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Resumen

El descubrimiento del proceso de oxidacion anaerdbica del amonio
(anammox) abre nuevas alternativas para la eliminacién de nitrégeno,
mas econdmicas que los tradicionales sistemas de nitrificacion-

desnitrificacion. El enriquecimiento de estas bacterias se ve favorecido a
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temperaturas célidas (superiores a 30 °C), similares a las que se logran
en ambientes naturales cubanos. En este trabajo se evalla el
enriquecimiento de bacterias anammox a temperatura ambiente, con
indculos que provienen de diferentes sistemas de lodos activados para el
tratamiento de aguas residuales municipales en Cuba. Los reactores son
operados en batch, y se alimentan con medio sintético con suficiente
amonio, nitrito y carbonatos. La actividad anammox comienza a
detectarse, bajo condiciones controladas, después de los 40 dias. Los
valores promedio obtenidos para las relaciones estequiométricas, N-NOz"
/N-NHa4* y N-NO3/N-NH4* fueron de 1.16 y 0.22, respectivamente. El
mayor valor de la actividad maxima especifica que se logra en los
enriquecimientos es de 0.160 gNT-gSSV-1.d!, operando con velocidades
de remocion de nitrogeno entre 150 y 350 mgNT:I-1-d"!, y alcanzando una
eficiencia media de remocién de nitrito del 93.8%. La actividad anammox
en la fase estacionaria del crecimiento se afecta reversiblemente por la
presencia de OD, lo cual es comprobado con ensayos en sistemas

manomeétricos.

Palabras clave: anammox, enriquecimiento de bacterias anammox,

inhibicidon reversible por oxigeno disuelto, remocién de nitrégeno.

Abstract

The discovery of the anaerobic ammonium oxidation process (anammox)
opens up new alternatives for nitrogen removal that are cheaper than
traditional nitrification-denitrification systems. The enrichment of these
bacteria is favored at warm temperatures (above 30 °C), similar to those

achieved in cubans natural environments. In this work, the enrichment of
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anammox bacteria at room temperature was evaluated, with inocula that
come from different activated sludge systems for the treatment of
municipal wastewater in Cuba. The reactors are batch operated and are
fed with synthetic medium with sufficient ammonium, nitrite and
carbonates. Anammox activity begins to be detected, under controlled
conditions, after 40 days. The average values obtained for the
stoichiometric ratios, N-NO2/N-NH4* and N-NO3/N-NH4* were 1.16 and
0.22, respectively. The highest value of the maximum specific activity
that is achieved in the enrichments is 0.160 gNT gSSV-! d-!, operating
with nitrogen removal rates between 150 and 350 mgNT |1 d! and
reaching an efficiency 93.8% nitrite removal media. The anammox
activity in the stationary phase of growth is reversibly affected by the

presence of OD, which is verified with assays in manometric systems.

Keywords: Anammox, enrichment of anammox bacteria, reversible

dissolved oxygen inhibition, nitrogen removal.
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Introduccion

El proceso de nitrificacidn-desnitrificacidon tradicional es el mas utilizado
para la remocion bioldgica de nitrdgeno en las aguas residuales. Este
proceso implica elevados costes de explotacidn que podrian verse
reducidos con el uso de nuevas alternativas de eliminacion del nitrogeno
de las aguas residuales basados en procesos completamente autotrofos,
gue incluyen una etapa de oxidacion anaerobia del amonio (Garcia-Ruiz,
2018). El proceso conocido como anammox (anaerobic ammonium
oxidation, por sus siglas en inglés) oxida directamente el amonio a
nitrdgeno molecular (N2), utilizando el nitrito como aceptor de electrones
(Chen, van Loosdrecht, Ekama, & Brdjanovic 2020).

El amonio, el nitrito y el bicarbonato son los sustratos principales
en el proceso anammox (van de Graaf, De Brujin, Robertson, Jetten, &
Kuenen, 1996). El acoplamiento del atomo de nitrégeno del amonio y el
atomo de nitrogeno del nitrito para formar gas dinitrogeno (N>)

comprende la reaccion catabodlica (Ecuacion (1)):
NH} + NO; - N, + H,0 (1)

El proceso anammox es autétrofo, es decir, utiliza el HCO3™ como
fuente de carbono para la produccion de biomasa en el anabolismo

(Ecuacion (2)) (van der Star, 2008). La oxidacién de nitrito a nitrato

genera los electrones necesarios para el proceso de reduccién del HCOs3-
(van de Graaf et al., 1996):

321

Tecnologia y ciencias del agua, ISSN 2007-2422,

Open Access bajo la licencia CC BY-NC-SA 4.0 _ . i e - -04-
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/) 15(4), 318-359. DOIL: 10.24850/j-tyca-2024-04-08



https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.24850/j-tyca-2024-04-08&amp;domain=pdf&amp;date_stamp=2024-07-01

W) Check for updates

Tecnologia y \&g«
CienciastAgua

HCO3 + 2,1NO; + 0,2NH{ + 0,8H* = CH, 30y 5Ny, + 2,1NO3 + 0,4H,0 (2)

La reaccidn general de la combinacion del catabolismo (Ecuacion
(1)) y el anabolismo (Ecuacion (2)) fue propuesta y luego validada de
acuerdo con la estequiometria encontrada experimentalmente por
diversos estudios, quedando de la siguiente manera (Strous, Heijnen,
Kuenen, & Jetten, 1998):

NH; + 1,32N03 + 0,066HCO3 + 1,3H* — 1,02N, + 0,066CH; 045Ny, + 0,26NO3 +
2,03H,0 (3)

En ausencia de oxigeno molecular, las bacterias anammox activan
el amonio a través del poder oxidante del 6xido nitrico (NO). La oxidacion
anaerodbica de amonio es un proceso de tres pasos (van der Star, 2008),
con NO e hidracina como intermediarios. Primero, el nitrito se reduce a
NO; luego, el NO producido reacciona con el amonio para formar
hidracina, catalizada por la enzima unica hidracina sintetasa; vy
finalmente, la hidracina es oxidada a N> (Kartal et al., 2011); las bacterias
desnitrificantes normales tienen N>O como intermedio, estando este
compuesto ausente en la fisiologia del anammox (Schalk, Oustad,
Kuenen, & Jetten, 1998).

El proceso anammox lo realizan bacterias quimiolitotréficas, lo cual
implica que la tasa de crecimiento y reproduccion sea baja. La velocidad

especifica maxima de crecimiento para una biomasa anammox es de
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0.065 d! y el tiempo de replicacion de 11 a 22 dias. Ello se traduce en un
largo periodo de tiempo para la puesta en marcha de los sistemas,
superior a los 100 dias (Strous et al., 1998). Dependiendo del inéculo
escogido, la tecnologia utilizada y del afluente a tratar, este tiempo puede
oscilar entre los 2 y 6 meses (Zhang et al., 2017; van der Star et al.,
2008). En investigaciones desarrolladas en MBR (Membrane BioReactor,
por sus siglas en inglés), se han obtenido tiempos de replicacién tan bajos
como 2 a 3 dias (Lotti, Kleerebezem, Lubello, & van Loosdrecht, 2014).
El lento crecimiento de estas bacterias, principal problema de las bacterias
anammox, no limita la alta capacidad de remocién que tiene la biomasa,
presentando valores de hasta 5 a 10 kg N.m=3.d"! (Ni & Zhang, 2013). Por
otro lado, su lento crecimiento significa una baja produccién de lodo, la
cual es otra de sus ventajas. Este proceso no requiere de fuente externa
de carbono, por lo que es una alternativa viable para el tratamiento de
aguas residuales con elevada carga de nitrégeno amoniacal y baja

concentracidon de materia organica biodegradable (Kuenen, 2008).

Las bacterias anammox son muy dificiles de aislar de los habitats
naturales, aunque se encuentran distribuidas ampliamente en el medio
natural (Kuenen, 2008; Ali, Shaw, & Saikaly, 2020) y estan presentes en
el lodo de plantas de tratamiento de aguas residuales (Dapena-Mora et
al., 2004). Estos microorganismos facilmente se inmovilizan a si mismos
en biopeliculas compactas o granulos, permitiendo un contenido muy alto

de biomasa en el reactor (van der Star et al., 2007). También se han

logrado obtener altas concentraciones, como células libres en sistemas
con MBR (van der Star et al., 2008).
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Sin embargo, el crecimiento de la biomasa y la estabilidad del
sistema empleando bacterias anammox se ven afectados ante cualquier
cambio de las condiciones operacionales y ambientales. Algunas variables
importantes para considerar son las siguientes: las concentraciones de
compuestos nitrogenados (nitrito y amonio), de materia organica, de
oxigeno disuelto (OD), de salinidad, de compuestos téxicos y de biomasa,
el pH y la temperatura, entre otros (Jin, Yang, Yu, & Zheng 2012). Estas
bacterias no son inhibidas por elevadas concentraciones de amonio y
nitrato (1 gN.I'1), sin embargo, el proceso es inhibido por la presencia de
nitrito a concentraciones superiores a los 100 mg N-NOz.I'1. No obstante,
mientras mayor sea la concentracidon de la biomasa anammox, se
producird una mayor degradacion de nitrito y, por lo tanto, una menor
acumulacion e inhibicidon del proceso (Strous, Kuenen, & Jetten, 1999). A
concentraciones superiores al 0.5% de oxigeno disuelto de saturacion, la
biomasa anammox es inhibida (Strous, van Gerven, Kuenen, & Jetten,
1997). La actividad se recupera cuando se restablecen las condiciones
anaerobias en el interior del reactor, indicativo de una inhibicion
reversible del proceso después de mantener la biomasa anammox en

contacto con oxigeno (Egli et al., 2001).

Actualmente, la mayoria de las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) que utilizan tecnologia con el proceso anammox para
la remocién de amonio se encuentran en paises de climas frios o
templados (Lackner et al., 2014). Su implementacidn solo ha sido posible
en el tratamiento de la linea de lodos, consecuente con las altas

concentraciones de amonio presente en este residual y las altas
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temperaturas, necesarias para la digestiéon anaerobia de lodos (Chen et
al., 2020).

La temperatura ha sido un parametro clave y limitante para el
estudio e implementacion de este proceso en la linea principal de las PTAR
de lodos activaos en climas templados (Kamp et al., 2019) debido a que
el intervalo de temperatura 6ptima de crecimiento de las bacterias
anammox es de 30 a 35 °C (Hoekstra, De Weerd, Kleerebezem, & van
Loosdrecht, 2017). Este es un problema facil de resolver en los paises con
climas tropicales, como en el caso de Cuba, pues la temperatura media
del agua residual municipal en una PTAR varia entre 20 y 30 °C. Recientes
estudios se han encauzado en aprovechar dicha ventaja para la puesta en
marcha de sistemas con bacterias anammox (Peralta & Serrato, 2016).
Aunque se han logrado eficiencias de eliminacién de nitrogeno
satisfactoria en reactores a escala de laboratorio (Sanchez-Guillén,
Jayawardana, Loépez-Vazquez, De Oliveira, & van Lier, 2015b; Garcia-
Ruiz, 2018), no hay ejemplos conclusivos de implementacidon exitosa a
gran escala en la linea principal de las PTAR municipales. Muchas
revisiones han resumido las posibles estrategias operativas (Cao, van
Loosdrecht, & Daigger, 2017) y se continlan realizando estudios para
superar las limitaciones de su implementacién (Gémez et al., 2020; Li et
al., 2022; Chen et al., 2023).

De manera reciente se puso en marcha un sistema (Gémez et al.,
2020) donde la nitrificacion parcial se desarrolla en un reactor con relleno
movil, y el proceso anammox se desarrolla en un sistema con biomasa
granular, alcanzandose porcentajes de eliminacidén cercanos al 60% para

el N total y al 75% para el N amoniacal, bajo condiciones similares a un
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residual doméstico (concentracion: 90 gN.m3.d!) y a temperatura
ambiente (15-20 °C). El empleo de la concentracidon de oxigeno disuelto
(entre 1 y 1.5 ppm) fue una estrategia clave para controlar la
concentracion de NOB en el reactor de nitritacién parcial (Gémez et al.,
2020). Otros estudios, como el de Sanchez-Guillén y colaboradores
(Sanchez-Guillén et al., 2015a; Sanchez-Guillén et al., 2015b)
demostraron la coexistencia de bacterias nitrificantes y anammox en
biopeliculas perfectamente estructuradas en un sistema de filtros
bioldgicos para el tratamiento de aguas residuales con caracteristicas
medias similares a residuales municipales: concentracion de amonio entre
100 y 250 mg.l1, de OD entre 1 y 2 mg.I'!, bajo condiciones controladas
de temperatura (30-35 °C). Estos investigadores obtuvieron elevadas
eficiencias de remocion de amonio (80-99%) y nitrogeno total (54-92%)
(Sanchez-Guillén et al., 2015b; Garcia-Ruiz, 2018). El presente trabajo
evalla el enriquecimiento de bacterias anammox en condiciones de climas
cubanas, a partir de varios indculos de diferentes sistemas de tratamiento
de residuales municipales. Seria una primera etapa para |la

implementacion de este proceso en las lineas de agua de PTAR operadas

en paises de climas calidos.
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Materiales y métodos

Para el enriquecimiento de bacterias anammox se llevan a cabo cinco
experimentos con inoculos proveniente de diferentes sistemas de lodos
activados para el tratamiento de aguas residuales municipales (Tabla 1).
La concentracién de sélidos suspendidos del licor mezclado (SSLM) en el

inicio de los experimentos varia entre 4 y 5 g-I-1.

Tabla 1. Procedencia de los indculos.

Lodo Exp Sistema de tratamiento Edad del lodo (operacion)
1 ] ] > 25 dias
Lodo activado convencional con _ ]
] 2 L El sistema operaba con baja carga
Luyano carrusel disefiado para la o »
o S organica en comparacion con datos de
3 nitrificacion-desnitrificacion o
disefio
Lodo activado con aireacion ’
] _ o ~ 15 dias
Hicacos 4 extendida disefiado solo para » o
o Operacion segun disefio
nitrificacion

Lodo activado con membranas

_ > 50 dias
sumergidas con tanques separados _ _
MBR 5 . El sistema operaba con cargas bajas
para la nitrificacion y ) .
. en comparacion con datos de disefo
desnitrificacion

En todos los experimentos se sigue la misma metodologia de trabajo
para el crecimiento de las bacterias. La composicién del medio de
alimentacion de los reactores, en cuanto a las especies nitrogenadas se

basa en estudios previos (Dapena-Mora et al., 2004; Strous et al., 1998).
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Estos estudios proponen mantener la composicién del medio por debajo

de 100 mg N-NOZ2.I"! para evitar la inhibicién del sistema.

Se afade suficiente NH4Cl, NaNO2, NaHCOs y Na>COs durante el
periodo de evaluacién; estos dos ultimos para el control de la alcalinidad.
A diferencia de la bibliografia consultada, en nuestro caso se emplea como
solucién base para la preparacion del medio de alimentacion el efluente
proveniente de un filtro percolador (Tabla 2). Esta solucidn base se
esteriliza previamente en autoclave (1 atm 121 °C x 15 min) para evitar

la presencia de actividad microbiana en el afluente.

Tabla 2. Valores medios de los parametros principales que caracterizan
la calidad del residual empleado para la preparacién del medio de

alimentacion.

DQO | DBOs oD Nitrégeno (mg-I?) P total |Turbiedad| SST H Temperatura
P
(mg-I'*) | (mg-I"*) | (mg:I"Y) [ NH,* [Organico| Total | (mg:I"Y) | (NTU) | (mg-I?) (°C)

38+26|15+13 |2.7+09|7+4|19+£09|15+6|2.0+0.9 15+9 4+3 |7.9%+0.3 27 £ 2

Reactor y operacion

El reactor consiste en un recipiente de vidrio de cinco litros (22-26 cm),
sellado en la parte superior con aperturas apropiadas para la ubicacion de
las sondas. Se realiza la medicion y el control del OD, el pH y la toma de
muestra. El sistema se opera en batch, pero no de forma ciclica (24 h),
pues se alimenta segun las necesidades del medio, al observarse

disminucion de los nutrientes. De esta forma se evita que se alcancen
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concentraciones superiores a los 200 mg N-NOz.I"1, lo que propicia la

inhibicion del proceso anammox. Con cada alimentacidén es propensa la

intrusién de oxigeno, requiriendo ademas una desoxigenacion para evitar

la inhibicidon del sistema.

En los dias iniciales, la concentracién de las especies nitrogenadas
en el reactor se mantiene alrededor de los 50 mgN:I-! tanto para el N-
NH4* como para el N-NO2. Segun el comportamiento de la carga de
nitrdgeno removida en el reactor, se va ajustando la carga de nitrogeno
aplicada al mismo. Una vez que la concentracién de N-NO2  comienza a
disminuir, el ciclo de carga al reactor se mantiene en funcién de la
remocion de éste. La concentracidon de nitrégeno total con que se carga
el sistema al inicio del ciclo se va aumentando siempre y cuando el nitrito
sea removido completamente. No se mantiene un control estricto de la
temperatura, equilibrandose a las condiciones ambientales. La agitacion
se realiza por medio de barras magnéticas, con velocidades inferiores a
200 rev-min-!, evitando grandes turbulencias en el volumen de la

suspension.

Ensayos de actividad

Para determinar la actividad de las bacterias anammox se emplearon dos
procedimientos: la clasica medicion in situ de las concentraciones de las
especies nitrogenadas en los reactores para seguir su cinética (Dapena-
Mora et al., 2004) y los ensayos manomeétricos que se realizan con una

muestra de biomasa de los reactores (Dapena-Mora et al., 2007).
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Para la ejecucion de este ensayo manométrico, primero se
selecciona el volumen de la solucion de nitrito a dosificar al inicio del
ensayo, de manera tal que la concentracién de nitrito no sea limitante ni
inhibidora. Tipicamente, una concentracion inicial de nitrito de 50 a 75
mg N.I'! es adecuada cuando se trata de evaluar una biomasa anammox
que proviene de un lodo cultivado bajo condiciones no limitantes del
nitrito. Se inicia la adquisicidon y el registro de los datos manométricos y
la lectura de datos cada 30 a 60 min hasta observar el punto de ruptura
en la curva de sobrepresidon, que corresponde al agotamiento del nitrito.
Para el cierre, se verifica el pH final y se toma una ultima muestra para
determinar la concentracion de SSVLM. Para el andlisis, los datos
recogidos durante los primeros 10 a 15 min del ensayo se deben
desechar, ya que puede haber varios fendomenos superponiéndose, lo que

afecta la sobrepresion.

Este ensayo manométrico se realiza en un sistema comercial
disponible en el mercado (WTW OxiTop OC-110), con recipiente de vidrio
de 500 ml de volumen. Para mayor detalle sobre la metodologia para la
determinacion de la actividad y el procedimiento del ensayo, consultar la
literatura (Lotti, van der Star, Kleerebezem, Lubello, & van Loosdrecht,
2012; Lépez-Vazquez, Menéndez, & Fall, 2019).
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Procedimientos analiticos

Todas las muestras se filtraron con membranas (< 0.45 uym) previo a la
determinacion de los componentes solubles (N-NH4*, N-NO2, N-NOs,,
DQO), empleando un espectrofotometro UV-visible (DR6000, HACH
LANGE, Alemania). La determinacidon de los sélidos suspendidos totales
(SST) y los sdlidos suspendidos volatiles (SSV) se midieron
gravimétricamente empleando filtros de fibras de vidrio (< 1.2 pm).
Todos los métodos y analisis empleados para determinar los parametros
necesarios en la caracterizacion de las muestras del agua residual se
encuentran referidos en el Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, AWWA, & WEA, 2012). Las mediciones de
oxigeno disuelto (OD) y pH se hicieron con un equipo multiparamétrico
(Multi 3 430, WTW, Germany).

Resultados y discusion

Los perfiles de las concentraciones removidas de las especies
nitrogenadas (N-NO2" y N-NH4*), asi como de la produccion de nitrato en
los cinco experimentos de enriquecimientos estudiados con los diferentes
indculos presentan un comportamiento similar. Para una mejor
comprensiéon del proceso de enriquecimiento que se esta llevando a cabo
en el reactor, se describen las etapas observadas, tomando como ejemplo
los resultados obtenidos durante el experimento 1 con lodo procedente
de la PTAR Luyandé (Figura 1). Igualmente, se siguen las relaciones

estequiométricas entre las distintas especies nitrogenadas, uno de los
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criterios mas empleados para evaluar el enriquecimiento de biomasa con
bacterias anammox (Ni, Lee, Fessehaie, Gao, & Sung, 2010b; Zhang et
al., 2010; Sanchez-Guillén et al., 2015a). Después se compararan las

principales diferencias observadas entre los diferentes experimentos.

3500 -
3000 -
2500 - NH4"
2000 - NO=
1500 - NOs~
1000 -
500 -

0 R AT Ak R et T g I T T 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (dias)

mg (N/1)

Figura 1. Acumulado de N-NO2" y N-NH4* removido y N-NO3" producido

en el enriguecimiento con el indculo de la PTAR Luyand (experimento 1).

Al menos tres etapas o fases diferentes se pueden apreciar en el
comportamiento de las especies nitrogenadas, similar a lo discutidos en
otros reportes de puesta en marcha o enriquecimiento de biomasa con
bacterias anammox (Figura 1), ya sea para sistemas en suspension,

granular o en biopelicula (Araujo et al., 2011; Tang, Zheng, Mahmood, &
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Chen, 2009; Dapena-Mora et al., 2004; Strous et al., 1998; Sanchez-
Guillén et al., 2015a).

En la primera etapa, inmediatamente después de la inoculacion, de
pocos dias de duracién (0-6 dias, para el caso de la Figura 1), se observa
un aumento en el acumulado del N-NOz" removido, sin embargo, no se
observa remocién del N-NH4* acumuldndose en el sistema. No se advierte
variacion en el acumulado de nitrato en el reactor. En estos dias iniciales
el sistema no se alimentado de nuevo, se mantiene cerrado y aislado. La
remocion de las especies oxidadas del nitrogeno (N-NOx’) y el aumento
del N-NH4* es indicativo de fendmenos de desnitrificacién heterétrofa,
siempre y cuando se tenga en el sistema materia organica biodegradable
(Araujo et al., 2011; Tang et al., 2009). La mayor parte de la materia
organica y amonio lo aportan los fendmenos de muerte de la biomasa
activa, lisis celular y fendmeno de endogénesis (Dapena-Mora et al.,
2004). Al cambiar el ambiente de la biomasa, de uno aerobio a uno
andxico, sin materia organica extracelular, se produce la muerte de los
organismos heterotrofos y los autdtrofos aerdbicos. Durante este proceso
también aumenta la concentracién del nitrégeno organico biodegradable,
que se convierten en su mayoria en N-NHs* soluble (Chen et al., 2020),
explicando su incremento en el sistema. Una vez que cesen los fendmenos
asociados con la muerte celular, la remocidn de nitrito es menor, al igual

gue la produccion de amonio.

La segunda etapa se caracteriza por niveles de remocién pequefos
e irregulares del N-NOz" sin remocién de N-NH4* practicamente. Al final
de esta etapa comienza la remocion de ambas especies (N-NHs* y N-NO3z"

), lo cual indica el comienzo de la actividad de bacterias anammox. Esta
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fase es mas prolongada que la anterior, en correspondencia con el lento
crecimiento de este grupo bacteriano. Ello permite una seleccidn
adecuada de la poblacion de bacterias anammox, favorecidas por un
permanente suministro de sustrato. Durante esta etapa no se observa la
reaccién propia de las bacterias anammox; para el caso de la Figura 1

tiene un tiempo de duracidén aproximada de 50 dias (del dia 6 al 55).

Conjuntamente se sigue el comportamiento de las relaciones
estequiométricas entre las distintas especies nitrogenadas involucradas
en el proceso de remocion de nitrégeno. Para la construccion del grafico
mostrado en la Figura 2 y Figura 3 no se tienen en cuenta las relaciones
estequiométricas durante la primera etapa. En la Figura 3 se puede
observar que para la segunda etapa las relaciones estequiométricas entre
el N-NOz" y el N-NH4* removido por dia disminuyen con rapidez hasta que
el comportamiento de dicha relacidn tiende a permanecer constante en el
tiempo, aproximadamente después de finalizada la segunda etapa. En el
final de esta fase se evidencia un ligero crecimiento en la produccién de
nitrato (Figura 1), aumentando el acumulado del N-NO3z" producido y la
correspondiente relacidon estequiometria entre el N-NO3~ producido; el N-

NH4* removido cada dia tiende a disminuir (Figura 3).
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Figura 2. Relaciones estequiométricas N-NO27/N-NH4* y N-NO3/N-NH4*
determinadas a partir de la remocién (N-NO2" y N-NH4*) y produccion

(N-NO3) por dia de las especies nitrogenadas.
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Figura 3. Correlacion de la remocion de N-NOz™ y produccién N-NOs"

con respecto a la producciéon de N-NHas*.

El punto de inicio de la tercera etapa (posterior al dia 55), ademas
de una remocion de N-NH4* y N-NO2", se caracteriza por la aparicion de
una espuma en la parte superior de la fase liquida del reactor, indicativo
de desprendimiento gaseoso. En esta fase se aprecia un aumento
exponencial del acumulado del N-NHs4+* y N-NO2> removido, ademas
comienza un aumento del acumulado del N-NO3z™ producido (Figura 1). En
cuanto al comportamiento de las relaciones estequiometrias, se observa
que el decrecimiento en su valor se hace cada vez menor (Figura 2),
acercandose a un valor asintético. Los valores promedios estimados para

las relaciones estequiométricas N-NO2/N-NH4* y N-NO3/N-NH4* en esta
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etapa son de 1.16 y 0.22, respectivamente (Figura 3). Tales valores son

similares a los valores tipicos para la reaccion anammox (1.32 y 0.26,

respectivamente) reportados por primera vez (Strous et al., 1998).

Comparacion entre diferentes enriquecimientos

Aunque todos los enriquecimientos estudiados en el presente trabajo
presentan un comportamiento similar al mostrado en la Figura 1,
observandose al menos las tres primeras etapas, no en todos se logra una
etapa de establecimiento o estacionaria en la cual se puedan realizar
estudios para caracterizar la biomasa. Esto solo fue posible para los
enriquecimientos con indculos de la PTAR Luyand. Durante la fase
estacionaria se observa un cambio marcado en la coloracién del lodo de
marron a rojizo, color caracteristico de la biomasa con actividad
anammox. En el espectro visible del efluente (Figura 4) se observa un
hombro entre los 400 y 480 nm, y una pequena sefal entre los 520 y 550
nm, atribuidas al citocromo c (Dosta et al., 2008), que se presenta en
grandes cantidades para las bacterias anammox, y que juegan un
importante papel en su metabolismo (Ni & Zhang, 2013). También se
observa la formacion de particulas o granulos (aproximadamente 1 mm
de didametro) de color rojo con gran capacidad de sedimentacion (SSefiuente
< 40 mg-I't). Se ha reportado por varios autores que las bacterias
anammox se caracterizan por formar agregados en formas de pequenos
granulos que favorecen su capacidad de sedimentacion (Ni et al., 2010a;
van der Star et al., 2008; Li et al., 2017).
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Figura 4. Espectro de absorbancia visible del efluente.

Todos los indéculos empleados para los enriquecimientos se
caracterizan por ser lodos nitrificados (Tabla 1), con excepcion del sistema
de Hicacos, donde debido a las altas temperaturas en ambientes
tropicales (28 °C promedio), la desnitrificacion ocurre de forma
descontrolada en el sedimentador secundario. En los otros sistemas de
tratamiento existe una etapa previa de desnitrificacién. Las pequefas
diferencias en las condiciones ambientales solo se deben a la temperatura
del proceso de enriquecimiento. Los reactores se operan a temperatura

ambiente (23-30 °C) sin ambiente controlado.

En la Tabla 3 se reportan algunos de los parametros caracteristicos
para la biomasa resultante en cada uno de los experimentos de los

enriquecimientos evaluados. Las diferencias en la duracién de la primera
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etapa no se reportan. El comportamiento de esta etapa depende
basicamente de las caracteristicas propias de cada indculo,
fundamentalmente de la cantidad de materia organica biodegradable
extracelular y del grado de envejecimiento de la biomasa (Araujo et al.,
2011; Tang et al., 2009). El tiempo en que inicia la tercera etapa o
comienzo de la fase de propagaciéon de la actividad anammox es variable
(Tabla 3). En la literatura se reporta que la actividad anammox no se
evidencia antes de los 60 dias para enriquecimientos con indculos
provenientes de sistemas municipales de tratamiento de aguas residuales
y con biomasa en suspensidon operados en discontinuo y a 35 °C (Araujo
et al., 2011; Dapena-Mora et al., 2004).

Tabla 3. Comparacién entre diferentes enriquecimientos con indculos de

lodos activados.

Fase III méxima
. . SSvV Temperatura Hap
Origen del lodo | ¢ .ico | t final remocion
s | (T (°C) (d*)
(dia) | (dia) | (mgNr-I"*-d™?)
Exp. 1 45-50 150 401 2.50 25 - 28 0.085
Luyano
Exp. 2 55-60 90 80 3.68 23 -26 0.077
Exp. 3 35-45 120 202 3.20 27 - 30 -
Hicacos 85-88 145 127 3.50 28 - 31 0.056
MBR 106-127 | 120 95 3.00 23 - 26 0.052
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El tiempo en que se evidencia la actividad anammox también se
afecta con la presencia de OD durante los enriquecimientos. Varios
autores han reportado que es necesario superar los 85 dias para lograr
actividad anammox cuando se mantienen condiciones microaerofilicas
(OD < 0.1 mg-I1) en la fase de propagacién (Laureni et al., 2015; Zhang
et al., 2013). Evidentemente este parametro depende de la cantidad
inicial de bacterias anammox presente en el indculo, de la temperatura y
de las condiciones del medio de crecimiento que se emplee. Como se
observa en la Tabla 3, para enriquecimientos con indculos procedente de
la PTAR Luyané este parametro tiende a disminuir con un aumento ligero
de la temperatura del sistema. Lo anterior estd en correspondencia con
la mayor actividad anammox a valores de temperatura entre 35 y 40 °C
(Hoekstra et al., 2017; Dosta et al., 2008).

La velocidad de crecimiento aparente de las bacterias anammox
(Map) es uno de los parametros cinéticos que también varia en funcién de
las condiciones en las que se realizan los enriquecimientos (Zhang et al.,
2011; Ni & Zhang, 2013; Van Hulle et al., 2010). Los valores de este
parametro en los enriquecimientos evaluados en este trabajo (0.085-
0.052 d1) equivalen entre 8 y 13 dias para duplicar la concentracién de
biomasa activa de las bacterias anammox, en correspondencia con el
valor tipico (11 dias) reportado en la literatura para condiciones de
enriquecimiento similares a las de este estudio (Strous et al., 1998). Otros
reportes indican que se puede aumentar la velocidad de crecimiento de
las bacterias anammox, alcanzando de 5.5 a 7.5 dias para duplicar la

concentracion de la biomasa activa anammox si se logra disminuir la
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pérdida de la biomasa en las extracciones del efluente con el empleo de

biorreactores de membrana (van der Star et al., 2008).

Actividad anammox de la biomasa enriquecida

La actividad maxima especifica (AME) es otro de los parametros
comunmente empleado para determinar el grado de enriquecimiento de
la biomasa con bacterias anammox. La evolucidon de este parametro,
determinado a partir de la suma del consumo de N-NH4* y N-NO>" para el
enriquecimiento del inéculo de la PTAR Luyand (Exp. 1) se muestra en la
Figura 5. La AME comienza a aumentar de forma exponencial desde el
inicio de la tercera etapa (45 dias) hasta alcanzar un maximo en el dia
100. Tal comportamiento en la fase de propagacién también se ha
reportado por otros autores (Dapena-Mora et al., 2004; Trigo, Campos,

Garrido, & Méndez, 2006) y se relaciona con el crecimiento de las

bacterias anammox.
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Figura 5. Comportamiento de la AME (actividad maxima especifica) de
las bacterias anammox en la biomasa y de los SSV durante el
enriquecimiento con el inéculo de la PTAR Luyané (experimento 1).
El aumento de la actividad anammox es un indicador del incremento
de este grupo bacteriano en la biomasa. Sin embargo, el comportamiento
de los SSV en el licor mezclado presenta una tendencia hacia la
disminucion (Figura 5) después que se evidencia la actividad de este
grupo bacteriano. Lo anterior indica que conjuntamente a la fraccion
activa de los SSV se debe analizar la fraccidn inerte para explicar el
comportamiento de los SSV en licor mezclado (Dapena-Mora et al., 2004).
Esta ultima fraccidon se afecta por el aporte debido a la muerte celular y
por las extracciones de los SSV del sistema (Chen et al., 2020).
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Como se observan en el perfil de los SSV (Figura 5), cuando se
evidencia la actividad anammox, los SSV aumentan de forma ligera desde
3.00 hasta 3.30 g-I"! durante la tercera etapa del enriquecimiento (45-70
dia). En este intervalo de tiempo solo se realizaron tres extracciones del
efluente en el sistema (aproximadamente 2.5 | por vez), por lo que no
existe una pérdida apreciable de SSV. Lo anterior, en conjunto con el
crecimiento de la biomasa anammox, explica la ligera alza en los SSV.
Después del dia 70, los SSV comienzan a disminuir, alcanzando un minimo
en 2.05 g-I't en el dia 90. Esto se debe a un aumento en mas del doble
de la frecuencia en las extracciones del efluente (dos veces por semana),
provocando una baja en la concentracion de los SSV inertes. También se
afecta la concentraciéon de la biomasa activa; al parecer ésta no aumenta,
pues la carga removida de nitrégeno (N-NHs4+* + N-NO2) permanece
practicamente sin variacién (110-120 mgNT:I-t-d-1). Por tanto, la AME con
respecto a los SSV aumenta como se observa en la Figura 5. Después del
dia 90 se disminuye a dos veces por semana la frecuencia en la extraccion
del efluente (aproximadamente 1.5 | por vez). La carga afluente de las
especies nitrogenadas va aumentando segun sube la remocién de nitrito,
operando con una carga removida de nitrégeno entre 150 y 350 mgNT:I-
L.d-1 y la eficiencia media de remocién de nitrito es de 93.8%. Durante
esta etapa se logra la mayor AME y también se observa un ligero
incremento de los SSV (de 2.05 a 2.50 g-I'!), lo cual sugiere que el
crecimiento de la biomasa anammox supera la pérdida por muerte de la

biomasa y las pérdidas de SSV por extraccion.

Una vez estabilizado el sistema —capaz de operar con tasas de

remocién superiores a los 200 g (N-NHs* + N-NOz°):I'1-:d"1— se realizan
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ensayos manométricos para la determinacién de la AME. En este ensayo
se mide la presidon generada por el gas N> que se libera en la reaccién
anammox, considerando un comportamiento de gas ideal para estimar los
moles de N> que se producen. Conjuntamente se sigue la cinética de las
diferentes especies nitrogenadas en el reactor (Figura 6). En ambos
casos, las mediciones de AME se realizaron cuando el N-NH4* y N-NO>" no
se encontraban en concentraciones limitantes y el oxigeno disuelto (OD)
se ha eliminado por medio de la desoxigenacidon con N2 gas. Los resultados
obtenidos en la determinacion de la AME en ambos experimentos son
similares (Tabla 4) y no presentan grandes diferencias con los valores
calculados a partir de la remocion promedio diaria. En la Tabla 4 también
se reportan los valores obtenidos para las relaciones estequiométricas
entre las diferentes especies nitrogenadas, que no difieren de forma

apreciable de las reportadas en la literatura (Strous et al., 1998).
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Figura 6. Experimentos manomeétricos y en el reactor para la
determinacion de la actividad anammox en la biomasa enriquecida con

el indculo de la PTAR Luyand (experimento 1).
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Tabla 4. Velocidad de remocion y relacidon estequiometria para la
reacciéon anammox de la biomasa enriquecida con el indculo de la PTAR

Luyand (experimento 1).

Especies Dia 76 (2.95 gSSV:I1) Dia 106 (2.50 gSSV:I!)
nitrogenadas
X) (mgN-X:I"1-h1) N-X/N-NHs* | (mgN-X:I"t-h1) | N-X/N-NHa*
N2
i 4.5 +£ 0.6 0.97 4.6 £ 0.4 1.03
(manomeétrico)
NH4*
4.6 (5.5) " 1.00 4.4 (5.3)" 1.00
(reactor)
NO2
5.6 (7.1)" 1.22 (1.29) * 5.8(7.7) " 1.32 (1.45) "
(reactor)
NOs"
(1.6) " (0.29) ~ (1.9) " (0.35) *
(reactor)

*Determinaciones realizadas a partir de las variaciones en 24 horas de las

concentraciones de las especies nitrogenadas en el reactor.

Inhibicion de la actividad anammox

Una vez que se logra establecer una biomasa con actividad anammox es
necesario operar los reactores con concentraciones superiores a los 100
mg N-NOz:I"1. Varios autores han reportado que la actividad de estas
bacterias se inhibe de modo irreversible cuando el sistema supera estos
niveles de concentracién (Strous et al., 1998; Ni et al., 2010b). No
obstante, otros autores reportan que es posible el crecimiento de

bacterias anammox a concentraciones tan alta como 300 mgN-NOz I
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solo con inhibicidn parcial de la actividad (Dapena-Mora et al., 2007; Lotti

et al., 2012). De ahi que una alternativa para aumentar la carga de

operacidon, en nuestro caso, es incrementar la concentracion de las

especies nitrogenados en el afluente, superando los 100 mg N-NO2-I-1,

Los enriquecimientos con indculos de Luyand son realizados con un
aumento gradual de las concentraciones de las especies nitrogenadas,
hasta alcanzar valores de 300 mg N-NH4*:I"1 y 350 mgN-NOx:I-1. En estas
condiciones se alcanza el mayor valor de AME anammox para la biomasa
enriquecida con el indculo del Exp. 1 (0.160 gNT-gSSV-1-d-1). Aunque en
los 15 dias siguientes al maximo de AME anammox disminuye un 40%.
En los 15 dias posteriores del minimo alcanza un 85% de la AME con
respecto al maximo. La pérdida de la AME anammox y su posterior
recuperacion se vuelve a observar en otro ciclo, incluso con valores
porcentuales similares. En ambos casos, la disminucién de la actividad
comienza cuando se recarga el reactor con un 50% del volumen afluente;
esto provoca una inhibicion reversible, con pérdida de actividad por 24 a
48 horas. Al parecer, este fendmeno esta mas relacionado con la

inhibicidon reversible debida al OD que una toxicidad por N-NO>".

Durante la pérdida de actividad anammox en el reactor (Luyanod
Exp. 1) se observa una disminucion del pH, consumo de alcalinidad y N-
NHa4*, con un aumento de los niveles de N-NOz", que indican actividad de
organismos autotrofos oxidantes del amonio (OAA) (Metcalf & Eddy,
2014). La AME anammox se restablece y comienza a subir al limitar la
extraccion del efluente, realizandose solo cuando la eficiencia de remocion
de N-NO2" en el reactor supera el 85%. La recarga al reactor se hace con

apenas un litro de residual afluente cada 3 o 5 dias, manteniéndose la
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carga de nitrogeno afluente con altas concentraciones de las especies
nitrogenadas (600 mgNT:I'1). Estas condiciones de operacién solo
minimizan la intrusidon de OD al sistema, favoreciendo la recuperacién de

la AME anammox.

El efecto inhibitorio reversible del OD también se observa en los
restantes enriquecimientos con indéculos de Luyand y en los ensayos
manométricos cuando no se efectla la desoxigenacion (Figura 7). En
estos ensayos se observa una disminucion de la presion en la primera
etapa de los experimentos manomeétricos asociada con un consumo de un
componente gaseoso. También en este periodo disminuye el pH y
aumenta la concentracion de N-NO2" con el consumo correspondiente de

N-NHa4*. Todo esto indica nitrificacion, posiblemente debido a la actividad

de las OAA; a la vez, se inactivan las bacterias anammox por la presencia
de OD.
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Figura 7. Variacion de la presidén durante los ensayos manométricos,
sin desoxigenacién del sistema, para los diferentes enriquecimientos con

inoculos de la PTAR Luyand.

La presion minima promedio (100 hPa) en los ensayos similares a
la Figura 7 se alcanza entre las 20 y 22 horas. Este comportamiento es
practicamente constante en todos los casos, cuando la fase liquida de

partida presenta actividad anammox y de las OOA. La caida de presién
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observada se debe a que el sustrato limitante para los OAA es el OD y sus
niveles en la fase acuosa (cerrado y con volumen constante) se ven
limitados en particular por la difusién de la fase gaseosa a la acuosa. Una
vez que se consiguen niveles muy bajos de OD (valores minimos de
presién) se restablecen condiciones anaerdbicas que favorecen la
actividad anammox, produciéndose N2 (aumento de la presion en los
experimentos manomeétricos); a partir del consumo de N-NH4* y N-NOz",

sube el pH y se produce N-NOs".

La alternativa para aumentar la carga en los enriquecimientos con
indculos de Hicacos y del MBR piloto fue incrementar la frecuencia de
extraccion del efluente en los reactores, pero de tal forma que no se
superaran los niveles de nitritos considerados como téxicos (100 mg N-
NO2:I'1). Esto trae consigo un alza de la frecuencia de recarga del
afluente, que contiene suficiente OD y provoca inhibicién reversible de la
actividad anammox. El OD en el reactor se consume debido sobre todo a
la actividad OAA. Cuando en solucion solo se tiene la presencia de nitrito
no se observa una caida apreciable del OD, lo que indica que no hay
actividad de las bacterias autotrofas nitrificantes del nitrito (OAN). Una
vez que el OD alcanza niveles muy bajos se detiene la actividad de los
OAA (estrictamente aerdbicos) y se tienen condiciones favorables para las

bacterias anammox.

El control del pH para los enriquecimientos con inéculos de Luyand
se sigue muy de cerca, impidiendo que éste disminuya y se alcancen pH
acidos. La actividad de los OAA provoca una disminucion del pH, un efecto
poco deseable si los valores disminuyen a niveles inferiores a 7.0. Es

conocido que a pH ligeramente &acidos puede formarse HNO: en
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concentraciones suficientemente perjudiciales para el medio debido a su
gran efecto toxico (Van Hulle et al., 2010; Jin et al., 2012).
Probablemente, debido a la inexperiencia en los primeros
enriquecimientos (indculos de Hicacos y MBR), se propiciaron niveles de
OD en el licor mezclado que afectaron de forma negativa la actividad
anammox y favorecieron la actividad de los OAA. Para estos dos casos se
observa la pérdida progresiva de actividad anammox en cada ciclo,
después que sube la frecuencia de extracciones y recargas. En conjunto,
la biomasa cambia su coloracion de rojizo a marrén. También se observa
la disminucién del pH, alcanzando en algunas ocasiones valores inferiores
a 6.5. Estas sefiales de pérdida evidente de la actividad anammox
sugieren condiciones toxicas, por lo que se realiza el lavado de la biomasa
con residual afluente en ausencia de N-NOz. Al parecer, el afluente
empleado para el lavado presenta suficiente OD, lo que condiciona a un
nuevo ciclo que favorece la actividad de los OAA en presencia de suficiente
N-NOz~ y N-NHs4*, en detrimento de los anaerdbicos. Bajos estas
condiciones se dejaron los sistemas 30 dias y nunca mas se recuperé la

actividad anammox.

Conclusiones

El enriquecimiento de bacterias anammox se logra a temperatura
ambiente (= 26 °C) y a partir de inéculos de lodos de sistemas de
tratamiento de aguas residuales municipales de climas tropicales (Cuba),
operando reactores en discontinuo con biomasa en suspension y

manteniendo condiciones anaerdbicas y con alimentacién de un residual
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sintético. Esto se logra a partir de la similitud de los resultados obtenidos
para las relaciones estequiométricas (N-NO27/N-NH4* y N-NO37/N-NH4* de
1.16 y 0.22, respectivamente) con las reportadas en la literatura para la
reaccion anammox. También la actividad maxima especifica (0.160
gNT-gSSV-1.d1) y la eficiencia media de remocién de nitrito (93.8%) que
se logra en los indculos evaluados es similar a estudios con temperaturas

controladas reportados por otros autores.

En este estudio se confirma con ensayos manométricos —cuando
no se realiza la desoxigenacién al sistema— el efecto inhibitorio reversible
del OD en la actividad anammox. La presencia de OD provoca retardo en
el comienzo de la fase de propagacion de la actividad anammox, la cual
no se evidencia antes de los 40 dias aproximadamente para los
enriquecimientos evaluados en este estudio. Ademas, se comprueba que
la actividad anammox se pierde de modo irreversible cuando el sistema
alcanza pH acidos (< 6.5) por inadecuado control de la alcalinidad y una

mayor actividad de la OAA sobre las bacterias anammox.
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