrato, exceptuando losodjms de inhibicion del proceso, donde
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disminuyd el consumo de amonio y nitrito y la procidn de nitrato (dias 280-290). Esto

demostr6 el comportamiento caracteristico del mwmcenammox (Ecuacion 1.8). La

eliminacion de nitrito por parte de las bacteriaaramox durante el tercer periodo fue mas
elevada que la eliminacion de amonio debido a gumesumieron 1.32 moles de N@or mol

de NH;,".

Para evaluar si la eliminacion del nitrdgeno ergamente debida al proceso anammox, se
realizé el seguimiento de las relaciones estequiicas entre el nitrito y el amonio eliminado y
entre el nitrato producido y el amonio eliminadolca largo del periodo experimental,
comparandolos con los valores tedricos segun lagetmetria de la reaccion anammox
(Ecuacion 1.8). En la Figura 4.13 se presentans eglaciones estequiomeétricas, una vez
detectada la actividad anammox a través del consimaitaneo de amonio y nitrito (a partir
del dia 60).

Relacién molar NOZ':NH4+ afluente
0.76 1.00 [ 1.32

2,0

—a— NO, consumido/NH," consumido

Estequiometria

0.26—]

0,0 -7

Tiempo (dias)

Figura 4.13 Relaciones estequiométricas durante el enriquentmide la biomasa anammox (dias 60-365).

El seguimiento de estas relaciones se utilizé cpardmetro de control para determinar el
buen funcionamiento del proceso. La relacion mealdenida a partir de los valores
experimentales durante los periodos de enriquestmiéPeriodos 2 y 3) fue de 18205
moles de N@ eliminados por mol de Nf eliminado y de 0.28).05 moles de NQproducidos
por mol de NH" eliminado, valores muy préximos a los obtenidosStoouset al (1998) en la
Ecuacion 1.8 (1.32 y 0.26). Para corroborar estesltados, en la Figura 4.14 se representa el
consumo de nitrito y la produccion de nitrato vergli consumo de amonio durante todo el

estudio.
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Figura 4.14 Correlacioén nitrito:amonio consumidos y nitratogucido:amonio consumido durante todo el estudio.

A partir de estos datos se calculé la recta deesd@n para estas dos relaciones, donde la
pendiente de cada una de ellas corresponde alta$orees molares experimentales entre el
nitrito:amonio consumidos y entre el nitrato pradocamonio consumido. Para la relacion
nitrito consumido:amonio consumido se obtuvo urovale 1.32. Este valor es idéntico al
propuesto por Stroust al (1998). En cambio, para la relacién nitrato prdo:amonio
consumido se obtuvo un valor de 0.22. Esta prodocae nitrato inferior al valor
estequiométrico (0.26; Ecuaciéon 1.8) se pudo dglmsmiplemente, a que una pequefia parte de
este nitrato fuera consumida por la biomasa hetdica presente en el reactor anammox,

utilizando la materia organica producida por la rreide los microorganismos.

4.4.3 Analisis de un ciclo operacional. Determiméon de las velocidades de

reaccion

Al inicio del tercer periodo (dia 232), se realgdstudio de las velocidades de consumo de
amonio y nitrito y de la produccién de nitrato parte de las bacterias anammox durante un
ciclo de operacién de 8 horas. Las concentracideeamonio, nitrito y nitrato en el medio
sintético alimentado este dia eran 277.0 mg N°NH, 342.0 mg N-N@-L* y 27.8 mg N-
NO;-L%. Durante el ciclo de operacién se alimentabanL2(8.,,=13.0 L y V,4=15.8L) con
un TRH de 1.9 dias.

En la Figura 4.15 se representan los valores arpetales obtenidos para el amonio
(circulo rojo), nitrito (triangulo verde) y nitratidriangulo azul), asi como las concentraciones
tedricas de estos compuestos si no se produjeraakxion anammox (lineas discontinuas)

teniendo en cuenta el cambio de volumen produaidande la etapa de alimentacion.
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Figura 4.15Evolucion de los perfiles de amonio (A), nitri®) (y nitrato (C) durante el ciclo operacional dedas.

En la Figura 4.15 se observa como durante la fasgichentacién, las concentraciones de
amonio, nitrito y nitrato en el reactor se mantumiepracticamente estables (lineas continuas).
A continuacién, durante la etapa de reaccion, sdypo una disminucion de amonio y nitrito al
dejar de alimentar el reactor. Finalmente, durtagestapas de sedimentacion (S) y vaciado (V)
no se observd, practicamente, ninglin cambio. Airpdg los resultados experimentales
obtenidos durante el ciclo de 8 horas se calcut@esumo de amonio y nitrito y la produccion
de nitrato en cada muestra tomada durante el @ielola 4.5).

Tabla 4.5 Amonio y nitrito consumido y nitrato producido dute el ciclo operacional de 8 horas.

Tiempo Ciclo SBR  min 30 120 210 300 375 435 480
N-NH," consumido mg N-L' 3.60 13.05 22.56 32.20 39.91 45.81 46.70
N-NO, consumido mg N-[' 5.36 18.34 30.21 43.19 53.42 61.22 61.52
N-NOs producido mgN-[' 1.86 529 7.46 990 11.5812.78 12.00

Estos datos se representaron graficamente conamimsimos experimentales de amonio y
nitrito y la produccion de nitrato respecto el tmm(Figura 4.16) y se calcularon la rectas de
regresién para cada compuesto, la pendiente deufdss era la velocidad de eliminacién de

amonio y nitrito y la velocidad de generacion deat, respectivamente.
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Figura 4.16 Consumo de amonio y nitrito y produccion de nitrdiirante el ciclo operacional de 8 horas.

A partir de esta pendiente se calculdé el consumardenio y nitrito y la produccion de
nitrato por M de reactor y por dia. Asi, se obtuvo un consumo.@83 kg N-NH'-m*.d'y
0.205 kg N-N@-ni®.d*y una produccion de 0.045 kg N-N@n3.d™.

4.4.4 Seguimiento de la actividad anammox a partdel pH

El pH fue otro de los parametros que se utiliz@paglizar el seguimiento de la actividad
de la biomasa anammox. Este seguimiento se realiatuando el perfil del pH y del acido
adicionado en cada ciclo del proceso. Segun lg@stmetria del proceso anammox, se produce
un consumo de protones‘(Ha medida que se consume el amonio y el nitriste Eonsumo de
protones provoca un aumento del valor del pH emtetior del reactor. Asi, para evitar la
inhibicion del proceso a valores de pH superioe8.8 se aplicé la estrategia de control basada
en una doble adicion automética de HCI 1M, unan@liad y otra a la mitad de la etapa de

alimentacion (minutos 5y 190 del ciclo de operakio
En la Figura 4.17, se representan los perfilesctanaticos de la evoluciéon del valor

experimental de pH (linea discontinua) y de la idadt de HCI adicionada (linea continua)

durante un ciclo de 8 horas (perfil correspondiahtdia 350 del estudio experimental).
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Figura 4.17 Perfil experimental de pH y de HCI adicionado dtezel ciclo operacional de 8 horas.

En la figura se observa un descenso gradual del d& pH una vez adicionado el acido
correspondiente. Este descenso paulatino se peoghacila baja velocidad de agitacion del
sistema que impedia la rapida homogenizacion deébaSeguidamente, una vez alcanzado un
pH minimo, el consumo de protones debido a la idetilv anammox provocaba un aumento
progresivo del valor de pH. En la segunda adici@adido (minuto 190) el perfil que
presentaba el pH fue similar al de la primera adicEn la parte final de la etapa de reaccién se
observaba como el pH presentaba un aumento méas Estb se debia a que la actividad de la
biomasa anammox era menor al haberse consumidticardente todo el amonio y el nitrito.
Finalmente, durante las etapas de sedimentacion\(&iado (V) no se aprecié ningn cambio

en el valor de pH.

Aplicando este tipo de estrategia, el valor de phihantuvo entre 7.5 y 8.2. Segun diversos
investigadores, este es el rango optimo de pH Ilf@arar a cabo el proceso anammox (Eali
al., 2001; Strouset al, 1999b). A valores de pH superiores, la actividied las bacterias
anammox podria verse afectada, lo cual provocardaagumulacion de nitrito y la inhibicién
del proceso, tal y como se observo entre los @#@y290 (Figura 4.6B), al alcanzarse un valor

de pH superior a 8.5 (Figura 4.8).

4.4.5 Determinacion de la Actividad Especifica da biomasa Anammox

Una vez concluido el estudio experimental, se zaedn diferentes ensayos con el fin de
determinar la actividad especifica de la biomasarsmox (AEA o SAA, acronimo en inglés de
Specific Anammox Activityenriquecida en el reactor SBR. La metodologitizatla para
realizar estos ensayos esta descrita en el Caft(Materiales y Métodgsy se basa en los
ensayos desarrollados por el Departamento de ladar@uimica de la Universidad de Santiago
de Compostela (Dapena-Mora, 2007; Dapena-Metraal, 2007). En la Figura 4.18 se
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representa la evolucion de la presion dg&é por unidad de biomasa (SSV) respecto al tiempo
(minutos) en uno de los ensayos realizados.
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Figura 4.18 Evolucion de la formacion de nitrégeno gas podadide biomasa respecto al tiempo.

Las concentraciones iniciales de amonio y nitritoeé vial de reaccién fueron de 70 mg
N-L™ cada uno. En la figura se observa un incrememtgrpsivo de la produccién de tas por
unidad de SSV hasta el minuto 210. A partir denesmento, la produccién de nitrdgeno gas se
estabiliza debido a que la actividad de la bionsasanmox se redujo, una vez eliminado todo

el nitrito (sustrato limitante de la reaccion anamwijrpresente en el vial.

La actividad especifica de la biomasa anammox lzalauen este ensayo fue de 0.32 g N-
N,:(g SSV-d}. Este resultado es comparable a los obtenidoFmoet al (2002),Sliekerset
al. (2002) y Dapena-Morat al (2004c), quienes obtuvieron, en un reactor SBR, actividad
especifica de 0.30, 0.25 y 0.18 g Mg SSV-df, respectivamente. Sin embargo, otros
estudios han obtenido velocidades superiores, zdcao actividades especificas de 0.65 y 0.90

g N-N,-(g SSV-d} en un SBR y en un reactgas-lift, respectivamente (Dapena-Mahal,
2004D).

4.5 Discusion y conclusiones

La puesta en marcha y enriquecimiento del proceameox se llevé a cabo en un reactor
SBR. Debido a la dificultad de enriquecer la biomasammox se realizaron una serie de
estudios previos para localizar estas bacteridgsedistintos in6culos seleccionados antes de la
puesta en marcha del proceso. Estos estudios seobasn enriquecimientos dratch que

mediante el seguimiento de los compuestos de eii@gy la aplicacion de las técnicas
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moleculares PCR y FISH permitieron detectar e ifleat el crecimiento de bacterias anammox

en cada uno de los in6culos seleccionados.

Asi, la puesta en marcha del proceso se realizusarmezcla de fangos activos en los que
previamente se habia detectado actividad anamnstas Eangos procedian de distintas fuentes:
una EDAR municipal, una planta de tratamiento gviidos y una planta de tratamiento de
residuos sélidos urbanos. La caracteristica conmirestos sistemas era la eliminacion de
nitrégeno a partir del proceso convencional defigécion-desnitrificacion. Ademas, en los dos
ultimos casos, las plantas trabajaban a tempesgatelevadas (alrededor de 30°C) y las
concentraciones de nitrogeno tratadas eran elevaDagersos investigadores también
enriquecieron las bacterias anammox a partir demeecla de fangos activos procedentes de
sistemas de tratamientos de aguas residuales srbandustriales (Dapena-Moea al, 2004c

y Chamchoi and Nitisoravut, 2007, respectivamente).

La tecnologia SBR fue el sistema utilizado paraaltea cabo el proceso por su eficiente
capacidad de retencidén de biomasa, buena homogeitizy flexibilidad. El ciclo operacional
implementado era de 8 horas con una etapa de a#oién continua de 6 horas para favorecer
la eliminacién completa del nitrito. Stroes al (1998) y Dapena-Morat al (2006) también
utilizaron una etapa de alimentacion continua, aarlg duracién total del ciclo de operacion
era de 12 y 6 horas, respectivamente. Stebua (1998) fue el primero que demostré que la
tecnologia SBR era adecuada para enriquecer laasmmnammox. Posteriormente, diversos
investigadores utilizaron esta tecnologia para penemarcha el proceso anammox (Jeéen
al., 1999; Van Dongent al, 2001; Fuxet al, 2003; Dapena-Morat al, 2004a, 2004b, 2004c;
Third et al, 2005;Trigo et al, 2006, entre otros) obteniendo unos resultadisfaztorios.

La metodologia para la puesta en marcha del prosesdasé en proporcionar las
condiciones que favorecen el crecimiento de la Bearanammox, principalmente manteniendo
condiciones estrictamente anaerobias, estabilizendoncentracion de nitrito en el interior del

reactor a valores bajos y controlando principalmeeltpH y la temperatura.

La estrategia para mantener niveles bajos demigtbasé en controlar la relacion molar
nitrito:amonio en el alimento, iniciando el arrargdel proceso con una relacién baja para
evitar su acumulacion alcanzando el valor estegétliooe una vez enriquecido el reactor. El
proceso se puso en marcha aplicando una relaciiar nmitrito:amonio inferior a la
estequiométrica (0.76 mol-nmly una baja carga de nitrégeno (0.02 kg Rdn). Mediante
esta estrategia se minimizaba la presencia ddonéri el reactor, compuesto toéxico para las

bacterias anammox. Una vez puesto en marcha edgopta relaciébn molar nitrito:amonio se
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aumentd hasta alcanzar la relacion estequiométti62 mol-mof) a la vez que se aumentaba

la carga de nitrégeno aplicada consiguiendo openauna carga de 1.60 kg Nird™.

Las condiciones anaerobias en el interior del ceaset mantuvieron mediante la adicion de
N, gas, asi como utilizando todas las conduccionesngxiones de material impermeable al
aire forpreng. Aunque la inyeccion de nitrégeno es la forma mésnomica y extendida de
mantener las condiciones anaerobias, algunos aupsoponen la adicion de una mezcla de
gases, 95% de argon (Ar) y un 5% de,0Dapena-Moraet al, 2004c; Chamchoi and
Nitisoravut, 2007; Kartaét al, 2007b; Van der Stast al, 2008), muy adecuada en el caso de
que pueda haber limitacién del crecimiento de lamdisa anammox por falta de carbono

inorganico en el medio.

La agitacion es otro parametro a tener en cuentearile todo el estudio se mantuvo una
agitacion lenta (100 rpm) para evitar la rupturdadeiomasa granular anammox, lo que podria
provocar su pérdida por el efluente. En este sen#drojo et al (2006) determinaron una
disminucién de la actividad de la biomasa anammead@cidades de agitacion superiores a 250
rpm. Ademas, una agitacion lenta también evitaljzokible difusion de oxigeno en el interior

del reactor.

Otra medida importante a tener en cuenta duranpaidgta en marcha del proceso, es la
adicién en el afluente de una cantidad de nitrara gvitar que en caso de entrada de materia
organica biodegradable se produzca la reducciérsuléto a &cido sulfhidrico, compuesto
toxico para las bacterias anammox. Una vez puestmacha y estabilizado el proceso este
nitrato no era necesario al ser producido por ¢giprbiomasa anammox. Otros autores utilizan
esta misma estrategia para evitar la actividachsldacterias sulfato-reductoras (Dapena-Mora
et al, 2004c y Kartaét al, 2007b).

Los cambios de pH son importantes cuando se tradagéevadas concentraciones de
nitrégeno. Aungue algunos investigadores operacaitrol de pH (Dapena-Most al, 2006;
Kartal et al, 2007b; Van der Stast al, 2008), se disefidé un sistema de control basadman
doble adicion de acido durante la fase de alim@made cada ciclo lo que permitia mantener el
valor de pH entre 7.5y 8.2 (Jettetnal, 1999; Egliet al, 2001).

Por otro lado, la temperatura de operacion durtaie el estudio se mantuvo a 36.0+0.3°C.
La mayoria de estudios realizados con biomasa apantrabajan a temperaturas similares
(Ahn and Kim, 2004; Dapena-Mos al,, 2004c; Hwanget al, 2005; Isakat al, 2007; Third
et al, 2005; Trigoet al, 2006, entre otros).
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En lo que concierne a los resultados obtenidos ntleirda puesta en marcha y
enriquecimiento del proceso anammox, cabe destaeaa los 60 dias de inocular el reactor se
aprecié un consumo de amonio y nitrito. Asi, panaaborar la posible actividad anammox, se
realizo el andlisis de la biomasa presente enagtoe mediante la técnica molecular PCR, que
identifico a la especie anammox cor@andidatusBrocadia anammoxidans. Sin embargo, la
técnica molecular FISH no detect6 la presenciaattebias anammox debido posiblemente, a la
insuficiente cantidad de biomasa anammox en la mauexaminada. Dapena-Moet al
(2004c) también detectaron actividad anammox ab aib 60 dias de operar un SBR que se
inoculé con una mezcla de fangos procedentes deE&ARS diferentes. En cambio, Thied
al. (2005) y Chamchoi and Nitisoravut (2007) tardafdb y 120 dias respectivamente, en

detectar actividad anammox.

Una vez detectada la actividad anammox se incré@mprigresivamente la carga de
nitrégeno aplicada hasta 0.25 kg N-ot durante el periodo de enriquecimiento a baja carga
(Periodo 2) y hasta 1.60 kg N*mi* durante el enriquecimiento de la biomasa anammaliaa
carga (Periodo 3). Al mismo tiempo, se incremeat@lacion molar nitrito:amonio del afluente
a 1.0 mol-mot en el segundo periodo y al valor estequiométricarte el tercer periodo (1.32
mol-mol'). Asi, operando con la relacién estequiométricaobéuvieron porcentajes de
eliminaciéon de amonio y nitrito superiores al 998 embargo, Dapena-Moet al (2004b)
trabajaron con una relacién molar inferior a leegstométrica (1.0 mol de nitrito por mol de
amonio), lo que permiti6 eliminar completamentenétito pero obtener Unicamente, un

porcentaje de eliminacion de nitrégeno total dé78

Durante el tercer periodo del enriquecimiento de Hacterias anammox se produjo la
inhibicion del proceso por la acumulacién de mitrilegandose a obtener concentraciones
superiores a 300 mg N-NGL™. Diversos investigadores experimentaron una pérdinpleta
de la actividad anammox a concentraciones superar£00 mg N-N@-L™* (Schmidtet al,
2003; Jetteret al, 2005a; Dapena-Moret al, 2006). Para restablecer el proceso anammox se
disminuyd la carga de nitrégeno aplicada hastalg@encentracion de nitrito era inferior a 15
mg N-NGy-L™.

Por otro lado, durante la puesta en marcha delepoose emplearon una serie de técnicas
para verificar la actividad de la biomasa anammiopartir de las técnicas moleculares PCR y
FISH se detectd e identific a las bacterias anaxmemolos tres periodos de estudio. Mientras
que la técnica PCR identific6 a la especie anamowwro Ca. Brocadia anammoxidans, las
microfotografias generadas a partir de la técni&HF permitieron calcular el porcentaje de

bacterias anammox respecto a la biomasa tBtadddcterig. Este porcentaje fue del 85.0+1.8%
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después de un afio de operacion. Katall (2007b) también obtuvieron un resultado similar
(80%) durante el enriquecimiento de la espé&tde Anammoxoglobus propionicus. Ademas,
Van der Start al (2007) alcanzaron un enriquecimiento entre ury 2 60% de bacterias

anammox Ca. Brocadia anammoxidans) en el readttirscalede Rotterdam.

El seguimiento de las relaciones estequiométrica® el nitrito y el amonio eliminados
(1.3240.05 mol-ma) y entre el nitrato producido y el amonio eliming@.23+0.05 mol-md)
corroboraron el buen funcionamiento del processealpracticamente iguales que los valores
tedricos propuestos por Stroetsal (1998) (1.32 y 0.26, respectivamente). Por cansige, se
puede afirmar que la eliminacion de nitrégeno esigtéma SBR se realizé Unicamente a través
del proceso anammox. Asi, la metodologia de entitmiento propuesta en este estudio

permitié obtener un cultivo altamente enriquecido biomasa anammox (85%).

Dapena-Moreet al (2004b) obtuvieron unas relaciones estequionaétrite 1.28 moles de
nitrito eliminado por mol de amonio eliminado y @26 moles de nitrato producido por mol de
amonio eliminado en un reactor gas-lift y de 1.1dlaw de nitrito eliminado por mol de amonio
eliminado y de 0.20 moles de nitrato producido pad de amonio eliminado en un reactor
SBR. Trigoet al (2006) obtuvieron unas relaciones estequiométrifeal.22 moles de nitrito
eliminado por mol de amonio eliminado y de 0.22 @sotle nitrato producido por mol de

amonio eliminado en un reactor SBR de membranas.
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5. APLICACION DEL PROCESO ANAMMOX PARA EL
TRATAMIENTO DE LIXIVIADOS

Los lixiviados de vertedero se caracterizan poredegadas concentraciones de nitrégeno
amoniacal y de sales, mientras que la concentrat@dmateria organica biodegradable es baja.
Fux and Siegrist (2004) sugieren que el procesomamx puede ser una alternativa
medioambiental y econémicamente viable para elarmmgnto de estos lixiviados, en

comparacion con el proceso convencional de niadfiin-desnitrificacion.

En este capitulo se presenta la aplicacion delesm@nammox para el tratamiento de
lixiviados procedentes de un vertedero urbano preente acondicionados mediante el proceso
de nitritacion parcial (Ganigugt al, 2007). El estudio de la aplicacion del procesanamox
para el tratamiento de lixiviados de vertedero legdl a cabo durante siete meses en un
fermentador de vidrio encamisad®QSTAT B-PLUS, Sartoriusde 2L de capacidad maxima.
Igual que en el estudio de la puesta en march@rdebso anammox se utilizé la tecnologia
SBR y se operod con el mismo ciclo de operacion der8s (Figura 3.4Materiales y Métodgs

El TRH fue de 1.9 dias durante todo el estudiowtrelacion de cambio por ciclo de 0.18.

El fermentador estaba equipado con un sistema aéariaacion y control que permitia el
seguimiento en linea del pH, la temperatura, ejent disuelto y el potencial redox mediante la
adquisicion de los datos de las respectivas sohdasmperatura, controlada mediante un bafio
termostatico de agua, se mantenia a 36.0°C+0.38%Cp¥ a 7.50+0.05 unidades mediante la

adicién de acido clorhidrico a través de un coattof PID (Proporcional Integral Derivativo).

El fermentador de 2L se inoculé con 0.5 L de bianganular anammox procedente del
reactor de 20L utilizado para enriquecer la biomasammox Apartado 4.3. Una vez
inoculado, la concentracién inicial de sélidos eispension totales y solidos en suspension
volatiles en el interior del fermentador fue de 9.8.6 g-L*, respectivamente. El estudio del
tratamiento de los lixiviados mediante el proces@namox se realiz6 en dos periodos:

Estabilizacién del proceso anamm@®eriodo 1) yAplicacion de lixiviadogPeriodo 2).

Una vez inoculado, el fermentador de 2L se alimeotd un afluente sintético (Periodo 1)
para adaptar y estabilizar la biomasa anammox.eRoshente, se alimentd con lixiviado
previamente tratado por el proceso de nitritaciancipl (Periodo 2). En la Figura 5.1 se
presenta la evolucién de la carga de nitrogencanidi (amonio + nitrito) en kg N por’mie

reactor y por dia durante todo el estudio.
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Figura 5.1 Evolucion de la carga de nitrégeno aplicada dersgodo el estudio (dias 0-210).

A partir de la experiencia obtenida durante la faues marcha del reactor de 20L, la carga
de nitrégeno aplicada durante el tratamiento ddueafe sintético se incrementd
progresivamente (desde 0.02 a 0.57 kg Net) para evitar la acumulacién de nitrito en el
interior del fermentador (Figura 5.1). Una vez ke#itzado el proceso anammox, la aplicacion
del lixiviado tratado permitio tratar una cargarer®.06 y 0.61 kg N-thd* (Tabla 5.3; Figura
5.1). A continuacién se explican los dos periodofs que se dividié el estudio del tratamiento

de lixiviados por el proceso anammox.

5.1 Estabilizacion del proceso anammox con medsmtético

Durante este periodo, el fermentador de 2L se alilneon un afluente sintético para
estabilizar la biomasa anammox. En la Tabla 5qresenta el rango de concentraciones de los

compuestos de nitrégeno y la cantidad de bicarbof@foro y micronutrientes.

Tabla 5.1 Composicion del afluente sintético durante el dtiril.

Compuestos de N Compuesto Cantidad Unidades
NH," afluente NaHC 1.05 Lt
! 27.0-455.0 - g

(mg N-NH*-L?h KH,PO, 0.00625  g-L*
NO; afluente CaCh-2H,0 0.3 Lt
e 17.2-602.4 9 B

(mg N-NQ'-L™) MgSQO,- 7H,0 0.2 g-L
NO;5 afluente 2780 EDTA-2H,0 0.0125 g-L?
(mg N-NQ"-L™) ' HCI 1.25 mL-L*
NO,:NH /" afluente . L
1.32 Elementos traza 1.25 mL-L

(mol-mot)

"Van de Graaét al (1996)
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Se ha de matizar que durante los primeros diagsietlio (dias 0-11), la relacion molar
nitrito:amonio aplicada era de 0.8 moles de;N®@r mol de NH" para minimizar la inhibicion
del proceso por acumulacion de nitrito. A partit diea 12, el fermentador se aliment6 con la

relacion molar estequiométrica (1.32 moles N,N@ol N-NH,", Strouset al, 1998).

Del mismo modo que durante la puesta en marchprdeéso anammoxpartado 4.3, se
afiadié nitrato en el afluente para evitar la foriraale acido sulfhidrico (%), compuesto
téxico para las bacterias anammox (Tabla 5.1). I@ueion de los compuestos nitrogenados
durante los primeros 50 dias de estudio se presartaFigura 5.2.
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Figura 5.2 Evolucién de los compuestos nitrogenados en eldatador anammox (dias 0-50).

Las concentraciones de amonio y nitrito en el atieéFiguras 5.2A y 5.2B) se aumentaban
cuando la concentracion de nitrito en el efluente iaferior a 15 mg N-L (Figura 5.2B).
Durante los primeros 10 dias de estudio no se wbsar consumo de amonio ni de nitrito. Sin
embargo, a partir del dia 15 empez6 a apreciarsensumo de amonio y nitrito, aumentandose
progresivamente las concentraciones de estos dopuastos en el medio sintético (Figuras
5.2A y 5.2B). El porcentaje de eliminacién de amoyinitrito durante estos 50 dias fue del
94.5 y 95.1%, respectivamente. Al mismo tiemporeetats dias 16 y 39 no se afiadio nitrato en

el medio sintético al generarse mediante el proaesonmox (Ecuacion 1.8). Sin embargo, no
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se observo un aumento importante de nitrato efiuedree hasta el dia 42 (Figura 5.2C), dia que
volvié a afiadirse al medio sintético por precauc&iitando la accion de las bacterias sulfato-

reductoras.

5.2 Aplicacion de lixiviados al proceso anammox

Una vez estabilizado el proceso anammox, el fermaentse alimentd con lixiviado crudo,
previa nitritacion parcial (Ganiguét al, 2007). En la Tabla 5.2 se presenta la compasicié
media de los compuestos orgénicos y nitrogenadbdixdeado crudo que procedia de un

vertedero de residuos sélidos urbanos.

Tabla 5.2 Composicion media del lixiviado crudo tratado pbproceso de nitritacion parcial
(Ganiguéet al, 2007)

Lixiviado crudo

Compuestos Unidades Rango Medianas

NH," mg N-NH*-L'* 1150-3012 1723+424

NO, mg N-NQ-L*  0-18 3.646.6
NOs mg N-NQ-L*  0-65 9.5+21
DQO mg Q-L*  3200-6100 4512+649
DBOs mg G-l  136-1059  558+257

Este lixiviado crudo contenia elevadas concentresale nitrégeno amoniacal (1150-3000
mg N-NH,"-L™") y de materia orgénica, con un valor medio de D@®manda Quimica de
Oxigeno) de 4512 mg 4", aunque Unicamente un 12% era biodegradable, mees® una
media de DB@(Demanda Bioldgica de Oxigeno) de 558 mgl.® (Ganiguéet al, 2007).

Una vez el lixiviado crudo era tratado mediantpreceso de nitritacion parcial, se obtenia
un efluente con un porcentaje de conversion eh##t8-60% del nitrgeno amoniacal y una baja
concentracion de materia organica biodegradableOgB5-290 mg @ LY. Este lixiviado
tratado se diluia con agua destilada para evitachogue de carga debido a las elevadas
concentraciones de amonio y nitrito (>1 g N.LAdemas, se corregia la relacién molar
nitrito:amonio de este lixiviado (0.93) mediantetficion de NaN@para ajustarla a la relacion
estequiométrica (1.32) segun las necesidades exgraidles. En la Tabla 5.3 se presenta la
composicion del lixiviado pretratado, diluido y sfado que se utiliz6 para operar el

fermentador anammox.
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Tabla 5.3 Caracteristicas del lixiviado pretratado utilizaaoel fermentador anammox.

Unidades Lixiviado pretratado’
NH," afluente mg N-NH*-L* 46.0-508.6
NO, afluente mg N-NQ"-L* 64.3-642.7
NO; afluente mg N-NQ~-L* 0-57.3
NO,:NH " afluente mol NQ;-mol* NH," 1.30
Carga N aplicada kg N-re-d* 0.06-0.61
DQO afluente mg Q-L* 125-1062
DBO:s afluente mg Q-L* 10-90
COT afluente mg C-L* 66-300

Lixiviado pretratado mediante nitritacion parciiluido y ajustado para ser aplicado al procesonamax.

La relacion molar media de nitrito:amonio del ligido procedente de la nitritacion parcial,
una vez diluido y ajustado era de 1.30 moles dg N@ mol de NH'. Igual que en el primer
periodo, también se afiadia nitrato en el aflué&demas, el lixiviado tratado por el proceso de
nitritacion parcial contenia una baja concentraciércarbono inorganico al ser consumido por
las bacterias nitrificantes autotréficas durantpreteso de nitritacién parcial. En este sentido,
se afiadia NaHCQal afluente para evitar la limitacion del crecini@ de las bacterias
anammox por falta de carbono inorganico. Por @dw | el lixiviado tratado y diluido contenia
materia organica con una pequefia fraccion biodagtadDBQ=10-90 mg @-L™*; Tabla 5.3).

El carbono organico total en el afluente oscildeeft y 300 mg C-L

Cabe sefalar que antes de iniciarse el estudiprdeleso anammox con lixiviados de
vertedero se realizaron una serie de ensayos pdesimdnar la actividad especifica de la
biomasa anammox al aplicarse la matriz de losifigios y comprobar si la composicion del
lixiviado podia inhibir a las bacterias anammoximramente, se realizé el ensayo sin
lixiviado, es decir, con el medio sintético utililaen el primer periodo. Posteriormente, se
realizaron los ensayos con un 50% de lixiviado y100% de lixiviado. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado con las mismas condicfomge los ensayos realizados durante el
enriquecimiento de las bacterias anammox (70 mg' Mé_amonio y nitrito, respectivamente,

35°C, una velocidad de agitacién de 150 rpm y ébmiButos de aclimatacion).

La actividadespecificabtenidgparala muestrasinlixiviado fue de 0.32 g N-N(g SSV-d}.
Los resultados obtenidos para las muestras co® ynus 100% de lixiviados fueron de 0.37 y
0.29 g N-N:(g SSV-d}, respectivamente. Estos resultados demostraroragoetriz de los

lixiviados no disminuia la actividad de la biomam@ammox durante los ensayos featch
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realizados. Asi, a partir del dia 51 se alimentéeshentador con lixiviado tratado y diluido

manteniendo la misma carga de nitrégeno que eeridp de estabilizaciéipartado 5.1)

La evolucion de las concentraciones de los compsedé nitrogeno en el afluente y
efluente durante la aplicacion del lixiviado pr&do se presentan en la Figura 5.3.
Inicialmente, el fermentador se alimentd con unigaae nitrégeno (amonio+nitrito) de 0.53 kg
N-m®.d*, manteniéndose la misma carga que con el aflusimigtico (Figura 5.1). Sin
embargo, rapidamente se disminuy6 debido a la deaa de nitrito y amonio (Figuras 5.3A
y 5.3B).

Durante la primera semana del tratamiento conitigiy (dias 51-57) se dej6 de afadir
nitrato en el alimento por la elevada concentracdénéste en el fermentador, llegandose a
obtener un valor de 113.7 mg N-NQ@™* (Figura 5.3C). Sin embargo, a partir del dia 5&yth
la finalizacion del estudio se volvié a afiadir atitral afluente (50 mg N, aproximadamente)
para evitar una posible reduccion de sulfato acésidfhidrico por parte de las bacterias sulfato-
reductoras.
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Figura 5.3 Evolucidn de los compuestos nitrogenados en eldatador anammox (dias 0-210).
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A partir del dia 59 se incrementaron progresivamédas concentraciones de amonio y
nitrito (Figuras 5.3A y 5.3B), aumentando la cadgaN aplicada hasta 0.35 kg Nui® (Figura
5.1, dia 74). Entre los dias 79 y 157 el procesoaetuvo estable, manteniendo una carga de N
media de 0.28 kg N-fhd* (Figura 5.1). Hasta este dia el porcentaje deiriaibn de amonio y
nitrito fue del 82 y 92 %, respectivamente. Sin argb, el dia 158 se redujo la carga de N
aplicada debido al aumento de las concentraciomesrnio y nitrito y a la disminucién de la
concentracion de nitrato en el efluente (Figurg.8.a vez la concentracién de nitrito en el
efluente fue inferior a 15 mg N*la carga de N se aument6 hasta tratar 0.41 kg*N™nal
finalizar el estudio (Figura 5.1). Los porcentajeseliminacion de amonio y nitrito durante el

periodo de aplicacion del lixiviado tratado fued®i 79.8 y 87.3%, respectivamente.

Por otro lado, en este periodo se analizo la ei@iute los compuestos organicos presentes
en el lixiviado tratado. En este sentido, en lauFag5.4 se presenta la evolucion del carbono

organico total (COT) y de la materia organica esada como demanda quimica de oxigeno

(DQO).
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Figura 5.4 Evolucién de los compuestos organicos en el fetagien anammox (dias 0-210).

El lixiviado pretratado contenia, principalmenteateria organica no biodegradable
(DQO=125-1062 mg OL™; Tabla 5.3). Sin embargo, una pequefia fracciorsia materia
organica era biodegradable (DBQ0-90 mg G-L™*; Tabla 5.3). Ademas, se analizé el carbono
organico total (COT), obteniéndose un rango erirg 800 mg C-L'. Cabe resaltar que durante
el Periodo 1 (alimento sintético) la concentradgi@nCOT en el afluente era practicamente nula

(Figura 5.4A). La media del porcentaje de eliminaaile COT y de DQO durante el Periodo 2
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fue de un 15.9 y un 16.8%, respectivamente. Elwonsde materia orgéanica fue relativamente

pequefio debido a que la fraccion biodegradablbagea

La eliminacion de esta materia organica biodegradpbede ser debida a la presencia de
bacterias desnitrificantes heterotroficas en ariat del fermentador, coexistiendo asi, con la
biomasa anammox. Asi, tanto el nitrito como elat@trpodian ser consumidos por las bacterias

desnitrificantes.

Por otro lado, durante el periodo de aplicaciériogelixiviados se realizo la deteccion e
identificacion de la biomasa presente en el feradort A partir de la técnica molecular PCR se
identificd a la especie anammox com@@ Brocadia anammoxidans (GenBardccession
numberAB054006), la misma especie que la enriquecidal eeactor de 20L. Sin embargo, en
la parte final del estudio también se identificolaaespecieCa. Kuenenia stuttgartiensis
(GenBank:accession numbekF375995), convirtiéndose ésta Ultima en la espamyoritaria.
Ademas, mediante la técnica molecular FISH tamb@&detectd a las bacterias anammox pero
debido a que la sonda utilizada (Amx820) tanto itiiva a la especie Brocadia como a la
especie Kuenenia, no fue posible distinguir endie dos poblaciones. En la Figura 5.5 se
presenta la imagen FISH obtenida al finalizar eéldis (dia 210) la cudl se realiz6 con el

microscopio de rastreo laser confocal (CLSMnfocalLaser Scanning Microscope

Figura 5.5 Microfotografia FISH generada con la sonda Amx83@-respecto al total de bacterias (Eubacteria,
Eub338-(I-11-111)) el dia 210 de estudio. Escal&: |2m

Ademds, también se realizd el analisis de la biangammmox a través del Microscopio
binocularZeiss STEREO Discovery V12 Camara Nikon Coolpi@4&énerando las fotografias
presentadas en la Figura 5.6. En estas fotografiashserva el efecto de la materia organica
sobre las bacterias anammox que favorecia la afrasiccrecimiento de bacterias filamentosas

en la superficie de los granulos anammox (Figurés § 5.6B).
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Figura 5.6 Fotografias de la biomasa granular anammox rekidarante el tratamiento de lixiviados. Escalani.

En la Figura 5.6B se observa la disposicién dedenisa granular anammox junto con las

bacterias filamentosas, las cuales envolvian & ggémulos formando una Unica estructura.

5.3 Evaluaciéon de los procesos anammox Yy desnitrificacion

heterotrofica

Para corroborar la coexistencia de los procesasmox y desnitrificacion heterotréfica en
el fermentador se llevo a cabo el seguimiento avdducion de las relaciones estequiométricas
entre el nitrito y el amonio consumidos y entrenigtato producido y el amonio eliminado
(Figura 5.7). El seguimiento de estas relacionestiiegdé como herramienta de evaluacion del
proceso anammox, al comparar los resultados oluteridn las relaciones teéricas segun la

estequiometria de la reaccion (Ecuacion 1.8).

2,0 7

—+— N-NO,” eliminado:N-NH, " eliminado

Estequiometria

0,5 - —v— N-NOj’ generado:N-NH4+ eliminado

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Tiempo (dias)
Figura 5.7 Relaciones estequiométricas N#O, :NOs™ en el fermentador anammox (dias 50-210).
La relacién media obtenida durante el tratamiemtoligiviado de vertedero (50-210 dias)
fue de 1.420.12 moles de N©eliminados por mol de Nf eliminado y de 0.1£.06 moles

de NG producidos por mol de Nfieliminado. Estas relaciones estequiométricas (1 @12)
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eran muy diferentes a los valores teoricos obtenpdy Strougt al (1998) (1.32 y 0.26). Esto
indicaba que, por un lado, se producia un conswenoitdto més elevado del esperado ya que
los moles de nitrito eliminados por mol de amorimimado eran superiores al valor de 1.32
durante todo el estudio. Por otro lado, la genérade nitrato era inferior a la esperada por el
proceso anammox (0.26 moles deNi@r mol de NH' eliminado). A partir de estos resultados
se concluy6 que, ademas del proceso anammox, mioegp se estaba llevando a cabo en el

fermentador anammox, provocando una competendia elhbs.

Para evaluar esta hipétesis, en primer lugar spainia concentracion tedérica de nitrato
obtenida teniendo en cuenta que Unicamente tuviggar el proceso anammox, con la
concentracion de nitrato obtenida experimentalm@rigura 5.8). La concentracion teorica se
calcul6 a partir del amonio consumido teniendo wnta la estequiometria de la reaccion, 0.26

moles de nitrato tedricos producidos por mol der@meliminado (Ecuacion 1.8).

140 4 === N-NO, tedrico producido proceso anammox

120 4 ==== N-NO, consumido

-1

-1 100

80

60

mg N-NO,

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Tiempo (dias)

Figura 5.8 Evolucién de la concentracion tedrica y experirakdé nitrato en el fermentador anammox (dias 5)-21

En la figura se observa que el nitrato obtenidoearmentalmente era menor que el
esperado, con lo que se concluyé que una parteitdgio producido por el proceso anammox
podia haber sido consumido por las bacterias disaibtes heterotréficas debido a la
presencia de materia organica biodegradable. Lereti€ia entre el nitrato teorico y el
experimental corresponde al nitrato consumido ptasebacterias. Este consumo es beneficioso

al reducirse la concentracion neta de nitrato efleénte.

En segundo lugar, se compar6 la concentracionceed@e nitrito eliminada a través del
proceso anammox con la concentracién de nitriteroba experimentalmente (Figura 5.9). La
concentracion tedrica de nitrito se calculdé a paei amonio consumido teniendo en cuenta la
estequiometria de la reaccién, 1.32 moles de anitabricos eliminados por mol de amonio
eliminado (Ecuacion 1.8).
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=== N-NO, experimental
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Figura 5.9 Evolucion de la concentracion tedrica y experiraktié nitrito en el fermentador anammox (dias 50)21

Como se puede observar en esta figura, el nitlitoirmdo experimentalmente era mas
elevado que el eliminado por el proceso anammoiddedb que parte del nitrito presente en el
afluente era consumido por las bacterias desnirifes heterotréficas en presencia de materia
organica biodegradable. Este consumo de nitritogppote de estas bacterias podia disminuir la
relacion molar nitrito:amonio en el afluente proando la acumulacién de amonio en el

fermentador anammox.

Para evaluar el proceso anammox Yy corroborar lxisteacia con el proceso de
desnitrificacion heterotréfica se realiz6 el segemp del pH y de la cantidad de &cido
clorhidrico adicionado por cada ciclo de operact®eguin la Ecuacion 1.8 (Stroefsal, 1998),
se producia un aumento del pH en el interior detto que podia disminuir la actividad de las

bacterias anammox si se superaba el valor de 8IRgEal, 2001).

En el fermentador anammox se aplicé un control Henpediante un controlador PID
(Proporcional-Integral-Derivativo) que mantenigokl alrededor de 7.5 unidades. Este control
se realizaba mediante la adicion de acido clotodiiM durante las etapas de alimentacion

continua y reaccion del ciclo operacional de 8lyFa 3.4Materiales y Métodgs
En la Figura 5.10, se presentan los perfiles devtducion del valor de pH experimental

(linea discontinua) y de la cantidad de HCI adiaim (linea continua) por volumen total de

reactor (mmol HCI) durante un ciclo de 8 horas.
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Figura 5.10 Perfil experimental de pH y de HCI adicionado ateeel ciclo operacional de 8 horas.

Durante la etapa de alimentacién continua se ohsemaumento progresivo de la cantidad
de acido adicionado para mantener el valor de pA®raproximadamente. En la parte final de
la etapa de reaccién no se observé consumo de dekido a que las concentraciones de
amonio y nitrito eran practicamente nulas. Finallmedurante las etapas de sedimentacion (S)
y vaciado (V) no se aprecio adicion de acido. Agpido este tipo de control, el valor de pH se

mantuvo constante durante todo el ciclo operacigfiglra 5.10).

A partir de la cantidad de acido consumida y debrim eliminado a través del proceso
anammox se calculd la relacion molar entre el cosde protones versus el consumo de
amonio. El resultado medio de los ciclos operadenastudiados era de 1.0 mol dé H
adicionado por mol de amonio consumido. Segun Sebal (1998) se consumian 0.13 moles
H*-mol N-NH," eliminado (Ecuacién 1.8). El valor experimentalestido era mucho mayor que
el valor teérico, confirmando la coexistencia debgeso de desnitrificacion heterotrdfica, el
cudl, segun la estequiometria consume 4.0 moleadi N-NO;” eliminado y 6.0 moles Hmol
N-NO; eliminado (Metcalf and Eddy, 2003).

5.4 Cuantificacion de los procesos anammox Yy desgrficacion

heterotrofica

Una vez se confirm6 la coexistencia de los procempammox Yy desnitrificacion
heterotrofica en un mismo reactor, se calculé latidad de nitrégeno eliminada por ambos
procesos. Ruscalledet al. (2008a) consideraron que a partir del balancecatta especie
nitrogenada se puede calcular la contribucién dia gaoceso (desnitrificacion heterotréfica y

anammox) en la eliminacion de nitrogeno. Asi, enHauaciones 5.1, 5.2 y 5.3 se plantea el
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balance de amonio, nitrito y nitrato en el fermdotaanammox teniendo en cuenta tanto el
crecimiento de la biomasa heterotréfica como elsuoro y generacién de los diferentes

compuestos de nitrégeno por la actividad de laxdosinidades bacterianas.

+ + n,bm — in, m _ .,
(NH;) corneumice= —~NH; anammox—ﬁ NO;, ., —ﬁ NG;, ., (Ecuacion 5.1)
171Y, 115Y,
(NO;) consumido= NOz o, = NO; ., —132NH, (Ecuacion 5.2)
(NO:;)generadoz 026NH:anammox_ NO’;het (EcuaCién 53)

donde,i,pmes el contenido de nitrégeno de la biomasa y tienealor de 0.07 g N"gDQO
(Henzeet al,1999) yYy es el rendimiento de los organismos heterotrofexq@resado en g
DQOgeneradélg1 DQOconsumida

El valor de este rendimientd' () depende del tipo de biomasa y de la materia argan
presente en el reactor y puede oscilar entre 087% seguin Mulleet al (2003) y entre 0.63 y
0.67 segun Henzet al (1999). La importancia de este rendimiento ere$mlucion del balance
de nitr6geno depende de la biodegradabilidad dealria organica. Debido a que la materia
organica del lixiviado pretratado era relativamepaga, una pequefia variaciéon en el valor del
rendimiento heterotréficoY(y) no provocaba cambios significativos en la contibn de cada

proceso en la eliminacién de nitrégeno.

Centrdndonos en la expresion que describe el baldec amonio (Ecuacion 5.1), el

consumo de nitrégeno amoniac&lH;") determinado experimentalmente viene dado por el

consumo a través de la biomasa anammeNH;, .. ) (incluida la asimilacion) y la
asimilacién por parte de los organismos desnitifies heterotréficos que reducen el nitrato a

In,bm

i
nitrito (—%) y el nitrito a nitrégeno gas-(— 7).
H H
115Y, 171Y,

El consumo de nitritoNO,) determinado experimentalmente puede expresagm da

Ecuacion 5.2, donde se tiene en cuenta el conswmaitdto efectuado por las bacterias

anammox € 132NH, ) y los microorganismos heterotréficos desnitrifies que

4anammox
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reducen el nitrito a nitrogeno gas NO,, ), asi como la generacién de nitrito producidalgor

biomasa heterotréfica que reduce el nitraii, ).

Finalmente, la generacion de nitratdlds) determinada experimentalmente puede

describirse a partir de la Ecuacion 5.3 tenienda@wanta el nitrato producido por la biomasa

anammox (26NH,, ) y el nitrato consumido por las bacterias deditamtes

4anammox

heterotréficas que reducen el nitrato a nitritoNO;,,,)-

La resolucién de este sistema de ecuaciones pérouitintificar el porcentaje de nitrégeno
eliminado por los procesos anammox y desnitrifiadieterotrofica (Ruscalleas al, 2008b).
En la Figura 5.11 se presenta el porcentaje tetaliidgeno eliminado (A) y el porcentaje de
nitrogeno eliminado por ambos procesos (B) durdateaplicacion de lixiviado en el

fermentador anammox.

—4— 9% proceso anammox —v— % desnitrificacion heterotréfica —o— 9% N total eliminado

100

% N eliminado
N (o)) [o¢]
o

N
o

o o
I FYETI FYRTI FRTTE FRETE FEeY)

% N eliminado
D
o

N P
o o
RN FEEEE FEENE N

Tiempo (dias)

Figura 5.11Relacion del porcentaje de nitrogeno eliminad@dtg el tratamiento con lixiviado: A) N total
eliminado y B) N eliminado por el proceso anammaoy el proceso de desnitrificacion heterotréfica.

Por un lado, la media del porcentaje de eliminatidal de nitrégeno durante la aplicacion
del lixiviado al fermentador anammox fue del 83.88%gura 5.11A). Por otro lado, la media de
los porcentajes de eliminaciéon de nitrdgeno poprelceso anammox y por el proceso de

desnitrificacién heterotréfica fueron del 79.7 y3®, respectivamente (Figura 5.11B).
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Como se puede apreciar, la principal via de elioiéma de nitrégeno fue el proceso
anammox. Esto es debido a la baja biodegradabilitata materia orgéanica presente en el
lixiviado pretratado, que limitd el desarrollo de biomasa heterotréfica, favoreciendo el
desarrollo y la actividad de las bacterias anamnmfsi, la contribucién del proceso de

desnitrificacion heterotréfica en la eliminacionrd&gogeno fue relativamente baja.

Con los resultados obtenidos se concluye que ebl@dsatar lixiviados de vertedero,
previamente tratados por el proceso de nitritapi@ntial, a través del proceso anammox en un
reactor SBR. La presencia de materia organica Qradable en el lixiviado permite el
desarrollo de los organismos desnitrificantescasio disminuir la concentracion de nitrato en
el efluente. Sin embargo, ambos procesos (anamnu@snitrificacion heterotrofica) compiten
por un mismo sustrato, el nitrito. Esta competepciade llegar a limitar el proceso anammox
cuando la materia organica biodegradable disponiflaleorezca una mayor actividad

desnitrificante heterotrofica.

5.5 Discusién y conclusiones

La aplicacién del proceso anammox a los lixiviadtes vertedero se realizé en un
fermentador de 2L mediante la tecnologia SBR, @&l @& inoculé con biomasa granular
anammox previamente enriquecida en el reactor He/&ftes de ser aplicado, este lixiviado se
tratd por el proceso de nitritacion parcial pardenbr una relacion molar nitrito:amonio
apropiada (1.32 mol-mdl para el proceso anammox siendo diluido y acoadamo
posteriormente, para adaptar la biomasa a la cgemgdenposicion del lixiviado y las elevadas

concentraciones de nitrégeno (amonio y nitrito) gresentaba.

Previamente a la puesta en marcha del proceseabearon una serie de ensayoshatch
para comprobar que la matriz de los lixiviados fiectaba la actividad de las bacterias
anammox. Los resultados de estos ensayos deteomimpre los lixiviados no inhibian el
proceso anammox al menos en periodos cortos daieikpo Sin embargo, durante el inicio del
periodo de aplicacion de los lixiviados se detéztdisminucion de la actividad de la biomasa
anammox, provocando la acumulacion de nitrito nkabicion del proceso. En este sentido, se
dedujo que la composicién de la matriz del lixidiadfectaba a las bacterias anammox a
elevados tiempos de exposicion. Mediante una atdicitan paulatina se consiguié adaptar la

biomasa anammox a los lixiviados de vertedero.
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Una vez las bacterias anammox se aclimataron iiesdos se traté una carga media de
nitrégeno de 0.28 kg N-fd?, siguiendo la misma estrategia que durante efjeecimiento del
proceso, es decir, aumentando progresivamenterém e N aplicada siempre y cuando la
concentracion de nitrito en el efluente fuera iioiea 15 mg N-[*. De esta manera, la carga de
N aplicada se aumenté hasta tratar 0.41 kg MNifn obteniéndose unos porcentajes de
eliminacion de amonio y de nitrito del 79.8 y 87,3féspectivamente. Cenet al (2007)
también trataron lixiviados de vertedero aplicangta carga maxima de eliminacion de
nitrégeno de 0.93 kg N-Ad* y una carga media de 0.50 kg N-oi en un reactor RBC. Liang
and Liu (2008) unicamente consiguieron tratar &kg.6N-m*-d* en un reactor de lecho fijo de

flujo ascendente con biomasa fijada, obteniendoelimd@nacion total de nitrégeno del 62%.

Por otro lado, la presencia de materia organicddgadable en el lixiviado permitio el
desarrollo de bacterias desnitrificantes heterigaéf Para el seguimiento de la actividad de
estas bacterias conjuntamente con la actividad @ se utilizaron las relaciones
estequiométricas entre el nitrito y el amonio aliatios y entre el nitrato producido y el amonio
eliminado. Asi, se compararon los valores experiaies obtenidos (1.47 mol-rifoly 0.12
mol-mol*, respectivamente) con los valores teéricos detexdus por Stroust al (1998) (1.32
mol-mol* y 0.26 mol-mot, respectivamente), lo que permitié confirmar lasencia de las dos
comunidades bacterianas (anammox y desnitrificamésrotroficas) en el mismo reactor. Por
un lado, la produccién de nitrato era inferior afperada por la biomasa anammox debido a
que se consumia por las bacterias heterotréficasryotro, se producia un consumo mas

elevado de nitrito que el esperado Unicamente Igmoeeso anammox.

El valor de las relaciones estequiométricas obtenikperimentalmente indicaba que las
bacterias desnitrificantes heterotréficas utilizaltanto el nitrato como el nitrito, siendo el
factor limitante de este proceso la materia orgahiodegradable disponible en el lixiviado
tratado. Hwanget al (2005) observaron también la coexistencia deddisidades anammox y
desnitrificante heterotréfica al tratar purinescgedo, llegando a obtener una relacion de 2.13
moles de nitrito eliminado por mol de amonio eliadn. Mientras, en el presente estudio,
tratando lixiviados de vertedero se obtuvo unaci@lamedia de 1.47 moles de nitrito eliminado

por mol de amonio eliminado.

Una vez confirmada la coexistencia de ambos precesmo cuantificd la contribucién de
cada proceso a la eliminacién global de nitrégenelesistema. El calculo se realiz6 a partir de
los balances de amonio, nitrito y nitrato, tenieedocuenta el consumo y generacion de estos
compuestos por ambas comunidades, asi como einieatd de la biomasa heterotréfica. Los

resultados indicaron que el porcentaje de nitrogdininado mediante el proceso anammox era
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del 79.7%, mientras que el 20.3% era eliminadoa&és del proceso de desnitrificacion
heterotrofica. Resultados similares obtuvieron &hal (2004) tratando purines de cerdo en un
reactor UASB combinando los procesos anammox Y itéscion parcial, disminuyendo

también la materia orgéanica biodegradable dispenibl

En nuestro caso, la principal via de eliminaciénnitebgeno era el proceso anammox
debido a la baja biodegradabilidad de la mategamica presente en el lixiviado acondicionado
por el proceso de nitritacion parcial (DBQ0-90 mg @-L™), que limitaba el desarrollo de la
biomasa heterotréfica. Sin embargo, la presenciaesta materia organica biodegradable

permitié disminuir la concentracion de nitrato éefeuente.

Finalmente, cabe comentar que si la materia orgabicdegradable disponible para las
bacterias desnitrificantes heterotréficas fuera etégada se produciria una mayor competencia
por el nitrito, lo que podria provocar una dismiducde la actividad anammox y una mayor
actividad desnitrificante heterotréfica. En estatisi®, Chamchoiet al. (2008) observaron la
disminucién de la actividad de las bacterias anaxnoom concentraciones de materia organica
superiores a 0.3 g'Len forma de DQO o con una relacién C:N de 2 mdi'mBin embargo,
Ahn et al (2004) trataron purines de cerdo con una congeidin de materia organica cercana a

20 g-I'* y una relacion C:N entre 4 y 6 mol-mol
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados presentados en los ulapitanteriores, las conclusiones que se

han obtenido pueden nuevamente dividirse en logklesivos principales:

1. La puesta en marcha de un reactor anammox.

2. Laaplicacion del proceso anammox para el trataimige lixiviados de vertedero.

En primer lugar, se ha conseguido realizar el eedgniento de las bacterias anammox a
partir de un indculo procedente de una mezcla deslale distintos origenes que no presentaban
inicialmente, actividad anammox, mediante la teagiad SBR y con medio sintético. Asi, se
han determinado las condiciones de operacion pgradsta en marcha de un reactor anammaox

y se ha concluido que los puntos clave para erntggua biomasa anammox son:

« Es necesario realizar estudios previos de enrigqueosto enbatch para determinar la
presencia de bacterias anammox en el inéculo sefexto.

* Durante el periodo de arranque del proceso, se tiabajar con una relacion molar
nitrito:amonio en el afluente inferior a la estexquétrica para minimizar la acumulacion de
nitrito. En este sentido, una relacién molar ididia 0.76 moles N© por mol de NH' ha
demostrado ser apropiada para la puesta en magtpeodeso.

« La aplicacion de una baja carga de nitrégeno (RgOR-m?-d) en la puesta en marcha
del reactor anammox ha demostrado ser adecuadapagaecer las bacterias anammox,
evitando la acumulacion de nitrito en el reactor.

» La presencia de nitrato en el afluente minimizarietgo de toxicidad del acido
sulfhidrico al evitarse asi la reduccion de sulfdima vez enriquecido el proceso, la
produccion de nitrato por las bacterias anammoxpéanitido eliminar el nitrato del
alimento.

» Las condiciones anaerdbicas han minimizado la icildifo del proceso, sobretodo,
durante el inicio del enriquecimiento. Una vez @mecido el sistema, la entrada ocasional
de oxigeno en el interior del reactor no ha afectath dinamica del proceso.

» La velocidad de agitacion lenta favorece la grasiatade la biomasa, aumentando su
retencion y en consecuencia minimizando su péwlitdavés del efluente.

« La implementacién de un sistema de control del pHnte mantener el rango éptimo
de trabajo para enriquecer la biomasa anammox. Aslela monitorizacion del pH puede
utilizarse como parametro de seguimiento del pmcasi como de la actividad de las

bacterias anammox.
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» La aplicacion de técnicas de deteccion molecul@R B/ FISH, permite detectar,
identificar y cuantificar las bacterias anammox atie la puesta en marcha y el
enriquecimiento de la biomasa anammox. Los resdtat® la técnica molecular PCR ha
permitido identificar a la especie enriquecida kereactor SBR com&@andidatusBrocadia
anammoxidans, obteniéndose, a partir de la tédrisal un 85% de bacterias anammox

respecto a la biomasa tot&lupacterig después de un afio de operacion.

Teniendo en cuenta las condiciones de operacionuesigs, se ha enriquecido
satisfactoriamente un reactor anammox a partirrdemezcla de fangos activos en los cuéles
previamente, se habia detectado actividad anamneaiante estudios dmatch Al cabo de un
afio de operacion, el proceso anammox ha consegiddozar porcentajes de eliminacion de

amonio y nitrito superiores al 99% tratando ungaanitrogenada de 1.60 kg N*rdi™.

Por otro lado, para el seguimiento y evaluacion gtelceso anammox se propone la
monitorizacién de las relaciones estequiométricapemmentales. Los valores medios
obtenidos, 1.32+0.05 moles de nitrito eliminados pml de amonio eliminado y 0.23+0.05
moles de nitrato producidos por mol de amonio @ladbd, han permitido confirmar que la

eliminacion del nitrdgeno se produce Unicamentdaactividad de las bacterias anammox.

El enriquecimiento de la biomasa anammox ha petmdplicar este proceso al tratamiento
de lixiviados de vertederos. Las conclusiones gubasm extraido de esta parte del trabajo son

las siguientes:

» El proceso anammox ha sido aplicado satisfactoriéena tratamiento de lixiviados de
vertedero previamente tratados por el proceso tganién parcial. Durante el estudio
experimental se ha tratado una carga de nitrogestiante 0.28 kg N-thd®, obteniéndose
un porcentaje de eliminacidn de nitrégeno totald$eb%.

» EIl contenido de materia organica biodegradableldixieiado permite desarrollar la
biomasa desnitrificante heterotrofica, la cual dboye a la eliminacion de nitrogeno pero
al mismo tiempo compite con las bacterias anamnooxepsustrato (nitrito), provocando la
coexistencia de las bacterias anammox y desninifes heterotroficas en un mismo
reactor.

e El seguimiento de las relaciones estequiométricaperanentales permite realizar el
seguimiento de ambos procesos. Los valores mebiemnidos, 1.4¥0.12 moles de nitrito
eliminado por mol de amonio eliminado y de @@®6 moles de nitrato producidos por
mol de amonio eliminado han permitido detectar ¢eexistencia de ambos procesos

(anammox y desnitrificacion heterotréfica). La cargrion con los valores
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estequiométricos del proceso anammox (1.32 y Or26pectivamente) corrobora la
presencia de las bacterias desnitrificantes hefdiczs, debido, por un lado, al consumo
mas elevado de nitrito y, por otro, a que el rityatoducido por las bacterias anammox es
inferior al esperado al ser consumido por la biareterotréfica.

« En el tratamiento del lixiviado del presente esiusk ha comprobado que la principal
ruta de eliminacion de nitrogeno es el proceso amam El balance de las diferentes
especies nitrogenadas implicadas permite cuantificaontribucion de cada proceso en la
eliminacion del nitrégeno. Los resultados obtenidhas concluido que un 79.7% del
nitrégeno se ha eliminado a través del proceso ameny un 20.3% mediante el proceso
desnitrificante heterotréfico, debido a la bajatchd de materia organica biodegradable
presente en el lixiviado pretratado. En este sentfbn necesarios mas estudios para
conocer si el porcentaje de materia organica biedizdple puede afectar a la coexistencia
de las bacterias anammox y desnitrificantes hetdroas en un mismo reactor.

» La simultaneidad de los procesos anammox y dd&agion heterotréfica puede ser
una ventaja en el tratamiento de aguas residugegiie parte del nitrato producido por la
biomasa anammox es eliminado por los organismasitdésantes, eliminandose también

la materia orgénica biodegradable presente erigblilo pretratado.
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