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Estudio del proceso de desnitrificacion en un reactor SBR
alimentado con el efluente de un reactor anaerobio de
membranas sumergidas SANMBR.

Study of denitrification process in SBR reactor fed
with the effluent of an anaerobic submerged membrane
bioreactor SAnMBR.

Javier E. Sanchez Ramirez], Alberto Bouzas2 Aurora Seco3y MaFrancisca Garcia Usach4

Resumen

El tratamiento o postratamiento de efluentes anaerobios sugiere del estudio de diversos procesos que permitan la
eliminacion o remocion de los contaminantes presentes. El objetivo de este trabajo consisti6 en el estudio de la
capacidad de desnitrificacion en condiciones andxicas utilizando los distintos dadores de electrones, disponibles
en el efluente del reactor SAnNMBR tales como: acidos grasos volatiles, metano disuelto y sulfuro. La
importancia de este estudio radica en la posibilidad de utilizar los acidos grasos volatiles, el metano y el sulfuro
disuelto como dadores de electrones, para la eliminacién de nitrgeno. El metano disuelto es una fuente de
carbono muy barato y un gas de efecto invernadero eficaz, siendo necesaria su eliminacion. El efluente del
reactor SANMBR contiene concentraciones importantes de amonio, fosforo, sulfuro, acido acético, elementos
traza y metano disuelto. Durante la operacion del reactor SBR (Sequencing Bacth Reactor) la concentracion de
nitrato en cada ciclo se mantuvo constante y en tomo a 50 mg NO3N |1 El porcentaje de desnitrificacion
obtenido fue superior al 60%. El estudio microbiolégico realizado, empleando la técnica FISH, mostro en el
reactor la presencia de bacterias metanotroficas (tipo | y 1), bacterias sulfatoreductoras y bacterias
desnitrificantes.
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Abstract

The treatment or after-treatment of anaerobic effluent suggests study of various processes that allow the
elimination or removal of contaminants. The objective of this work consisted in the study of the ability of
denitrification under anoxic conditions using different givers of electrons, available in the SANMBR such as
reactor effluent: volatile fatty acids, dissolved methane and sulfur. The importance of this study lies in the
possibility ofusing volatile fatty acids, methane and sulfide dissolved as givers of electrons, for the Elimination
of nitrogen. The dissolved methane is a source ofvery cheap carbon and an effective greenhouse gas, requiring
their removal. The SAnMBR reactor effluent contains significant concentrations of ammonium, phosphorus,
sulfur, acetic acid and elements dissolved methane and trace. During the operation of the reactor SBR
(Sequencing Bacth Reactor) the concentration ofnitrate in each cycle remained constant, around 50mgNO3N 'L
The percentage of denitrification retrieved was higher than 60%. The microbiological study, using the FISH
technique, showed the presence of bacteria metanotroficas (type | and Il), sulfatoreductoras bacteria and
denitrifyingbacteriainthe reactor.
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1. Introduccion

La aplicacion de procesos anaerobios para el
tratamiento de agua residual urbana se ha convertido
Gltimamente en unatecnologia de gran interés debido
a sus ventajas en comparacion con los procesos
aerobios. Sin embargo, el efluente de los procesos
anaerobios contiene concentraciones importantes de
nitrégeno, fasforo, sulfuro y metano disuelto, siendo
necesario su tratamiento. El metano es un gas de
efecto invernadero con un potencial de calentamiento
global 25 veces mayor que la de diéxido de carbono
(Strous, 2010). EI sulfuro de hidrégeno es un gas
toxicoy corrosivo que causaproblemas ambientales y
econdmicos. Los nutrientes como el nitrégeno y el
fosforo tienen valores establecidos antes de su
vertido.

Uno de los procesos bioldgicos mas utilizados para la
eliminacion de nitrégeno en las aguas residuales es
la desnitrificacién. El proceso de desnitrificacion
transforma el nitrato presente en nitrogeno gas
utilizando organismos heterétrofos facultativos o
autétrofos, en condiciones anodxicas (ausencia de
oxigeno y presencia de nitrato). Con este proceso se
completa la eliminacién biolégica de nitrégeno en
aguas residuales. La desnitrificacién requiere de una
fuente de energia, organica o inorgénica (dador de
electrones), y el nitrato o nitrito como aceptor de
electrones. Algunas de las fuentes externas de carbono
o dadores de electrones cominmente encontrados en
las aguas residuales son: metanol, etanol, &cido
acético y el metano disuelto. Algunos autores
mencionan otros compuestos como el sulfuro, que
pueden utilizarse en los procesos de desnitrificacion
(Amaral etal., 1995; Talaso etal., 1997).

La desnitrificacion con metano disuelto es una
opcion interesante en el tratamiento de efluentes
provenientes de reactores anaerobios. Algunos
autores sugieren que la desnitrificacién usando
metano disuelto como fuente de carbono se lleva a
cabo porunaserie de organismos capaces de utilizar el
metano como sustrato en condiciones aerobias,
anoxicas o anaerobias. En condiciones aerobias, los
organismos metanotréficos participan en el ciclo
global del carbono, oxidando el metano que ha sido
generado en ambientes anaerobios antes de que llegue
a la atmosfera. Estos organismos son capaces de
utilizar el metano como fuente de carbono y energia.
Los organismos metanotréficos mas comunes son los
de tipo I, Il 'y tipo X. Una caracteristica interesante de
estos organismos es la capacidad de utilizar enzimas
especificas para catalizar el metano convirtiéndolo en
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otro compuesto de carbono facilmente biodegradable
como el metanol. Este hecho sugiere que el metano se
pueda utilizar como Unico donante de electrones en la
eliminacion bioldgica de nitrogeno especificamente
en el proceso de desnitrificacion. La literatura sugiere
que el metano puede ser transformado por los
organismos metanotroficos en condiciones anoxicas y
anaerobias en compuestos organicos facilmente
biodegradables.

En un trabajo realizado por Beristain-Cardoso et al.
(2006) se menciona la posibilidad de realizar el
proceso de desnitrificacion utilizando sulfuro como
dador de electrones y se menciona la posibilidad de
realizar la oxidacion de los compuestos de azufre
hasta sulfato.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el proceso de
desnitrificacion empleando el efluente de un reactor
anaerobio de membranas sumergidas (SAnNMBR) con
el fin de utilizar el metano disuelto, el sulfuro y los
acidos grasos volatiles como dadores de electrones.
Este articulo presenta y discute los resultados
obtenidos en el estudio a escala laboratorio
empleando un reactor SBR operado en condiciones
anoxicas. También presenta el estudio microbiolégico
realizado empleando latécnica FISH.

2. Materialesy métodos
2.1 Reactor SBR

El estudio a escala laboratorio se realizé en un reactor
SBR (Sequencing Batch Reactor), fabricado en
metacrilato transparente con forma cilindricay conun
volumen util de 7 litros. El reactor fue inoculado con 7
litros de fango bioldgico procedente de la planta de
tratamiento de aguas residuales de la cuenca del
Carraixet ubicada en Valencia (Espafia). La parte
superior del reactor estaba cerrada con el objetivo de
evitar lapérdida de gasesy lareaireaccion del sistema.
Para controlar la temperatura del proceso, el reactor
estaba ubicado en una cdmara termostatica. El reactor
disponia de una entrada en la parte inferior para el
ingreso del afluente y una salida en la parte lateral
intermedia. Para controlar y asegurar los volimenes
méximos y minimos de agua residual en el reactor el
sistema contaba con dos sensores de nivel. El llenado
se realizaba por accién de una bomba peristaltica
automatizada, y el vaciado por gravedad mediante la
apertura de una electrovalvula situada en la
conduccidn de salida.

Para dosificar el nitrato (N-NO3 y el &cido acético



(CH3COOH) al inicio de cada ciclo de operacion se
utilizaron dos dosificadores de alta precision modelo
Liquino 711 (Metrohm). En la Figura 1 se observa el
diagrama general del sistema experimental empleado.
La completahomogeneizacién del fango en el interior
del reactor se consigue mediante un agitador
mecanico de 50 Hz y 35 - 2800 rpm (velocidad de giro
controlada por un regulador de potencia para
minimizar la transferencia de oxigeno desde la
atmosfera a la fase liquida del tanque) marca
Heidolph. Para monitorizar las variables del proceso
se emplearon electrodos de pH, redox, temperatura
y oxigeno disuelto (OD). La informaciéon de los
electrodos era enviada a un software de control y
adquisicion de datos.

Dosificador Agitador
Automatico o
Camara
Termostatica
Figura. 1.

Esquema y fotografia del montaje experimental del
reactor SBR.
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2.2 Métodos analiticos

Las técnicas analiticas utilizadas en este trabajo
corresponden a las descritas en el Standard Methods
(APHA, 2005) para la determinacion de solidos
suspendidos totales, sélidos suspendidos volatiles,
amonio (N-NH4 y sulfuro (S-S'). Para la determi-
nacion de la alcalinidad y los &cidos grasos volatiles
(AGV) se empled el método de valoracion 4cido-base
propuesto por Moosbrugger et al., 1992. El nitr6geno
(N2 fue calculado mediante el balance de N en el
sistema. El metano disuelto fue calculado apartir de la
medida de metano en el biogas de la planta SANMBR
y el equilibrio entre fases empleando la ley de Henry.
El metano en el biogas fue medido empleando un
analizador continuo de gases (X-Stream X2,
Emerson).

2.3 Analisis microbiolégico

Las muestras analizadas para la identificacién y
cuantificacion de los microorganismos de interés
fueron tomadas del SBR durante la etapa de agitacion.
Para la observacion se utiliz6 un microscopio de
epifluoresencia marca DM2500 con cdmara digital
DFC420c. En la aplicacion de la técnica FISH se
emplearon las sondas EUBMIX para la hibridacién
del dominio eubacteria (Amann et al., 1990; Daims et
al.,, 1999), las sondas Ma464 y Mg84 para la
hibridacion de los organismos metanotréficos tipo |y
Il (Eller et al., 2001) y las sondas DEN67 y AT1458
para la identificacion de organismos heterotrofos
desnitrificantes (Ginige et al., 2005; Rabus et al.,
1999).

2.4 Procedimiento experimental

Después de inocular el reactor con 7 litros de fango, se
fijaron 4 ciclos al dia, cada ciclo con unaduracidn total
de 6 horas, el tiempo de retencién celular fijado (TRC)
fue de 20 dias y el tiempo de retencion hidraulico
(TRH) se mantuvo en 19h.

A continuacidn se describen cada una de las etapas que
componen el ciclo. Etapa de llenado, con una duracién
total de 6 minutos que equivale al 1.6% del tiempo
total del ciclo, una etapa andxica con una duracién
total de 5,2 horas, donde se llevaba a cabo el proceso
de desnitrificacion y que equivale al 86% del ciclo
total. Una etapa de decantacion con una duracién total
de 33 min equivalente al 9,2% del tiempo total, en esta
etapa la agitacion cesaba y se dejaba decantar el
fango. Finalmente, se procedia a la etapa de vaciado
del sobrenadante con una duracién total de 6 min,
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equivalente a un 1,6% del tiempo total del ciclo
quedando el reactor listo paraun nuevo ciclo Figura 2.
La distribucion de tiempos se realizo teniendo en
cuenta las experiencias obtenidas en otros estudios,
desarrollados en el grupo de investigacion (Acevedo
Betal.,2012; Aguado D etal., 2009). A

Influente
*
I* v
T

Efluente
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Decantacion Vaciado
33 mili 6 min

Llenado Anoxico
6 min 52 h

Figura. 2. Etapas en cadaciclo de operacion.

3. Resultados

El reactor SBR se oper6 durante 6 meses en
condiciones andxicas. El seguimiento de los
compuestos de nitrégeno presentes en el sistema
permitié observar eficiencias en la remocion de
nitrégeno superiores al 80%. El efluente del reactor
SAnMBR alimentado al SBR, presentaba una baja
DQO biodegradable (ca. 30 mg DQOL'), elevadas
concentraciones de nutrientes (55 mg N-NH4 -L'1 7
mg P-PCVL'] 105 mg S'2L ) y una concentracién de
metano disuelto entomo a 43 mg DQOL'1 Para este
estudio teniendo en cuenta que el nitrégeno presente
en el efluente se encontraba en forma de amonio
(N-NH9), se adicion6 al efluente un patrén de nitrato
para una concentracién en el alimento de 50 mg
N-NCVL'1 Esta concentracién al inicio de cada ciclo
corresponde a 15 mg N-NOj-L'1en el reactor. Las
especies desnitrificantes presentes en el inoculo
fueron identificadas con las sondas DEN67, PAR651
y ATI458. La abundancia de estos organismos fue de
un 4 + 2% (DEN67), 1+ 1% (PAR651) y 8+ 1%
(AT1458) respectivamente. Los organismos
metanotrdficos tipo | y Il presentaron una abundancia
del 1%. Este estudio fiie dividido en cinco periodos, a
lo largo de la cuales se fue modificando el TRC. La
Tabla 1resume los cambios realizados y el porcentaje
de desnitrificacion obtenido.
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Tabla 1. Condiciones de operacion del reactor SBR.

Periodo % Desnitrificacion TRH(h) TRC(d) T(°C)

| 24,6 190 . 20,0
I 69,0 190 35 20,0
11l 86,0 190 25 20,0
v 87,8 190 30 20,0
\% 93,6 190 20 20,0

La Figura 3 muestra la evolucidn de la concentracion
de nitrato en cada periodo. Taly como se observaen la
figura el nitrato presente al inicio de cada ciclo se
reduce a nitrogeno gas es cual es calculado a partir
del balance de nitrégeno en el sistema. Este hecho
confirma que existe una poblacién de organismos
desnitrificantes capaces de desnitrificar los
compuestos de nitrdgeno presentes en forma de
nitrato o nitrito. Al final del periodo | se observa una
etapa de transicién en el que la concentracion de
nitrato comenzd a descender. Durante esta etapa de
transicidn se ajusté de forma escalonada el TRC. Tras
el periodo de transicion se observan diversos periodos
de estabilidad en funcién del TRC estudiado. En
la Figura 3 también se observa que inicialmente el
sistema se dejo evolucionar con el objetivo de adaptar
los organismos presentes a las caracteristicas del
afluente y favorecer el crecimiento de los organismos
desnitrificantes. Durante el periodo | el porcentaje de
desnitrificacion se situd entomo al 24%.

o NO3 Influente = NO3 Efluente o NO2 Efluente a N2 gas
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Figura. 3. Evolucién del nitrato y nitrégeno gas
durante la operacién del reactor SBR.

La abundancia de organismos desnitrificantes se situo
enun 24% indicando un aumento importante de estos
microorganismos. Otro aspecto importante observado
en el estudio microbioldgico realizado en este periodo
fue el aumento de la abundancia de organismos
metanotréficos tipo | (4%), este crecimiento esta aso-



ciado al consumo de metano disuelto. En los
periodos II, IIl, IV y V el porcentaje de desnitrifica-
cion alcanzado fue del 69, 86, 87 y 93% respectiva-
mente.

Durante los periodos I, IV y V se observé un
aumento considerable de los AGV (100 mg DQO -L-
1) que podria haber favorecido el proceso de
desnitrificacion. Sin embargo en los periodos 1 y 1l la
DQO en forma de AGV fue bajay los porcentajes de
desnitrificacion alcanzados fueron del 24 y 69%
respectivamente. Este hecho sugiere que podrian
existir otros compuestos presentes en el efluente
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que participan en la desnitrificacion actuando como
dadores de electrones (S2y CH4disuelto).

Con el fin de comprobar la participacion de estos
compuestos se realizd un balance de DQO en el
sistema teniendo en cuenta la concentracion de
sulfuro y metano disuelto. Los resultados obtenidos
ponen de manifiesto que en los periodos | y Il la
materia organica facilmente biodegradable (AGV) no
era suficiente para alcanzar los porcentajes de
desnitrificacion obtenidos, por tanto existen en el
afluente otros dadores de electrones que pueden
contribuir en el proceso de desnitrificacion, tales

como el metano disueltoy sulfuro (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion de AGV, CH4 S 2y nitrato en cadaperiodo.

. AGV CH4 c N-NOsteorico  N-NO, eliminado e,
Periodo 0DQO1) (MgDQO.IY (MGDQO.IY  (mgN.1 (MgN.1D % Desnitrificacion

| 140 69 142 486 65 240

I 50 45 131 174 116 69,0

I 610 128 167 213 123 86,0

IV 1080 15 20,4 377 127 87,0

Y, 40,0 64 82 139 126 930

El estudio microbioldgico realizado empleando la técnica FISH permiti6 observar la presencia de organismos
hetero6trofos desnitrificantes, metanotréficos y sulfatoreductores durante cada periodo de operacion. La Tabla 3
muestra laabundancia de cada organismo durante cadaperiodo. Se puede observar que la especie méas abundante
corresponde con los organismos heterotrofos desnitrificantes, hibridados con la sonda AT1458 capaces de usar
los &cidos grasos volatiles como fuente de carbono.

Durante el seguimiento microbioldgico también se realizo el seguimiento de las especies sulfatorreductoras y
organismos del tipo thiobacilus desnitrificantes debido a lapresencia de sulfuroy sulfato en el sistema. En el caso
de los organismos thiobacilus desnitrificantes no fueron detectados. También se realiz6 la identificacion y
cuantificacion de las bacterias metanotroficas capaces de utilizar metano disuelto para su crecimiento (Figura4).

Tabla 3. Abundanciade organismos desnitrificantes, metanotroficos y sulfatoreductores.

ABUNDANCIA %

Periodo Desnitrificantes Metaqotréficas Meta_notr(')ficas Sulfato
tipo | tipo n reductoras

| 1n+1,0 1+10 ND 5+1,0

Il 26+£30 5+1,0 ND 21,0

]| 30£70 8+2,0 1+ 10 61,0

AV 2450 31,0 2+1,0 71,0

\Y 26 4,0 1+ 10 1+ 10 1+ 10
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Figura. 4. FISH, Fotos capturadas con el microscopio de epifluorecencia, (A) bacteria desnitrificantes (rojo),
(B) Bacterias metanotroficas (rojo), Total de bacterias hibridadas con lasonda EUBmix (verde).

La desnitrificacion con sulfuro se corroboré mediante
ensayos off-line realizados en laboratorio. LaFigura5
muestra la evolucion de la concentracidn de nitrato en
presencia de sulfuro en uno de los ensayos realizados.
Se observa que el suliuro es oxidado rdpidamente a
compuestos como el tiosulfato (SD J y el sulfato
(S09. También se observd que mientras la concentra-
cién de nitrato decrece, la concentracion de nitrito
aumentay pasa a nitrégeno gas, debido al proceso de
desnitrificacién. En otros ensayos se pudo corroborar
que si existe sulfuro en el sistema, los nitritos son
reducidos en su totalidad a nitrégeno gas N2 Por lo
que respecta al metano disuelto, el aumento en la
abundancia de los organismos metanotréficos (tipo |
y Tipo 1) en el sistemapermite concluir que el metano
disuelto es utilizado como sustrato por estos
organismos.

AN-NO2 ¢ N-NO3 OSulfuro xS04 *S203
35 200

- 180
30

160

25 140 T
- X X X -0 %
y =-18,3* + 21,483
R*=0,3687 100 M
15 - A * .80 W
10 A*’(‘k ° 60
40
5
20
2 3 4 7 10

5 6
Tiempo (h)

Figura. 5. Evolucion del nitrato y nitrogeno gas
durante la operacion del reactor SBR.
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4, Conclusiones

En general, el estudio a escala laboratorio permitio6
determinar que es posible obtener rendimientos en la
desnitrificacion mayores al 90% utilizando los
dadores de electrones presentes en el afluente.
También fue posible observar que existen diversos
dadores de electrones como el sulfuro o el metano
disuelto, que pueden aportar DQO al proceso y
contribuir en la desnitrificacion. EIl crecimiento
observado mediante la técnica FISH de los
organismos metanotroficos tipo | y tipo Il pone de
manifiesto el uso de metano disuelto como sustrato
por parte de estos organismos.

Los resultados obtenidos en el seguimiento del
sistema en cada periodo mostraron que utilizando
solamente los AGV no seria posible alcanzar el grado
de desnitrificacion obtenido en cada periodo. Tal y
como se ha expuesto anteriormente, el sulfuro y el
metano disuelto podrian estar participando como
dadores de electrones en la desnitrificacion, con lo
cual en este estudio estos compuestos representan un
aporte importante de DQO.
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