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RESUMEN

El crecimiento acelerado de los nucleos urbanos, la explotacién inadecuada de los recursos
naturales y la sensibilizacién y concienciacién de la sociedad hacia la calidad ambiental, han
puesto de manifiesto la necesidad de desarrollar e implementar tecnologias enfocadas a prevenir,
mitigar, corregir y compensar los graves problemas de contaminacién de origen antropogénico.
Uno de los problemas que presenta especial interés en la actualidad es el tratamiento que debe
darse a las aguas residuales en funcidn de su destino y teniendo en cuenta su posible reutilizacion

antes de su vertido.

A nivel legislativo, la Directiva 2000/60/EC del Parlamento Europeo y el Consejo de Europa
establece un marco comunitario de accién en el dmbito de la politica del agua, y en cuanto a
depuracion de agua se refiere, la Directiva 91/271/EC establece los limites de vertido de
contaminantes procedentes de las estaciones de depuracién de agua residual (EDAR), e introduce
el concepto de zonas sensibles, en el que se establece la importancia de eliminar nutrientes,
especialmente nitrégeno y fdsforo, de las aguas residuales, en vista de su impacto negativo sobre

los ecosistemas acuaticos.

Diversos estudios han puesto de manifiesto la posibilidad de optimizar el funcionamiento de las
EDAR mediante el empleo de procesos que permitan eliminar el nitrégeno amoniacal via nitrito
de corrientes de agua residual con elevada concentracién de amonio, como es el caso de la
corriente del sobrenadante deshidratado procedente de la digestién anaerobia de fangos. La
investigacion también ha abordado la mejora en la instrumentacién y el anadlisis del proceso,
promoviendo el desarrollo de metodologias y estrategias que permitan monitorizar, controlar y
automatizar en tiempo real el funcionamiento de los procesos de nitrificacién y desnitrificacion
via nitrito, para cumplir los requisitos de vertido establecidos en la normativa, minimizar el

impacto ambiental negativo y reducir costes operacionales en la explotacién de las EDAR.

El objetivo principal de este trabajo de tesis doctoral ha sido el estudio a escala de laboratorio del
proceso de eliminacidon de nitrégeno via nitrito, para eliminar el amonio de la corriente del
sobrenadante procedente de la deshidratacion de fangos estabilizados mediante digestion

anaerobia.

Inicialmente, se estudiaron diversas estrategias para optimizar la puesta en marcha del proceso
SHARON operado para la nitritacién parcial. Tras alcanzar un funcionamiento estable del proceso,
se empled biomasa procedente de este reactor para estudiar el efecto de diversos factores

ambientales y de operacion sobre los organismos amonioxidantes (AOB) y la calidad del efluente



del reactor SHARON, respectivamente. Este estudio se realizd6 mediante experimentos
respirométricos, los cuales permitieron conocer y cuantificar la influencia de estos factores
ambientales y de operacidon sobre el rendimiento y la estabilidad del proceso SHARON. Los

resultados del estudio se recogen y discuten en este documento de tesis doctoral.

Posteriormente, se estudiaron diversas estrategias para optimizar la puesta en marcha del
proceso SHARON operado para la nitrificacion y desnitrificacidn via nitrito, empleando una fuente
externa de materia orgdnica. A partir del andlisis de la informacion aportada por los sensores de
pH, potencial redox y oxigeno disuelto instalados en el reactor, y su relacién con las
concentraciones de los compuestos nitrogenados durante las etapas de puesta en marcha y
seguimiento del proceso bioldgico, se desarrollé una estrategia de monitorizacion mediante la
cual se establecieron los criterios de funcionamiento éptimo del proceso. Esta informacion fue
empleada para desarrollar un sistema de control, basado en ldgica difusa, utilizando sensores de
pH y potencial redox para optimizar los procesos de nitrificacidon y desnitrificacion via nitrito en un

reactor SHARON.

El sistema de control desarrollado integra dos algoritmos de control independientes que permiten
optimizar la duracidn de las etapas aerobias y andxicas de cada ciclo de operacidn y, optimizar la
dosificacion de materia orgdnica. El primero de los algoritmos permite ajustar de manera
automatica y optimizada la duracion de las etapas aerobia y andxica a partir del analisis en tiempo
real de la evolucion del perfil de pH en cada etapa, mientras que el segundo algoritmo emplea la
informacién aportada por los sensores de pH y potencial redox para el control de la dosificacion

de materia organica al inicio de la etapa andxica en cada ciclo de operacidn.

En este documento de tesis doctoral se describe el desarrollo, implementacion y validacion del
sistema de control en un reactor SHARON alimentado con sobrenadante sintético cuyas
caracteristicas reproducen la composicidon tipica del sobrenadante de la digestién anaerobia de
fangos, y con sobrenadante deshidratado de la digestidon anaerobia de fangos procedente de la

EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia).

Los resultados de funcionamiento obtenidos tras la implementacién y validacién del sistema de
control ponen de manifiesto que es posible el control automatico y en tiempo real del proceso de
eliminacidon de nitrégeno via nitrito con sensores robustos y de bajo coste, y que tiene como
principal ventaja la flexibilidad y capacidad de adaptarse en tiempo real a las caracteristicas de la

corriente afluente y al estado del proceso.



RESUM

El creixement accelerat dels nuclis urbans, I'explotaciéd inadequada dels recursos naturals i la
sensibilitzacid i conscienciacié de la societat envers a la qualitat ambiental, han posat de manifest
la necessitat de desenvolupar i implementar tecnologies enfocades a prevenir, mitigar, corregir i
compensar els greus problemes de contaminacié d'origen antropogenic. Un dels problemes que
presenta especial interes en I'actualitat és el tractament que ha de donar-se a les aiglies residuals
en funcié de la seua destinacid i tenint en compte la seua possible reutilitzacié abans del seu

abocament.

A nivell legislatiu, la Directiva 2000/60/EC del Parlament Europeu i el Consell d'Europa estableix
un marc comunitari d'accié en I'ambit de la politica de l'aigua, i en quant a depuracié d'aigua es
refereix, la Directiva 91/271/EC estableix els limits d'abocament de contaminants procedents de
les estacions de depuracié d'aigua residual (EDAR), i introdueix el concepte de zones sensibles, en
el qual s'estableix la importancia d'eliminar nutrients, especialment nitrogen i fosfor, de les aiglies

residuals, degut al seu impacte negatiu sobre els ecosistemes aquatics.

Diversos estudis han posat de manifest la possibilitat d'optimitzar el funcionament de les EDAR
mitjangant processos que permeten eliminar el nitrogen amoniacal via nitrit de corrents d'aigua
residual amb elevada concentracid d'amoni, com és el cas del corrent del sobrenedant
deshidratat procedent de la digestid anaerdbia de fangs. La investigacid també ha abordat la
millora en la instrumentacié i I'analisi del procés, promovent el desenvolupament de
metodologies i estrategies que permeten monitoritzar, controlar i automatitzar en temps real el
funcionament dels processos de nitrificacié i desnitrificacid via nitrit, per tal de complir els
requisits d'abocament establerts en la normativa, minimitzar l'impacte ambiental negatiu i reduir

costos operacionals en I'explotacid de les EDAR.

L'objectiu fonamental d'aquest treball de tesi doctoral ha sigut I'estudi a escala de laboratori del
procés d'eliminacié de nitrogen via nitrit, per tal de eliminar I'amoni del corrent del sobrenadant

de la deshidratacié de fangs estabilitzats mitjancant digestié anaerobia.

Inicialment, es van estudiar diverses estratégies per a |I'engegada del procés SHARON operat per a
la nitritacid parcial. Després d'aconseguir un funcionament estable del procés, es va utilitzar
biomassa procedent d'aquest reactor per tal d’estudiar I'efecte de diversos factors ambientals i
d'operacié sobre els organismes amonioxidants (AOB) i la qualitat de I'efluent del reactor
SHARON, respectivament. Aquest estudi es va realitzar mitjangant experiments respiromeétrics, els

guals van permetre coneixer i quantificar la influencia d'aquests factors ambientals i d'operacio



sobre el rendiment i I'estabilitat del procés SHARON. Els resultats de I'estudi s'arrepleguen i

discuteixen en aquest document de tesi doctoral.

Posteriorment, es van estudiar diverses estrategies per a I'engegada del procés SHARON operat
per a la nitrificacié i desnitrificacio via nitrit, emprant una font externa de matéria organica. A
partir de I'analisi de la informacié aportada pels sensors de pH, potencial redox i oxigen dissolt
instal-lats en el reactor, i la seua relaci6 amb les concentracions dels compostos nitrogenats
durant les etapes d'engegada i seguiment del procés biologic, es va desenvolupar una estrategia
de monitoratge mitjangant la qual es van establir els criteris de funcionament optim del procés.
Aquesta informacidé va ser emprada per a desenvolupar un sistema de control, basat en logica
difusa, utilitzant sensors de pH i potencial redox per a optimitzar els processos de nitrificacio i

desnitrificacio via nitrit en un reactor SHARON.

El sistema de control desenvolupat integra dos algoritmes de control independents que permeten
optimitzar la durada de les etapes aerobies i anoxiques de cada cicle d'operacié i, optimitzar el
dosatge de materia organica. El primer dels algoritmes permet ajustar de manera automatica la
durada de les etapes aerobies i anoxiques a partir de I'analisi en temps real de I'evolucié del perfil
de pH en cada etapa, mentre que el segon algoritme utilitza la informacié aportada pels sensors
de pH i potencial redox per al control del dosatge de mateéria organica a l'inici de I'etapa anoxica

en cada cicle d'operacio.

En aquest document de tesi doctoral es descriu el desenvolupament, implementacid i validacié
del sistema de control en un reactor SHARON alimentat amb sobrenedant sintetic les
caracteristiques del qual reprodueixen la composicid tipica del sobrenedant de la digestio
anaerobia de fangs, i amb sobrenedant deshidratat de la digestié anaerobia de fangs procedent

de la EDAR del Barranc del Carraixet (Valéncia).

Els resultats de funcionament obtinguts després de la implementacid i validacié del sistema de
control posen de manifest que és possible el control automatic i en temps real del procés
d'eliminacié de nitrogen via nitrit amb sensors robusts i de baix cost, i que té com a principal
avantatge la flexibilitat i capacitat d'adaptar-se en temps real a les caracteristiques l'afluent i a

I'estat del procés.



SUMMARY

The increasing urban growth, the unsustainable use of the natural resources and the society
awareness of the environmental impact, highlight the necessity to develop and implement
advanced technologies aimed to prevent, mitigate, correct and offset the pollution problems
derived from anthropogenic origin. Currently, one key environmental problem is the wastewater
treatment to be applied depending on its discharging place and taking into account its possible

reuse before its discharge.

With regard to legislation, the Directive 2000/60/EC of the European Parliament and the Council
of Europe provides a framework for community action in the water policy field. Specifically for
wastewater treatment, the Directive 91/271/EC establishes the discharging limits of pollutants
from wastewater treatment plants (WWTPs), and defines the concept of “sensitive areas”, which
denotes the importance of removing nutrients from wastewater, in particular nitrogen and

phosphorus, due to their negative impact on the aquatic ecosystems.

Several studies have shown the possibility of optimizing WWTP operation by means of processes
that allow removing nitrogen via nitrite from wastewater streams with high ammonium
concentration, such as the supernatant from anaerobic sludge digestion. The scientific community
has also tackled the improvement of the instrumentation and process assessment related to
nitrification and denitrification via nitrite. In this respect, different methodologies and strategies
have been developed to monitor, control and automate in real time the operation of these
processes in order to: fulfill the discharge requirements established in the legislation; minimize

the negative impact to the environmental; and reduce operational costs in WWTP operation.

The main objective of this PhD thesis has been to study, at laboratory scale, the nitrogen removal
process via nitrite in order to reduce the ammonium concentration in the supernatant from

anaerobic sludge digestion.

Initially, several starting-up strategies for the so-called SHARON reactor have been studied in
order to achieve a proper partial nitritation process. After achieving a stable process operation,
activated sludge was withdrawn from the partial nitritation SHARON reactor to study the effect of
several environmental and operating factors on the ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and on the
effluent quality of the SHARON reactor, respectively. Respirometric batch experiments were

carried out in order to determine and quantify the effect of these environmental and operating



factors on the performance and stability of the SHARON process. These results are included and

discussed in this PhD thesis.

Subsequently, several starting-up strategies for the SHARON reactor have been studied in order to
achieve a suitable nitrification and denitrification process via nitrite, using organic matter as
external carbon source. On the basis of the information provided by pH, redox potential and
dissolved oxygen sensors installed in the reactor, and their correlations found with the
nitrogenous compounds concentrations throughout the stages of the start-up and process
operating periods, a monitoring strategy was developed in order to establish the criteria of
optimum process operation. This information was used to develop a fuzzy-logic-based control
system based on pH and redox potential sensors, which main aim was to optimise the nitrification

and denitrification process via nitrite in a SHARON reactor.

The developed controller includes two independent control algorithms to optimize both aerobic
and anoxic stage durations of each operation cycle, and organic matter dosage. The first algorithm
commands in real time the optimal aerobic and anoxic stage durations using the pH evolution
profile in each stage, whereas the second algorithm controls the organic matter dosage at the
beginning of the anoxic stage in each operation cycle based on the information provided by pH

and redox potential sensors.

In this PhD thesis the development, implementation and validation of the control system in a
SHARON reactor fed with synthetic supernatant whose composition is similar to the supernatant
from anaerobic sludge digestion, and with supernatant from the anaerobic sludge digestion of the

Carraixet WWTP (Valencia) are described.

The results from the control system performance after its implementation and validation have
shown that it is possible to control automatically in real time the nitrogen removal via nitrite using
robust and low-cost sensors. The main novelty of the control system lies on its flexibility and
capacity to real-time adaptation to variations in both wastewater influent characteristics and

process state.
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Introduccion 3

1 INTRODUCCION

El agua es un recurso natural esencial para la supervivencia de todas las formas de vida conocidas.
La calidad de este recurso estd cada dia mas degradada debido principalmente a acciones de
origen antropogénico, derivadas de actividades de tipo doméstico, agricola e industrial. La
problematica ambiental que representa el vertido incontrolado de residuos liquidos y sdlidos
sobre medios acudticos naturales como acuiferos, rios y lagos, ha ocasionado que el tratamiento
de las aguas residuales suscite especial interés debido a la necesidad cada vez mas urgente de

gestionar este foco de contaminacidon ambiental.

La depuracion de las aguas residuales se centrd inicialmente en reducir el contenido de sélidos
suspendidos y de materia organica antes de su vertido al medio acuatico receptor. Retirar los
solidos en suspension de las aguas residuales es una practica que mejora la estética del agua y
favorece una mayor entrada de la luz a los ecosistemas acudticos, factor ambiental indispensable
para que se realicen los procesos fotosintéticos. Por otro lado, eliminar la materia organica
presente en el agua residual antes de su vertido al medio receptor reviste importancia debido a
que la oxidacidn bioldgica de la materia orgdnica por parte de los microorganismos consume el
oxigeno disuelto de estos ecosistemas, causando en la mayoria de los casos su agotamiento. Esta
situacién ocasiona pérdida de biodiversidad debido a que las caracteristicas del ecosistema se

alteran, por lo que las especies habitualmente presentes en él no pueden sobrevivir.

La mayoria de los contaminantes que al ser degradados biolégicamente consumen el oxigeno
disuelto de los cuerpos de agua receptores son compuestos organicos. Sin embargo, el nitrégeno
amoniacal, compuesto inorganico cada vez mas abundante debido a su utilizaciéon en procesos
industriales y actividades agricolas, también es oxidado por via bioldgica con consumo de oxigeno,
lo que ha llevado a incluir procesos especializados que permitan su eliminacién en las estaciones

de depuracidn de agua residual.

El vertido de agua residual con alto contenido de nutrientes, principalmente nitrégeno en forma
de nitrato, nitrito o amonio y fésforo en forma de ortofosfato, en ecosistemas acuaticos ha
originado un problema concreto de contaminacion de las aguas denominado eutrofizacion.
Conforme aumenta la disponibilidad de nutrientes, se aumenta la produccién fotosintética
primaria, la cual se encuentra representada principalmente por la proliferacion de microalgas.
Este fendmeno causa un desequilibrio en el nivel de fertilidad acuatica debido a que la velocidad

de produccion de los niveles troficos inferiores es superior a la velocidad de consumo de los
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niveles troficos superiores, ocasionando trastornos en el equilibrio entre la biodiversidad, los

niveles tréficos y los ciclos de nutrientes en los ecosistemas acuaticos afectados.

El establecimiento de leyes y normativas ambientales cada vez mas restrictivas en cuanto a la
calidad del agua residual tratada, contribuye a desarrollar e implementar tecnologias de
tratamiento cada vez mas especializadas, obligando a una mejora continua de los procesos de

depuracion de las aguas residuales.

1.1 El Nitrégeno

El nitrégeno es un elemento quimico que existe en la naturaleza en forma organica e inorgénica, y
se encuentra mayoritariamente disponible en la atmdsfera principalmente en su forma diatomica
(N,), representando cerca del 78% (v/v) de la atmdsfera terrestre. El nitrégeno forma parte de los
acidos nucleicos (ADN y ARN) y de las proteinas, moléculas esenciales para el desarrollo de la vida.
No obstante, su aprovechamiento por parte de la gran mayoria de los seres vivos depende de su
disponibilidad en la naturaleza en formas asimilables, principalmente nitrégeno organico,

amoniaco y nitrato.

1.1.1 Elciclo del Nitrégeno

En la Figura 1.1 se encuentran esquematizados los procesos naturales y antropogénicos
implicados en el ciclo del nitrégeno. Las transformaciones de los compuestos nitrogenados en la
biosfera dependen de las interrelaciones entre los componentes bidticos (microorganismos,
plantas, animales y seres humanos) y abidticos (temperatura, pH, precipitacion, caracteristicas del
suelo, y luz solar, entre otros) que integran cada uno de los ecosistemas involucrados, y

posibilitan que estas transformaciones puedan ocurrir a través de varios mecanismos.
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Figura 1.1 Procesos naturales y antropogénicos involucrados en el ciclo del nitrégeno (Pidwirny, 2006).
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En su forma diatémica (N;) el nitrégeno es un gas inerte, asimilable por un grupo reducido de
microorganismos en consorcio con ciertas legumbres, los cuales se encargan de fijar este
compuesto desde la atmdsfera e incorporarlo en la cadena alimentaria de los seres humanos.
Precisamente esta produccion bioldgica fue catalogada como insuficiente a principios del siglo XX,
e hizo necesaria la sintesis quimica del amoniaco mediante el proceso Haber-Bosch, que sumado
al cultivo a gran escala de legumbres ocasiond que la cantidad de nitrégeno fijado anualmente
desde la atmésfera de manera antropogénica superara en mas de un 10% a la cantidad de
nitrégeno fijado por los ecosistemas terrestres antes de la intensificacién de la agricultura y la

aplicacion de los fertilizantes nitrogenados (U.S. EPA, 1993).

En las capas superficiales del suelo el nitrégeno suele estar presente en forma organica como
consecuencia de la descomposicion de residuos de animales y plantas, y mediante el proceso de
mineralizacién éste es transformado bioldgicamente a nitrdgeno amoniacal. El nitrégeno
inorganico en los ecosistemas acuaticos y terrestres puede estar en diferentes formas de acuerdo
a su estado de oxidacién (Tabla 1.1), y son los procesos bioldgicos de nitrificacion y
desnitrificacién ocurridos en estos ecosistemas los principales responsables de los cambios de un
estado de oxidacion a otro. La forma ionizada y no ionizada de estos compuestos dependera del

pH y la temperatura.

Tabla 1.1. Compuestos nitrogenados inorganicos en ecosistemas terrestres y acuaticos.

- . Estado de
Forma no ionizada Forma lonizada s
oxidacion
Amonio NH," Amoniaco NH; 3
Nitrito NO, Acido Nitroso HNO, +3
Nitrato NO; Acido Nitrico HNO; +5

La aplicacién excesiva de fertilizantes nitrogenados sobre el suelo ha ocasionado un aumento
significativo de la presencia de nitrégeno inorganico en las capas inferiores del suelo y en cuerpos
de agua superficiales, como consecuencia de los fendmenos de percolacidon y escorrentia,
respectivamente. Esta situacién ocasiona problemas de contaminacién en las aguas de
abastecimiento. Ademas, el vertido de aguas residuales urbanas e industriales, sin tratar o con
tratamiento deficiente, sobre cuerpos de agua receptores contribuye a favorecer el proceso de

eutrofizacion.

Las emisiones de nitrégeno a la atmdsfera causada por el proceso de desnitrificacién se han visto
significativamente incrementadas por la combustidon de fuentes fésiles de energia, alterando

significativamente el ciclo global del nitrégeno. La produccién de nitrogeno fue de 15 toneladas
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en el afo 1860, y se incrementd a 187 toneladas de nitrdgeno en el afio 2005 debido a la

agricultura y el empleo de combustibles fésiles (Cervantes, 2009).

1.1.2 La contaminacion de las aguas por compuestos nitrogenados

En los ecosistemas acudticos el nitrégeno suele estar en forma inorganica: amonio (NH,"), nitrito
(NO,) y nitrato (NOj3’). Estos iones pueden estar presentes de manera natural en el agua como
resultado de su movimiento y transformacion a lo largo del ciclo biogeoquimico del nitrégeno. Sin
embargo, durante los dos ultimos siglos el aporte de nitrégeno derivado de la actividad
antropogénica ha incrementado su concentracion en las corrientes de agua de manera

considerable.

Las principales fuentes de contaminacidn antropogénica de las aguas por compuestos
nitrogenados proceden de actividades de tipo agricola, industrial y urbano. El uso indiscriminado
de fertilizantes nitrogenados sobre terrenos de cultivo se ha constituido como una de las fuentes
mas importantes de aporte de nitrégeno inorgdnico (NH," y NO;) a las corrientes de agua
superficial y subterranea, siendo los fendmenos de escorrentia y percolacién los responsables de
su movimiento a través del suelo. Tan sélo un 10-15% de la cantidad de fertilizante aplicada al

suelo es empleada por las plantas e incorporado a la cadena alimentaria (Gijzen y Mulder, 2001).

Ciertas actividades de tipo industrial requieren compuestos nitrogenados como el amoniaco (NHs)
para la produccidn de materiales como el nailon, el plastico, las resinas, los explosivos y algunos
complementos para la industria alimentaria. Los compuestos organicos nitrogenados como las
aminas aromaticas suelen emplearse para la produccion de colorantes, pesticidas y productos
farmacéuticos. En el afo 2005 cerca de 23 toneladas de nitrogeno fueron empleadas como
materia prima para la industria, de las cuales muy poca informacidn se tiene aun acerca del
destino de los compuestos nitrogenados derivados de estas actividades (Cervantes, 2009). El
vertido de aguas residuales industriales constituye un foco importante de contaminacion de los
cuerpos de agua receptores debido a las altas concentraciones de nitrégeno presentes en los
efluentes industriales, que al no ser tratadas adecuadamente antes de su vertido, generan un
impacto muy severo sobre los ecosistemas acuaticos receptores. Teniendo en cuenta el potencial
téxico de los compuestos nitrogenados procedentes de los efluentes industriales, el tratamiento
por via bioldgica se dificulta. En algunos casos estos contaminantes pueden ser de tipo
recalcitrante, dificultando aun mds la problematica de los ecosistemas acuaticos receptores
debido a que la naturaleza hidrofébica de algunos de estos compuestos les hace susceptibles de
bioacumularse en organismos vivos, de forma que éstos alcanzan concentraciones mas elevadas

que las concentraciones en el medio ambiente.
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El nitrégeno de las aguas residuales urbanas procede principalmente del metabolismo de las
proteinas en el cuerpo humano, que constituyen un grupo numeroso de compuestos
nitrogenados naturales. Casi todas las proteinas del organismo estan en una constante dinamica
de sintesis a partir de aminoacidos y de degradacién a nuevos aminoacidos. Esta actividad
ocasiona una pérdida diaria neta de nitrégeno, en forma de urea, eliminada del organismo

mediante la orina.

El nitrégeno en las aguas residuales se puede encontrar en diferentes formas (N orgénico, NH,",
NO, y NO;3) y en concentraciones variables, siendo las formas organica y amoniacal las que
predominan en la mayoria de los casos en las aguas residuales urbanas. A la suma del nitrégeno
asociado a los compuestos organicos y el que se encuentra en forma amoniacal se le denomina N-
Kjeldahl, y las formas de nitrito y nitrato se les conocen como N-Nitrico. Aproximadamente el 60%
del nitrégeno presente en las aguas residuales urbanas se encuentra en forma organica,
constituido principalmente por aminodcidos, proteinas y urea; mientras que el 40% restante se
encuentra en forma inorganica como amonio. En la Figura 1.2 se encuentra esquematizado las

diversas formas en las que se encuentra el nitrégeno en las aguas residuales.

N organico
1 N Kjeldahl
N amoniacal
N total
Nitrito
U N Nitrico
Nitrato

Figura 1.2 Formas en las que se encuentra el nitrégeno en las aguas residuales.

A continuacién se describen los problemas ambientales mds relevantes relacionados con la

contaminacién de las aguas por compuestos nitrogenados:

1.1.2.1 Disminuciodn de los niveles de oxigeno disuelto

Los ecosistemas acuaticos receptores de vertidos de compuestos nitrogenados, principalmente
nitrégeno organico biodegradable y nitrégeno amoniacal, experimentan una reduccion de la
concentracién del oxigeno disuelto del medio como consecuencia de la oxidacién bioldgica de

dichos compuestos por parte de microorganismos. Esta reduccién del oxigeno disuelto afecta
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negativamente a los ecosistemas acuaticos convirtiéndolos en la mayoria de los casos en habitats

inhdspitos para el desarrollo y la supervivencia de los organismos aerobios.

1.1.2.2 Eutrofizacion

El proceso de eutrofizacidén se define como la secuencia de cambios en los ecosistemas acuaticos
causados por un incremento en el suministro de nutrientes, principalmente nitréogeno y fosforo.
Altos niveles de amonio (NH,"), nitrito (NO,) y nitrato (NO3) en los ecosistemas acuaticos pueden
estimular el desarrollo, el mantenimiento y la proliferacidon de los productores primarios, tales
como fitoplancton, algas bentdnicas y macréfitos, que contribuyen a la eutrofizacion. El
fendmeno de la eutrofizaciéon puede causar efectos ecoldgicos y toxicoldgicos sobre el medio
acuatico y los organismos que habitan en él (Tabla 1.2), los cuales estan relacionados de manera
directa o indirecta con la proliferacién de los productores primarios.

Tabla 1.2. Efectos ecoldgicos y toxicoldgicos de la eutrofizacidon de los ecosistemas acuaticos (Camargo y
Alonso, 2006).

e Reduccién de la disponibilidad de luz debido a la disminucidon de la transparencia en la
columna de agua.

e Incremento de la cantidad de materia organica que sedimenta.

e Reduccién de la concentracion de oxigeno en capas inferiores de la columna de agua.

e  Produccién y acumulacién de compuestos reducidos como el sulfuro de hidrégeno (H,S) en
aguas profundas y sedimentos.

e Disponibilidad de fésforo por la degradacion de la materia organica acumulada en los
sedimentos.

e Incremento de la biomasa y actividad del fitoplancton. Cambios en la composicién del
fitoplancton que pueden promover el desarrollo de especies toxicas.

e Incremento de la biomasa y cambios en la composicion de especies macrofitas.

e Incremento de la biomasa, productividad y cambios en la composicién de comunidades de
macroalgas marinas.

e Pérdida de biodiversidad en especies y comunidades de fitoplancton, perifiton, macroéfitas y
macroalgas.

e Incremento de la biomasa, productividad y composicion de especies de zooplancton. Pérdida
de biodiversidad debido al desarrollo de especies dominantes.

e Incremento de la biomasa, productividad y composicién de invertebrados bénticos y peces.
Pérdida de la biodiversidad debido al desarrollo de especies dominantes. Degradacion de las
condiciones del habitat para la reproduccion.

e Reduccion de la biodiversidad y del tamafio de las poblaciones de coral marino.

e Alteraciones de la cadena alimentaria que afectan todos los niveles tréficos.

1.1.2.3 Acidificacion

El nitrdgeno amoniacal puede contribuir a la acidificacion como consecuencia del proceso
bioldgico de nitrificacion. Por otro lado, a nivel atmosférico, el dxido nitroso (N,O) y el dxido
nitrico (NO), comunmente denominados NOx, pueden contribuir a la acidificacién de cuerpos de

agua superficiales. Estos compuestos gaseosos experimentan reacciones quimicas a nivel
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atmosférico que llevan a la generacion de lluvia acida debido a la formacién de &acido nitroso
(HNO,) y 4&cido nitrico (HNOs), que al depositarse ocasionan la acidificacion de ecosistemas
acudticos con baja capacidad de neutralizacién de acidos. En la Tabla 1.3 se encuentran descritos
los efectos adversos de la acidificaciéon de los cuerpos de agua, intensificados a partir de la

actividad humana.

Tabla 1.3. Efectos adversos de la acidificacion de los ecosistemas acuaticos (Camargo y Alonso, 2006).

e  Reduccién de la capacidad fotosintética de las algas.

e Se favorece la bioacumulacién de aluminio (AI3+) y otros metales traza en macrdfitos acudticos,
insectos, crustaceos, peces y anfibios.

e Proliferacion de algas filamentosas verdes.

e Reduccién de la biodiversidad de especies y comunidades de fitoplancton y perifiton.

e Desequilibrio en la regulacién de iones que ocasiona pérdida de sodio (Na*) y déficit para la
asimilacion de calcio (Ca2+) en moluscos, insectos, crustaceos, peces y anfibios.

e Perturbaciones respiratorias y metabdlicas en moluscos, insectos, crustaceos y anfibios.

e Desarrollo andmalo de embriones de peces y anfibios.

e Retraso de la incubacidn de huevos de peces y anfibios.

e  Reduccion del desarrollo de peces, anfibios y cladéceros.

e Incremento de la migracidn de insectos acuaticos.

e Deterioro de las zonas de desove de insectos, peces y anfibios.

e Descenso de la biodiversidad de comunidades de zooplancton, macrobénticos, peces vy
anfibios.

e Alteracién de los procesos microbioldgicos de nitrificacion y desnitrificacion implicados en el
ciclo del nitrégeno.

1.1.2.4 Toxicidad de los compuestos nitrogenados

Elevadas concentraciones de amonio (NH,’), nitrito (NO,) y nitrato (NO5) son tdxicas para los
organismos acuaticos debido a que perjudican su capacidad de sobrevivir, crecer y reproducirse.
Asimismo, la exposicién directa de los seres humanos a compuestos nitrogenados a través del
agua o alimentos contaminados puede producir un deterioro de la salud e incluso la muerte. A
continuacion se encuentran descritos los efectos téxicos mas relevantes derivados de la presencia

de compuestos de nitrégeno sobre los organismos acudticos y sobre los seres humanos:
Efecto sobre los organismos acudticos y animales:

Amoniaco. La forma no ionizada del amonio, el amoniaco (NH3), es muy téxica en organismos
acudticos, particularmente en peces, mientras que la forma ionizada (NH,") parece ser menos

nociva.

Algunos efectos toxicolégicos de la contaminacion por amoniaco son: asfixia debida a la
destruccién del epitelio braquial; acidosis y reduccion de la capacidad de transporte de oxigeno en

la sangre causada por la supresién del ciclo de Krebs y la estimulacién de la glucélisis; inhibicién
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de la produccién de ATP y descenso del ATP en el cerebro debido al desacople del proceso de
fosforilacién oxidativa; alteracién de la actividad osmorreguladora del higado vy rifiones; vy

alteracion del sistema inmunolégico.

Nitrito. Tanto la forma ionizada (nitrito, NO,) como la no ionizada (acido nitroso, HNO;) son
consideradas bastante toxicas. Sin embargo, debido a que la concentracidén de nitrito suele ser
mayor que la concentracién de acido nitroso en los ecosistemas acudticos, los iones nitrito son
considerados como los mayores responsables de esta toxicidad en organismos acudticos y

animales.

El efecto toxicoldgico de la presencia de nitrito puede ocasionar hipoxia y muerte de organismos
acuaticos debido al desequilibrio de la capacidad de transporte de oxigeno en la sangre. La
incorporacidn de nitrito en las células sanguineas promueve la conversion de la hemoglobina en
metahemoglobina, molécula incapaz de transferir el oxigeno a los tejidos del cuerpo debido a su

alta constante de disociacion.

En ciertas especies acuaticas el nitrito puede causar el descenso de los niveles de cloruros (CI)
causando un desequilibrio electrolitico, y ademds contribuir en el descenso del potasio (K)
intracelular que afecta al potencial de la membrana. La exposicion al nitrito puede llevar a la
formacién de compuestos organicos mutagénicos y cancerigenos, y ademads puede llegar a

ocasionar un desequilibrio del sistema inmunolégico (Camargo y Alonso, 2006).

Nitrato. El nitrato es el segundo compuesto nitrogenado mas abundante en los ecosistemas
acuaticos después del amonio. Sus mecanismos de toxicidad son equivalentes a los del nitrito,
debido fundamentalmente a que el nitrato es reducido a nitrito en el interior de los organismos
vivos (Cheng y Chen, 2002). El nitrato presenta una menor toxicidad que el nitrito y el amoniaco
como resultado de su baja permeabilidad, lo cual hace que su absorcién a través de las branquias
sea mas limitada (Camargo y Alonso, 2006). A pesar de que tradicionalmente se ha considerado su
toxicidad irrelevante (Camargo et al., 2005), debido al uso de los fertilizantes nitrogenados en la
agricultura se ha detectado cierta sensibilidad a la toxicidad por nitrato en especies de anfibios,
peces e invertebrados. En los anfibios esta toxicidad esta representada principalmente en la
reduccion de la habilidad para nadar, descenso del tamafio corporal, y reduccion de la fecundidad

y supervivencia de ciertas especies (Birge et al., 2000).
Efecto sobre los seres humanos:

La ingestion directa de aguas contaminadas por nitrito y/o nitrato puede provocar

metahemoglobinemia en los seres humanos, siendo los nifios menores de cuatro meses los mas
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susceptibles a este tipo de enfermedad conocida como “baby blue syndrome”. Esta patologia se
caracteriza por la pérdida de la capacidad de transporte de oxigeno en la sangre debido a que la
hemoglobina se encuentra en su forma oxidada metahemoglobina, la cual tiene baja afinidad por
el oxigeno. Mas de 3000 casos de metahemoglobinemia han sido reportados alrededor del
mundo desde 1945, los cuales siempre han estado asociados con el consumo de agua proveniente

de pozos con niveles de concentracién de nitrato superior a 10 mg N L™ (Wolfe y Patz, 2002).

El consumo de nitrito y nitrato puede favorecer la formacidon de compuestos nitrogenados como
las nitrosaminas en el interior del cuerpo humano. Estos compuestos quimicos resultantes de la
reaccién entre una amina secundaria y el nitrito en un medio acido, generalmente en el
estdmago, tienen un alto potencial cancerigeno y mutagénico (U.S. EPA, 1993; Fwetrell, 2004). El
nitrito y el nitrato estan relacionados con casos de deformaciones en recién nacidos, infecciones
en el tracto respiratorio y enfermedades coronarias, entre otras (Gupta et al., 2000; Cerhan et al.,

2001).

De manera indirecta, la acumulacion de nutrientes en los ecosistemas acuaticos y la proliferacién
de algas tdxicas pueden dar lugar a diferentes efectos adversos. La ingestion de agua o alimentos
con contenidos de toxinas algales puede dar lugar a trastornos fisiolégicos como nduseas,
vomitos, diarrea, gastroenteritis, neumonia, dolores musculares, entre otros y diversos sintomas
de intoxicacion (Busse et al., 2006). Ademas, la eutrofizacién de las aguas puede favorecer el
desarrollo de organismos transmisores o causantes de enfermedades infecciosas como la malaria,

encefalitis y célera.

1.1.3 Legislacion Ambiental

A nivel Europeo se han formulado varias directivas y normas para la proteccién y el control de la
contaminacion de los ecosistemas acuaticos naturales, derivadas principalmente de acuerdos

internacionales de actuacién en materia ambiental, y que se resumen a continuacion:

e La Directiva 2000/60/EC establece el marco de actuacidn comunitario en el ambito de la
politica de aguas entre los estados miembros de la Comunidad Europea. Esta directiva tiene
como objetivo principal proteger el buen estado ecoldgico de las masas de agua

continentales, aguas de transicidn, aguas costeras y aguas subterraneas.

e La Directiva 91/271/CEE de aguas residuales urbanas, modificada por la Directiva 98/15/CE en
el cuadro Il del Anexo |, establece la obligatoriedad de disponer de sistemas de colectores y

realizar el tratamiento de las aguas residuales urbanas y las procedentes de determinadas
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industrias. Dichas obligaciones dependen de la cantidad de carga organica del vertido y de las
caracteristicas del ecosistema acuatico receptor del vertido. El tipo de ecosistema acuatico
receptor hace referencia a la sensibilidad de éste a la “eutrofizacion”, catalogdndolo como
“zona sensible” o “zona menos sensible”. Las zonas sensibles requieren una mayor reduccion
de la carga contaminante del agua residual y por tanto los vertidos realizados en ellas deben

cumplir requisitos mas exigentes.

Se considera que un medio acuatico es “zona sensible” cuando puede incluirse en uno de los
siguientes grupos: |) Lagos de agua dulce naturales, otros medios de agua dulce, estuarios y
aguas costeras que sean eutrdéficos o que podrian llegar a ser eutréficos en un futuro préximo
si no se adoptan medidas de proteccidn; IlI) aguas superficiales destinadas a la obtencion de
agua potable, que podrian contener una concentracidon de nitratos superior a la que
establecen las disposiciones pertinentes de la Directiva 75/440/CEE, relativa a la calidad
requerida para las aguas superficiales destinadas a la produccién de agua potable en los
Estados miembros, si no se toman medidas de proteccién; 1ll) Zonas en las que sea necesario

un tratamiento adicional para cumplir las directivas europeas.

En la Tabla 1.4 se encuentran recogidos los limites de vertido de nitrégeno sobre zonas
sensibles. Segun la situacidon local se podrd aplicar el valor de concentracién o el porcentaje
de reduccién.

Tabla 1.4. Requisitos para el vertido de nitrogeno a zonas sensibles procedente de instalaciones de
tratamiento de agua residual urbana (Directiva 91/271/CEE).

Concentracidn segun
Habitante equivalente (he)
10.000 a 100.000 (he) >100.000 (he)

Nitrégeno total 2 15 (mgN L"l)3 10 (mgN L"l)3
! Reduccién relacionada con la carga de caudal de entrada.
2 Nitrégeno total equivalente es la suma del nitrégeno Kjeldahl total (orgénico y amoniacal) y el nitrégeno
nitrico (formas inorganicas de nitrito y nitrato), tal y como se mostré en la Figura 1.2.
® Estos valores de concentracién constituyen medias anuales. No obstante los requisitos de vertido de
nitrogeno pueden comprobarse mediante medias diarias. En este caso, la media diaria no debera superar los
20mgN L' de concentracion para todas las muestras cuando la temperatura del reactor bioldgico sea superior
o igual a 12°C. En sustitucién al requisito de la temperatura, se podra aplicar una limitacién del tiempo de
funcionamiento que tenga en cuentas las condiciones climaticas regionales.

Porcentaje minimo
e 1
de reduccion

70-80

En Espafia, el Real Decreto-Ley 11/1995 tiene por objeto la transposicién al ordenamiento
interno de las disposiciones establecidas en la Directiva 91/271/CEE. En él se impone la
aplicacion de tratamientos a las aguas residuales antes de su vertido a las aguas continentales
y maritimas. Se definen los criterios de “zona sensible” y “zona menos sensible”, por lo que la

rigurosidad del tratamiento aplicado al agua residual dependera de la clasificacién del punto
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de vertido en una de estas dos categorias. El desarrollo del Real Decreto-Ley 11/1995 quedd
establecido en el Real Decreto 509/1996, modificado por el Real Decreto 2116/1998, sobre las

normas aplicables al tratamiento de aguas residuales urbanas.

e La Directiva 91/676/CEE relativa a la proteccién de las aguas contra la contaminacion
producida por nitratos procedentes de fuentes agricolas, tiene por objetivo reducir la
contaminacién causada o provocada por los nitratos de origen agrario, y actuar

preventivamente contra nuevas contaminaciones de esta clase.

Estas medidas legislativas incentivan y justifican el estudio de los procesos implicados en la
eliminacion de nitrogeno de las aguas residuales, no sélo en términos del cumplimiento de
estandares de calidad para la prevencién de la contaminacién y el aprovechamiento del agua, sino

en su cada vez mds importante contribucidn al balance global del nitrégeno.

1.2 Eliminacion biolégica de nitrégeno de las aguas residuales

Existe una variedad de tecnologias de eliminacidon de nitrégeno de las aguas residuales que
implican procesos fisicos y quimicos tales como el arrastre con aire del amoniaco (stripping de
amoniaco), el intercambio idnico y la cloracién al breakpoint. Sin embargo, debido su elevado
coste, el funcionamiento irregular y los problemas de explotacion y mantenimiento, la aplicacion
de este tipo de tecnologias se ha centrado en situaciones concretas, principalmente sobre
efluentes de agua residual de tipo industrial, en donde su baja biodegradabilidad y/o toxicidad
hacen inviable el uso de procesos bioldgicos. También existen tecnologias que fomentan la
recuperacion del nitrégeno presente en las aguas residuales como es el caso de la precipitacién
en forma de estruvita (MgNH,PO,4-6H,0). Este tipo de tecnologia fomenta ademas la recuperacién
del fésforo de las aguas residuales, el cual constituye junto al nitrégeno, los principales nutrientes
responsables de la eutrofizacion de ecosistemas acuaticos. Para llevar a cabo el proceso de
cristalizacién de la estruvita se requieren altos valores de pH y ratios equimolares entre amonio,

fésforo y magnesio.

La eliminacion de nitrégeno de las aguas residuales en una estacidon depuradora (EDAR) se lleva a
cabo generalmente mediante procesos bioldgicos. Entre un 10-30% del nitréogeno total es
empleado para satisfacer las necesidades nutricionales de la biomasa en un sistema de fangos
activados convencional. Se estima que el contenido de nitrégeno en la biomasa formada se
encuentra entre un 12 y un 13% de su peso (Sedlak, 1991). Ademas, en los casos en que la EDAR
cuenta con decantacion primaria, entre un 5-10% del nitrégeno total contenido en la corriente

afluente es eliminado en forma de nitrégeno orgdnico particulado. De acuerdo con las exigencias
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legislativas actuales esta eliminacién de nitrogeno no es suficiente, por lo que se requiere un
mayor grado de depuracién mediante la aplicacidon de tecnologias avanzadas de tratamiento. En
este sentido, la eliminaciéon de nitrégeno de las aguas residuales tiene un coste energético
asociado, por lo que es cada vez mas interesante optimizar el proceso de eliminacion de
nitrégeno mediante el desarrollo y la aplicacion de tecnologias que permitan alcanzar un alto

grado de depuraciéon a un minimo coste.

El conocimiento cada vez mas amplio de los microorganismos involucrados en los procesos de
eliminacion de nitrégeno ha llevado a la generacién de una variedad de opciones de tratamiento
en los ultimos afos. La tecnologia aplicada en cada caso dependera principalmente de las
caracteristicas de la corriente de agua residual, los limites de vertido y el espacio disponible para

su emplazamiento.

Los procesos de nitrificacion y desnitrificacion via nitrato son los mas cominmente utilizados para
la eliminacién del nitrédgeno de las aguas residuales. Sin embargo, se han desarrollado tecnologias
basadas en la ruta del nitrito (Hellinga et al., 1998) que permiten optimizar la explotacién de las
EDAR, obteniendo un elevado rendimiento de eliminacién a bajo coste. A continuacién se
describen los procesos bioldgicos que se encuentran consolidados, asi como aquellos que estdn

en fase de investigacidén e implementacion.

1.2.1 Procesos convencionales de eliminacién de nitrégeno

1.2.1.1 Nitrificacion y desnitrificacion via nitrato

La Figura 1.3 muestra las transformaciones del nitrégeno en las aguas residuales a partir de los
procesos de nitrificacion y desnitrificacion via nitrato. En esta figura se puede observar que el
proceso de nitrificacion tiene lugar en dos etapas en las que el nitrdgeno amoniacal es oxidado a
nitrito y posteriormente a nitrato, y que en el proceso de desnitrificacion el nitrato es reducido a
compuestos nitrogenados gaseosos. Ademas, se encuentran representados los procesos de
hidrélisis del nitrégeno organico, y los procesos de asimilacién, crecimiento vy lisis bacteriana a

partir de nitrégeno inorganico en forma amoniacal.
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Figura 1.3. Transformaciones del nitrogeno mediante los procesos de nitrificacion y desnitrificacion via
nitrato (Metcalf y Eddy, 1995).

Nitrificacién

El proceso de nitrificacién es generalmente realizado por bacterias quimiolitoautdtrofas que
emplean el carbono inorganico como fuente de carbono para la sintesis celular, y el nitrégeno
inorganico para obtener energia. Los microorganismos involucrados en este proceso se dividen en
dos grupos bien diferenciados, las bacterias amonioxidantes (AOB) que se encargan de la
conversion del nitrégeno amoniacal a nitrito formando hidroxilamina como producto
intermediario, y las bacterias nitritoxidantes (NOB) que se encargan de la transformacion del

nitrito a nitrato.

En las Ecuaciones 1.1 y 1.2 se encuentra representada la estequiometria de las reacciones
bioquimicas de oxidacién de amonio y oxidacion de nitrito, respectivamente. En cada una de estas
etapas se produce energia que es utilizada por los microorganismos para el crecimiento y

mantenimiento celular.
Etapa 1: Organismos AOB NH,* + 150, - NO,” +2H* + H,0 11

Etapa 2: Organismos NOB NO,” + 0.50, » NO;~ 1.2

Para las condiciones habituales de operacion de una EDAR (tiempos de retencién celular
inferiores a 25 dias y temperaturas del agua en el reactor inferiores a 259C), la etapa 1
corresponde con la etapa limitante del proceso de nitrificacién debido a que el nitrito producido
es rapidamente oxidado a nitrato. A temperaturas por debajo de 2529C la velocidad de crecimiento

de los organismos NOB es superior a la velocidad de crecimiento de los organismos AOB. La
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reaccién global de oxidacién de amonio para ambos grupos de bacterias se encuentra

representada en la Ecuacién 1.3.

Reaccién global NH,*+20, - NO;~ +2H* + H,0 1.3
de la nitrificacidn

La reaccidn de sintesis de los microorganismos implicados se encuentra representada en la
Ecuacién 1.4. en la que se asume como férmula quimica de la biomasa CsH;NO,. La biomasa

asimila una fraccién del amonio contenida en el agua residual para la formacidn de tejido celular.

Reaccién de 4C0, + HCO; + NH,* + H,0 - CsH,NO, + 50, 1.4
sintesis celular

La reaccién global que representa los procesos anabdlicos y catabdlicos de la nitrificacién se
recoge en la Ecuacién 1.5.

Reaccion  4C0, + HCO3 + 22NH,* + 370, —» CsH,NO, + 21NO5 + 20H,0 + 42H* 1.5
global

Los coeficientes estequiométricos de la reaccién de nitrificacion global muestran que por cada
mol de amonio (NH,") oxidada el proceso de nitrificacién se consume una cantidad significativa de
oxigeno, produce una pequefia cantidad de biomasa, y consume una cantidad considerable de
alcalinidad debido a la produccién de iones hidrégeno (H*). Esta produccién de &cido (H') junto
con el consumo de diéxido de carbono (CO,) tienen un impacto sobre el equilibrio del acido
carbdnico en disolucién acuosa, que se representa en la Ecuacion 1.6, por lo que el pH puede
variar considerablemente. Esta variacién puede afectar al crecimiento de los microorganismos
implicados en el proceso de nitrificacion en las EDARs, y generar un impacto adverso sobre
ecosistemas acuaticos receptores de los efluentes de estas instalaciones de tratamiento.

Equilibrio quimico del

acido carboénico en
medio acuoso

CO, + H,0 & H,CO; & HCO; + H* & CO3~ +H* 1.6

En la Tabla 1.5 se encuentran recogidos los valores de los coeficientes de consumo de oxigeno y
alcalinidad generalmente empleados para el disefio y simulacidn de sistemas de nitrificacion (U.S.

EPA, 1993; Henze et al., 1999).
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Tabla 1.5. Coeficientes de consumo de oxigeno y alcalinidad en el proceso de nitrificacién.

Parametro Coeficiente
Oxigeno 457—902
gN—NH}

Alcalinidad  7.14 g Alcalinidad (CaCO05)
gN— NH4+

Desnitrificacion

El proceso de desnitrificacion consiste en la reduccién del nitrato a nitrito y, posteriormente, a
compuestos de nitrégeno gaseoso (6xido nitrico NO, éxido nitroso N,O y nitrégeno diatdmico N,)
en presencia de una fuente de carbono orgdnica. El nitrato y el nitrito reemplazan al oxigeno en la
cadena de transporte de electrones (respiracién microbiana), por lo que la desnitrificacion suele
producirse en ambientes denominados andxicos, carentes de oxigeno y con disponibilidad de

nitrito y nitrato como aceptores de electrones.

Existe una variedad muy alta de microorganismos involucrados en las reacciones de
desnitrificacion, lo que les proporciona el potencial de ubicuidad en la mayoria de ambientes
naturales. Esta abundancia es debida en parte al hecho de que la mayoria de las especies de
organismos desnitrificantes son facultativas, con posibilidad de emplear oxigeno o nitrato y nitrito

como aceptor final de electrones.

La produccidn energética (ATP) a partir de nitrito y nitrato es menor que la obtenida a partir de
oxigeno, y mayor que la obtenida a partir de la reduccidn de sulfato, situacion que determina la
preferencia por parte de los microorganismos de emplear un aceptor de electrones u otro (Brock,
1994). Cuando hay oxigeno, los microorganismos tendran preferencia hacia éste frente al nitrito y
nitrato, mientras que en ausencia de oxigeno los microorganismos tendran preferencia sobre el

nitrito y el nitrato antes que sobre el sulfato disponible.

La utilizacién de los aceptores de electrones estd condicionada a los cambios metabdlicos
ocurridos en la bacteria, generalmente a nivel de sintesis enzimatica. En sistemas de cultivo puro
se ha encontrado que el oxigeno es responsable de la supresion de la sintesis de enzimas para el
proceso de desnitrificacion. Sin embargo, ciertas investigaciones han sugerido que incluso en
condiciones aerobias o anaerobias las enzimas del proceso de desnitrificacion pueden estar

presentes en la bacteria (Cervantes, 2009).

Las fuentes de carbono organico que pueden servir como sustrato para el proceso de

desnitrificacién de aguas residuales incluyen compuestos orgdnicos presentes en las aguas
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residuales urbanas e industriales, y compuestos adicionados durante la etapa andxica como
metanol (CH;0OH), etanol (C,HsOH) y acido acético (CH3;-COOH), entre otros. La seleccion de la
fuente de carbono orgdnico dependera principalmente de la disponibilidad local y el coste

econdmico.

La reaccién general de desnitrificacién utilizando metanol como fuente de carbono organico se

representa en la Ecuacion 1.7. De acuerdo a esta reaccién, 1.9 g de CH;OH (2.86 g cuando es

expresado como Demanda Quimica de Oxigeno - DQO) se consumen para reducir 1 g de N-NO3".
Desnitrificacién con

metanol como fuente
de carbono orgénico

6NO; + 5CH;0H — 3N, + 5C0, + 7H,0 + 60H" 1.7

El proceso de desnitrificacidon contribuye a incrementar el pH debido a que la concentracién de la
alcalinidad se incrementa y la concentraciéon de acido carbdnico disminuye. Cada mg de N-NOj’
reducido genera 3.57 mg de alcalinidad, expresada como carbonato de calcio (CaCOs). Por este
motivo, en el tratamiento de corrientes de agua residual de baja alcalinidad el proceso de
desnitrificacion resulta muy atractivo debido a que compensa el descenso del pH ocurrido

durante el proceso de nitrificacion.
1.2.1.2 Esquemas de tratamiento y caracteristicas de aplicacion

Los esquemas de tratamiento utilizados para la eliminacién bioldgica de nitrégeno via nitrato
alternan etapas aerobias y anodxicas bajo distintas condiciones de operacion, tanto en medios de
cultivo en donde la biomasa se encuentra suspendida como en medios de cultivo donde la
biomasa esta adherida a un medio de soporte. La seleccién del tipo de proceso y su configuracién
dependera de las caracteristicas del agua residual tales como el tipo de compuesto nitrogenado a
tratar (nitrégeno organico, amoniacal, nitrico), la biodegradabilidad de la materia organica v, la
relacién materia organica y nitrogeno amoniacal (DQO/N-NH,), ademas de los requisitos de
vertido y el caudal de tratamiento. La ruta del nitrato es cominmente aplicada en corrientes de
agua residual urbana que presenta concentraciones de nitrégeno amoniacal de hasta
100 mg N L. A continuacidn se describen las principales caracteristicas de los sistemas de cultivo
en suspensidon y de soporte sélido empleados en la eliminacidon del nitrogeno de las aguas

residuales urbanas.
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Sistemas de cultivo en suspension

En un sistema de fangos activados los procesos de nitrificacion y desnitrificacion son
generalmente disefiados y operados mediante cultivos mixtos de bacterias autétrofas y
heterdtrofas, denominados Sistemas de Cultivo Simple. Bajo estas condiciones de operacidn la
biomasa necesita de la alternancia de condiciones aerobias y andxicas, en un reactor o varios
reactores en serie. Ademas, atendiendo a la posicidn relativa de las etapas aerobias y andxicas se

pueden clasificar en sistemas de predesnitrificacidon y postdesnitrificacién.

Los sistemas de predesnitrificacion son aquellos en los que el agua residual es tratada primero en
una zona anoxica y posteriormente en una zona aerobia. Los nitratos llegan al reactor andxico por
medio de una corriente de recirculacién, aprovechandose para el proceso de desnitrificacién la
materia organica contenida en el agua residual afluente. Por otro lado, en los sistemas de
postdesnitrificacion el agua residual es tratada primero en una etapa aerobia y posteriormente en
una etapa andxica. En estos sistemas practicamente toda la materia organica contenida en el agua
residual se consume en la etapa aerobia y se hace, por tanto, necesaria la adicién de una fuente

de carbono organico externa.

La Figura 1.4 muestra los esquemas de fangos activados del tipo cultivo simple, mas ampliamente
difundidos para la eliminacidn biolégica de nitrdgeno. Consisten basicamente en la disposicién en
serie de una etapa andxica en la que se realiza el proceso de desnitrificacion, y una etapa aerobia
para la nitrificacion. Ademads, contienen corrientes de recirculacion de fango y/o agua

dependiendo del esquema.

a) La configuracién Wuhrmann corresponde con un proceso de tipo postdesnitrificacion. Para
gue se pueda realizar el proceso de desnitrificacién se requiere de la adicién de una fuente de
carbono organico externa sobre el reactor andxico. Esta configuraciéon no cuenta con recirculacion
interna debido a que los nitratos pasan directamente desde el reactor aerobio hacia el reactor
anodxico, en donde se lleva a cabo la desnitrificacion. Para ajustar el tiempo de retencion celular
(TRC) parte del fango procedente del decantador secundario se purga del sistema, y el resto del
fango se recircula hacia el reactor aerobio para mantener una concentracion elevada y constante

de biomasa en los reactores bioldgicos.

b) La configuracién Ludzack-Ettinger modificada es un esquema sencillo de tipo
predesnitrificacion que dispone de dos reactores en serie. En el primer reactor se realiza la
desnitrificacién empleando como fuente de carbono organico el agua residual afluente al proceso

de fangos activados. El reactor andxico recibe una corriente de recirculacién interna procedente
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del reactor aerobio para llevar a cabo el proceso de desnitrificacion. Una parte del fango
procedente del decantador secundario se recircula al reactor andéxico, y la otra parte de este
fango se purga del sistema para ajustar el TRC. El licor mezcla efluente del reactor anéxico se
traslada al reactor aerobio con el objetivo de degradar simultdneamente la materia orgéanica y

oxidar el nitrégeno amoniacal a nitrato.

¢) La configuracidon Bardenpho incorpora cuatro etapas en donde se alternan zonas andxicas y
aerobias. Representa una variacion del esquema Ludzack-Ettinger modificado, afiadiendo dos
etapas mas al proceso. Existe una corriente de recirculacién interna desde el primer reactor
aerobio (situado en la segunda posicidn) hacia el reactor andxico inicial. En el tercer reactor,
también andxico, se reducen los nitratos producidos en el segundo reactor (aerobio),
completando el proceso de desnitrificacion. Esta etapa se utiliza como fuente de carbono la
materia organica resultante del proceso enddgeno de los microorganismos (postdesnitrificacion).
El ultimo de los reactores es aerobio, y permite la desabsorcién del nitrégeno gaseoso producido
anteriormente, para facilitar la sedimentacion de los fangos en el decantador secundario. Hay una
corriente de recirculacion de fangos hacia el reactor andxico situado en la primera posicidn, y una

corriente de purga de fango para ajustar el TRC.

d) Los Canales de oxidacion son reactores circulares u ovalados a través de los cuales circula el
agua residual impulsada por aireadores mecanicos de eje horizontal. Aguas abajo del sistema de
aireacion se sitla la zona aerobia que se extiende hasta que los niveles de oxigeno disminuyen a
cero, y a partir de ese punto se inicia la zona andxica. Al final de la zona aerobia se sitla el punto
de descarga del sistema al decantador secundario. La recirculacién de fangos desde el decantador
secundario hacia el canal de oxidacidén se ubica al principio de la zona andxica, al igual que la

entrada del agua residual al sistema de fangos activados.
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(b) Ludzack-Ettinger modificado

Decantador
Secundario

Afluente
Recirculacion de
fangos
Afluente
Recirculacién de
nitratos
Recirculacion de
fangos
Afluente
Anéxi Aerobio

Recirculacion de
nitratos

Purga

Recirculacién de
fangos

(c) Bardenpho

Recirculacion de

Afluente

Aireacil:'m}

fangos

Efluente

Decantador
Secundario

(d) Canal de oxidacion

Efluente

Figura 1.4. Configuraciones de procesos de fangos activados comtinmente empleadas para la eliminacién
biolégica de nitrégeno de las aguas residuales.

e) El Reactor secuencial (Sequential Batch Reactor - SBR) es otra tecnologia de tratamiento de

agua residual de cultivo en suspension que se ha utilizado satisfactoriamente tanto sobre

corrientes de agua residual urbana (Lee et al., 2004; Puig et al., 2005) como industrial (Vives et al.,

2003; Cassidy y Belia, 2005). La operacion de este reactor se realiza mediante ciclos que integran

las siguientes etapas: llenado, reaccion, sedimentacion y vaciado. Durante la etapa de reaccidn se

alternan condiciones aerobias y andxicas para llevar a cabo los procesos de nitrificacion y

desnitrificacidn, respectivamente.
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La ventaja mas destacada de la aplicacion de esta tecnologia para la eliminacion bioldgica de
nitrégeno de las aguas residuales sobre los esquemas de tratamiento que se acaban de explicar es
su simplicidad en el disefio y operacion debido a la ausencia del decantador secundario en su
configuracion. Esta tecnologia generalmente permite alcanzar concentraciones muy bajas de
nitrégeno en el efluente, y ademds se caracteriza por producir un fango con unas adecuadas
caracteristicas de sedimentabilidad (Cervantes, 2009). Como desventaja se puede citar la
descarga discontinua del efluente que conllevan a trabajar con volimenes de reactor

relativamente altos (Grady et al., 1999).

En la Figura 1.5 se encuentra representado un ciclo de operacidn de un reactor SBR con
eliminacion de nitrédgeno. Este ciclo estd conformado por las siguientes fases: llenado o
alimentacion del sistema con agua residual, seguidamente la fase de reaccidn que comprende una
etapa anodxica y una etapa aerobia en las que ocurren los procesos de desnitrificacion y
nitrificacion, respectivamente. Para completar la eliminacion de nitrégeno, en la fase de reaccién
se puede adicionar una segunda etapa andxica mediante la cual se logrard eliminar
completamente el nitrato producido durante la primera etapa aerobia, y una segunda etapa
aerobia que permitird mejorar la sedimentabilidad del fango mediante la desabsorcién del
nitrégeno gaseoso (N,). Finalmente se encuentran las fases de sedimentacién y vaciado. La
duracion total de un ciclo de operacidn es variable, y depende del tiempo de retencién hidraulico
establecido, la concentraciéon de nitrogeno en la corriente afluente y la sedimentabilidad del

fango.

Adicion de fuente de
l carbono orgéanico

Etapa Etapa Etapa Etapa e . .
Llenado de R - i EBEica po e Sedimentacion Vaciado de agua

agua residual residual tratada

Fase de reaccion

\/

Duracion total de un ciclo de operacién

Figura 1.5. Ciclo de operacion de un reactor secuencial (SBR) con eliminacién de N-amoniacal. Durante la
segunda fase andxica el nitrato producido en la primera fase aerobia es reducido mediante la adicién de
una fuente de carbono externa. La ultima fase aerobia permite desabsorber el N2 antes de la fase de
sedimentacion.

Por otro lado, los procesos de nitrificacion y desnitrificacion se pueden llevar a cabo en sistemas
de cultivo biolégico independiente con separacidon de la biomasa nitrificante y desnitrificante,
denominados Sistemas de Cultivo Multiple (Figura 1.6). En estos sistemas un cultivo realiza el

proceso de nitrificacion y otro cultivo distinto realiza el proceso de desnitrificacion.
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Figura 1.6. Configuracion de procesos de fangos activados de cultivo mdltiple para la eliminacion
biolégica de nitrogeno de las aguas residuales.

Sistemas de soporte sélido

En los procesos de soporte sélido la biomasa no se encuentra suspendida en el agua sino fija
sobre algin medio de soporte formando una pelicula. Las ventajas de este tipo de tecnologia
comparada con la tecnologia de cultivos en suspensidn se encuentran representadas en el menor
espacio requerido para la construccion del sistema de tratamiento y la adecuada separacion de la

biomasa del agua tratada.

Dentro de las tecnologias de tratamiento de aguas residuales mediante soporte sdlido se
encuentran los filtros percoladores, los contactores bioldgicos rotativos (RBC), filtros aireados
bioldgicos (BAF), reactores de lecho movil (MBBR), y como resultado de la combinacién de un
sistema de fangos activos y un sistema de soporte sélido se encuentran los llamados procesos

hibridos.

A continuacidn se describe de manera general el principio de funcionamiento y la aplicacidn de los
sistemas desarrollados mediante soporte sélido sobre la eliminacidon de nitrégeno de las aguas

residuales:

a) Los filtros percoladores constan de un medio poroso a través del cual se hace pasar el agua
residual a depurar. La corriente de agua residual ingresa al sistema por la parte superior del filtro,
debido al régimen de trabajo no saturado es posible el paso del aire en contracorriente con el

agua. Finalmente el agua tratada es recogida por la parte inferior del filtro.

Esta tecnologia constituye un tratamiento secundario aplicable a las aguas residuales susceptibles
de ser depuradas mediante procesos bioldgicos aerobios de degradacidon de materia organica y
nitrificacion. Para obtener una nitrificacion completa en este sistema se hace necesaria la
recirculacidon del efluente y/o la utilizaciéon de dos filtros percoladores en serie (Pearce, 2004);
mientras que para alcanzar la eliminacion completa del nitrégeno del agua residual se hace

indispensable la recirculacion del efluente del sistema hacia una etapa de desnitrificacion.
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b) Los contactores bioldgicos rotativos (RBC) consisten en un conjunto de discos ensamblados
sobre un eje horizontal. Los discos se encuentran parcialmente inmersos (40%) en el reactor por
el que fluye continuamente el agua residual. La biomasa crece sobre el disco, y se encuentra
expuesta al aire y a la transferencia del oxigeno debido a la rotacion de los discos sobre el eje
horizontal que los soporta. Los RBC han sido disefiados para la oxidacidon de la materia organica

principalmente, aunque es posible obtener un efluente completamente nitrificado.

¢) Los filtros aireados biolégicos (BAF) son filtros donde el medio de soporte se encuentra
empacado y sumergido en el agua residual. Estos sistemas involucran la filtracion con la
degradacion de la materia organica, y la nitrificacion o desnitrificacién. Muchas de las aplicaciones
industriales operan en flujo ascendente y se destinan a la nitrificacidon del efluente de un sistema
de fangos activados, y a la postdesnitrificacion mediante la adicién de carbono organico (Rother

etal., 2002).

d) En los reactores de lecho mévil (MBBR) la biomasa se desarrolla sobre soportes que se
mueven libremente en el reactor. En estos sistemas la eliminacién de nitrégeno puede ser

alcanzada mediante configuraciones de predesnitrificacion y postdesnitrificacion.

e) Los sistemas hibridos combinan en un mismo reactor la biomasa suspendida con la biomasa
adherida a un medio de soporte. Bajo estas condiciones, el proceso de nitrificacion es llevado a
cabo por la biopelicula formada en el medio de soporte, mientras que la degradacion de la
materia organica es realizada principalmente por la biomasa en suspensién. El alto tiempo de
retencién celular necesario para la nitrificacidn es alcanzado en la biopelicula, lo que hace factible
obtener altos rendimientos de eliminacién de nitrégeno en reactores de menor volumen, incluso

trabajando a baja temperatura.

1.2.2 Procesos no convencionales de eliminacién de nitrégeno

Los procesos bioldgicos de eliminacidn de nitrégeno amoniacal via nitrito han sido considerados
como alternativas interesantes, desde el punto de vista de eficiencia energética y de produccion
de fangos, para alcanzar elevados rendimientos de eliminacién de nitrégeno. Estas tecnologias
fueron desarrolladas inicialmente para tratar la corriente de sobrenadante de la deshidratacion
de fangos sometidos a un proceso de digestién anaerobia, evitando asi su retorno a la linea de
aguas. Sin embargo, la aplicacién de estas tecnologias se ha extendido de manera general al

tratamiento de corrientes con elevada concentracién de nitrégeno amoniacal, como es el caso de
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los lixiviados procedentes de los vertederos de residuos sélidos (Ganigué et al., 2007), y corrientes

de agua residual de origen agropecuario (Hwang et al., 2005).

En la Figura 1.7 se encuentran representados los procesos biolégicos involucrados en la
eliminacion de nitrdgeno amoniacal via nitrito y via nitrato. Como se ha comentado previamente,
las tecnologias que se fundamentan en la oxidacién de amonio hasta nitrito y en la posterior
reduccion de nitrito a nitrégeno gaseoso, bien sea por desnitrificacion heterotréfica o por
oxidaciéon anaerobia de amonio utilizando nitrito como aceptor de electrones (ANAMMOX),
constituyen una alternativa viable de tratamiento. Estas tecnologias son consideradas como un
avance en la optimizacion de la eliminacion bioldgica de nitrégeno de las aguas residuales,
representando un ahorro econémico considerable en la explotacién de una EDAR, que se refleja

principalmente en los siguientes aspectos:

e Reduccion del consumo energético en la aireacidon durante el proceso de nitrificacion. Como
se puede observar en la Figura 1.7 el consumo de oxigeno durante la oxidacién del amonio (NH,")
a nitrito (NO;’) corresponde al 75% del total demandado por el proceso de nitrificacién, y el 25%
del oxigeno restante es consumido durante la oxidacion del nitrito (NO,) a nitrato (NOj3). Por
tanto, cuando el proceso de nitrificacion sélo se realiza hasta nitrito (nitritacién) se requiere un
25% menos de oxigeno, y esto se traduce en un ahorro energético en términos de aireacion.
Ademas, este ahorro energético se incrementa cuando se combina el proceso de nitritacién con el
proceso de oxidacidon anaerobia de amonio (ANAMMOX), debido a que sdélo es necesario oxidar el

50% del amonio a nitrito (nitritacién parcial).

e Reduccion de las necesidades de materia orgdnica durante el proceso de desnitrificacién. Tal
y como se muestra en la Figura 1.7, la desnitrificacion a partir de nitrito (NO,) representa un
ahorro del 40% del consumo de materia orgdnica externa en comparacién con la desnitrificacion
realizada a partir de nitrato (NO3;). Por otra parte, es posible reducir completamente las
necesidades de materia orgdnica cuando la oxidacidn de amonio se realiza empleando el nitrito
(NO;) como aceptor de electrones (proceso ANAMMOX). En este Ultimo caso se hace necesario,
como paso previo al proceso ANAMMOX, la oxidaciéon del 50% de amonio a nitrito, lo cual se
puede conseguir mediante un proceso de nitritacidn parcial, cominmente realizado en un sistema
SHARON. Las caracteristicas generales del proceso ANAMMOZX, asi como su acople con el proceso

SHARON se describen en los apartados 1.2.2.2.y 1.2.2.3.
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Figura 1.7. Transformaciones del nitrégeno amoniacal via nitrito y via nitrato en el agua residual.

Al igual que en el proceso de desnitrificacién a partir de nitrato, la mitad de los protones (H")
producidos durante la nitrificacion pueden ser neutralizados mediante la desnitrificacidon a partir
de nitrito. Las Ecuaciones 1.8 y 1.9 representan las reacciones de eliminacion total del nitrégeno
amoniacal mediante los procesos de nitrificacion y desnitrificacion via nitrato y via nitrito,
respectivamente (empleando metanol como fuente de carbono organico).

Eliminacion de

+ -
NH,* via NO, NH + 20, + 0.83CH;0H + HCO5 — 0.5N, + 1.83C0, + 4.17H,0 1.8

Eliminacion de

N -
NHq" via NO, NH} + 1.50, + 0.5CH;0H + HCO; - 0.5N, + 1.5C0, + 3.5H,0 1.9

En estas reacciones quimicas se puede observar la menor emisién de didxido de carbono (CO,) al
seguir la ruta del nitrito. Ademads, mediante esta ruta se produce menos fango (Mulder, 2003). En
la Tabla 1.6 se encuentra recogido un andlisis comparativo entre la eliminacion biolégica de
nitrégeno via nitrito y via nitrato, que incluye el consumo de oxigeno, la demanda de materia
organica, las emisiones de diéxido de carbono y la produccién de fango. Esta informacidn se basa
en la estequiometria de las Ecuaciones 1.8 y 1.9, y ha sido obtenida asumiendo una corriente de

agua residual con concentracién equimolar entre el amonio y el bicarbonato.
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Tabla 1.6. Comparacion tedrica entre la eliminacién biolégica de nitrégeno via nitrito y via nitrato
(Volcke, 2006).

Oxigeno Materia Emision de Produccion de
Parametro Orga’nica1 Co, Fango
(Mulder, 2003)
kg O, kg DQO kg CO, kg peso seco
Proceso kg N — NHf kgN—NHf kgN—-NH}  kgN—NH}
Nltrlflcauo? y f:lesnltrlflcauon 4.57 5 86 576 112
via nitrato
N|tr|f|caC|or,1 v (fle.smtrlflcaaon 343 171 472 0.8-0.9
via nitrito

'1 g CH;0H equivale a 1.5 g DQO

Aplicacion de la ruta del nitrito sobre corrientes de agua residual con alta concentracion de
nitrogeno amoniacal

Las tecnologias desarrolladas para la eliminacién bioldgica de nitrégeno amoniacal siguiendo la
ruta del nitrito han sido aplicadas principalmente sobre corrientes de agua residual con elevada
concentracion de nitrégeno amoniacal, que en la mayoria de los casos provienen de procesos que
operan a alta temperatura. Estas dos caracteristicas, entre otras que se describen

posteriormente, hacen que este tipo de corrientes sean adecuadas para su tratamiento via nitrito.

A continuacidn se describen las caracteristicas de las principales corrientes de agua residual en las
que se ha empleado el tratamiento de eliminacidn de nitrégeno amoniacal via nitrito. Se hace
especial énfasis en la descripcidn de las caracteristicas de la corriente de sobrenadante
procedente de la deshidratacién de fangos digeridos anaerdbicamente, debido a que es la

corriente sobre la que versa este trabajo de tesis doctoral.
a) Sobrenadante procedente de la deshidratacion de fangos digeridos anaerébicamente

Como resultado del tratamiento de las aguas residuales, se genera un fango que debe ser
estabilizado para su disposicion final. La estabilizacidn o tratamiento del fango se desarrolla por

digestion aerobia o anaerobia.

El nitrégeno contenido en la materia organica, principalmente en las proteinas, es liberado
cuando los compuestos organicos son degradados. En condiciones aerobias, una fraccion
considerablemente alta de la materia organica es empleada como sustrato para el crecimiento
bacteriano, por lo que el nitrégeno disponible es nuevamente incorporado en las proteinas
celulares. Por este motivo, no se obtienen concentraciones de nitréogeno significativamente altas
en la corriente del sobrenadante de la digestion aerobia de fangos. Por el contrario, en los

procesos de digestidn anaerobia de fangos sélo una pequefia fraccidn de la materia orgdnica es
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empleada por los microorganismos para el crecimiento celular, predominando la formacién de
productos como el metano (CH,), el diéxido de carbono (CO,), el hidrégeno (H,) y el acido
sulfhidrico (H,S), y la suelta de una cantidad considerablemente elevada de nitrégeno en forma

amoniacal.

Durante el proceso de digestién anaerobia se produce la muerte de las bacterias procedentes de
la linea de aguas (heterdtrofas, autétrofas y acumuladoras de polifosfatos) y la hidrdlisis de la
materia orgdnica particulada. El nitrégeno contenido en el tejido celular y en los compuestos
organicos pasa a encontrarse en forma de nitrégeno amoniacal (NH,'). Debido a estos procesos la
concentracion de nitrégeno amoniacal en el fango digerido anaerobiamente suele encontrarse
entre 500 y 2000 mg N L™. Posterior al proceso de digestién se lleva a cabo una deshidratacion
que permite separar la fase sélida de la fase liquida. Al ser el amonio un compuesto soluble estas
concentraciones persisten en la corriente acuosa que se obtiene tras la deshidratacion de los

fangos.

El agua de la deshidratacidn es recirculada a la primera etapa del proceso en la linea de aguas, es
decir, a cabeza de planta. Esta corriente representa sélo un 1% del caudal afluente a la EDAR (Fux,
2003), pero contribuye entre un 15 y un 20% al total de la carga de nitrégeno a tratar en la linea
de agua de la EDAR (Cervantes, 2009). Esta recirculacién de las corrientes de sobrenadantes
presenta importantes inconvenientes ya que este nitrégeno debe eliminarse en la propia linea de
aguas mediante los procesos de nitrificacion y desnitrificacion comentados anteriormente, por lo
qgue un aumento de la concentracién de nitrégeno en el afluente, supone un incremento en los

costes energéticos y de operacion asociados a dichos procesos.
Otras caracteristicas peculiares de esta corriente son:

e Un bajo contenido en materia orgdnica biodegradable: La materia organica biodegradable es
transformada en el proceso de digestion anaerobia en metano y didéxido de carbono. Para poder
llevar a cabo la eliminacién de nitrégeno via nitrificacidn-desnitrificacidn seria necesaria la adicién

de materia organica.

e Una elevada temperatura: La digestién anaerobia suele tener lugar a una temperatura préxima
a 352C (en condiciones mesofilicas). Aunque el fango se enfria durante su paso por el digestor
secundario y el proceso de deshidratacién, la temperatura en la corriente recirculada suele estar
proxima a 302C. La velocidad de crecimiento de los distintos microorganismos a esta temperatura

es muy superior a la velocidad de crecimiento que tienen en la linea de aguas.
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e Una elevada concentracion de fésforo: Durante la digestion anaerobia también se hidroliza el
fosforo contenido en las bacterias y en la materia organica biodegradable. La cantidad de fdsforo
liberada serd muy superior en aquellas plantas con eliminacidn bioldgica de fésforo, dado que el
fésforo que forma parte del polifosfato almacenado por las PAO (Polyphosphate Accumulating
Organisms) también se libera al medio. En funcidn de las condiciones de operacion del digestor
(pH y concentracién de iones calcio y magnesio, fundamentalmente) se puede producir la
precipitaciéon de parte del fosforo liberado en el interior del digestor o en las conducciones
posteriores en forma de estruvita (MgNH,PO,). Este proceso también elimina parte del amonio,
aunque su concentracién en el efluente sigue siendo elevada porque se libera mayor cantidad de
nitrégeno que de fdsforo durante la digestion anaerobia y porque la relacion masica en el

precipitado es de 31 mg P-PO, por cada 14 mg N-NH,.

La Figura 1.8 muestra un diagrama de flujo de una estacidn depuradora de agua residual (EDAR)
con digestién anaerobia de fangos. En esta figura se pueden observar las interacciones entre la
linea de agua y la linea de fango, y el rango de variacidon porcentual de nitrégeno contenido en
estas corrientes. Tal y como se comentd anteriormente, la degradacidon de la materia orgdnica
durante la digestién del fango produce iones amonio (NH,"), con iones bicarbonato (HCO5") como
contraidn, por lo que el ratio molar entre el amonio y el bicarbonato se encuentra generalmente
en torno a 1. Por otro lado, esta corriente tiene un ratio DQO/N-NH,< 1 debido a la degradacién
de la materia organica y a la liberacidn del nitrogeno amoniacal en los digestores. Es importante
considerar que cuando el sobrenadante de la digestién anaerobia es obtenido mediante el secado
térmico del fango, el contraién del ié6n amonio (NH,') podria ser el acetato (CH;COO") y no el
bicarbonato (HCO3'), por lo que los ratios HCO;/ N-NH, y DQO/ N-NH, se verian modificados (Van
Loosdrecht y Salem, 2006).

La aplicacion de procesos de eliminacién de nitrdgeno via nitrito sobre la corriente de
sobrenadante procedente de la deshidratacidn de fangos digeridos anaerdbicamente permite
obtener un mejor rendimiento de eliminacién de nitrégeno en la EDAR, asi como una mejora en la
calidad de su efluente (Mulder et al., 2006). El tratamiento de esta corriente de forma
independiente es especialmente interesante cuando una EDAR se encuentra en alguna de las
siguientes situaciones: capacidad de aireaciéon limitada; capacidad de desnitrificacién limitada; y
capacidad de nitrificacion limitada al operar el proceso de fangos activos con bajos TRC (tamafio
de reactores limitado) y baja temperatura, especialmente en época de invierno en donde la

temperatura del proceso biolégico se encuentra generalmente por debajo de 20°C.
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Figura 1.8. Diagrama de flujo de una EDAR con digestion anaerobia de fangos en el que se incluye la
representacion porcentual del flujo de nitrégeno sobre la linea de agua y la linea de fango (adaptado de
Fux, 2003).

Existen otro tipo de corrientes de sobrenadante en una EDAR, como es el caso de las corrientes
procedentes de los espesadores de fango, para las cuales la aplicacion de tecnologias de
eliminaciéon de nitréogeno via nitrito no es interesante debido a su baja temperatura y baja

concentracion de nitrégeno amoniacal.

b) Lixiviados de vertederos de residuos sélidos urbanos

Los lixiviados son mezclas complejas de agua y compuestos organicos e inorganicos generados por
la descomposicién de los residuos depositados en los vertederos y el agua de lluvia percolada a
través de éstos. El volumen y la calidad del lixiviado generado son funcidn de la disponibilidad de
agua, las caracteristicas del residuo y las condiciones de la superficie. De manera general, los
lixiviados contienen altas concentraciones de sustancias orgdnicas e inorganicas, disueltas y
particuladas, que en magnitud representan entre 100 y 200 veces mds concentracién de

contaminante que el encontrado en las aguas residuales urbanas.

Las concentraciones de nitrégeno determinadas en los lixiviados de vertederos de residuos
sélidos urbanos suelen oscilar en un rango comprendido entre 50-5000 mg N L™ (Cervantes,
2009). La forma en la que el nitrégeno puede estar presente en el lixiviado depende de las etapas
de estabilizacién a la que éste es sometido, predominando en la mayoria de los casos la forma

amoniacal.

El lixiviado es una corriente agua residual que no es facilmente tratada mediante procesos
convencionales de eliminacién bioldgica de nitrogeno, debido principalmente a su alto contenido

en nitrégeno amoniacal y materia orgdnica lentamente biodegradable (Ganigué et al., 2007).
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Estas caracteristicas hacen que a esta corriente sea adecuada para ser tratada mediante la via del

nitrito.

c) Efluentes agroindustriales. Purines e industria pesquera.

La composicion de los efluentes agroindustriales, como purines e industria pesquera, es muy
variable y se caracteriza por las elevadas concentraciones de materia organica y nitrégeno. La
materia organica contenida presenta poca biodegradabilidad, mientras que el nitrégeno
amoniacal representa aproximadamente el 75% del nitrégeno total Kjeldahl, caracteristicas que

hacen a este tipo de corrientes susceptibles de tratamiento mediante la via del nitrito.

1.2.2.1 Nitrificacion y desnitrificacion via nitrito. Caracteristicas del proceso SHARON

El proceso SHARON es uno de los métodos desarrollados para tratar biolégicamente corrientes de
agua residual con altas concentraciones de nitrdgeno amoniacal siguiendo la ruta del nitrito
(Hellinga et al., 1998). Este proceso se fundamenta en la mayor velocidad de crecimiento que
tienen los organismos amonioxidantes (AOB) frente a los organismos nitritoxidantes (NOB) a altas
temperaturas (>252C), lo que permite que operando el proceso con un tiempo de retencién

celular (TRC) relativamente bajo los organismos NOB sean eliminados del sistema.

La tecnologia SHARON se desarrolla en un reactor de flujo continuo y mezcla completa (RCTA),
con temperatura de operacién entre 30-402C, pH entre 7-8, y sin recirculacién de fangos (Hellinga
et al., 1998). Debido a que no hay recirculacion de fangos en el reactor, el tiempo de retencién
celular (TRC) es igual al tiempo de retencion hidraulico (TRH). Con estas condiciones de operacién
y un tiempo de retencion hidraulico préoximo a 1 dia es posible evitar la produccién de nitrato al
ser los organismos NOB eliminados del reactor (Mulder et al., 2001; Van Loosdrecht y Salem.

2006).

La operacion del proceso SHARON a bajos TRC potencia el desarrollo de organismos AOB
especificos, principalmente las especies Nitrosomonas europaea y Nitrosomonas eutropha, las
cuales poseen baja afinidad por el nitrégeno amoniacal (Claros et al., 2010). Esta situacién hace
que la aplicaciéon del proceso sea apropiada para corrientes con elevada concentracién de N-
amoniacal, como es el caso del sobrenadante de la digestion anaerobia de fangos de una EDAR,
en las cuales sea mds importante reducir considerablemente el elevado contenido de nitrégeno,
gue conseguir una concentracion de nitrégeno muy baja para cumplir con el limite de vertido
impuesto para el nitrégeno en la legislacion. Debido a que este sobrenadante es una corriente de
retorno a cabeza de planta (Figura 1.8), que representa menos del 1% del caudal afluente, pero

supone entre un 15 y un 20% del nitrégeno amoniacal que ingresa a la planta, su tratamiento
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mediante la tecnologia SHARON resulta apropiado, y contribuye a descargar los procesos de
eliminaciéon de nitrégeno en la linea principal de agua de la EDAR al reducir considerablemente la

concentracion de nitrégeno a tratar en dicha linea (Van Kempen et al., 2001).

La nitrificacion de elevadas concentraciones de N-amoniacal hace que el pH del proceso
descienda significativamente. Por cada mol de amonio (NH,") oxidado se producen 2 moles de
protones (H*), de acuerdo con la Ecuacién 1.1 (apartado 1.2.1.1.1). La mitad de los protones
producidos pueden ser neutralizados siempre que la alcalinidad disponible en la corriente
afluente al proceso SHARON presente una relacidon equimolar entre el bicarbonato y el amonio
(HCO3/N-NH,=1). La neutralizacién del mol de protones (H*) restante se puede realizar, bien con
la adicién de una base (p. ej. hidréxido de sodio: NaOH), o bien mediante el proceso de
desnitrificacion. Para llevar a cabo el proceso de desnitrificacién es necesario la adicién de
materia organica como fuente de carbono externa para los organismos heterdtrofos
desnitrificantes. La seleccion de una u otra alternativa para compensar el descenso del pH
dependerd de las necesidades especificas de la EDAR, y el coste econdmico de la fuente de
carbono organico a emplear para el proceso de desnitrificacion, concibiendo esta Uultima
alternativa como la mas adecuada debido al elevado coste econdmico que supone el control del
pH mediante la adicidon de una base. Segun Hellinga et al. (1998) los costes econdmicos derivados
de emplear metanol (CH3;0H) como fuente de carbono organico son entre un 40 y un 50%
menores de lo que supone emplear hidréxido de sodio (NaOH) para ajustar el pH. Ademas, el
proceso de desnitrificacion no sélo permite recuperar alcalinidad para amortiguar el descenso del

pH, sino que completa la eliminacién del nitrégeno via nitrito de la corriente de agua residual.

El proceso de nitrificacidn y desnitrificacion en un sistema SHARON se puede realizar en un Unico
reactor alternando etapas aerobias y andxicas, o en un sistema de reactores independientes, tal y
como se muestra en la Figura 1.9. En la Figura 1.9a se puede observar la operacion del proceso
SHARON mediante ciclos de aireacién intermitente que dan lugar a la alternancia de etapas
aerobias y andxicas en un Unico reactor; mientras que en la Figura 1.9b se muestra la operacion
del proceso SHARON mediante el acople de dos reactores en serie, el primero en condiciones
aerobias y el segundo reactor en condiciones andxicas. La adicion de materia orgdnica para llevar

a cabo la desnitrificacidn se realiza en condiciones andxicas en ambos esquemas de operacion.
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Figura 1.9 Esquemas del proceso SHARON con desnitrificacion heterotrofica: a) operaciéon en un Unico
reactor mediante ciclos de aireacion intermitente, y b) operaciéon en dos reactores independientes, el
primero en condiciones aerobias y el segundo en condiciones anodxicas.

1.2.2.2 Oxidacién anaerobia de amonio. Caracteristicas del proceso ANAMMOX

El ANAMMOX (Anaerobic Ammonia Oxidation) es un proceso biolégico en el que ciertos
microorganismos bajo condiciones andxicas convierten el amonio en nitrogeno gaseoso,
empleando el nitrito como aceptor de electrones. La presencia de nitrito resulta imprescindible
debido a que los organismos ANAMMOX presentan gran afinidad para emplearlo como aceptor
de electrones. Caso contrario ocurre con el nitrato, el cual no puede ser empleado por estos

microorganismos (Van Loosdrecht y Salem, 2006).

Las bacterias involucradas en el proceso ANAMMOX son organismos autétrofos, principalmente
de los géneros “Candidatus Brocadia” y “Candidatus Kuenenia”, que emplean el didxido de
carbono (CO,) como fuente de carbono inorganico. No es necesario disponer de materia orgdnica
externa, por lo que resulta ser un proceso de bajo coste para la eliminacidn del nitrégeno de las
aguas residuales (Van de Graaf et al.,, 1995). No obstante, debido a las bajas velocidades de
crecimiento de las bacterias involucradas en este proceso se requieren altos tiempos de retencion
celular (TRC) para obtener concentraciones adecuadas de biomasa. De manera generalizada se ha
propuesto el desarrollo de esta tecnologia mediante cultivos de soporte sélido debido a su
potencial para el enriquecimiento de la biomasa (Cema et al., 2007; Zhu et al., 2008). Algunas
alternativas de cultivos en suspensién como el reactor secuencial o SBR (Strous et al., 1998;
Dapena-Mora et al., 2004a) y el reactor bioldogico de membrana (MBR) se perfilan como opciones

adecuadas para la aplicacidn del proceso a escala industrial (Wyffels et al., 2004a).
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En la Ecuacidén 1.10 se encuentra representada la reaccion bioquimica del proceso ANAMMOX,
que incluye la sintesis bacteriana. La aplicacidon del proceso de oxidacién anaerobia de amonio
(ANAMMOX) requiere de un proceso de nitritacidn parcial previo, cominmente realizado en un
sistema SHARON, el cual permita obtener una relacion molar entre el amonio y el nitrito
ligeramente inferior a 1. La combinacion de estos procesos puede realizarse mediante el acople
de dos reactores en serie independientes o en un Unico reactor.

Oxidacion

anaerobia de

amonio.
ANAMMOX

NH} + 1.32N0, + 0.066HCO35 + 0.13H* — 1.02N, + 0.066CH,005Ny 15 + 2.03H,0  1.10

En la Figura 1.10 se encuentran representadas dos posibles rutas metabdlicas del proceso
ANAMMOX. Como se puede observar en esta figura, estas rutas contemplan a la hidracina (N,H,)
y la hidroxilamina (NH,OH) (Van de Graaf et al., 1997; Schalk et al., 1998), asi como al dxido nitrico

(NO) (Strous et al., 2006) como intermediarios del proceso de oxidacién anaerobia de amonio.

NH4* _p 4 NH,OH «— NO, —p NO3

% NH,*
N,H, /[2H] ’ ¢
¢// [ZH]/ NOZ_ » NO —» » NoHy—» Nz
[Nsz]//l
¢ ’
e
N
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Figura 1.10. Posibles rutas metabdlicas para el proceso de oxidacion anaerobia de amonio (ANAMMOX).
a) Ruta metabdlica propuesta por Van de Graaf et al., (1997) que involucra a la hidracina (N2H4) y la
Hidroxilamina (NH20H) como intermediarios. b) Ruta metabdlica propuesta por Strous et al., (2006) que
involucra al é6xido nitrico (NO) como intermediario.

Entre los factores que se han identificado como los mds relevantes para alcanzar el desarrollo de
los organismos ANAMMOX que permitan la operacién estable en su aplicacién industrial se
encuentran: la temperatura, el pH, concentraciones de nitrito y amonio, ciertos componentes

inhibidores y el oxigeno.

La temperatura 6ptima de operacion se ha establecido en 402C (Strous et al., 1999), y para
temperaturas menores o iguales a 102C no se ha detectado actividad en estos organismos. El
rango de pH éptimo se encuentra entre 6.7-8.3, aunque se ha llegado a detectar actividad incluso
a valores de pH de 9.0 (Egli et al., 2001). Las formas no ionizadas de amonio (amoniaco, NH;) y
nitrito (acido nitroso, HNO,) han sido identificadas como posibles inhibidores de los organismos

ANAMMOX (Fux, et al., 2002; Dapena-Mora et al., 2007). El efecto de la inhibicidn depende de las
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especies de microorganismos involucrados, el periodo de exposicion y la aclimatacién. Asimismo,
la presencia y concentraciéon de ciertos antibidticos, sulfuros y materia organica pueden ocasionar

la pérdida de la actividad bacteriana (Cervantes, 2009).

Segln Van de Graaf et al., (1997) el oxigeno inhibe completamente la actividad de los organismos
ANAMMOX, aunque esta inhibicidn resulto ser reversible. No obstante, Sliekers et al. (2002; 2003)
demostraron que aunque la actividad de los organismos ANAMMOX desciende en presencia del
oxigeno es posible alcanzar la eliminacidn completa del nitrégeno de las aguas residuales
mediante el desarrollo de los organismos AOB y los organismos ANAMMOX. En este caso, el
desarrollo de los organismos ANAMMOX se debe al gradiente de oxigeno en la biopelicula o el

fléculo formado, que permite la existencia de zonas andxicas en el interior de éstos.

1.2.2.3 Nitritacion parcial combinada con oxidacién anaerobia de amonio

Como se comentd anteriormente, la aplicacion del proceso de oxidacidon anaerobia de amonio o
ANAMMOX requiere de un proceso de nitritacién parcial previo. La combinaciéon de estos
procesos puede realizarse mediante el acople de dos reactores independientes en serie o un
Unico reactor. La disposicién del sistema en reactores independientes permite una mayor
flexibilidad de operacién debido a que cada proceso puede ser controlado de manera
independiente, obteniendo asi una mayor estabilidad de operacidn y calidad del efluente (Van
Dongen et al., 2001). Por otro lado, mediante la operacién combinada del proceso en un Unico
reactor se obtienen altas velocidades de eliminacién de nitrégeno por unidad de volumen

(Wyffels et al., 2004a), por lo que se requiere menos espacio para su construccion.

A continuacidn se describen las caracteristicas de la combinacién del proceso de nitritacién parcial

con el proceso ANAMMOX en dos reactores independientes y en un Unico reactor:

Combinacion de los procesos de nitritacion parcial y ANAMMOX en dos reactores
independientes

La combinacién de los procesos de nitritacion parcial y ANAMMOX consiste en que sélo el 50% del
amonio (nitritacién parcial) que contiene el agua residual sea oxidado a nitrito. Este primer paso
suele llevarse a cabo mediante la aplicacion de la tecnologia SHARON. Posteriormente, el efluente
del reactor SHARON es dirigido hacia el segundo reactor para llevar a cabo la oxidacidn anaerobia
del amonio restante, mediante la accidon de los microorganismos ANAMMOX (Van Dongen et al,
2001). En la Figura 1.11 se encuentra representada la combinacién de los procesos SHARON vy

ANAMMOX en reactores independientes en serie.
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Figura 1.11. Combinacion de los procesos de nitritacion parcial y oxidacion anaerobia de amonio en
reactores independientes: SHARON y ANAMMOX.

Combinacion de los procesos de nitritacion parcial y ANAMMOX en un unico reactor

Cuando la operacidn se lleva a cabo en un unico reactor, el funcionamiento del proceso consiste
en airear de manera continua el reactor, asegurando concentraciones bajas de oxigeno disuelto;
de esta manera se consigue que los organismos amonioxidantes (AOB) se situen en la parte
externa de la biopelicula. Conforme los microorganismos crecen, el espesor de la biopelicula
aumenta, ocasionando que el oxigeno se consuma antes de que pueda penetrar en el interior de
la misma. Por tanto, si la biopelicula permanece estable, las condiciones andxicas en las zonas
proximas a la superficie del medio de soporte o interior del fléculo permitiran el desarrollo de los

organismos ANAMMOX (Sliekers et al., 2002; Van Loosdrecht y Salem. 2006).

Tal y como se acaba de indicar, conseguir mantener concentraciones de oxigeno bajas es
totalmente necesario para el desarrollo de ambos grupos de microorganismos. La ruta del nitrito
en este tipo de sistemas se ve favorecida como consecuencia de la mayor afinidad por el oxigeno
que tienen los organismos AOB frente a los organismos NOB. Ademas, el crecimiento de los
organismos NOB se ve limitado como consecuencia de la competencia por el sustrato (NO,) entre
éstos y los organismos ANAMMOX bajo condiciones limitantes de oxigeno disuelto (Cervantes,
2009). Como ejemplos de esta aplicacién tecnolégica se encuentran el proceso CANON (Sliekers et
al., 2002) y el proceso OLAND (Pynaert et al., 2003), que se diferencian entre si basicamente en la

configuracion del reactor.

La eliminacion de nitrogeno de las aguas residuales por oxidacion anaerobia de amonio
(combinaciéon SHARON-ANAMMOX) es una alternativa eficiente frente a la eliminacion
convencional del nitrégeno via nitrato, debido a que supone un ahorro de costes, especialmente
para el tratamiento de aguas residuales que contienen altas concentraciones de nitrégeno
amoniacal y carecen de materia organica. Este proceso es realizado por organismos autétrofos

que requieren de pequefias cantidades de oxigeno, lo que supone un ahorro de energia (menos
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costes de aireacion) y, dependiendo del tipo de sistema empleado y su configuracién, puede
llegar a suponer un ahorro de espacio debido a lo compacto que resulta este tipo de tecnologias.
El consumo de oxigeno es un 63% menor y la necesidad de una fuente de carbono organico es
inexistente (ahorro del 100%) en comparacion con un proceso convencional de eliminacién de

nitrégeno via nitrato (Kuaiy Verstraete, 1998; Grady et al., 2011).

1.2.2.4 Nitrificacion y desnitrificacion simultdnea. Caracteristicas del proceso SND

En el proceso de nitrificacidon y desnitrificacion simultanea (SND), la eliminacién bioldgica del
nitrégeno amoniacal y nitrico se esta llevando a cabo al mismo tiempo en un Unico reactor (Keller
et al., 1997; Helmer y Kunst, 1998). Se han propuesto dos mecanismos que dan respuesta a este
proceso, uno de caracter fisico y otro de caracter bioldgico (Robertson y Kuenen, 1984; Hibiya et

al., 2003).

El mecanismo fisico se encuentra gobernado por los gradientes de concentracidn de oxigeno
disuelto (OD) dentro de los fléculos del proceso de fangos activados o dentro de las biopeliculas
debido a la dificultad para su difusion a través del floculo. En la Figura 1.12 se encuentra
representado un esquema del perfil de dos fléculos de diferente tamafio. En esta figura se puede
observar que el tamafio del fléculo influye en la difusidon del oxigeno a través de él, lo que
condiciona la existencia de zonas aerobias y andxicas dentro del mismo fléculo. En este tipo de
fléculos con zonas claramente diferenciadas, las bacterias autdtrofas se distribuyen sobre la
periferia del fléculo, en donde las concentraciones de oxigeno se encuentran por encima de 1-2
mg O, L, mientras que las bacterias desnitrificantes se ubican en el interior del fléculo, en donde

la concentracion de oxigeno es muy baja (Zhu et al., 2008).

Perfil de oxigeno disuelto
dentro del floculo

Z. Aerobia

Z. Aerabia
Z.Andxica

Difusion de oxigeng

Fldculo grande Floculo peguerio

Figura 1.12. Esquema del perfil de dos fléculos microbianos de diferente tamafo en donde se indica la
diferenciacion entre la zona aerobia y la zona andxica de acuerdo con la difusidon del oxigeno disuelto a
través del floculo (Pochana y Keller, 1999).
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Por otro lado, el mecanismo biolégico responde a los procesos de oxidacidn de amonio por parte
de microorganismos heterétrofos nitrificantes, y reduccién de nitrito y nitrato por parte de
organismos desnitrificantes en condiciones aerobias (Robertson et al., 1988, 1995; Wyffels et al.,
2003). En aguas y suelos se han identificado ciertas especies de microorganismos heterdtrofos

nitrificantes y aerobios desnitrificantes (Patureau et al., 1998; Hu y Kung, 2002; Kim et al., 2005).

Dentro de los factores que condicionan la operacién de un proceso de nitrificacion vy

desnitrificacion simultanea (SND) se encuentran:

e Carbono orgdanico. Es considerado un parametro critico del proceso debido a que una
concentracion alta de materia orgdnica provoca la inhibicién de las bacterias autétrofas
nitrificantes mientras que una concentracidn baja conduce al déficit de dador de electrones para

las bacterias desnitrificantes (Tam et al., 1992).

e Oxigeno disuelto. La concentracién de oxigeno disuelto tiene un efecto doble sobre el
rendimiento del proceso SND. Por una parte, la baja concentracién de oxigeno disuelto suprime el
proceso de nitrificacidn, mientas que altas concentraciones de oxigeno disuelto inhiben el
proceso de desnitrificacion (Pochana y Keller, 1999; Hu et al., 2005; Zhang et al., 2005). Miinch et
al. (1996) determinaron que a concentraciones de oxigeno disuelto en torno a 0.5 mg 0, L™ las

velocidades de nitrificacién y desnitrificacion eran iguales.

e Tamaiio del floculo. Desde el punto de vista fisico el proceso SND tiene lugar en fléculos de
tamafio grande (>125um) debido a las limitaciones en la difusion del oxigeno disuelto (Li y

Ganczarczyk, 1990, 1993; Pochana y Keller, 1999).

1.2.2.5 Potenciacion de organismos nitrificantes. Caracteristicas del proceso BABE

Los procesos de potenciacidn de organismos nitrificantes se basan en el desarrollo de la biomasa
nitrificante “in situ” a partir de la combinacidn de las corrientes de sobrenadante de la digestién
de fangos y de la corriente de recirculacion de fangos en un reactor o sistema de reactores
independientes. De esta manera, se favorece el crecimiento y la agregacién de las bacterias
nitrificantes en fléculos, lo que previene que sean depredadas por protozoos y favorece su
permanencia en el sistema una vez el fango es decantado y recirculado nuevamente (Salem et al.,
2003). Mediante la utilizacidn de corrientes secundarias generadas en la propia EDAR se potencia
el crecimiento de organismos nitrificantes afines a las caracteristicas del agua residual afluente al
proceso. Inicialmente se planted la idea de alimentar el sistema de fangos activados con una

corriente enriquecida con organismos nitrificantes cultivados externamente. Sin embargo, el
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crecimiento de bacterias en cultivos en suspensidon puede no tener los resultados deseados
debido a la depredacién por parte de protozoos una vez la corriente se integre en la linea de
aguas de la EDAR (Van Loosdrecht y Salem, 2006), ademds las bacterias introducidas podrian no

ser de las especies de organismos nitrificantes éptimos para la EDAR especifica.

Es importante destacar que este tipo de tecnologias no se enfocan sdlo a potenciar el crecimiento
de organismos AOB, sino que buscan obtener la oxidacidn de amonio a nitrato. El potencial téxico
del nitrito y el acido nitroso para el resto de microorganismos involucrados en la depuracién de
aguas, asi como para las especies presentes en los ecosistemas receptores de agua residual,
hacen que la acumulaciéon de nitrito en la linea principal de agua de la EDAR no sea conveniente

(Van Loosdrecht y Salem, 2006).

La aplicacion de este tipo de tecnologia es especialmente interesante en estaciones depuradoras
construidas que se encuentran al limite de su capacidad, y requieran optimizar su funcionamiento
en términos de eliminacidn de nitrégeno. Se aplica cuando el tiempo de retencion celular aerobio
es insuficiente para llevar a cabo el proceso de nitrificacion, y ademas, se puede utilizar también
para mejorar el proceso de desnitrificacién mediante el incremento del tiempo de retencién
celular anéxico a expensas de la reduccién del tiempo de retencién celular aerobio. Asimismo, la
introduccion de un proceso de potenciacion de organismos nitrificantes en el disefio de una nueva
estacion depuradora permite el dimensionamiento de sistemas de menor tamafo. Dentro de las
aplicaciones desarrolladas que siguen el principio de potenciacion de biomasa nitrificante se
encuentran: InNitri (Kos, 1998), ScanDeNi (Rosén y Huijbregsen, 2003) y BABE (Salem et al., 2002,
2003).

A modo de ejemplo, en la Figura 1.13 se encuentra representado el diagrama de flujo de una
EDAR con potenciacidon de organismos nitrificantes en el sistema BABE (Bio-Augmentation Batch
Enhanced). Los resultados practicos de la implementacion a escala industrial de la tecnologia
BABE plantean que el efecto de la acumulacién de bacterias nitrificantes mejora el rendimiento de
eliminacion bioldgica de nitrégeno en un sistema de fangos activados hasta en un 60% (Van
Loosdrecht y Salem, 2006), y se reduce en un 50% la superficie necesaria en comparacién con

sistemas convencionales de nitrificacion y desnitrificacién (Salem et al., 2003).
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Figura 1.13. Diagrama de flujo de una EDAR con potenciacidon de organismos nitrificantes en una reactor
BABE.

1.2.3 Microbiologia asociada a la eliminacidn bioldgica del nitrégeno

Las especies microbianas involucradas en los procesos bioldgicos de depuracién dependeran
principalmente de las caracteristicas del agua residual y del disefio y operacién del proceso
bioldgico. La mayoria de los microorganismos que se pueden encontrar en los fangos de un
proceso de depuracidon pertenecen al dominio Eubacteria. Esto quiere decir que de los tres
dominios de la vida, Eukarya, Archaea y Bacteria (Eubacteria), representados en la Figura 1.14, los
organismos responsables del tratamiento bioldgico de las aguas residuales se encuentran
principalmente en este Ultimo grupo, con algunas excepciones en cuanto a la eliminacidn de

nitrégeno se refiere.

Bacteria Archaea Eukarya

Bacteria
Verde
Spirochaetes  Filamentosa Entamoeba Animales

Myxomycota
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positiva

Fungi
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Cianobacteria Ciliophora
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Figura 1.14. Arbol filogenético de los tres dominios de la vida. Cuanto mas cerca se encuentran las ramas
de dos organismos, mas préximos se encuentran en términos de evolucion.
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En la eliminacidn bioldgica de nitrégeno de las aguas residuales participan diversos grupos de
microorganismos encargados de llevar a cabo los procesos de nitrificacion y desnitrificacion bajo
distintas condiciones de operacion. Como se comentd anteriormente, el proceso de nitrificacion
involucra la oxidacidn secuencial del amonio a nitrito y posteriormente a nitrato. En los sistemas
de depuracion de agua residual se asume de manera general que estos dos pasos son realizados
por bacterias amonioxidantes (AOB) y bacterias nitritoxidantes (NOB), respectivamente. No se
tiene conocimiento de la existencia de organismos capaces de realizar la oxidacion completa del

amonio hasta nitrato (Nielsen et al., 2009).

Recientemente se ha descubierto que algunos organismos del dominio Archaea son capaces de
llevar a cabo el proceso de oxidacidn de amonio (Archaea amonioxidantes, AOA) en océanos y
suelos bajo ciertas condiciones ambientales extremas, asociadas principalmente a ecosistemas
gue presentan elevada salinidad y temperatura, y muy baja disponibilidad de nutrientes (Seviour y
Nielsen, 2010). La aplicacion de la técnica molecular de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
en algunos sistemas de depuracién de agua residual ha permitido detectar genes amoA que
codifican la sintesis de la enzima amonio monooxigenasa (Amo), previamente aislada y estudiada
en ciertos organismos AOA. El gen amoA de los organismos AOA difiere considerablemente del
gen amoA presente en los organismos AOB (Schleper et al., 2005). Sin embargo, la deteccion de
este gen puede ser consecuencia de la proliferacién de los organismos AOA en suelos, y no
necesariamente tiene que estar ligada a la actividad nitrificante en la depuracién del agua
residual. Por otro lado, algunas bacterias y ciertos organismos pertenecientes al dominio Eukarya,
principalmente del reino de los Hongos, pueden ser responsables de la denominada nitrificacion

heterotrofica (Ward et al., 2011).

En los procesos de nitrificacion y desnitrificacion llevados a cabo en los sistemas de depuracion de
agua residual participan activamente los organismos ANAMMOX, encargados del proceso de
oxidacion anaerobia de amonio empleando nitrito como aceptor de electrones. Estos organismos
autétrofos pertenecientes al reino Planctomycetes han sido detectados ademas en diferentes

ecosistemas acuaticos y terrestres (Egli et al., 2001).

En el proceso de desnitrificacién participan principalmente organismos heterdtrofos facultativos
gue llevan a cabo la reduccién del nitrato o nitrito a compuestos nitrogenados gaseosos tales

como éxido nitrico (NO), 6xido nitroso (N,0) y nitrégeno gaseoso (N,).

A continuacion se describen las caracteristicas mds importantes de las especies de

microorganismos involucrados en la eliminacién bioldgica de nitrégeno de las aguas residuales.
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1.2.3.1 Caracteristicas de los organismos amonioxidantes (AOB)

Los organismos amonioxidantes (AOB) son responsables de la conversién del amonio a nitrito,
primer paso de la reaccion de nitrificacion. El proceso de oxidacion del amonio a nitrito se
compone de dos reacciones catalizadas por dos enzimas diferentes. La enzima amonio
monooxigenasa (AMO), ubicada en la membrana bacteriana, cataliza la transformacién del
amonio (NH,") a hidroxilamina (NH,OH), mientras que la enzima hidroxilamina oxidoreductasa
(HAOQ), ubicada en el periplasma celular, cataliza la conversidn de la hidroxilamina (NH,OH) a
nitrito (NO,). En la Ecuacién 1.11 se encuentran representadas las dos etapas que componen la

reaccion de oxidacion de amonio a nitrito, con las enzimas involucradas y el flujo de electrones.

. . . AMO HAO
Oxidacion de amonio: NHI + 02 + 2H+ — NHZOH + H20 — NOZ_ + 5H+ 1.11
enzimas, productos Yy M

. - 2e
flujo de electrones 2e

Los organismos AOB son procariotas quimioautétrofos pertenecientes a la familia Proteobacteria.
La mayoria de estos organismos son de la clase Betaproteobacteria, aunque dos especies,

Nitrosococcus halophilus y Nitrosococcus oceani pertenecen a la clase Gammaproteobacteria.

Los organismos AOB de la clase Betaproteobacteria se dividen en cuatro géneros: Nitrosomonas,
Nitrosospira, Nitrosovibrio y Nitrosolobus. A pesar de las diferencias morfoldgicas encontradas
entre los ultimos tres géneros, el estudio filogenético realizado por Head et al. (1993) y basado en
el 16 rRNA planteé la posibilidad de agruparlos en el género Nitrosospira. Por su parte, el género

Nitrosomonas se encuentra dividido en varios linajes, de acuerdo con la Figura 1.15.

Los organismos AOB Betaproteobacteria se encuentran ampliamente distribuidos en ambientes
naturales y ecosistemas antropogénicos. Los organismos AOB pertenecientes al género
Nitrosomonas se encuentran en hdbitats acuaticos y terrestres, y ampliamente difundidos sobre
sistemas de tratamiento de agua residual; mientras que los pertenecientes al género Nitrosospira
se encuentran mas frecuentemente en suelos, y practicamente ausentes en reactores de EDARs
destinados a la nitrificacion (Schramm et al., 1998). Algunas especies de organismos AOB, como
Nitrosomonas europaea, participan en el proceso de desnitrificacion reduciendo nitrito (NO,) a
oxido nitrico (NO) y dxido nitroso (N,O) en condiciones aerobias y microaerobias (Jetten et al.,

1997b).
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Los organismos AOB de la clase Gammaproteobacteria son haléfilos que se encuentran

en el tratamiento de aguas residuales.

principalmente en ecosistemas marinos y salobres (Koop et al., 1990). No se ha observado ni
atribuido un papel significativo a estos organismos en el proceso de nitrificacion que tiene lugar

Ammonia-oxidizing Crenarchaeota, for example
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Figura 1.15. Arbol filogenético hasta ahora conocido de los organismos amonioxidantes basado en la
secuencia 16S rRNA (Seviour y Nielsen, 2010).

1.2.3.2 Caracteristicas de los organismos nitritoxidantes (NOB)

oxidoreductasa (Nxr).

Los organismos nitritoxidantes (NOB) son los responsables de la conversién del nitrito a nitrato,
segundo paso de la reaccion de nitrificacidon. Esta reaccidn es catalizada por la enzima nitrito

Desde el punto de vista filogenético los organismos NOB son un grupo mas heterogéneo que las

Nitrospira, Nitrococcus y Nitrospina.

bacterias AOB. En la Figura 1.16 se encuentra el arbol filogenético de los organismos NOB. Estos
microorganismos son procariotas quimioautoétrofos, divididos en cuatro géneros Nitrobacter,
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Figura 1.16. Arbol filogenético hasta ahora conocido de los organismos nitritoxidantes basado en la
secuencia 16S rRNA (Seviour y Nielsen, 2010).

El género Nitrobacter perteneciente a la clase Alphaproteobacteria contiene las especies N.
winogradskyi, N. hamburgensis, N. vulgaris y N. alkalicus (Seviour y Nielsen, 2010). Estas especies
se han encontrado en diferentes ecosistemas acuaticos y terrestres, incluyendo sedimentos de
lagos de alta alcalinidad (Sorokin et al, 1998). Las especies Nitrosococcus mobilis
(Gammaproteobacteria) y Nitrospina gracilis (Deltaproteobacteria) se encuentran relacionadas

con ecosistemas marinos.

Por otro lado, el género Nitrospira constituye el grupo mas diverso de organismos NOB conocido.
Este grupo sdlo contiene dos especies descritas N. marina (Watson et al., 1986) y N. moscoviensis
(Ehrich et al., 1995). Sin embargo, se ha encontrado gran diversidad de secuencias de 16 rRNA de
organismos pertenecientes al género Nitrospira aun no caracterizada en diversas muestras de
suelo, sedimento, agua dulce y agua de mar (Daims et al., 2001a). Dentro de la familia Nitrospirae,

el género Nitrospira ha sido dividido en cuatro subgrupos filogenéticos I-IV (Daims et al., 2001a).

Las especies del género Nitrobacter pueden ser enriquecidas y desarrolladas mediante incubacién
en sistemas de fangos activados y de soporte sélido. De hecho, estas especies fueron
consideradas como los organismos NOB dominantes en los sistemas de tratamiento de agua

residual. No obstante, la aplicacién de técnicas mas especificas para la deteccidon microbioldgica,
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como es el caso de la técnica de hibridacidn in situ FISH, permitid identificar a las bacterias del
genero Nitrospira como los organismos NOB dominantes en las plantas de tratamiento de agua
residual (Daims et al., 2001a). Aunque los géneros de NOB Nitrobacter y Nitrospira comparten
una caracteristica fisiolégica comun, ambos son organismos quimiolitoautétrofos que pueden
crecer empleando nitrito como fuente de energia, pertenecen a grupos filogenéticos
completamente diferentes, que representan una diversidad ecofisiolégica de importante

aplicacion industrial.

1.2.3.3 Caracteristicas de los organismos desnitrificantes

Los microorganismos desnitrificantes pueden utilizar compuestos nitrogenados como el nitrato
(NO3), el nitrito (NO,) y gases como el dxido nitrico (NO) y el éxido nitroso (N,O) como aceptores
de electrones en su metabolismo respiratorio. El proceso de desnitrificacion es generalmente
considerado como un proceso andxico, aunque hay indicios de que éste puede ocurrir en
condiciones aerobias (Robertson y Kuenen, 1984). La desnitrificacion a partir de nitrato integra
cuatro procesos de reduccidn secuenciales, catalizados por diversas enzimas tal y como se

muestra en la Figura 1.17.

Nar Nir Nor Nos

NO3; - NO; - NO - N,O0 - N,

Figura 1.17 Secuencia de reduccion desde nitrato hasta nitrégeno gaseoso.

La reaccion bioquimica de reduccidn de nitrato (NO3') a nitrito (NO,) es generalmente catalizada
por la enzima nitrato reductasa (Nar) localizada en la membrana celular. Existe otra clase de
enzima periplasmatica denominada nitrato reductasa (Nap) de diferente estructura y localizacion
cuya actividad no es suprimida por el oxigeno (Philippot, 2002), por lo que se sugiere que esta
involucrada en el proceso de desnitrificacion en condiciones aerobias. La reduccién del nitrito
(NO,) a oxido nitrico (NO) se encuentra catalizada por dos enzimas nitrito reductasas
denominadas NirS y NirK, presentes en organismos desnitrificantes. Por otro lado, la reaccion de
reduccion del 6xido nitrico (NO) a éxido nitroso (N,O) se encuentra catalizada por la enzima dxido
nitrico reductasa (Nor), localizada en la membrana celular. Esta enzima juega un papel muy
importante en la prevencion de la acumulacién de NO, debido a que éste es toxico para las
bacterias. Finalmente, la reaccién de reduccidn de dxido nitroso (N,O) a nitrégeno diatdmico (N,)
es catalizada por la enzima periplasmatica dxido nitroso reductasa (Nos). Este paso constituye un
proceso respiratorio independiente que puede darse también en algunas bacterias que no son

desnitrificantes.
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El proceso de desnitrificacion no siempre lleva a una completa reduccidn hasta nitrégeno
diatdmico (N,). Existen microorganismos involucrados en todas las reacciones del proceso de
desnitrificacién, asi como microorganismos implicados en una o varias reacciones (Kampschreur,
2010). La composicion bacteriana y las condiciones ambientales, asi como la presencia de
inhibidores y la acumulacién de ciertos sustratos pueden favorecer la emision a la atmdsfera de
intermediarios gaseosos del proceso de desnitrificacion, como el dxido nitrico (NO) y éxido nitroso
(N,0). A escala global, los microorganismos desnitrificantes no sélo juegan un papel crucial en el
ciclo biogeoquimico del nitrégeno y la quimica de la atmdsfera, éstos también se encuentran
implicados en la problematica del calentamiento global debido a las emisiones de intermediarios
gaseosos como el éxido nitroso (N,0), el cual tiene un impacto en el calentamiento global 300

veces mayor que el diéxido de carbono (CO,) (Kampschreur, 2010).

Los grupos de bacterias involucradas en el proceso de desnitrificacion se componen
principalmente de los géneros: Achoromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Brevibavterium, Flavobacterium, Lactobaccillus, Micrococcus, Pseudomonas y Spirillum (Metcalf y
Eddy, 1995). En algunos organismos del dominio Arquea y ciertos hongos también se ha

identificado potencial de desnitrificacién (Thorndycroft et al., 2007).

1.2.3.4 Identificacion y cuantificacion bacteriana mediante la técnica de hibridacion in situ FISH

La técnica de hibridacién FISH (Fluorescence in situ Hybridization) es utilizada para detectar y
localizar determinadas secuencias de ADN o ARN. Mediante esta técnica es posible identificar “in
situ” organismos que pertenecen a un grupo taxonémico especifico (especie, género, clase, etc.)
empleando tiempos relativamente cortos. La técnica FISH utiliza secuencias de oligonucledtidos
marcadas con fluorocromos, denominadas sondas, que se unen a la fraccidon 16S del ARNr de la
bacteria diana, produciendo una fluorescencia en las bacterias con la fraccion de ARNr homdloga
(Serafim et al., 2002). La observacion de los microorganismos hibridados con la sonda se realiza

mediante el empleo de un microscopio especifico.

Esta técnica se basa en la aplicacién del proceso de hibridacidn que se produce entre secuencias

complementarias de material genético. La doble hélice de ADN puede ser desnaturalizada, es
decir, se desenrolla y se separa de las hebras que la forman mediante la aplicacidn de una elevada
temperatura. Cuando la temperatura disminuye, las hebras se vuelven a unir por sus bases
complementarias. Por tanto, una secuencia de ADN se puede unir a otra de ADN o también a una
secuencia de ARN complementaria generando un hibrido: ADN-ADN o ADN-ARN. De esta manera,

una secuencia de ADN o ARN de cadena simple y complementaria de la secuencia de interés

(sonda) puede utilizarse para identificar, con gran precision, la presencia de la secuencia en
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preparaciones de ADN o ARN. La secuencia de bases escogida para la preparacidon de la sonda
hace que los hibridos formados sean facilmente detectables. Los principales obstaculos asociados
con la aplicaciéon de esta técnica estan relacionados con la permeabilidad de la célula para la
entrada de la sonda en su interior, y el contenido de ribosomas debido a que la sonda hibrida con

el ARN ribosémico.

Las sondas pueden ser disefiadas en el propio laboratorio, o adquiridas a través de centros que se
dedican a ello, y en los que se pueden adquirir las sondas marcadas con un fluorocromo
especifico, o incluso sin marcar. La especificidad de la sonda para hibridar con su objetivo estd
dada por la secuencia de nucledtidos empleada para su fabricaciéon. Es posible ajustar la
especificidad de la técnica FISH a distintos niveles filogenéticos mediante la variacion de la

extension de la cadena y las condiciones de hibridacion.

Para la cuantificacion de las distintas especies microbianas presentes en la muestra se emplean
métodos basados en el analisis de imagen (Borras, 2008). Estos métodos consisten en la toma de
un nuimero de imagenes de campos representativos de la muestra hibridada. Posteriormente,
mediante el empleo de programas de analisis de imagen se obtiene un nimero que representa el

porcentaje de drea de una especie bacteriana en la muestra.

1.3 Monitorizacidn y control de los procesos de tratamiento de aguas residuales

Las tecnologias de instrumentacion, control y automatizacion (ICA) permiten mejorar las
condiciones de operacién de los procesos a los que se aplican, y en el caso particular de una EDAR
la aplicaciéon de este tipo de tecnologias pretende conseguir una operacién eficiente de la misma
en lo que respecta al cumplimiento de los requisitos de vertido, minimizando los costes de
operacion. Por tanto, el disefio de un sistema de control se establece en base a los siguientes

factores (Olsson et al., 2005):

= Los requisitos de vertido que vendran impuestos por la legislacion vigente y las caracteristicas

del medio acuatico receptor (sensible o no) donde la EDAR vierta su efluente.

= Costes econdomicos representados principalmente por: consumo energético derivado del
sistema de aireacién y los equipos de bombeo en planta; consumo de reactivos en procesos
tales como coagulacion-floculacion, eliminacion de fésforo por via quimica; tratamiento y

disposicion de fangos.
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El control de procesos tiene como objetivo el disefio de algoritmos de control que consigan que el
proceso sobre el que se aplican se comporte segun unas pautas prefijadas. Para disefiar los
algoritmos de control es necesario conocer el estado del proceso a controlar, esta informacién es
obtenida a través de los instrumentos y técnicas de medida, que permitirdn monitorizar el estado
del proceso en cada instante de operacion. La tecnologia que se encarga de investigar y
desarrollar estos equipos de medicidén es la instrumentacién. A su vez, el tipo de estructura de
control que se puede aplicar sobre un proceso estara determinado por la instrumentacion
disponible. Finalmente, a través de la automatizacidn, que consigue reducir la intervencion
humana, se disefian los equipamientos necesarios para que las mediciones y las acciones de

control sean realizadas por medio de sistemas electrénicos e informaticos.

Para el disefio de un sistema de control en una EDAR se han de tener en cuenta las siguientes

caracteristicas inherentes a los procesos biolégicos (Rodrigo, 1997):

= Elevados retrasos de transporte con elevados tiempos de respuesta. Los retrasos de
transporte son ocasionados principalmente por la extensidon temporal en la que tienen lugar
los procesos bioldgicos, la cual va a depender de la velocidad de crecimiento de los
microrganismos involucrados. Este hecho se encuentra potenciado por el gran nimero de
procesos implicados en el tratamiento, parte de los cuales tienen lugar de forma secuencial,

retrasando aln mas la respuesta del sistema.

= Dependencia historica. Este factor hace referencia a que los procesos bioldgicos ante
idénticas condiciones operativas (caudales de operacién, calidad del afluente, temperatura,
etc) pueden presentar comportamientos diferentes. Este fendmeno es consecuencia de la

variedad de microorganismos presentes en el proceso de tratamiento de las aguas residuales.

=  Multiparametricidad. Los procesos bioldgicos se caracterizan por un considerable nimero de

variables y procesos que se interrelacionan entre si.

El procedimiento general a seguir para el disefio de un sistema de control se encuentra
representado en la Figura 1.18. Inicialmente, es necesario definir el objetivo especifico del sistema
de control a implementar en la EDAR. Posteriormente, se desarrolla la estrategia de control que
permita cumplir el objetivo con el minimo coste operacional. Para el desarrollo de la estrategia de
control es necesario seleccionar las variables a controlar y manipular. Las variables manipulables
son aquellas que permiten su ajuste dentro de un intervalo prefijado, ya sea mediante una accion
de control manual por parte del operario de la planta o mediante la accién de un sistema de

control automatico, y las variables a controlar son aquellas variables medibles cuyo valor puede
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ser conocido directamente a través de un instrumento de medida on-line. El siguiente paso
corresponde con la seleccidn de una estructura para desarrollar el sistema de control y disefiar los
algoritmos que la integran. La estructura del sistema de control puede ser por retroalimentacion,
anticipativo y una mezcla de éstas denominada mixta. Finalmente, se calibra el sistema de control
mediante el ajuste de los parametros que definen el mismo, y tras su implementacién en la EDAR

se lleva a cabo la validacion.

Un sistema de control se puede clasificar en funcién del nimero de variables a controlar

(variables de entrada) y variables a manipular (variables de salida) en:

=  SISO: una Unica entrada y una Unica salida
= SIMO: una Unica entrada y multiples salidas
=  MISO: multiples entradas y una Unica salida

=  MIMO: multiples entradas y multiples salidas

—

Objetivo del sistema de
control

i

Desarrollo de la estrategia
de control

|

Seleccion de la estructura
del sistema de control y
disefio del algoritmo

—

Calibracion y validacion del
sistema de control

-+

Figura 1.18. Procedimiento general para el disefio de sistemas de control en EDAR (Olsson et al., 2005).

Tal y como se comentd, la estructura del sistema de control se puede clasificar de manera general

de la siguiente forma:

Sistemas de control por retroalimentacion. Estos sistemas ejercen la acciéon de control en funcién
de los cambios en el valor de la variable que se pretende controlar. Por tanto, el sistema actua a
posteriori, una vez se ha producido la perturbaciéon en el proceso. La Figura 1.19 muestra un
esquema donde se representa esta estructura de control, la cual suele ser la mas empleada en los

procesos de tratamiento de aguas residuales.
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Figura 1.19. Estructura de un sistema de control por retroalimentacion.

Sistemas de control anticipativo. Estos controladores ejercen la accién de control en funcién del

valor de las perturbaciones. Actian antes de que las perturbaciones tengan efecto sobre las

variables a controlar. La Figura 1.20 muestra un esquema donde se representa esta estructura de

control. El control anticipativo actla antes de que la variable controlada se desvie del valor de

referencia. No obstante, este tipo de control precisa del conocimiento de

representativo del proceso, y de la medida de las perturbaciones.
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Controlador

Algoritmo de
control

Actuador

Figura 1.20. Estructura de un sistema de control anticipativo

Perturbacién

un modelo

Sistemas de control mixto (anticipativo + retroalimentacion). Es un controlador donde actuan de

forma conjunta un controlador anticipativo con otro de retroalimentacion, de esta manera se

aprovechan las ventajas que presentan ambos tipos de control (Figura 1.21).
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Figura 1.21. Estructura de un sistema de control mixto (anticipativo + retroalimentacién)

Una vez seleccionada la estructura del sistema de control, se disefia el algoritmo de control

especifico. Existe una gran diversidad de algoritmos de control utilizados en procesos biolédgicos

de tratamientos de aguas residuales. Desde controladores sencillos todo-nada, pasando por

controladores PID hasta algoritmos de control avanzados basados en modelos dindmicos, redes

neuronales o logica difusa.
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La complejidad del control de los procesos de tratamiento de aguas residuales, impone
limitaciones severas a la aplicacidn de algoritmos de control convencionales, ya que en la mayoria
de los casos requieren de informacion cualitativa y razonamiento heuristico para su resolucién. El
hecho de describir fendmenos cualitativos o juzgar las circunstancias que necesitarian un cambio
en la accién de control, requieren de métodos de razonamiento humano. Por estas razones, el
disefo de algoritmos de control basados en la légica difusa en el campo del tratamiento de aguas
residuales, ha supuesto una alternativa satisfactoria para solucionar este tipo de problemas. Son
numerosas las aplicaciones de la lgica difusa al control de EDARs: Hunt et al., 1992; Ferrer et al.,

1998; Huan y Wang., 1999; Puial et al., 2003; Chanona et al., 2005; Ruano et al., 2012.

1.3.1 Sistema de control basado en la légica difusa

Las bases tedricas de la légica difusa (Fuzzy Logic) fueron establecidas en 1965 por el profesor
Lofti A. Zadeh de la Universidad de California en Berkeley. La légica difusa se apoya en una rama
de la inteligencia artificial que intenta reproducir la forma de pensar de los seres humanos y, por
tanto, admite problemas en los que hay incertidumbre e imprecisién, al contrario de lo que
sucede con la ldgica clasica (Booleana). El aspecto central de los sistemas basados en la tedrica de
la ldégica difusa es su capacidad de reproducir aceptablemente los modos usuales del
razonamiento, considerando que la certeza de una proposicidon es cuestion de grado, lo cual
permite manejar informacién de dificil especificacién. Es decir, por medio de la ldgica difusa
pueden formularse matematicamente expresiones imprecisas tales como “poco caliente” o “muy
caliente”. De este modo, es posible representar el modo de pensar de una persona mediante un
lenguaje de programacion, permitiendo cuantificar aquellas descripciones imprecisas que se usan

en el lenguaje cotidiano.

La légica difusa permite representar el conocimiento comun, que es mayoritariamente del tipo
linguistico cualitativo y no necesariamente cuantitativo, en un lenguaje matematico a través de la
teoria de conjuntos difusos y funciones caracteristicas asociadas a ellos. Los términos linguisticos
son inherentemente menos precisos que los datos numéricos, pero en muchas ocasiones aportan
informacién mas atil para el razonamiento humano. La légica difusa proporciona un medio

efectivo para interpretar la naturaleza inexacta del mundo real.

Se puede considerar a la légica difusa como una generalizacién de la teoria clasica de conjuntos.
En la l6gica booleana sélo es posible que un objeto concreto forme parte de un conjunto (Valor 1)
o que no lo forme (Valor 0) y no admite situaciones intermedias. Por el contrario, la logica difusa
hace uso del grado de pertenencia (1) de un objeto a un conjunto y cuyo valor puede encontrarse

en el rango [0,1]. De esta manera es posible considerar un gran nimero de situaciones que van
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desde un valor de pertenencia 0 donde el objeto no pertenece en absoluto a un conjunto, hasta

un valor de pertenencia 1 donde el objeto pertenece por completo a dicho conjunto.

Un conjunto difuso se define matematicamente a partir de la siguiente expresion:

Conjunto difuso A= {(x,us(x))/x € X} 1.11

donde:
X es el dominio de la aplicaciéon
A es el conjunto difuso
X esel valor de la variable fisica que pertenece al dominio X
Ha(X) es la funcién de pertenencia al conjunto A

La funcién de pertenencia representa el grado de pertenencia dentro del intervalo [0,1] del
elemento x al conjunto difuso A, por lo que la pertenencia a un conjunto difuso no es absoluta
sino gradual. La representacién matematica de las funciones de pertenencia suelen ser funciones

de tipo triangular, rectangular, trapezoidal, gaussiana o sigmoidal (Pedrycz, 1993).

Una variable lingliistica es una variable cuyos valores no son numéricos, sino etiquetas linglisticas
que definen el dominio de los posibles valores de la variable linglistica. Las etiquetas linglisticas
vienen representadas por conjuntos difusos. Las expresiones linglisticas de un sistema de control
difuso, tales como “muy abierta” o “poco abierta”, se denominan etiquetas linglisticas de una

variable linglistica tal como “apertura de la valvula”.

Los sistemas de control basados en la teoria clasica de conjuntos, ya sea el control clasico o el
control robusto, requieren de modelos matematicos de los procesos a los que se pretende aplicar.
En procesos complejos o cuyo comportamiento es dificil de caracterizar debido a
comportamientos no lineales y/o a la incertidumbre inherente a estos, resulta muy complicado
obtener un modelo matematico representativo que permita la implementacién de cualquiera de

estos sistemas de control.

Los sistemas de control de procesos requieren en ciertas ocasiones que operadores tomen
acciones de supervisién y/o acciones correctivas. Estas acciones basadas en la experiencia y
heuristica acumuladas sobre el proceso permiten corregir problemas y otorgan estabilidad a los
sistemas de control. El desarrollo de la teoria de conjuntos difusos ha permitido disefiar sistemas
de control con capacidades semejantes a la interaccion del hombre con el entorno sobre el que

actua.

El control basado en ldgica difusa presenta ventajas frente a otros sistemas de control, entre las

que destacan:
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e No requiere de un modelo preciso del proceso a controlar.

e Facilitan la implementacién de soluciones simples pero robustas que cubren un amplio rango

de parametros del proceso, lo que les otorga estabilidad ante posibles perturbaciones.

e En muchas situaciones de operacién transitoria los sistemas de control basados en légica

difusa alcanzan mas rapido la estabilidad en comparacién con sistemas de control no difusos.

e La calibracidon de un sistema de control basado en légica difusa suele resultar mas robusta
debido a que se puede trabajar con un elevado grado de redundancia. Ademas, estos sistemas de

control pueden ser facilmente reconfigurables, afiadiendo y eliminando reglas.

1.3.1.1 Estructura y diseno de un sistema de control basado en Iégica difusa

La teoria de la légica difusa ha permitido la generacion de modelos de representacion de
conocimiento que se han utilizado principalmente durante las tltimas dos décadas en el disefio de

algoritmos para el control de procesos.

La estructura basica de un algoritmo de control basado en légica difusa se muestra en la Figura
1.22. En el disefio del controlador, las reglas de control, las etiquetas lingliisticas y las acciones de
control, se obtienen a partir de la experiencia humana, por ejemplo las acciones que realizaria un

operador cualificado.

Base de datos
(parametros)

v

Variables de e ., . e Variables de
T Entrada: -:—h Fuzzificacion —:—} Inferencia —:} Desfuzzificacion | Salida:
I I
| l 4 | |
: : Base de reglas : :
I I
| i } I
Etapal | Etapa 2 I Etapa 3 I Etapa 4 I Etapa5

Figura 1.22. Estructura basica de un algoritmo de control basado en légica difusa.

Tal y como muestra la Figura 1.22 el algoritmo de control basado en légica difusa se encuentra

compuesto por cinco etapas que se describen a continuacion:
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I.  Entrada de datos fisicos al controlador.
Esta etapa es andloga a cualquier algoritmo de control. Corresponde con la entrada al controlador

de las variables medidas en el proceso mediante los instrumentos on-line.

Il.  Fuzzificacion.
Durante esta etapa se realiza la conversidon de los valores de las variables de entrada en los
correspondientes valores lingliisticos asociados a cada uno de los conjuntos difusos. De esta
manera se obtiene el grado de pertenencia de cada variable de entrada a cada una de las

variables linguisticas del sistema de control.

El procedimiento establecido para esta etapa consiste en especificar las etiquetas linglisticas que
definen cada variable lingtiistica de entrada. Cada etiqueta lingtistica se representara mediante la
correspondiente funcién de pertenencia. Las funciones de pertenencia de las etiquetas
lingUisticas tienen que cubrir el rango de variacion numérico de la variable de entrada. De este
modo, se establecerd el grado de pertenencia de la variable de entrada en cada una de las

etiquetas lingliisticas definidas.

A modo de ejemplo, en la Figura 1.23 se representa como variable de entrada la “apertura de la
valvula”, donde su posicién puede variar entre cero (valvula cerrada) y 100 (valvula abierta por
completo), y ademas se encuentran definidas las etiquetas linglisticas como: “poca”, “moderada”
y “bastante”. Para la Fuzzificacién de esta variable se han utilizado funciones de pertenencia de

tipo gaussianas.

0.6 4

Grado de pertenencia (u)

0.2 4

90 100

Apertura de Valvula

Figura 1.23. Fuzzificacion de la variable de entrada “apertura de valvula”.
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lll. Inferencia.
Una vez obtenidos los grados de pertenencia de las variables linglisticas de entrada a sus
respectivas etiquetas, se procede al mecanismo de inferencia. Los mecanismos de inferencia se
basan en relacionar los grados de pertenencia de la variable linglistica de entrada, obtenidos en
la etapa de fuzzificacidn, con los grados de pertenencia a las etiquetas linglisticas definidas para
la variable lingliistica de salida. Esta etapa hace uso de la base de conocimiento de que se

dispone, la cual se estructura de la siguiente manera:

e Base de datos: contiene la informacién del numero de etiquetas lingtisticas definidas
para cada variable fisica de entrada y salida del sistema de control, junto con los
parametros que definen la funcidon de pertenencia caracteristica de cada etiqueta. Por
tanto, en esta etapa se definiran las etiquetas de la variable de salida del sistema de
control, con sus respectivas funciones de pertenencia cubriendo el rango de variacién de

la variable fisica de salida.

e Base de reglas: contiene el conjunto de reglas linglisticas de control que caracterizan los
objetivos y la estrategia de control definida en base al conocimiento de los expertos. Este
conocimiento se expresan con sentencias del tipo: “Sl condicion de entrada ENTONCES

accion a ejecutar”.

La inferencia difusa se lleva a cabo mediante la determinacién del grado de cumplimiento de cada
una de las reglas definidas en la base de reglas. Este grado de cumplimiento corresponde con el
grado de pertenencia del valor numérico de la variable de entrada x a la etiqueta lingliistica
considerada. Si existe mas de una premisa en la regla, se utilizan operadores légicos “y” y “0”

entre los grados de pertenencia de las premisas.

Los procedimientos de inferencia mas empleados son la inferencia segin Mandami (Max-Min),
(1974) y la inferencia segun Larsen (Max-Prod) (1980). De modo que, para las siguientes reglas

difusas:

Regla 1: “Six1 es A1y x2 es A2 entonces y es B”

Regla 2: “Six1 es A2y x3 es A3 entonces y es B”

“".on

El mecanismo de inferencia, segin Mandami, para el operador légico “y” entre dos variables
difusas implicadas en una misma regla, por ejemplo la Regla 1, corresponde con la siguiente

expresion:
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Hp(¥) = min[p,; (x1), pyz (x2) ] 1.12

o“.on

En el mecanismo de inferencia propuesto por Larsen, para el operador légico “y” entre dos
variables difusas implicadas en una misma regla, corresponde la siguiente expresién, aplicada a

manera de ejemplo sobre la Regla 1:

up(¥) = wag (x1) - pyp (x2) 1.13

Si se definen dos reglas que producen un mismo consecuente, tales como la Regla 1y 2, se
emplea el operador légico “0”. Los dos métodos de inferencia emplean este operador para la

unién de dos reglas afines aplicando la siguiente ecuacidn:

up(y) = Max (up (:V)Regla 1, UB (:V)Regla 2) 1.14

donde: ug (¥)regia1 ©s el grado de pertenencia de la variable y al conjunto difuso B obtenido por la
Regla 1 a partir de las ecuaciones 1.12 0 1.13

Tras la evaluacién de todo el conjunto de reglas difusas definida en la base de reglas, mediante
uno de los mecanismos de inferencia mencionados, se obtienen los grados de pertenencia de

cada una de las etiquetas linglisticas definidas para las variables de salida.

IV. Desfuzzificacion.
En esta etapa se realiza el procedimiento inverso a la etapa de fuzzificacién, pero en este caso,
con la variable de salida del sistema de control. A partir de los valores difusos de cada etiqueta
linglistica definida para la variable de salida difusa, obtenidos en la etapa de inferencia, se
determina un valor numérico de la variable de salida fisica. Para obtener este valor escalar de la
variable de salida se aplican, generalmente, uno de los siguientes métodos matematicos (Mendel,

1995):

e Meétodo del centro de gravedad: utiliza como salida del sistema de control el centro de
gravedad de la funcidn caracteristica de la salida. La ecuacidon que describe este método

corresponde con:

Jy u@)-dy

1.15
Ju@)-dy

y =

donde:
V  eslavariable de salida
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e Método de la media difusa: utiliza como salida del sistema de control el valor asignado a la
funcién caracteristica de salida. Mediante la aplicacién de este método se reduce el nimero
de pardmetros del sistema de control a calibrar al compararlo con lo que supondria aplicar el
método del centro de gravedad. Este método utiliza la siguiente ecuacién:

i1 6 u®)
Z?=1 u(®)

donde: ¢; es el centro de la funcién de pertenencia correspondiente

y = 1.16

V. Salida fisica del sistema de control.
Esta etapa es andloga a cualquier algoritmo de control. Una vez obtenido el valor de la variable de
salida fisica del sistema de control, este valor es enviado al actuador correspondiente, para

realizar la accién de control sobre el proceso.

1.3.1.2 Calibracion y validacion de un sistema de control basado en Iégica difusa

La calibracion de un sistema de control basado en légica difusa consiste en el ajuste de los
parametros que definen las funciones de pertenencia a cada una de las etiquetas lingtisticas que
componen las variables de entrada y salida del sistema de control. Dependiendo del tipo de
funcién de pertenencia empleada (triangular, rectangular, trapezoidal, gaussiana o sigmoidal)
variard el niumero de pardametros a calibrar. A modo de ejemplo, en un sistema de control
compuesto exclusivamente por funciones Gaussianas, el nimero de parametros a calibrar serd
dos veces (centro y amplitud de la campana de Gauss) el niumero de variables linguisticas

definidas.

No hay métodos sistematicos que permitan calibrar un sistema de control basado en légica difusa,
es decir, no hay procedimientos para el ajuste automatico de los pardmetros (Santos et al., 1996).
El método comunmente utilizado consiste en emplear técnicas directas de prueba-error,
modificando los parametros y las reglas del sistema de control difuso en base a la experiencia del
personal involucrado en el proceso y a los resultados obtenidos después de su implementacién

(Chanona et al., 2006).

La Figura 1.24 muestra el procedimiento de calibracién y validacidon de un sistema de control
basado en légica difusa aplicado recientemente para el control de un proceso biolégico de
eliminacion de nutrientes en una EDAR (Ruano et al., 2012). La aplicacion de esta secuencia de
pasos permite validar el funcionamiento del sistema de control difuso mediante la evaluacién de
su respuesta frente a diferentes condiciones de operacion. En la automatizacion del

funcionamiento de los procesos involucrados en el tratamiento de aguas residuales de una EDAR
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seria recomendable llevar a cabo una evaluacién previa del funcionamiento del sistema de
control, la cual podria realizarse mediante el disefio y la ejecucién de una bateria de experimentos
simples, que sean capaces de representar la variabilidad de las caracteristicas involucradas en el

sistema evaluado.

La calibracion y validacién del sistema de control puede resultar menos complicada cuando se
emplean herramientas informaticas, tales como la aplicacién informatica Disefio de Sistemas de
Control - DSC (Ruano et al., 2011), para disefiar el controlador y ajustar por simulacién los
parametros de partida. El uso de este tipo de herramientas resulta también muy uatil para la
validacién previa del funcionamiento del sistema de control antes de su implementacion en la

EDAR.

Seleccion del
valor inicial de los
parametros del
controlador

Seleccion de los .
parametros de operacion

Calibracion de los
parametros del
controlador

Il A

Validacién del
funcionamiento del sistema
de control difuso

Seguimiento analitico del
sistema

¢ Control
6ptimo ?

Sistema de control ||
validado

Figura 1.24. Etapas de calibracion y validacion de un sistema de control basado en légica difusa.

Validacion del
sistema de control

1.3.2 Control automatico de los procesos de eliminacidn bioldgica de nitrégeno

El control de la eliminacién bioldgica de nitrégeno se basa en crear condiciones aerobias dptimas
para que tenga lugar el proceso de nitrificacidn, y condiciones andxicas dptimas para que tenga
lugar el proceso de desnitrificacion. Estas condiciones éptimas se basan, generalmente, en
conseguir una eliminacion de nitrégeno que cumpla con las condiciones de vertido y que minimice

los costes de operaciéon de la EDAR.

Las variables manipulables cominmente empleadas en los sistemas de control para la eliminacién

de nitrégeno de las aguas residuales en sistemas de fangos activados corresponden con:

= Frecuencia de trabajo de la soplante para ajustar la consigna de oxigeno en los reactores

aerobios, dando lugar al proceso de nitrificacion.
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= Caudal de recirculacién interna procedente de la zona aerobia hacia la zona andxica. Esta
recirculacién transporta hacia la zona andxica el nitrato producido en la zona aerobia, en
donde tiene lugar el proceso de desnitrificacion.

= Caudal de dosificacién de materia orgdnica externa, necesaria para que tenga lugar el proceso

de desnitrificacion.

La instrumentacion on-line cominmente utilizada para el control de la eliminacidn bioldgica de
nitrégeno corresponde con analizadores de nitrato y amonio (Ingildsen y Olsson, 2002). Sin
embargo, en la ultima década ha crecido el interés por la utilizacidn de sensores de pH, potencial
redox y oxigeno disuelto para la monitorizacién y el control de estos procesos (Ruano et al.,
2012). La utilizaciéon de este tipo de sensores, denominados de “bajo coste” se debe precisamente
al elevado coste que supone la inversidn y el mantenimiento de los analizadores, asi como su
compleja operacion. La supervision continua de los analizadores es necesaria para obtener un

adecuado funcionamiento del sistema de control.

De acuerdo con Jeppson et al. (2002) las estrategias de control para la eliminacién de nitrégeno

en sistemas de fangos activados comunmente aplicadas en las EDAR europeas corresponden con:

= Sistema de control del proceso de nitrificacidon. Consiste en modificar la consigna de oxigeno
disuelto en base a la medida on-line de la concentracién de amonio. De esta manera se minimiza
el consumo energético derivado de la aireacion, debido a que éste es elevado cuando se lleva a

cabo la operacién del proceso con consigna de oxigeno disuelto constante y aireacién continua.

En la consecucidn de este objetivo se aplican principalmente dos estrategias de control basadas
en las estructuras de control por retroalimentacion y anticipativa. En el caso del sistema de
control por retroalimentacién, éste modifica la consigna de oxigeno disuelto del sistema de
control de la aireacién a partir de la medida on-line de amonio al final de la etapa aerobia. Por
otro lado, el sistema de control anticipativo regula el perfil de la concentracion de oxigeno en la

etapa aerobia a partir de la medida on-line de amonio al principio del reactor aerobio.

= Sistema de control del proceso de desnitrificacion. Se basa en optimizar la capacidad de
desnitrificacion de la etapa andxica mediante la modificacion del caudal de recirculacién interna
desde el reactor aerobio hacia el reactor andxico, en los sistemas de predesnitrificacion. Ademas,
también se puede incrementar la capacidad de desnitrificaciéon regulando la dosificacion de

carbono organico.

En general se aplican dos tipos de estrategias basadas en las estructuras de control por

retroalimentacién y/o anticipativo, las cuales estan orientadas a modificar la recirculacion de
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nitrato desde la etapa aerobia hacia la etapa andxica mediante la medida on-line de nitrato al final
de la etapa aerobia o al final de la etapa andxica, respectivamente. En el primero de los casos la
estrategia se centra en regular el caudal de recirculacion en funcidn de la concentracidn de nitrato
medida al final de la etapa aerobia, mientras que en el segundo caso se busca mantener una
concentracion de nitrato baja en la dltima zona andxica aumentando la recirculacion de la
corriente interna. Existe una tercera estrategia que se basa en regular la dosificacion de carbono
organico en la etapa andxica en base a la medida on-line de nitrato en esta etapa. En este ultimo
caso también es comun encontrar controladores con estructuras basadas en retroalimentacién o

anticipativo.

En la Tabla 1.7 se resumen algunas de las estrategias de control disefiadas para la eliminacién
bioldgica de nitrégeno via nitrato de las aguas residuales. En la mayoria de las estrategias de
control disefiadas se emplean analizadores de amonio y nitrato a partir de los cuales es posible
obtener una medida directa del contaminante. Sin embargo, elevados costes de adquisicidn,
mantenimiento y calibracién compleja y elevados tiempos de respuesta de este tipo de
analizadores (por ejemplo: nutrientes, DQO y SST) hacen que su aplicacidon para el disefio de
estrategias de control en una EDAR no sea completamente satisfactoria (Casellas et al., 2006;

Ruano et al., 2009).

En las ultimas dos décadas se ha prestado especial interés al disefio de sistemas de control a
partir de medidas de pH, potencial redox y oxigeno mediante sensores on-line. Si bien este tipo de
medidas no ofrecen informacién directa sobre el tipo contaminante y su concentracién, su
medida puede relacionarse con el estado de los procesos de eliminacidn bioldgica de nitrégeno de
las aguas residuales (Plisson-Saune et al., 1996; Gao et al., 2009). La mayoria de los sistemas de
control empleando este tipo de sensores han sido desarrollados y aplicados en la operacién de
reactores secuenciales (SBR), alcanzandose elevados rendimientos de eliminacién de nitrégeno
(Akin y Ugurlu, 2005; Yang et al., 2007; Won y Ra, 2011; Zanetti et al., 2012). La aplicacion de este
tipo de sensores para disefar sistemas de control en procesos de eliminacidon de nitréogeno

llevados a cabo en un reactor operado en continuo (RCTA) aun es escasa (Ruano, 2012).

Por otro lado, también se han disefiado e implementado sistemas de control para los procesos de
eliminacion bioldgica de nitrégeno via nitrito de las aguas residuales, como los que se describen a

continuacion:

e Volcke (2006) diseiid y evalué mediante simulacién un sistema de control para el proceso de
nitritacion parcial en un reactor SHARON. Este sistema de control tuvo como objetivo ajustar

la duracién de la aireacién para obtener un proceso de nitritacion parcial estable, y se basé en
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ajustar la velocidad de flujo de aire y la adicién de reactivos (acido 6 base) para controlar el

pH.

Guo et al. (2009) desarrollaron un sistema de control para ajustar la duracién de la aireacion
en un proceso de nitritacién parcial. En este caso se empled la evolucion del perfil pH a lo
largo de la etapa aerobia para detener la aireacién. El sistema de control fue implementado y

validado en un reactor secuencial (SBR) de 10 litros de capacidad.

Gao et al. (2009) disefiaron un sistema de control para ajustar la duracion de la etapa aerobia
en un proceso operado para la nitrificacidn y desnitrificacidn via nitrito. El sistema de control
se basé en la identificacidon de dos puntos de corte sobre los perfiles de pH y potencial redox,
que permitieron detener la aireacién y asi prevenir la oxidacién de nitrito a nitrato. Este
sistema de control fue implementado y validado en un reactor secuencial (SBR) de 38 litros de

capacidad.

Gu. et al (2011) desarrollaron un sistema de control que permitié llevar a cabo el proceso de
nitritacion a bajas temperaturas. La estrategia de control fue disefiada a partir de la medida
de pH y la frecuencia de trabajo de la soplante. Este sistema de control fue implementado y

validado en un reactor secuencial (SBR).
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2 OBIJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El presente trabajo se enmarca dentro de un proyecto de investigacién financiado por el
Ministerio de Educacién y Ciencia (MEC) que lleva por titulo “Estudio de técnicas avanzadas
para la eliminacién de nitrégeno amoniacal en el sobrenadante de la deshidratacién del fango.
Aplicacién al disefio y gestion de una EDAR sostenible” (CTM2005-06919-C03-01/TECNO).
Ademas, esta tesis doctoral forma parte de la linea de investigacién en eliminacion de
nutrientes seguida por el grupo CALAGUA; formado por personal del Instituto de Ingenieria del
Agua y Medio Ambiente (IIAMA) de la Universidad Politécnica de Valencia y del departamento

de Ingenieria Quimica de la Universidad de Valencia.

El objetivo principal de este trabajo de tesis doctoral es el estudio a escala de laboratorio del
proceso de eliminacién de nitrégeno via nitrito, para eliminar el amonio de la corriente del
sobrenadante de la deshidratacion de fangos estabilizados mediante digestidon anaerobia, con
el fin de conocer y cuantificar la influencia que tienen diversos factores ambientales y de
operacion sobre el rendimiento y la estabilidad del proceso, asi como de desarrollar,
implementar y validar una estrategia de control que permita optimizar el funcionamiento del
proceso en tiempo real. Para cumplir el objetivo principal de esta tesis se han planteado una

serie de objetivos especificos, que se describen a continuacion:

0 Estudiar el efecto de diversos factores ambientales y de operacidn sobre la actividad de los
organismos amonioxidantes (AOB) y sobre la calidad del efluente del proceso SHARON de
nitritacion parcial.

= Estudiar diversas estrategias de puesta en marcha del proceso SHARON de
nitritacion parcial con el objetivo de reducir el tiempo para conseguir su puesta a
punto y estabilidad.

» Determinar la inhibicién y/o toxicidad que tiene el amonio (NH,’) y el amoniaco
(NH;) sobre la actividad de los organismos AOB.

= Determinar la afinidad que tienen los organismos AOB por emplear el amonio
(NH,") y/o el amoniaco (NH;) como sustrato.

= Determinar la inhibicién y/o toxicidad que tiene el nitrito (NO,) y el acido nitroso
(HNO,) sobre la actividad de los organismos AOB.

= Estudiar el efecto de la elevada salinidad sobre la actividad de los organismos AOB.

= Estudiar el efecto del pH sobre la actividad de los organismos AOB.

= Estudiar el efecto de la temperatura sobre la actividad de los organismos AOB.
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Estudiar el efecto de la variacion del Tiempo de Retencién Hidraulico (TRH) sobre
las caracteristicas del efluente del proceso de nitritacidon parcial y las poblaciones
microbianas.

Conocer la diversidad y predominancia bacteriana dentro del grupo de organismos

amonioxidantes bajo distintas condiciones experimentales.

0 Desarrollar una estrategia de monitorizacién y un sistema de control para el proceso

SHARON de nitrificacién y desnitrificacion via nitrito basados en la informacion

proporcionada por sensores de bajo coste.

Estudiar diversas estrategias de puesta en marcha del proceso SHARON de
nitrificacion y desnitrificacidon via nitrito con el objetivo de obtener su puesta a
punto y estabilidad.

Analizar la informaciéon procedente de diversos sensores de bajo coste (pH,
potencial redox, oxigeno disuelto, conductividad, temperatura), y compararla con
la informacidn obtenida mediante determinaciones analiticas de la evolucién de
los procesos de nitrificacidn y desnitrificacion via nitrito.

Estudiar el proceso de desnitrificacidn via nitrito empleando metanol como fuente
de carbono.

Desarrollar una estrategia de monitorizacién del proceso SHARON de nitrificacion
y desnitrificacion via nitrito.

Desarrollar los algoritmos de control e implementar el sistema de control
mediante su programacion en Visual Basic.Net.

Validar el sistema de control empleando sobrenadante sintético y real de la
deshidratacién de fangos estabilizados mediante digestién anaerobia de una

EDAR.

Para alcanzar los objetivos trazados en este proyecto de tesis doctoral se diseiid el plan de

trabajo que se detalla a continuacion:

0 Disefo, construccion, puesta en marcha y operacidn de varios montajes a escala de

laboratorio donde se llevaran a cabo los procesos de nitritacién parcial, y nitrificacion y

desnitrificacién via nitrito adicionando una fuente externa de carbono organico. Por tanto,

serd necesario llevar a cabo las siguientes actividades:

Instrumentacion de los montajes experimentales con sensores para la medicion en
tiempo real del pH, potencial redox, conductividad, temperatura y oxigeno

disuelto.
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Desarrollo de un software para la adquisicion y representacidon grafica de los datos
proporcionados por los sensores instalados, asi como para el control del proceso
operado mediante ciclos de duracion fija y dosificacion constante de materia
organica.

Puesta en marcha, operacidon diaria y mantenimiento de los montajes de
laboratorio. Para el funcionamiento diario de los reactores sera necesario realizar
una serie de tareas como: preparacion del sobrenadante sintético utilizado como
afluente al reactor, medida y ajuste de caudales, limpieza de las paredes de los
reactores y palas de los agitadores, limpieza y calibrado de sensores, recogida y
analisis de muestras, entre otros.

Seguimiento de la evolucidn de la poblacién microbiana durante la puesta en
marcha y operacion de los procesos SHARON de nitritacion parcial y nitrificacién y
desnitrificacién via nitrito empleando la técnica de hibridacidn in situ FISH.

Analisis en laboratorio de los pardmetros necesarios para el seguimiento de los
procesos bioldgicos. La calidad del afluente y efluente de cada uno de los reactores
serd analizada siguiendo la metodologia especificada en el Standard Methods for

the Examination of Water and Wastewater (APHA/AWWA/WEF, 2005).

0 Disefio y ejecucion de experimentos para estudiar el efecto de diversos factores

ambientales y de operacion sobre la actividad de los organismos AOB vy las caracteristicas

del efluente del proceso SHARON de nitritacién parcial.

0 Disefo de la estrategia de monitorizacion y del sistema de control para la optimizacidn

automatica del proceso de nitrificacidon y desnitrificacién via nitrito, empleando metanol

como fuente de carbono. El sistema de control se disefiara para ajustar automaticamente

la duracion de las etapas aerobia y andxica, y optimizar la dosificacién de metanol al inicio

de la etapa andxica en cada ciclo de operacion. Para ello serd necesario realizar las

siguientes tareas:

Seguimiento de los procesos bioldgicos mediante un analisis exhaustivo de los
registros proporcionados en tiempo real por los sensores instalados en los
reactores (pH, temperatura, potencial redox, conductividad y oxigeno disuelto),
con el objetivo de relacionar estos registros con el funcionamiento del proceso
bioldgico. Con esta informacidn se disefiara la estrategia de monitorizacion vy el
sistema de control del proceso, que permitird su optimizar su funcionamiento de

forma automatica.
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=  Desarrollo de los algoritmos de control y su programacion en Visual Basic.Net.

= Implementacion y validaciéon del sistema de control. Para la etapa de validacion se
llevaran a cabo una serie de experimentos en donde se variard el caudal y la
concentracién de nitrégeno amoniacal en la corriente afluente, empleando en
este caso sobrenadante sintético. Asimismo, se validara el sistema de control
empleando sobrenadante de la deshidrataciéon de fangos procedente de la EDAR

de la cuenca del Carraixet (Valencia).
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3 MATERIALES Y METODOS

Los datos experimentales para el estudio de los procesos biolégicos de eliminacion de
nitrégeno de corrientes con elevada concentracién de nitrégeno amoniacal, se han obtenido
mediante el empleo de reactores a escala de laboratorio. En los siguientes subapartados se
describird cada uno de los montajes utilizados, tanto para la operacion continua de los
procesos, como para la realizacion de experimentos puntuales. De igual manera, se detallaran
los métodos analiticos, y las técnicas de identificacidén y cuantificacién microbiana empleados

en cada ensayo, y a lo largo de todo el periodo experimental.

3.1 Descripcion de los montajes experimentales

Todo el periodo experimental que comprende la presente tesis se puede dividir en varias fases
de estudio, en las cuales se emplearon dos tipos de montajes experimentales. Para el estudio
del proceso SHARON se emplearon tres reactores cilindricos de metacrilato de 7 litros de
capacidad. Las caracteristicas de estos reactores se presentan en la Tabla 3.1. Ademas, se
utilizé un reactor de vidrio de 0.3 litros de capacidad para llevar a cabo experimentos

puntuales, empleando biomasa procedente de uno de los reactores SHARON.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los reactores utilizados para el proceso SHARON.

Forma Cilindrica
Material Metacrilato
Didmetro 20cm
Altura total 35cm
Volumen util 7 Litros

La distribucion uniforme del licor mezcla en el interior de cada reactor SHARON se consiguio
mediante un agitador mecdnico de la marca Heidolph de 50 Hz que permite regular la
velocidad de giro entre 35 y 2800 rpm. Cada sistema fue monitorizado en tiempo real
mediante sensores de pH, potencial redox, conductividad, temperatura y oxigeno disuelto. El
conjunto de los cuatro primeros sensores transmitio los datos al ordenador a través de un
analizador multiparamétrico Consort C861. La concentracidn de oxigeno disuelto dentro de los
reactores se midié empleando oximetros de la marca Oxi340 WTW. De manera sistematica, a
todos los sensores se les realizd operaciones de mantenimiento y calibracion una vez por
semana. En los ordenadores se instald un sistema de control on-off para mantener la

concentracion de oxigeno disuelto en torno al valor de consigna deseado. Para alcanzar y
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mantener estable la temperatura, los reactores fueron encamisados con un sistema de

recirculacién de agua procedente de un bafio termostatico de la marca LAUDA ALPHA RAS.

La fuente de carbono organico empleada para llevar a cabo la desnitrificacion fue metanol
(CH;0H), debido a su bajo coste y facil biodegradabilidad. Este se dosificd6 de manera
independiente a la corriente afluente al reactor. Para la dosificacion de metanol se empled una
unidad de dosificacién de alta precisién marca Liquino de la firma comercial Metrohm. La
disolucién de metanol se prepard a una concentracion muy elevada, con el objetivo de reducir
al maximo la dilucién del licor mezcla, provocada por la adicion de la corriente de materia

organica externa.

Las caracteristicas especificas de operacién de cada montaje experimental varian en funcién
del estudio para el cual se emplea, por lo que resulta conveniente detallar esta informacién en

varios subapartados que se presentan a continuacién.

3.1.1 Reactores para la nitritacidn parcial y para la nitrificacion y desnitrificacién via nitrito

La operaciéon del reactor SHARON se dividié en 2 fases. En una primera fase se encuentra el
estudio del proceso de oxidacion del 50% de amonio a nitrito (nitritacion parcial), proceso
especialmente interesante por su posible acople con el proceso biolégico de oxidacidon
anaerobia de amonio (ANAMMOX). En una segunda fase se encuentra el proceso de oxidacion
de amonio a nitrito y posterior reduccién del nitrito a nitrogeno gas. En la Figura 3.1 se
muestra un esquema y una fotografia de uno de los montajes experimentales empleados,
concretamente el utilizado en la segunda fase. Se han utilizado en total, dos montajes
experimentales para el proceso de nitritacion parcial (primera fase), y un montaje

experimental para el proceso de nitrificacidn y desnitrificacion via nitrito (segunda fase).

Metanol pH Redox T, Cond. Q}
i
ﬁ@ N >~
i& m"
o
o

Bafio
Termostatico

Bomba Efluente
Peristaltica

Afluente

a b

Figura 3.1. a) Esquema y b) fotografia del montaje experimental para el proceso SHARON.



Materiales y métodos 73

Tal y como se muestra en la Figura 3.1a, el reactor dispone de una valvula en la parte inferior
para la entrada del afluente mediante la accién de una bomba peristaltica, y un orificio situado
en la parte superior para la salida del efluente por rebose. El sistema esta instrumentado con
sondas de temperatura, pH, potencial redox, conductividad y oxigeno disuelto, tal y como se
comento en el apartado anterior. Los datos de las sondas son almacenados en el ordenador, el
cual se encargaba de conectar y desconectar la aireacién y de dosificar el metanol. El sistema
fue operado como un reactor en continuo de tanque agitado (RCTA), por lo que tedricamente,
el tiempo de retencion hidraulico (TRH) y el tiempo de retencién celular (TRC) son iguales. Sin
embargo, debido al efecto de la evaporacién las relaciones matematicas empleadas para el

calculo del TRH y TRC se describen a continuacidn:

Vr

TRC = — 3.1
Qe
Vr

TRH = — 3.2
Qa

donde: TRC tiempo de retencion celular; TRH tiempo de retencidon hidrdulico; Vg Volumen dtil del
reactor; Q. Caudal efluente; Q, Caudal afluente

El montaje experimental utilizado en la segunda fase es idéntico, con la excepcidon de la
presencia de la corriente de materia organica externa, empleada Unicamente en el estudio del

proceso de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito.

3.1.2 Reactor empleado en los experimentos puntuales

Con el objetivo de determinar el efecto que ejercen diversos factores ambientales sobre la
actividad de los organismos amonioxidantes (AOB), se dispuso de un montaje de laboratorio
para realizar experimentos off-line empleando biomasa procedente de los sistemas
anteriormente descritos. Las experiencias programadas en este reactor se basaron en técnicas
respirométricas, ampliamente utilizadas en este campo cientifico, para determinar la velocidad
de consumo de oxigeno (Oxygen Uptake Rate, OUR), y por tanto, medir la actividad celular de

un cultivo, bajo determinadas condiciones.

Se utilizé un reactor encamisado de vidrio de 0.3 litros de capacidad (Figura 3.2). Este se
equipd con sensores de oxigeno disuelto, temperatura y pH (Multi-P), ademds de un agitador
magnético para homogeneizar el licor mezcla. El ajuste del pH al valor deseado se realizo
mediante la adicion de base (Na,CO;) o acido (HCI), segun el caso, a través de dosificadores de
alta precisién de la marca Liquino (Metrohm). Para automatizar el ajuste del pH se utilizé un

sistema de control externo de pH basado en légica difusa desarrollado por Pastor et al. (2006),
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el cual fue implementado en el software de control de este montaje experimental. La
temperatura se ajustd y controlé mediante la recirculacién de agua proveniente de un bafio
termostatico (Lauda Alpha RAS8). Las consignas de oxigeno disuelto (OD), es decir, los limites
superior e inferior de OD para el calculo de la OUR, y la consigna de pH del medio fueron
facilmente manipuladas, seglin el experimento, a través de la interfaz de un software que se
desarrolléd e implementd en el ordenador del montaje experimental. Los datos de oxigeno
disuelto obtenidos a lo largo de cada experimento fueron almacenados y procesados

automaticamente para el célculo de la OUR.

Na2COs o HCI
4’ Q}
Multi-P
e W
|
|
|
|
O—= :
|
Bafio :
Termostatico * _________________ 4
Aire
a b

Figura 3.2. a) Esquema y b) fotografia del montaje experimental para los experimentos puntuales.

3.2 Procedimiento experimental

El procedimiento experimental seguido en esta tesis contempld la seleccién inicial de las
condiciones de operacion para llevar a cabo la puesta en marcha de los procesos biolégicos de
nitritacion parcial, y de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito. Una vez alcanzada la
estabilidad del proceso de nitritacién parcial, se procedié a seleccionar los pardmetros de
operacion y factores ambientales mas significativos, con el objetivo de evaluar su influencia
sobre la actividad de los organismos amonioxidantes (AOB). Asimismo, una vez alcanzada la
estabilidad del proceso bioldgico de nitrificacion y desnitrificaciéon via nitrito se evalud su
rendimiento y estabilidad en diferentes escenarios de operacién. En la Figura 3.3 se encuentra
esquematizado, a nivel general, el procedimiento experimental seguido en este trabajo de

tesis doctoral.

Tras el analisis de la informacién obtenida durante la operacién del proceso de nitrificacion y
desnitrificacion via nitrito, se procedié a desarrollar, implementar y validar un sistema de
control, basado en ldgica difusa, para la operacién automatica del proceso, empleando las

sefiales provenientes de los sensores de pH y potencial redox.
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Figura 3.3. Esquema general del procedimiento experimental.

Desarrollo de una estrategia de
monitorizacién, y desarrollo,

Y

3.2.1 Estudio del proceso de nitritacion parcial

En esta primera etapa se estudid el efecto de distintos parametros ambientales sobre la
actividad de los organismos AOB durante el proceso de nitritacion parcial. El objetivo
planteado comprendia la obtencion de las condiciones dptimas de operacidn del proceso, en
vista de su posible acople al proceso de oxidacion anaerobia de amonio (ANAMMOX). Se
considerd importante incluir en este estudio la puesta en marcha del proceso debido a que se
iba a emplear como indculo biomasa procedente de la linea de aguas de una estacién de
depuracion de agua residual (EDAR) convencional, la cual se encuentra adaptada a condiciones
muy diferentes de las del proceso de nitritacién parcial en un reactor SHARON: bajos tiempos
de retencidén celular y altas concentraciones de nitrégeno amoniacal, principalmente. Ademas,
al tratarse de organismos autétrofos, cuya velocidad de crecimiento es baja en comparacion
con los organismos heterdtrofos, el tiempo necesario para completar la puesta a punto y

estabilidad del proceso podria ser elevado.

El estudio del proceso de nitritacidn parcial se realizé utilizando un afluente sintético, cuya
composicion reproduce las caracteristicas del sobrenadante de la digestion anaerobia de
fangos. Las concentraciones de los compuestos del afluente sintético utilizado se muestran en
la Tabla 3.2. Como se puede observar en esta tabla, las concentraciones de nitrégeno
amoniacal (N-NH,") y bicarbonato (HCO5) son elevadas, con una relacién molar en tornoa 1,y
ademds, se utilizaron otros compuestos en concentraciones traza cuya presencia es

indispensable para asegurar el desarrollo de la biomasa.

Las etapas incluidas en el estudio del proceso de nitritacién parcial comprenden la puesta en
marcha, y el seguimiento y evolucién del proceso de nitritacion parcial a dos valores de
temperatura diferentes, concretamente 3092C y 352C. Una vez alcanzado el proceso de
nitritacion parcial, se procedié a la seleccidon y evaluacion de los factores ambientales y de

operacion que afectan la actividad de los organismos AOB y la calidad del efluente del proceso.
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Para este estudio se emplearon dos montajes experimentales idénticos, denominados R; y R,,

cuyas caracteristicas se encuentran descritas en el apartado 3.1.1.

Tabla 3.2.Caracteristicas del afluente al proceso de nitritacion parcial.

Compuestos Concentracion Compuestos Concentracion
principales (mgL?) Traza (mgL?)
N-NH,4 (NH,4CI) 1000 FeCl;-6H,0 0.03
CaCl, 2.5 HsBO3 0.30
MgS0,-7H,0 51 CuS0O,-5H,0 0.06
K,HPO, 14 Kl 1.27
HCO3 4390 MnCl,-4H,0 0.24
Na,Mo0,-2H,0 0.12
ZnS04-7H,0 0.24
CoCl,'6H,0 0.30

El primero de los montajes experimentales (R;) fue operado manteniendo estable el proceso
de nitritacidn parcial. La poblacidon de organismos AOB desarrollada en su interior se empled
para evaluar el efecto que tienen diversos factores ambientales sobre su actividad. Entre los
factores ambientales evaluados se encuentran: la temperatura, el pH, la salinidad, el oxigeno
disuelto (OD), y las concentraciones de amonio (NH,"), amoniaco (NHs), nitrito (NO,) y acido

nitroso (HNO,).

El segundo montaje experimental (R,) se empleé para evaluar el efecto del tiempo de
retencién hidraulico (TRH) sobre las caracteristicas del efluente del proceso, en vista a obtener

la maxima capacidad de tratamiento del proceso SHARON operado para la nitritacion parcial.

3.2.1.1 Puesta en marcha del proceso

El periodo de puesta en marcha comprendié dos ensayos, en los cuales se evalué y comparé el
tiempo necesario para lograr la puesta a punto y estabilidad del proceso de nitritacién parcial.
En ambos ensayos se empled como indculo biomasa procedente de la estacién depuradora de
agua residual (EDAR) de la cuenca del Carraixet (Valencia). Es importante destacar que este
tipo de indculo se encuentra adaptado a tratar corrientes de agua residual con bajas
concentraciones de nitrégeno amoniacal, concentraciones por lo general inferiores a 100 mg N
L™, que es lo tipico de afluentes de agua residual urbana (Metcalf y Eddy, 1995). Por este

motivo se considerd necesario prestar especial atencién a la fase de puesta en marcha.

La primera puesta en marcha consistié en adaptar la biomasa a altas concentraciones de

nitrégeno amoniacal de manera progresiva. La concentracién de amonio se fue incrementando
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en la corriente afluente de manera escalonada hasta alcanzar 1000 mg N-NH, L™, La relacién
molar entre la alcalinidad, medida como bicarbonato (HCO3), y el nitrégeno amoniacal (N-
NH,") también se modificd gradualmente a lo largo de esta primera puesta en marcha. La

temperatura del proceso se incrementd progresivamente de 252C a 309C.

La segunda puesta en marcha fue encaminada a someter a la biomasa a altas concentraciones
de nitrégeno amoniacal desde el inicio de operacidn, por lo que la concentracion de nitrogeno
amoniacal de 1000 mg N-NH, L™ fue introducida en la corriente afluente al proceso desde el
inicio. En este caso, la relacién molar (HCO5;/N-NH,) se mantuvo constante en un ratio de 1,
que es la relacion molar tipica de la corriente del sobrenadante de la digestidon anaerobia de
fangos. Durante esta segunda puesta en marcha, la temperatura del reactor se mantuvo

constante en 302C en todo momento.

En las dos estrategias de puesta en marcha evaluadas la concentracién de oxigeno disuelto

(OD) se mantuvo en 2 mg O, L™ y el pH del medio no fue controlado.

3.2.1.2 Efecto de la concentracion de amonio y amoniaco sobre la actividad de los

organismos AOB

El efecto de las concentraciones de amonio (NH,") y amoniaco (NHs) sobre la actividad de los
organismos AOB fue evaluado mediante una serie de experimentos off-line, empleando
biomasa procedente del reactor SHARON de nitritacién parcial R;. Se utilizd para estos ensayos

el montaje para los experimentos puntuales descrito en el apartado 3.1.2.

La actividad de los organismos AOB, medida a través de la velocidad de consumo de oxigeno
(OUR), fue determinada a diferentes concentraciones de amonio y amoniaco. El rango de
concentraciones evaluado comprendié desde 45 hasta 10000 mg N-NH, L. Los experimentos
fueron realizados a cuatro valores de pH diferentes: 6.5, 7, 7.5 y 8.1. En total se realizaron
cuatro experimentos con su correspondiente duplicado para comprobar la reproducibilidad de

los resultados obtenidos. En todos los casos la temperatura se mantuvo constante en 302C.

Para la ejecucién de cada experimento fue necesaria la preparacion de la muestra. Esta

preparacion se realizé de la siguiente manera (Figura 3.4):

1. Extraccion de una muestra de licor mezcla del reactor SHARON de nitritacion parcial que se

encontraba en condiciones estables y estacionarias (reactor R,).
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2. Determinacidn en la muestra extraida de las concentraciones de amonio (NH,"), nitrito
(NOy), nitrato (NO3), ortofosfato (PO,>), alcalinidad, sélidos suspendidos totales (SST) y

solidos suspendidos volatiles (SSV).

3. Ajuste de las concentraciones de amonio y nitrito a los valores de partida programados

para el experimento.

3.1 En el caso en el que las concentraciones de NH," y NO, de partida del experimento
fueran inferiores que las concentraciones medidas de estos compuestos en el licor
mezcla, se procedia a decantar el fango activado, y posteriormente, se realizaba la
extraccion de un determinado volumen de sobrenadante. El volumen de sobrenadante
retirado dependia de las concentraciones de NH," y NO, determinadas en el licor mezcla
(numeral 2), y las concentraciones de partida de estos compuestos en cada uno de los
experimentos programados. Este volumen retirado era reemplazado por alimento
sintético (Tabla 3.2) sin NH,", manteniendo de esta manera la concentracién original de
la biomasa. Para evitar que la biomasa sufriera un choque osmético, la sal de amonio
(NH,CI), habitualmente empleada en la preparacién del alimento, era reemplazada por

cloruro de sodio (NaCl).

3.2 En el caso en el que las concentraciones de NH," y NO, de partida del experimento
fueran superiores que las concentraciones medidas de estos compuestos en el licor
mezcla, se procedia a adicionar las sales de cloruro de amonio (NH,CI) y nitrito de sodio
(NaNQ,), segun correspondiera, para ajustar en cada experimento las concentraciones

iniciales de amonio y nitrito, respectivamente.

4. Confirmacién de las condiciones de partida programadas para cada uno de los
experimentos determinando analiticamente las concentraciones de los compuestos

medidos en el numeral 2.

del licor mezcla del reactor las concentraciones en la concentraciones de NH de partida del experimento,
SHARON de nitritacion muestra extraida: NH,*; y NO,- de partida determinando analiticamente:
e NOy; NO3; PO4%; SST; programadas para el NH4*; NOs; NOg; POy SST:

" Determinacion analitica de Ajuste de las Confirmacién de las condiciones
Extraccion de la muestra .
4
SSV; Alcalinidad. experimento S8V, Alcalinidad.

Figura 3.4. Diagrama de la secuencia seguida para la preparacion de la muestra.

En los experimentos la concentracion de amoniaco (NH;3) fue calculada a través de las
Ecuaciones 3.3, 3.4 y 3.5 de equilibrio acido-base a 302C (Anthonisen et al., 1976). La OUR fue

medida en cada nivel de concentracién de amonio durante aproximadamente 1 hora.
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TAN = NH} + NH, 3.3
Equilibrio quimico NHs/NH," ket = 23 _ o 9. 10~ 3.4
eT+273 :
_ TAN
NH, = 10-PH 3.5
1+ ~oNE
donde, ke (mol L"l) es la constante de equilibrio quimico a la temperatura T (2C)

3.2.1.3 Efecto de la salinidad sobre Ila actividad de los organismos AOB

El efecto de la salinidad fue evaluado con el objetivo de determinar la reduccién en la actividad
de los organismos AOB como consecuencia de la alta salinidad, propia de sistemas biolégicos
de tratamiento de corrientes de agua residual con alta concentracion de nitrégeno amoniacal.
Para la ejecucion de estos experimentos, las muestras fueron preparadas siguiendo la
metodologia mostrada en la Figura 3.4 (apartado 3.2.1.2). Se utilizé el montaje para los

experimentos puntuales descrito en el apartado 3.1.2.

Se realizaron un total de ocho experimentos empleando diferentes sales con y sin amonio:
nitrato de amonio (NH;NO;), sulfato de amonio ((NH,;),SO,), nitrato de amonio y cloruro de
sodio (NH;NOsz:NaCl), cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio heptahidratado
(MgS0,4-7H,0). Algunos de los experimentos fueron realizados por duplicado para asegurar la
reproducibilidad de los resultados. El rango de evaluacién de la salinidad estuvo entre 0.07 y
0.68 M, y la OUR fue determinada en cada nivel de concentracién de sal durante al menos 1
hora. En los experimentos en los que se emplearon sales sin amonio, se adicioné 1000 mg N-
NH, L™ como concentracién de partida para evitar la reduccién de la actividad de los
organismos AOB por falta de sustrato. Todos los experimentos fueron llevados a caboapH 7y

una temperatura de 302C.

3.2.1.4 Efecto de la concentracion de nitrito y dcido nitroso sobre la actividad de los

organismos AOB

El efecto de las concentraciones de nitrito (NO,’) y acido nitroso (HNO,) sobre la actividad de
los organismos AOB fue evaluado mediante la ejecucion de tres experimentos realizado cada
uno de ellos a un valor de pH diferente: 6.25, 6.5 y 7. La biomasa objeto de estudio fue
extraida del reactor SHARON de nitritaciéon parcial que se mantuvo en condiciones estables
(reactor R;). La preparacidn de la muestra para realizar cada experimento siguié la

metodologia mostrada en la Figura 3.4 (apartado 3.2.1.2). Los ensayos fueron realizados
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empleando el montaje experimental descrito en el apartado 3.1.2, manteniendo la

temperatura constante en 302C.

Las concentraciones totales de nitrito (TNO,) estudiadas fueron ajustadas mediante la adicion
de nitrito sddico (NaNQ,), en un rango de concentracion comprendido entre 75 y 5000 mg N-
NO,L™. En cada nivel de concentracién evaluado, la velocidad de consumo de oxigeno (OUR)
fue determinada durante aproximadamente 1 hora. Con el objetivo de asegurar la presencia
de sustrato suficiente para los organismos AOB, se adicioné 1000 mg N-NH, L™ al inicio de cada
uno de los experimentos. La concentracidn de acido nitroso (HNO,) fue calculada a través de

las ecuaciones 3.6, 3.7 y 3.8 de equilibrio acido-base a 302C (Anthonisen et al., 1976).

TNO = NO; + HNO, 3.6
KeNO — —2300 = 5.05- 10—4 3.7
Equilibrio quimico HNO,/NO, eT+273
TNO 38
HNOZ = —NO
142
10-PH

donde, Ke"° (mol L) es la constante de equilibrio quimico a la temperatura T (2C)

3.2.1.5 Efecto del pH sobre la actividad de los organismos AOB

El efecto del pH sobre la actividad de los organismos AOB fue evaluado en un rango
comprendido entre 6 y 9, con escalones de 0.5 unidades. La metodologia experimental
consistié en determinar la velocidad de consumo de oxigeno (OUR), durante al menos 1 hora,
en cada escalén de pH. El valor del pH se ajusté de manera automatica mediante la adicion de
carbonato de sodio (Na,CO;). Los ensayos fueron realizados a temperatura constante de 309C,
empleando el montaje experimental para experimentos puntuales descrito en el apartado
3.1.2. La biomasa fue extraida del reactor SHARON de nitritacion parcial operado en

condiciones estables (reactor R;).

Se realizaron un total de nueve experimentos a diferentes concentraciones de amonio y
nitrito. Para el ajuste inicial de estas concentraciones fue necesario preparar la muestra
siguiendo la metodologia mostrada en la Figura 3.4 (apartado 3.2.1.2). En todos los casos, los
experimentos fueron realizados por duplicado con el objetivo de confirmar la reproducibilidad

de los resultados obtenidos.
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3.2.1.6 Efecto de la temperatura sobre la actividad de los organismos AOB

El efecto de la temperatura sobre la actividad de los organismos AOB fue evaluada mediante
dos grupos de experimentos, en los que se empled biomasa procedente del reactor SHARON
de nitritacion parcial operado en condiciones estables (reactor R,). Tal y como se comentd en
el apartado 3.2.1, la operacién de este reactor fue dividida en dos periodos, en los que la
temperatura se mantuvo constante en 30 y 359C, respectivamente. Las concentraciones de
amonio y nitrito de partida en cada experimento corresponden a las obtenidas en el reactor R,
en el momento de la extraccién de la biomasa. Los ensayos se realizaron empleando el
montaje experimental para experimentos puntuales descrito en el apartado 3.1.2. El valor del

pH se mantuvo contante en 7 a lo largo de cada experimento.

En el primer grupo de experimentos la biomasa fue sometida a incrementos progresivos de la
temperatura, en un rango comprendido entre 15 y 452C, siguiendo la metodologia que se

describe a continuacion:

1. Extraccion de la muestra del reactor SHARON de nitritacidon parcial operado en condiciones
estables (reactor R1).

2. Determinacion de las concentraciones de amonio y nitrito, con el objetivo de comprobar
que la actividad de los organismos AOB no estuviera limitada por déficit de sustrato y que
la concentracién de acido nitroso presente en el licor mezcla no fuera lo suficientemente
alta como para inhibir la actividad de los organismos AOB.

3. Evaluaciéon de la actividad bacteriana en el rango de temperatura establecido. La
temperatura de partida de los experimentos fue 152C, y a partir de este valor, se realizaron
incrementos de la temperatura en intervalos de 52C, hasta alcanzar 459C. En cada escaldn
de temperatura la actividad de los organismos AOB, medida como la velocidad de

consumo de oxigeno (OUR), fue determinada durante aproximadamente 1 hora.

Siguiendo la metodologia anteriormente descrita se realizaron un total de cuatro ensayos, dos
ensayos cuando la biomasa estaba aclimatada a 302C y dos ensayos cuando la biomasa estaba

aclimatada a 352°C.

Por otra parte, se realizd un segundo grupo de experimentos en los que se determind la
velocidad de consumo de oxigeno (OUR) a un valor fijo de temperatura durante
aproximadamente 8 horas, empleando en este caso biomasa procedente del reactor SHARON
R: durante el periodo en el que la temperatura de operacidn fue de 302C. Estos experimentos

se realizaron siguiendo los numerales 1 y 2 de la metodologia descrita en este apartado, y
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posteriormente, se ajusté el setpoint de control de temperatura al valor establecido para cada
uno de los experimentos. Los valores de temperatura evaluados en este segundo grupo de

experimentos fueron 302C, 352C, 402C y 452C.
3.2.1.7 Efecto del tiempo de retencion hidrdulico sobre las caracteristicas del efluente

El TRH y el TRC son parametros de operacion muy importantes para las poblaciones
microbianas que intervienen en los procesos biolégicos de depuracién. Al ser un proceso
operado en continuo (RCTA) sin recirculacién de fangos, el TRH es igual al TRC. El objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de la variacion del TRH sobre las caracteristicas del
efluente del proceso de nitritacion parcial y las poblaciones microbianas involucradas. El
estudio incluye la evaluacion del efecto del TRH a dos valores de temperatura diferente, 302Cy
359C. La evaluacién de estos parametros fue realizada empleando el reactor SHARON de

nitritacion parcial R,.

La metodologia seguida consistid en incrementar el caudal afluente al proceso de manera
escalonada, evaluando la estabilidad y rendimiento del proceso en cada escalon. Las
caracteristicas de la corriente de agua residual afluente empleada en este estudio estan
descritas en la Tabla 3.2. La consigna de oxigeno disuelto se establecié en 2 mg O, L. El pH del
proceso fue un pardmetro no ajustado durante la mayor parte de este estudio. En los periodos

en los que se realizé un control de pH se adicion6 acido clorhidrico (HCI, 0.5M).

3.2.2 Estudio del proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito

El estudio del proceso de nitrificacidon y desnitrificacidn via nitrito fue realizado empleando el
montaje experimental descrito en la seccion 3.1.1. Este estudio fue estructurado en dos
bloques: el primero de los bloques correspondié a la puesta en marcha, seguimiento vy
evaluacion del rendimiento del proceso de eliminacidn biolégica de nitrdgeno amoniacal via
nitrito. El segundo bloque experimental fue enfocado hacia la monitorizacién y control
automatico del proceso mediante la utilizaciéon de sensores de pH, potencial redox y oxigeno

disuelto (DO).

3.2.2.1 Puesta en marcha del proceso

La puesta en marcha y operacién del proceso de nitrificacion y desnitrificacién via nitrito fue
realizada mediante la alternancia de etapas aerobias y andéxicas en el reactor SHARON. En la
Tabla 3.3 se encuentran las condiciones establecidas en cada uno de los periodos de puesta en

marcha del proceso. Se realizaron tres estudios utilizando diferentes indculos, en los cuales se
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pretendia determinar la forma de poner en marcha el proceso, centrando el interés en
conseguir el funcionamiento acoplado de la nitrificacién y desnitrificacion via nitrito. La
temperatura de operacién fue un parametro que se modificd entre las estrategias de puesta
en marcha Il y lll. La concentracidn de oxigeno disuelto se mantuvo constante en 2.5 mg O, L™
y el pH del reactor no fue controlado en ninguna de las tres puestas en marcha. Los
porcentajes de duracion de las etapas aerobia y andxica de cada ciclo de operacién fueron
modificados en la estrategia de puesta en marcha |, mientras que en las estrategias de puesta

en marcha Il y Ill se mantuvieron constantes.

Tabla 3.3. Puestas en marcha del proceso de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito.

Puesta Inéculo T (2C) pH Caudal oD Ciclos Etapa (%)
en Afluente  (mg O, L") por dia Ae AX
marcha (LdY
| SHARON 30 Sin control 3-15 2.5 12-6 66.6-50 33.4-50
nitritacion parcial
1] EDAR urbana 30 Sin control 1.5 2.5 6 66.6 334
1l EDAR urbana 35 Sin control 1.5 2.5 6 66.6 334

En la primera puesta en marcha del proceso de nitrificacidon y desnitrificaciéon via nitrito se
empleé como indéculo biomasa procedente del reactor SHARON de nitritacién parcial. Dado
gue esta biomasa se encuentra enriquecida con organismos amonioxidantes adaptados a altas
concentraciones de nitrégeno amoniacal, lo que se pretendié con este experimento fue
desarrollar una poblacién de bacterias heterdtrofas, capaz de desnitrificar a partir de nitrito en
altas concentraciones. Las caracteristicas de la corriente afluente empleada en la primera
puesta en marcha se encuentran descritas en la Tabla 3.2 (apartado 3.2.1). Con el objetivo de
potenciar el desarrollo de los organismos desnitrificantes, y evitar la posible inhibicion de los
organismos AOB, la cantidad de metanol dosificada al inicio de la etapa andxica de cada ciclo
de operacion se incrementd de manera progresiva, hasta alcanzar la relacion estequiométrica

determinada a partir de la Ecuacidn 1.9 del apartado 1.2.2.

En la segunda y tercera estrategia de puesta en marcha se evalud la puesta en marcha
utilizando biomasa procedente de una EDAR con tratamiento convencional, en la que el
nitrégeno amoniacal era eliminado siguiendo la ruta del nitrato. Este indculo no se encontraba
aclimatado a altas concentraciones de amonio y nitrito, por lo que en estos experimentos se
pretendia conocer la posibilidad de adaptacién de los microorganismos desnitrificantes a las
altas concentraciones de amonio y nitrito. Las caracteristicas finales de la corriente afluente
empleada en las estrategias de puesta en marcha Il y lll se encuentran en la Tabla 3.4. Las

concentraciones de amonio vy la alcalinidad fueron incrementadas de manera progresiva a lo
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largo del periodo experimental hasta alcanzar 500 mg N-NH, L™y 2256 mg HCO; L™

respectivamente.

Tabla 3.4. Caracteristicas del afluente al proceso de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito en las
puesta en marcha ll y lll.

Compuestos Concentracion Compuestos Concentracion
principales (mgL?) Traza (mgL?)
N-NH,4 (NH,4CI) 50 - 500 FeCl;-6H,0 0.03
CaCl, 2.5 H3BO3 0.30
MgS0,-7H,0 51 CuS0O,-5H,0 0.06
K,HPO, 14 Kl 1.27
HCO5 225-2256 MnCl,-4H,0 0.24
Na,Mo0O,4-2H,0 0.12
ZnS04-7H,0 0.24
CoCl,-6H,0 0.30

Tras completar la puesta en marcha del proceso, el siguiente paso consistid en evaluar la
estabilidad y el rendimiento de la eliminacidén de nitrogeno bajo distintas condiciones de
operacion, para lo cual se realizaron cambios en la duracidn de las etapas aerobia y andxica, asi
como en la dosis de metanol en determinados ciclos de operacidn para reducir el nitrito en
condiciones andxicas. Asimismo, se realizé un seguimiento microbioldégico empleando la
técnica de hibridacién in situ FISH, con el objetivo de conocer las especies de organismos
amonioxidantes (AOB) predominantes en el reactor SHARON, y confirmar la ausencia de los
organismos nitritoxidantes (NOB). Las sondas de hibridacion empleadas se describen

posteriormente en el apartado 3.3.2.1.

3.2.2.2 Monitorizacion y control automadtico del proceso

La automatizacion del proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacién via nitrito se centrd
en dos aspectos fundamentales, el control de la duracién de las etapas aerobias y andxicas, y la
optimizacion de la dosificacion de materia orgdnica externa. Estos aspectos afectan
directamente a la calidad del efluente del proceso y a los costes econdmicos derivados de su

operacion.

Para automatizar el proceso es necesario disponer de informacion del estado en que se
encuentra el proceso bioldgico en cada momento. Por este motivo, inicialmente se llevd a
cabo una etapa de monitorizacion del proceso que consistié en el analisis de la informacion
aportada por las sefiales de los sensores de pH, potencial redox y oxigeno disuelto que estaban
instalados en el reactor, y su relacién con las concentraciones de los compuestos nitrogenados

determinados analiticamente durante las etapas de puesta en marcha y seguimiento. Durante
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esta etapa de monitorizacion se establecieron los criterios generales para conseguir un
funcionamiento dptimo del proceso, asi como el disefio de un protocolo para la deteccién de
fallos, que pueden causar el deterioro del proceso de eliminacion bioldgica de nitrégeno via

nitrito.

A partir de la etapa de monitorizacién se procedié al disefio de la estrategia de control, que
permitiera la optimizacién de la operacién en tiempo real del proceso biolégico. Debido a la
complejidad del proceso, se empled la l6gica difusa para el disefio de los algoritmos de control.
La teoria que soporta la base de la légica difusa se encuentra descrita en el apartado de
introduccion (1.3.1). Posteriormente, se implementd la estrategia de control en el ordenador
que gobierna el proceso mediante su programacion en el entorno de Visual Basic.Net. Una vez
implementada la estrategia de control se procedid a su validacién mediante el uso de las
siguientes corrientes: sobrenadante sintético cuyas caracteristicas reproducen la composicion
tipica del sobrenadante de la digestion anaerobia de fangos (las caracteristicas de esta
corriente se muestran en la Tabla 3.4), y sobrenadante real de la EDAR de la cuenca del
Carraixet (las caracteristicas de este sobrenadante se muestran en la Tabla 3.5). La validacion
del controlador empleando esta corriente procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet
permitid contrastar el funcionamiento del controlador ante fluctuaciones reales de la

concentracion de nitrégeno amoniacal.

Tabla 3.5. Caracteristicas del sobrenadante deshidratado de la digestion anaerobia de fangos de la
EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia) que fue utilizado como afluente al proceso de nitrificacion
y desnitrificacion via nitrito para la validacion del sistema de control.

Concentracion Desviacion n
Compuestos media Estandar
DQO soluble (mg L™) 150 10 20
NH," (mg N L) 615 90 20
NO, (mgN L") 0.1 0 20
NO; (mgN L") 3.6 3 20
PO, (mgP L™ 12 1 20
Alcalinidad (mgHCO; L™) 2700 600 20
pH 7.7 0.1 20
SST (mg L) 134 50 20
SSV (mg LY 75 18 20
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3.3 Métodos analiticos y microbiolégicos

3.3.1 Métodos de analisis de contaminantes en las aguas residuales

3.3.1.1 Amonio, nitrito, nitrato y ortofosfato

Las concentraciones de amonio (NH,"), nitrito (NO5), nitrato (NO3) y ortofosfato (PO,*) fueron
determinadas inicialmente por cromatografia idnica. El equipo empleado fue un IC modelo 761
Compact de la casa comercial Metrohm. También se emplearon otros métodos de analisis
propuestos por el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA/AWWA/WEF, 2005), y equipos como el analizador multiparamétrico SmartChem200 de

la casa Metrohm.

3.3.1.2 Nitrogeno total

Se utilizé el test de determinacidon de nitrégeno total de la firma Merck. Los compuestos
organicos e inorganicos de nitrogeno se transforman en nitratos por el método de Koroleff por
tratamiento con un oxidante en un termorreactor. Estos nitratos, en solucion sulfurica y
fosforica forman con 2,6—dimetilfenol (DMP) el compuesto 4—nitro—2,6-dimetil-fenol que se
determina fotométricamente a 338 nm empleando un espectrofotdmetro (Spectroquant VEGA

400).

3.3.1.3 Solidos suspendidos totales y sdlidos suspendidos voldtiles

La concentracidn de sdlidos suspendidos totales (SST) se determina mediante el paso de una
muestra a través de un filtro con tamano de poro de 0.45 um. Posteriormente, se pesa el
material retenido una vez se haya eliminado la humedad a 1052C en una estufa. El incremento
en el peso del filtro representa la cantidad de sdlidos suspendidos totales en la muestra. Los
sdlidos suspendidos voldtiles (SSV) y los sdlidos suspendidos no voldtiles (SSNV) se determinan

mediante la calcinacion de los sélidos suspendidos totales a 5502C (APHA/AWWA/WEF, 2005).

3.3.1.4 Alcalinidad

Para la determinacion de la alcalinidad se ha empleado el método de valoracién acido-base
propuesto por Moosbrugger et al. (1992). El método consiste en la valoracién de una muestra
con una concentracion conocida de HCI (0.1N) hasta alcanzar valores de pH de 6.7, 5.9, 5.2 y
4.3. Posteriormente, a partir de calculos de equilibrio quimico que consideran las
concentraciones de especies quimicas como: fosfato, amonio y sulfuro, pH y temperatura

inicial de la muestra, volumen de muestra empleada, y los volimenes de HCI adicionados para
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alcanzar los respectivos valores de pH antes citados; se calcula la alcalinidad asociada al
carbonato y se expresa como carbonato de calcio (CaCO;). El equipo utilizado para llevar a
cabo este analisis es un valorador (titrador) marca 716 DMS Titrino de la firma comercial

Metrohm.

3.3.1.5 Demanda quimica de oxigeno

Para la determinacién de la demanda quimica de oxigeno (DQO) se han empleado dos
métodos analiticos, diferenciados entre si por el rango de concentracién de DQO para el cual
se aplican. La medida de la DQO en ambos casos se realiza de forma indirecta, determinando
el exceso de dicromato (Cr,0,”) empleado. El primero de los métodos empleados fue el
estdndar de oxidacidn de la materia orgdnica mediante digestién con reflujo abierto
(APHA/AWWA/WEF, 2005), disefiado para un rango de DQO comprendido entre 50 y 900 mg
DQO L™. En este método se determina el exceso de dicromato a través de una valoracién
redox. El segundo método utilizado fue el test de la firma comercial Merck, con un rango de
medida comprendido entre 10 y 150 mg DQO L™. Este método consiste en una digestion con

reflujo cerrado, y determinacién del exceso de dicromato por colorimetria.

Es importante destacar que para determinar la concentracion de materia organica mediante el
uso de estos métodos fue necesario eliminar la interferencia originada por la alta
concentracién de nitrito. Para contrarrestar esta interferencia se emplearon 10 mg de acido
sulfamico (H,NSOsH) por cada mg de N-NO,presente en la muestra (APHA/AWWA/WEF,
2005).

3.3.2 Técnicas microbioldgicas y moleculares

3.3.2.1 Técnica de hibridacion in situ FISH

La técnica FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation) consiste en la hibridacién de una sonda con
una parte especifica del 16S RNA bacteriano (Manz et al., 1992). La sonda se elabora mediante
la sintesis quimica de nucleétidos y se marca con un agente de color fluorescente
(fluorocromo). Las bacterias de un grupo taxondmico especifico (especie, género o clase entre
otros), al ser hibridadas con una sonda especifica, pueden ser identificadas empleando un

microscopio de fluorescencia.

Se utilizé la técnica FISH para determinar la presencia de organismos amonioxidantes (AOB),
nitritoxidantes (NOB) y desnitrificantes en la biomasa empleada como inéculo para la puesta

en marcha de cada uno de los procesos biolégicos estudiados en esta tesis. Ademas, durante la
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operacion del reactor SHARON se empled la técnica FISH para realizar la identificacion y

posterior cuantificacion de las poblaciones de AOB y NOB, con respecto al total de bacterias

presentes en los sistemas bioldgicos estudiados. Se empled un microscopio de fluorescencia

DM2500 dotado de una camara digital Leica DFC420c para la identificacién y captura de

imagenes. La visualizacién de las muestras se realizé con un objetivo de 63x (Leica63x/0.80 N

PLAN). En la Tabla 3.6 se detallan las sondas empleadas en esta investigacion. En esta tabla se

muestra el nombre de la sonda, la secuencia de nucledtidos de la sonda, la bacteria diana y la

referencia donde ha sido descrita dicha sonda.

Tabla 3.6. Sondas de hibridacion empleadas en la identificacion de organismos AOB, NOB y
desnitrificantes.

Sonda Secuencia 5™- 3" Bacteria Referencia
EUB338 GCT GCCTCC CGT AGG AGT Most Bacteria Amann, R. et al., 1990
EUBMIx EUB338 II GCA GCC ACC CGT AGG TGT Planctomycetales Daims, H. et al., 1999
EuB3sg i OCT GCCACCCGTAGGTGT Verrucomicrobiales Daims, H. et al., 1999
Betaproteobacterial
NS0190 CGA TCC CCT GCT TTT CTC C ammonia-oxidizing 2/'9‘;23”"’ B. etal,
bacteria
Betaproteobacterial
NSO1225 CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA ammoma—ox:d:zmg Mobarry, B. etal.,
bacteria 1996
Most  halophic and
NEU CCCCTCTGCTGCACT CTA halotolerant Wagner, M., et al. 1995
Nitrosomonas spp.
Nitrosococcus mobilis Juretschko. S.. et al
Nmv TCC TCA GAG ACT ACG CGG (“Nitrosomonas”) 1998 T '
lineage
Nsv443 CCGTGACCGTTITCGTTCCG Nitrosospira spp. Mobarry, B 1996
Nmo218 CGG CCG CTC CAA AAG CAT Nitrosomonas Gieseke, A, et al. 2001
oligotropha-lineage
Nitrosomonas
europaea, halophila, Juretschko, S., et al.
Nsel472 ACC CCA GTC ATG ACCCCC eutropha, kraftisried- 1998
isolated
Ntspa712 CGC CTT CGC CAC CGG cCTTce  Most members of the oo\ ot al. 2001
phylum Nitrospirae
NIT3 CCT GTG CTC CAT GCT CCG Nitrobacter spp Wagner, M., et al. 1996
DEN67 CAA GCA CCC GCG CTG CCG Methanol-utilizing Ginige, M., et al. 2005
denitrifying cluster
AT1458 GAA TCT CAC CGT GGT AAG CGC gzc;i;”s'Tha”era Rabus, R., et al. 1993
PAR651 ACC TCT CTC GAA CTC CAG Genus Paracoccus Neef, A., et al. 1996
TBD1419 ACT TCT GCC AGA TTC CAC Thiobacillus Fernandez, N., et al.

denitrificans

2008
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En la Figura 3.5 se encuentra el arbol de clasificacion filogenético para las especies de
organismos AOB (Figura 3.5a) y NOB (Figura 3.5b), con las sondas de oligonucleétidos
comunmente empleadas para su identificacidn, y se han marcado en rojo las utilizadas en este

trabajo.

Para la cuantificacion de las distintas especies microbianas presentes en las muestras se ha
utilizado el método propuesto por Borrds (2008), el cual se divide en cinco etapas basicas

descritas a continuacion:

1. Toma de muestra. Las muestras deben tomarse de una parte representativa del fango o

cultivo de bacterias. Para ello, es necesario que el reactor esté completamente mezclado.

2. Aplicacién de la técnica de hibridacién in situ, FISH.
- Fijaciéon de la muestra para paralizar toda la actividad bacteriana.

- Hibridacién con las sondas pertinentes.

3. Observacion en el microscopio y toma de imagenes. Una vez realizada la hibridacidn, los
portaobjetos deben ser examinados bajo un microscopio de epifluorescencia o un
microscopio confocal laser, con los filtros adecuados segun los fluorocromos utilizados.
Mediante una camara digital acoplada al microscopio se tomaran imagenes de entre 20 y

40 campos representativos de la muestra hibridada.

4. Cuantificacién de los datos mediante software. Las imagenes son introducidas en un
software que realiza la cuantificacion y devuelve un informe detallado de los porcentajes

de dreas ocupadas por las bacterias presentes en la muestra hibridada.

5. Anadlisis de los resultados. El informe debe ser revisado cuidadosamente con el fin de filtrar

posibles resultados erréneos o estadisticamente incoherentes.

El resultado final obtenido de la aplicacién del software de cuantificacion desarrollado es un
numero que representa el porcentaje en area de una especie bacteriana en la muestra,

acompafiado de su desviacion estandar.

Como paso previo al empleo de la técnica de hibridacion in situ FISH, se llevd a cabo el
procedimiento de fijacion de las muestras. Estas fueron periédicamente extraidas desde cada
reactor, y fijadas siguiendo el protocolo establecido para las bacterias Gram negativas (Amann,

1990) empleando paraformaldehido (PFA).
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Figura 3.5. Arbol de clasificacién filogenético para las especies de organismos AOB (a) y NOB (b)
relacionadas principalmente con la depuracion de aguas residuales que incluye las sondas de
oligonucleétidos comiunmente empleadas para su identificacion (Nielsen et al., 2009). En rojo
aparecen marcadas las sondas empleadas en este trabajo.
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3.3.2.2 Técnica de viabilidad celular

La técnica de viabilidad celular determina la integridad de la membrana celular, lo que permite
identificar las bacterias vivas y muertas presentes en una determinada muestra. Esta técnica
fue aplicada durante el seguimiento de los procesos bioldgicos estudiados, asi como durante la

ejecucién de los experimentos descritos en el apartado 3.2.1.

Se empled el kit “L-7012 LIVE/DEAD® Baclight viability kit for microscopy and quantitive
assays”, el cual utiliza dos fluorocromos: el Yoduro de propidio (PI, tincién roja) y el SYTO 9
(tincién verde). La molécula SYTO 9 es de menor tamafio que la molécula PI, por lo que cuando
la membrana bacteriana se encuentra en buen estado, la molécula SYTO 9 es capaz de entrar
en la célula, prevaleciendo una coloracién verde e indicando que la bacteria es viable. En caso
contrario, las células no viables se identifican cuando la molécula Pl entra en la célula y
desplaza a la molécula SYTO 9, prevaleciendo una coloracion roja. La identificacion vy la
cuantificacidn se realizaron empleando el microscopio de epifluorescencia y la metodologia de

cuantificacidn descritos en el apartado 3.3.2.1.






RESULTADOS Y DISCUSION






Resultados y discusion 95

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ESTUDIO DEL PROCESO SHARON DE NITRITACION PARCIAL

En esta seccidn se presentan y discuten los resultados obtenidos del estudio del proceso de
nitritacion parcial llevado a cabo en un reactor SHARON. En el primer apartado se recogen los
resultados obtenidos durante el periodo de puesta en marcha y seguimiento de la evolucion
del proceso. En el segundo apartado se presentan los resultados de los experimentos
puntuales, mediante los que se determind el efecto que tienen diversos factores ambientales
sobre la actividad de los organismos AOB, y también, los resultados del efecto del TRH sobre la
estabilidad del proceso de nitritacion parcial y la calidad del efluente. Finalmente, en el tercer
apartado se encuentran consignados una serie de criterios y recomendaciones acerca de la
forma de poner en marcha y operar un reactor SHARON para obtener un proceso de

nitritacion parcial estable.

4.1.1 Puesta en marcha y seguimiento de la evolucién del proceso

Se evaluaron dos estrategias de puesta en marcha en las cuales se empledé como inéculo fango
activo procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia). En esta EDAR el nitrégeno
amoniacal se elimina por via bioldgica de manera convencional, es decir, siguiendo la ruta del
nitrato. La utilizacién de técnicas microbioldgicas mostrd que el indculo empleado en ambas
estrategias de puesta en marcha estaba compuesto principalmente por bacterias heterétrofas,
que eliminan materia orgdnica en condiciones aerobias y andxicas, y una pequefia fraccion de
bacterias autdtrofas, compuesta por organismos amonioxidantes (AOB) y nitritoxidantes

(NOB).

Mediante la técnica FISH se determind que la proporcidn de organismos AOB (clase B-
proteobacteria) en comparacion con el total de bacterias (dominio Eubacteria) presentes en el
inéculo en el momento de inicio de cada puesta en marcha era del 7+2% (Figura 4.1). Ademas,
hibridaciones realizadas dentro de los organismos AOB (clase B-proteobacteria) indicaron que
este porcentaje se correspondia mayoritariamente con bacterias marcadas con la sonda
Nmo218 (4+1%), empleada para identificar bacterias de la especie Nitrosomonas oligotropha
spp. Las especies Nitrosospira spp. y Nitrosococcus mobilis spp., fueron detectadas en una
proporcién en torno al 0.1% mediante la hibridacién con las sondas Nsv443 y Nmv,
respectivamente. La sefial fue negativa para las especies Nitrosomonas eutropha spp. y

Nitrosomona europaea spp., hibridadas con la sonda Nse1472.
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La proporcién de organismos NOB en el inéculo de ambas puestas en marcha se situd en un
3+1% comparado con el total de bacterias identificadas con la sonda EUBmix. Este porcentaje
corresponde a bacterias pertenecientes al phylum Nitrospirae, identificadas empleando la
sonda Ntspa712. La sefial obtenida de la hibridacion con la sonda NIT3, utilizada para
identificar bacterias NOB de la especie Nitrobacter spp. fue negativa, indicando la ausencia de

esta especie en la biomasa empleada en ambas puestas en marcha del proceso.

Las dos puestas en marcha no se realizaron simultdneamente, sino en diferentes épocas, por lo
que la similitud en la composicidn microbiana en los indculos empleados permite asegurar que
las diferencias que se observen entre ambas puestas en marcha no se deben al indculo
empleado. Por otra parte, los resultados obtenidos confirman que la predominancia de los
organismos AOB y NOB, principales responsables del proceso de nitrificacion, es baja en este
tipo de fango activado procedente de procesos de tratamiento de agua residual de tipo

convencional.

a b

Figura 4.1. Microfotografia FISH mostrando la presencia de organismos amonioxidantes pB-
proteobacteria (color rosa) usando la sonda NSO190, frente al total de bacterias (sonda EUB mix), en
(a) el inéculo utilizado para la puesta en marcha |, y (b) el indculo empleado en la puesta en marchalll.
Imagenes tomadas a 63x.

4.1.1.1 Puesta en marcha I: incremento progresivo de la concentracion de N-amoniacal

Esta puesta en marcha consistio en adaptar de manera progresiva la biomasa a las altas
concentraciones de nitrégeno amoniacal, tipicas de la corriente del sobrenadante de la
deshidratacién de fangos digeridos anaerdbicamente. Este periodo de estudio fue dividido en
cinco etapas, con una duracidn total de 80 dias, a lo largo de las cuales se fue modificando la
concentraciéon de nitrégeno amoniacal, la temperatura y la relacion HCO3;/N. La Tabla 4.1
resume los cambios realizados en la operacidn del proceso de nitritacidén parcial en el reactor
SHARON durante la puesta en marcha I. Durante todo el periodo experimental el tiempo de

retencion hidraulico se mantuvo constante en 2.3 dias.
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Tabla 4.1.Condiciones de operacién del proceso de nitritacion parcial SHARON durante la puesta en
marcha I.

Concentracion amonio en .
Etapa . TRH Temperatura Ratio molar
la corriente afluente

(mg N-NH, L") (dias) (eC) HCO5 /N
1 300 2.3 25 1.9
2 600 2.3 25 0.9
3 1000 2.3 25-30 0.5
4 1000 2.3 30 1.1
5 1000 2.3 30 2.2

La Figura 4.2 muestra la evolucidon de los compuestos nitrogenados, la alcalinidad (medida
como CaCOs) y el pH en las corrientes afluente y efluente al proceso durante la puesta en
marcha I. Tal y como se observa en esta figura, el amonio de la corriente afluente es oxidado
rapidamente a nitrato en la etapa 1, confirmando que existe una poblacion de organismos AOB
y NOB bien desarrollada en el licor mezcla del reactor. Para no limitar el desarrollo de las
bacterias y amortiguar las variaciones de pH, la alcalinidad del afluente se ajustd para tener un
relacion molar HCO3;/N-NH, en torno a 1.9, relacién considerablemente superior a la
comunmente encontrada en corrientes de sobrenadante de la deshidratacién de fangos
sometidos a digestidon anaerobia que se situa en torno a 1. Como se observa en la Figura 4.2b,
durante esta primera etapa la alcalinidad en la corriente efluente se situé en torno a 150 mg

CaCOs L™, mientras que el pH del reactor oscilé alrededor de 7.8.

Desde el inicio de la etapa 2 la concentracidn de amonio en la corriente afluente se incrementé
a 600 mg N-NH, L', mientras que la alcalinidad se mantuvo contante con respecto a la etapa 1
en 2000 mg CaCO; LY por lo que la relacion molar HCO3;/N-NH, se situé en 0.9. Durante esta
etapa se observa inicialmente un periodo de transicién, en el que la concentracién de nitrato
comenzd a descender, al contrario de lo que sucedid con el nitrito, que comenzé a acumularse
en el reactor. En este periodo de transicidon el pH oscilé bruscamente. Tras el periodo de
transicidn, se observa un periodo de estabilizacion que comenzé el dia 20, durante el cual el

porcentaje de oxidacion de amonio alcanzoé el 37%.

En la etapa 3 la temperatura de operacidn se incrementd progresivamente desde 252C hasta
302C a lo largo de dos dias de operacién. La concentracion de nitrégeno amoniacal se
incrementd a 1000 mg N L™ al comienzo de la etapa, con lo que relacién molar HCO5/ N-NH,
durante todo este periodo estuvo en torno a 0.5. La alcalinidad aportada en la corriente de
entrada no se incrementd en esta etapa para evitar el posible impacto adverso que podria
presentar la alta salinidad sobre la biomasa aun en periodo de adaptacién. Sin embargo, el

déficit de alcalinidad al que fue sometido el proceso limité severamente el rendimiento de
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oxidacion de amonio, que no superé el 20%. Por este motivo, en la etapa 4 se incrementé la
alcalinidad en la corriente afluente hasta alcanzar la relacién molar HCO;/N tipica de la
corriente de sobrenadante de la deshidratacién de fangos sometidos a digestion anaerobia
(HCO5/N-NH, = 1). Como se puede observar en la Figura 4.2a el proceso evoluciond muy
favorablemente y para el dia 55 alcanzé un rendimiento de oxidacién de amonio a nitrito del
50% (nitritacion parcial), con un consumo total de la alcalinidad aportada en la corriente

afluente.
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Figura 4.2. Evolucion de las concentraciones de los compuestos nitrogenados (a), alcalinidad y pH (b)
en las corrientes afluente y efluente al proceso de nitritacion parcial (SHARON) durante la puesta en
marcha l.
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El analisis mediante FISH de muestras del licor mezcla del reactor reveld una clara
predominancia de bacterias amonioxidantes clase B-proteobacteria (86£1%) frente al total de

bacterias hibridadas con la sonda general EUBmix (Figura 4.3).

Figura 4.3. Microfotografia FISH mostrando la presencia de organismos AOB B-proteobacteria (color
rosa) usando la sonda NSO190, frente al total de bacterias (sonda EUB mix) para el dia 57 de la puesta
en marcha I. Imagenes tomadas a 63x.

Una vez conseguida la nitritacion parcial, se decidié realizar una nueva etapa (etapa 5)
incrementando la alcalinidad en el agua residual afluente, con el objetivo de determinar si era
posible alcanzar un mayor rendimiento de oxidacién de amonio a nitrito. La relacién molar
HCO5/N-NH, se duplicé con respecto a la empleada en la etapa 4, pero tal y como se observa
en la Figura 4.2a se produjo un claro y rapido deterioro del proceso, obteniéndose en la
corriente efluente concentraciones de amonio similares a las aportadas en el agua residual
afluente. Durante esta quinta etapa, el pH del reactor se incrementd como consecuencia del
deterioro del proceso de oxidacidon de amonio, por lo que la alcalinidad aportada por el agua
residual afluente no fue consumida (Figura 4.2b). Debido a que la Unica modificacién que se
realizé fue el incremento de la alcalinidad en la corriente afluente, se presume que la principal
causa del deterioro observado en el proceso de oxidacion de amonio fue el desequilibrio
osmatico entre la célula y el medio que la rodea, como consecuencia de la alta alcalinidad y
nitrégeno amoniacal aportados en el alimento como bicarbonato de sodio (NaHCO;) y cloruro
de amonio (NH,CI), respectivamente. Varios autores (Panswad et al., 1999; Windey et al.,
2005) advierten del efecto adverso que tiene la alta salinidad sobre los procesos bioldgicos de
eliminaciéon de nitrégeno de las aguas residuales. Debido a la relevancia del tema se considerd
necesario profundizar en él, y por ello se realizé un estudio especifico para cuantificar el efecto
de la salinidad sobre la actividad de los organismos amonioxidantes, cuyos resultados se

recogen en el apartado 4.1.2.2 del presente documento.
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4.1.1.2 Puesta en marcha Il: arranque del proceso con alta concentracion de N-amoniacal

En esta segunda puesta en marcha del proceso de nitritacion parcial la biomasa procedente de
la EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia) fue sometida a altas concentraciones de
nitrégeno amoniacal desde el inicio de operacién. La concentracidn de nitrégeno amoniacal
utilizada fue de 1000 mg N-NH, L™, que es la concentracién habitualmente encontrada en la
corriente del sobrenadante de la deshidratacion de fangos provenientes de la digestion
anaerobia. Este periodo experimental fue dividido en dos etapas, en las que se modificé el
caudal afluente al proceso y, por tanto, el tiempo de retencién hidrdulico y el tiempo de
retencién celular. Durante las dos etapas de la puesta en marcha Il la temperatura de
operacidon permanecio controlada en 30°C y el ratio molar HCO3;/N-NH, ajustado en 1.1. Las
condiciones de operacién de la puesta en marcha Il se resumen en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2.Condiciones de operacién del proceso de nitritacion parcial SHARON durante la puesta en
marcha Il.

Concentracién amonio en

Etapa la corriente afluente TRH Temperatura Ratio molar
, 0 )
(mg N-NH, L") (dias) (eC) HCO;/N
1 1000 23 30 1.1
2 1000 4.6 30 1.1

La Figura 4.4 muestra la evolucidn de los compuestos nitrogenados, la alcalinidad (medida
como CaCOs) y el pH en las corrientes afluente y efluente al proceso durante la puesta en
marcha Il. Como se puede observar en la Figura 4.4a, durante la etapa 1 el sistema alcanzo a
oxidar el 20% del amonio a nitrito tras 10 dias de operacién. Este porcentaje de oxidacidn de
amonio a nitrito se mantuvo relativamente constante hasta el dia 25, momento a partir del
cual se decidié incrementar el TRH del proceso (etapa 2), con el objetivo de incrementar la
poblacién de organismos AOB y conseguir una mayor oxidacion de amonio en el proceso de

nitritacion parcial.

Tal y como se acaba de comentar, el caudal de entrada al proceso se disminuyd durante la
etapa 2 de esta puesta en marcha para obtener un mayor TRH (4.6 dias). Los demas
parametros de operacién se mantuvieron constantes en los valores fijados durante la etapa 1.
Se puede observar en la Figura 4.4a como tras el cambio en el TRH (dia 25) se produjo un
incremento progresivo del rendimiento de oxidacion de amonio a nitrito, el cual se
corresponde con el descenso tanto de la alcalinidad en la corriente efluente como del pH en el

reactor (Figura 4.4b). De acuerdo con los resultados que se muestran en la Figura 4.4a, y
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tomando como punto de partida las condiciones de operacidn establecidas durante la etapa 2,

es posible obtener el proceso de nitritacion parcial en tan sélo 20 dias de operacién.
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Figura 4.4. Evolucion de las concentraciones de los compuestos nitrogenados (a), alcalinidad y pH (b)
en las corrientes afluente y efluente al proceso de nitritacion parcial, durante la puesta en marchal Il.

Si se realiza un balance de masa para el nitrégeno en la etapa 2, se puede observar que el

sumatorio de las concentraciones de los compuestos nitrogenados en el efluente es mayor que

en el afluente. Esto es debido a la alta evaporacién que se produjo en el reactor como

consecuencia de las condiciones de operacion impuestas y las condiciones de temperatura y

humedad relativa del laboratorio donde se situé el montaje experimental. Midiendo los
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caudales de entrada y salida al proceso se comprobé que en torno al 33% del caudal afluente
al reactor se perdia por evaporacidn. Esta significativa reduccion del caudal efluente del
proceso llevé a que el tiempo de retencion celular fuera mayor que el tiempo de retencidn
hidraulico, siendo de 7 dias y 4.6 dias respectivamente. A pesar del elevado TRC, la
concentracién de nitrato (NO5’) determinada en la corriente efluente del proceso fue inferior a
2 mg N-NO; L durante esta segunda etapa de puesta en marcha, lo que indica la poca
abundancia de organismos NOB en el sistema. El analisis mediante FISH de muestras del licor
mezcla del reactor reveld que la poblacién de organismos nitritoxidantes, hibridados con las
sondas Ntspa712 (phylum Nitrospirae) y NIT3 (Nitrobacter spp.), no superd en ningun
momento el 0.1% del total de bacterias hibridadas con la sonda EUBmix. Resultados similares
se han obtenido en otras investigaciones en las que la operacién de un reactor de nitritacion
parcial con altos TRC (hasta 7 dias en Ganigué et al., 2007 y hasta 30 dias en Jubany et al.,
2009) no ocasioné una produccidn significativa de nitrato (estando siempre por debajo del
5%). La ausencia de una poblacién significativa de organismos NOB en sistemas SHARON
operados con altos tiempos de retencidon celular puede ser atribuida al efecto de otros factores
y parametros de operaciéon como la temperatura, el oxigeno disuelto, la concentracion de
nitrito y acido nitroso, y la concentracién de amonio, entre otros, los cuales pueden jugar un

papel importante en la competencia entre los organismos AOB y NOB.

Comparando las dos estrategias de puesta en marcha utilizadas, se puede concluir que la
imposicién de altas concentraciones de amonio y alcalinidad, desde el inicio de operacién, no
afecta negativamente al desarrollo de las poblaciones de microrganismos amonioxidantes
presentes en el indculo. En ambas estrategias de puesta en marcha, el rendimiento de
oxidacidon de amonio a nitrito en torno al 50% (nitritacién parcial) se consiguié con TRC altos,
superiores a 1 dia que es lo que recomienda Hellinga et al. (1998). Estos resultados son
coherentes con los de otros autores como Van Hulle et al. (2007), quienes afirman que el
empleo de bajos tiempos de retencidén celular durante el periodo de puesta en marcha,
utilizando como indculo organismos AOB de la linea de aguas de una EDAR urbana, ocasiona

que el funcionamiento del reactor SHARON se torne inestable.
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4.1.2 Efecto de los factores ambientales y de operacion sobre la actividad de los organismos

AOB y las caracteristicas del efluente del proceso

Cambios en las condiciones ambientales y de operacién, tales como temperatura, pH,
disponibilidad de sustrato, aireacidn, caracteristicas de la fuente de carbono y concentraciones
de agentes inhibidores, entre otros, pueden afectar a la actividad de los organismos AOB
(Daims et al., 2010). Por ello, una vez alcanzado el proceso de nitritacion parcial, y habiendo
identificado las especies Nitrosomonas eutropha spp. y Nitrosomonas europaea spp. como las
mas abundantes, se realizé una exhaustiva campafia experimental para conocer y cuantificar la
influencia de diversos factores ambientales y parametros de operacién sobre la actividad de
estas especies de organismos AOB asi como sobre el rendimiento y la estabilidad del proceso.

Los resultados de esta experimentacidn se recogen en este apartado.

La Figura 4.5 muestra la evolucion de los compuestos nitrogenados en la corriente efluente del
proceso SHARON de nitritacién parcial R1. En la figura se observa que tras completar la puesta
en marcha del proceso de nitritacion parcial (dia 45), el porcentaje de nitritacion oscilé en
torno al 50% durante los dos periodos experimentales evaluados, el primero a una
temperatura de 309C vy el segundo periodo a una temperatura de 352C. Las concentraciones de
amonio y nitrito que se muestran en la figura corresponden con las concentraciones reales
medidas en el licor mezcla del reactor. Como se comentd anteriormente, debido a la
evaporacion en el reactor se produjo un incremento de la concentracion de los diferentes
compuestos presentes en el licor mezcla y, por este motivo, el sumatorio de los compuestos
nitrogenados en el efluente del reactor fue superior que en el afluente. Ademas, la
evaporacion producida ocasiond que el TRC fuera significativamente mayor que el TRH, 7 dias
frente a 4.6 dias, respectivamente. A pesar de que el reactor se estuviera operando con este
elevado valor de TRC, la concentracién de nitrato permanecié por debajo de 2 mg N-NO; L' en
todo momento, lo que permitié asegurar que el proceso de eliminacidon de N-amoniacal siguié
la ruta del nitrito. Este hecho también fue confirmado mediante la utilizacidn de la técnica
FISH, que revel6 que en el reactor SHARON predominaba un cultivo altamente enriquecido de
organismos AOB, siendo del total de bacterias identificadas con la sonda EUBmix el 93+3% las
bacterias identificadas con la sonda especifica NSO190. Este porcentaje corresponde al valor
medio obtenido tras el andlisis de diversas muestras tomadas a lo largo del periodo de
operacion estable del reactor SHARON de nitritacion parcial. La Figura 4.6 muestra la
abundancia de organismos AOB B-proteobacteria (color rosa) usando la sonda NSO190, frente

al total de bacterias (sonda EUB mix) para el dia 650 de operacion.
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Figura 4.5. Evolucion de los compuestos nitrogenados en la corriente efluente del proceso SHARON de
nitritacion parcial R1.

Figura 4.6. Microfotografia FISH mostrando la presencia de organismos AOB B-proteobacteria (color
rosa) usando la sonda NSO190, frente al total de bacterias (sonda EUB mix) para el dia 650 de
operacion.

La biomasa desarrollada en el reactor de nitritacidn parcial R1 fue empleada para la realizacion
de una serie de experimentos puntuales, en los que se evalué el efecto de diversos factores
ambientales sobre la actividad de los organismos AOB, siguiendo la metodologia descrita en el

apartado de materiales y métodos 3.2.1. A continuacién se presentan los resultados de esta

evaluacion, recogidos en los siguientes 5 subapartados.



Resultados y discusion 105

4.1.2.1 Efecto de la concentracion de amonio y amoniaco sobre la actividad de los

organismos AOB

La evaluacién del efecto de la concentracién de amonio (NH,") y amoniaco (NH;) sobre la
actividad de los organismos AOB se realiz6 siguiendo la metodologia descrita en el apartado
3.2.1.2. Se realizaron un total de ocho experimentos a cuatro valores de pH diferentes (6.5, 7,
7.5y 8.1), para los que se empled biomasa procedente del reactor de nitritacién parcial R1
(Figura 4.5), el cual se operaba para mantener el proceso estable y en condiciones
estacionarias y con un grado de nitritificacion en torno al 50%. Cada experimento fue realizado
por duplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. En la Tabla 4.3 se
encuentran las concentraciones de amonio empleadas en cada nivel de pH estudiado. Como se
observa en esta tabla, el rango de amonio evaluado comprendié desde 45 hasta 10000 mg N-
NH, L™

Tabla 4.3.Concentraciones de amonio empleadas en la evaluacién del efecto del amonio y amoniaco
sobre la actividad de los organismos AOB.

pH Experimento Concentracién de amonio (mg N-NH, L)
6.5 1 70 100 300 950 1500 2200 7000
2 95 250 550 1200 1800 4000 5000 10000
2.0 3 60 95 150 950 2500 5500 10000
4 300 800 1100 1500 2100 4100 8100
25 5 45 300 800 1100 1500 2100 2800 4100
6 250 600 1000 1400 2000 4000 6000
8.1 7 45 534 1490 2350
8 190 1055 1900 2770

En todos los experimentos se determind la actividad bacteriana, medida como velocidad de
consumo de oxigeno (OUR), para cada concentracion de amonio; atribuyéndose los cambios
observados en la OUR a la actividad de los organismos AOB presentes en el reactor, ya que
durante el periodo de realizacion de estos ensayos la concentracidén de nitrato en el reactor
SHARON fue practicamente despreciable (< 2 mg N-NO; L), y de acuerdo con los resultados de

FISH, la abundancia de organismos AOB [B-proteobacteria se situd en torno al 93+3%.

La Figura 4.7 muestra los resultados obtenidos para el experimento 3 realizado a pH 7. Se
observa como la actividad bacteriana, medida como OUR (mg O, L'd?), se mantuvo
relativamente estable para cada concentracidn de amonio evaluada, y varié cada vez que se
cambiaba la concentracion de amonio. Conforme se incrementd la concentracion de amonio,
la actividad bacteriana también aumenté hasta alcanzar su maximo en el rango comprendido
entre 950 mg N-NH, L™ y 2500 mg N-NH, L™. Para las concentraciones evaluadas superiores a

2500 mg N-NH,4 L™ se observé un descenso considerable de la actividad bacteriana.
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Figura 4.7. Evolucion de la OUR para cada concentracion de amonio empleada en el experimento 3
realizado a pH 7.0.

Los resultados obtenidos para todos los experimentos, mostrados en la Figura 4.8, responden
a un patrén de comportamiento similar al mostrado en la Figura 4.7. Sin embargo, los valores
maximos de OUR alcanzados en cada experimento fueron diferentes, como consecuencia de
las condiciones establecidas en cada experimento, concentracién de amonio empleada y pH
evaluado. Para poder comparar todos los experimentos entre si, fue necesario normalizar los
valores de OUR obtenidos en cada nivel de concentracion evaluado respecto del valor maximo
de OUR alcanzado en cada experimento. Por tanto, en cada experimento se calculé el cociente
entre el valor de la OUR para cada concentracién de amonio y el valor mdximo de la OUR en
dicho experimento, siendo este cociente el porcentaje del valor maximo de OUR (%OUR). Dado
que el valor de la OUR se mantuvo relativamente constante en cada nivel de concentracion
evaluado, el analisis de los resultados se realizé utilizando el valor medio de OUR para cada

nivel de concentracion.
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En la Figura 4.9 se encuentran representados graficamente los resultados de todos los

experimentos realizados a los distintos valores de pH y concentraciones de amonio y amoniaco
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de equilibrio quimico 3.3, 3.4 y 3.5 (apartado 3.2.1.2), en funcién del pH y la temperatura de
cada experimento. Tal y como se indicd, la temperatura se mantuvo constante en 302C en
todos los experimentos. Las Figuras 4.9a y 4.9b muestran los resultados en todo el rango de
concentraciones de amonio y amoniaco evaluadas, mientras que las Figuras 4.9c y 4.9d
Unicamente muestran los resultados en las zonas de bajas concentraciones para poder analizar

la limitacién de la actividad de los organismos AOB por déficit de sustrato.

En las Figuras 4.9a y 4.9b se puede observar claramente que hay una reduccidn de la actividad
de los organismos AOB tanto para bajas como altas concentraciones. Observando ambas
figuras, se puede afirmar que para altas concentraciones de amonio, el amoniaco no es el
responsable del descenso de la actividad de los organismos AOB, ya que la reduccion
observada es muy diferente en cada experimento. Se puede comprobar como a pH 8.1 la
actividad de los organismos amonioxidantes es practicamente del 100% cuando la
concentracién de amoniaco es 186 mg N-NH; L™, mientras que en el experimento realizado a
pH 7 la actividad es inferior al 20% siendo la concentracién de amoniaco de 80 mg N-NH; L™.
En la Figura 4.9a la actividad de los organismos AOB desciende siguiendo el mismo patrén en
todos los experimentos: aproximadamente a partir de 2200 mg N-NH, L™ la actividad de las
bacterias AOB desciende conforme se incrementa la concentracion de amonio. Estos
resultados parecen indicar que la elevada concentracion de amonio inhibe la actividad de los
organismos AOB. En bibliografia existen trabajos como el de Hunik et al. (1992) y Mosquera-
Corral et al. (2005) que sefalan que la salinidad puede afectar negativamente a los organismos
AOB. Por este motivo y con el objetivo de clarificar si el amonio o la salinidad son responsables
de la reduccién de la actividad de los organismos AOB, se realizaron otros experimentos

utilizando sales con y sin amonio cuyos resultados se recogen en el apartado 4.1.2.2.

Comparando las Figuras 4.8c y 4.8d se puede observar como la actividad bacteriana sigue la
misma tendencia cuando se compara frente a la concentracion de amoniaco,
independientemente del valor de pH evaluado, pero diferente comportamiento cuando se
compara frente a la concentracién de amonio. Estos resultados permiten concluir que el
amoniaco es el sustrato real de las especies de organismos amonioxidantes presentes en el
proceso SHARON investigado, pertenecientes principalmente a los géneros Nitrosomonas
europaea y Nitrosomonas eutropha, segun los resultados obtenidos tras la aplicacién de la

técnica FISH.
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Figura 4.9. Actividad de los organismos AOB expresada como %OUR maxima frente a la concentracion
de amonio(a y c¢) y amoniaco (b y d).

Si se ajusta una funcidon de tipo Monod (Ecuacion 4.1) a los resultados experimentales
obtenidos, se puede comprobar que el comportamiento observado se puede representar
adecuadamente con este tipo de funcién y que el valor de la constante de semisaturacién para
el amoniaco (Kyy3) es de 0.32 mg N-NH; L™". Resultados similares fueron obtenidos por Ciudad
et al. (2006) y Hellinga et al. (1998) con valores de Kyy; de 0.3 y 0.46 mg N-NH; LY

respectivamente.

Snu3 4.1

Funcién tipo Monod _—
Knys + Snus

donde Kys es la constante de semisaturacion y Syus es la concentracidon de amoniaco.

4.1.2.2 Efecto de la salinidad sobre la actividad de los organismos AOB

Para estudiar el efecto de la salinidad sobre la actividad de los organismos AOB se realizaron
un total de ocho experimentos siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.1.3. Las

sales empleadas y su concentracion de evaluacidén se encuentran detalladas en la Tabla 4.4. En
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los experimentos en los que se emplearon sales sin amonio: NaCl y MgS0,-7H,0 se adiciond
1000 mg N-NH,4 L, afiadido como NH,CI, de forma que la actividad de los organismos AOB no
estuviera limitada por falta de sustrato.

Tabla 4.4. Concentraciones de sales empleadas en el estudio del efecto de la salinidad sobre la
actividad de los organismos AOB.

Sal Experimento Salinidad (mol L‘l)
Nacl® 1 0.07 0.11 0.15 0.23 0.31 0.42 0.54
) 0.007 0.01 0.02 0.03 0.04 0.12 0.20 0.28
NH,NO; 0.35 0.43 0.51 0.59
3 0.010 0.011 0.02 0.04 0.08 0.15 0.22 0.33
0.44 0.54
4 0.002 0.006 0.01 0.03 0.05 0.07 0.11 0.16
(NH,;),S0, 0.22 0.36
5 0.003 0.009 0.03 0.07 0.12 0.22 0.30 0.37
NH;NO;:NaCl 6 0.005 0.02 0.05 0.08 0.15 0.29 0.36 0.50
Mezcla 1:1 0.57
7 0.07 0.09 0.10 0.14 0.17 0.20 0.24 0.27
a 0.32 0.35 0.39 0.46
MgS04:7H,0 g 0.07 0.09 0.11 0.13 0.16 020 0.23 0.27

0.31

® Adicién de 1000 mg N-NH, L™ al inicio del experimento para proporcionar sustrato a los organismos AOB.

Una manera de poder comparar la inhibicion de las bacterias por diferentes sales es
representando su actividad frente a la concentracién de sales en el medio a lo largo de cada
experimento. Utilizando este tipo de representacion para analizar los resultados de la
experimentacion se observaron dos patrones de comportamiento, diferenciados entre si por el
tipo de sal empleada: experimentos en los que se empled sales sin amonio (experimentos 1, 7

y 8) y experimentos en los que se empled sales con amonio (experimentos del 2 al 6).

En los experimentos en los que se empled sales sin amonio se obtuvieron resultados como los
mostrados en la Figura 4.10. En esta figura se representa la evolucion de la OUR a lo largo del
experimento 1 en el que se empled cloruro de sodio (NaCl), y cuya concentracion se encuentra
expresada en moles por litro (M). En la figura se puede observar que la actividad bacteriana
permanece practicamente constante y en su maximo valor hasta que la concentracién de sal
alcanzé 0.15 M. Concentraciones de sal de 0.23 M vy superiores ocasionaron una clara

reduccion de la actividad de los organismos AOB.
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Figura 4.10. Resultados del experimento 1 en donde se evalué el efecto de la concentracion molar de
cloruro de sodio (NaCl) sobre la actividad bacteriana (medida como OUR) a pH 7 y 302C. Al inicio del
experimento se adicioné 1000 mg N-NH4 L-1 para no limitar la actividad de los organismos AOB por
déficit de sustrato.

En los experimentos en los que se empled sales de amonio, como es el caso del experimento 3
en el que se adiciond nitrato de amonio (NH;NOs) y cuyos resultados se muestran en la Figura
4.11, se observa que la actividad de los organismos AOB aumenta a medida que la
concentracion de amonio se incrementa hasta alcanzar una concentracién de amonio a partir

de la cual la actividad disminuye.
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Figura 4.11. Resultados del experimento 3 en donde se evalué el efecto de la concentracion molar de
nitrato de amonio (NH4NO3) sobre la actividad bacteriana (medida como OUR) a pH 7 y 302C.

Los resultados obtenidos para todos los experimentos realizados se muestran en la Figura
4.12. Como se explicé anteriormente, para poder comparar los experimentos entre si fue
necesario normalizar los valores de la OUR obtenidos en cada nivel de concentracién evaluado
respecto del valor maximo de la OUR alcanzado en cada experimento. De esta manera, se

calculd en cada experimento el cociente entre el valor de la OUR para cada concentracion de
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sal evaluada y el valor maximo de la OUR en dicho experimento. Este cociente fue expresado
como el porcentaje del valor maximo de la OUR (%OUR). Dado que el valor de la OUR se
mantuvo relativamente constante en cada nivel de concentracién de sal evaluado, el analisis

de los resultados se realizé utilizando el valor medio de la OUR para cada nivel de

concentracion.
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Figura 4.12. Evolucion de la OUR vy la salinidad (M) en los experimentos realizados para evaluar el
efecto de la salinidad sobre la actividad de los organismos AOB.
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La Figura 4.13 muestra la velocidad de consumo de oxigeno normalizada (%OUR) frente a la
concentracion de sal en todos los experimentos realizados con diferentes tipos de sales, y
también se han incluido los experimentos descritos en el apartado 4.1.2.1, en los que se
empled cloruro de amonio (NH,CI). Para comparar todos los resultados obtenidos, el rango de
concentracion de sal representado en esta figura inicia en 0.1 M debido a que en los
experimentos en los que se empled sal sin amonio el efecto de ésta sobre la actividad de los

organismos AOB se evalud tras la adicidn de sustrato (1000 mg N-NH, L).

Como se puede observar en la Figura 4.13, los resultados presentan una tendencia similar en la
reduccion de la actividad bacteriana (%OUR) a medida que se incrementé la concentracion de
sal. En todos los experimentos se produce una inhibicidn similar independientemente del tipo
de sal empleada y del pH. Estos resultados ponen de manifiesto que la inhibicién de la
actividad de los organismos AOB a altas concentraciones de amonio (NH,") observada en los
experimentos del apartado 4.1.2.1 (ver Figura 4.9a) es consecuencia de la alta salinidad, y no

de que el amonio por si mismo sea inhibidor.
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Figura 4.13. Actividad de los organismos AOB, normalizada y expresada como % OUR, frente a la
salinidad.

Mediante el ajuste de la funcidn tipica de inhibicion no competitiva (Ecuacion 4.2) a los
resultados experimentales recogidos en la Figura 4.12, se observd que ésta no era capaz de
representar adecuadamente el efecto inhibitorio de la salinidad sobre la actividad de los
organismos AOB, por lo que se buscd una funcidn alternativa de estructura similar que fuera
capaz de hacerlo. Asi la funcién Hill (Ecuacidn 4.3) con valor de 0.3M para la constante de
inhibicién por salinidad (Ky) y n=3 para el parametro de ajuste, describié adecuadamente el

comportamiento observado (Claros et al., 2010).
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Funcién de inhibicién Ky 4.2
no competitiva Ky + Sy

Donde Ky, es la constante de inhibicién por salinidad y Sy es la concentracién de sal.

Funcién de inhibicién K"y 4.3

tipo Hill K"y + Sy

donde Ky, es la constante de inhibicidn por salinidad, Sy, es la concentracién de la sal y n es el pardmetro
de ajuste.

El efecto de la salinidad sobre los organismos nitrificantes ha mostrado que la alta presion
osmotica puede llegar a alterar la estructura de la bacteria ocasionando cambios en su
morfologia y tamafio (Chen et al., 2003). Sin embargo, la inhibicidon de la nitrificacién puede
llegar a ser parcialmente aliviada por la presencia de iones de potasio (K) en el medio, los
cuales permiten regular la cantidad de agua en el citoplasma celular mediante su acumulacidn
en el interior de la bacteria (Jin et al., 2007). La aclimatacién bacteriana y los cambios en la
estructura de la comunidad microbiana representan un papel importante en la adaptacion de
los organismos nitrificantes a la alta salinidad (Bassin et al., 2011). Dentro del grupo de
organismos AOB los resultados obtenidos en la investigacion de Bassin et al. (2011) muestran
que las especies Nitrosomona europaea y Nitrosomona eutropha presentan alta tolerancia a la
salinidad, con un 80% de actividad a concentraciones de sal inferiores a 0.3 mol L™. Estos
resultados son coherentes con los obtenidos en este trabajo de investigacién debido a que
estas especies de organismos AOB fueron también identificadas en el reactor SHARON objeto
de estudio, y ademas los resultados obtenidos del efecto de la salinidad sobre su actividad
indicaron que para concentraciones de sal superiores a 0.3 M su actividad desciende
considerablemente. Asimismo, estos resultados estan relacionados con los obtenidos por Chen
et al. (2003), quienes indicaron que las especies Nitrosomona europaea y Nitrosomona
eutropha son dominantes a concentraciones de sal inferiores a 0.28 mol L, mientras que para
concentraciones de sal en el intervalo comprendido entre 0.28 mol L'y 0.51 mol L™ la especie
de AOB dominante es Nitrosococcus mobilis. Por otra parte, la especie Nitrosomona
oligotropha, identificada mayoritariamente en los procesos de tratamiento de agua residual
urbana que contienen bajas concentraciones de nitrégeno amoniacal (< 100 mg N-NH, L™)
presentan una menor tolerancia a la salinidad, reduciéndose drasticamente su actividad a

concentraciones de sal superiores a 0.02 mol L™ (Claros et al., 2010).
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Las investigaciones realizadas por lJin et al, (2007) muestran que los organismos
nitritoxidantes (NOB) son mas sensibles al estrés osmético que los organismos amonioxidantes
(AOB), causando la acumulacién de nitrito. Este hecho podria explicar la obtencidn de la ruta
del nitrito en el tratamiento biolégico de corrientes de agua residuales con altas
concentraciones de nitrogeno amoniacal operados a tiempos de retencidon celular

relativamente altos (superiores a 1 dia).

4.1.2.3 Efecto de la concentracion de nitrito y dcido nitroso sobre la actividad de los

organismos AOB

El efecto de la concentracion de nitrito y acido nitroso fue evaluado siguiendo el
procedimiento experimental descrito en el apartado 3.2.1.4. En estos experimentos la
concentracién de nitrito (NO,) fue progresivamente incrementada mediante la adicidon de
nitrito sédico (NaNQ,). En la Tabla 4.5 se encuentran las concentraciones de nitrito empleadas
en los experimentos, y como se puede observar el rango de concentraciones evaluado
comprendié desde 75 hasta 5000 mg N-NO, L. Los valores de pH empleados permitieron
alcanzar concentraciones de acido nitroso (HNO,) relativamente altas, sin tener que adicionar
demasiada cantidad de nitrito sédico como para inhibir la actividad de los organismos AOB por
la alta salinidad.

Tabla 4.5. Concentraciones de nitrito empleadas en el estudio del efecto del nitrito y acido nitroso
sobre la actividad de los organismos AOB.

pH Experimento Concentracién de Nitrito (mg N-NO, L)

6.25 1 170 350 500 1000 1550 2000

6.50 2 95 200 550 1170 2000 3000 5000
7.00 3 75 550 1550 3000 4600

En la Figura 4.14 se muestran los resultados de la evolucién de la velocidad de consumo de
oxigeno (OUR) y de la concentracidn de nitrito en los experimentos realizados a pH 6.25, 6.50 y
7.00. Como se puede observar en esta figura, conforme se fue incrementando la concentracidn
de nitrito y, por tanto, la concentracidn de acido nitroso, la OUR descendié de manera

progresiva. La mdxima actividad de los organismos AOB se obtuvo al inicio del experimento.
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Figura 4.14. Evolucion de la velocidad de consumo de oxigeno (OUR) para cada concentracion de
nitrito empleada en los experimentos realizados a pH 6.25, 6.50 y 7.00.

Al igual que en los apartados anteriores (4.1.2.1 y 4.1.2.2) para comparar los resultados
obtenidos en los distintos experimentos realizados, la actividad (OUR) registrada de los
organismos AOB para cada nivel de concentracion evaluado fue normalizada con respecto al
valor maximo alcanzado en cada experimento. En la Figura 4.15 se encuentra representada la
actividad bacteriana, expresada como la velocidad de consumo de oxigeno normalizada
(%0UR), en funcidn de las concentraciones de nitrito y de acido nitroso, éste ultimo calculado
mediante las Ecuaciones 3.6, 3.7 y 3.8 (apartado 3.2.1.4) teniendo en cuenta el pH de cada
experimento y que la temperatura en todos ellos se mantuvo constante en 302C. Como se
observa en esta figura en los tres experimentos la disminucién de la actividad (%OUR) siguid la

misma tendencia al representarla frente a la concentracion de 4acido nitroso



Resultados y discusion 117

independientemente del pH, mientras que fue muy diferente al representarla frente a la
concentracion de nitrito. Estos resultados permiten confirmar que la inhibicién de la actividad
de los organismos AOB es debida al acido nitroso (HNO,) y no al nitrito presente en el licor

mezcla del reactor.

A A
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Figura 4.15. Actividad de los organismos AOB medida como porcentaje de OUR frente a la
concentracion de: (a) nitrito (N-NO2-) y (b) acido nitroso (N-HNO2).

Ajustando la funcién tipica de inhibicién no competitiva (Ecuacion 4.2, apartado 4.1.2.2) a los
resultados experimentales recogidos en la Figura 4.15b, se puede observar que esta funcion
representa adecuadamente el efecto inhibitorio del 4cido nitroso. A partir del ajuste realizado,
se ha obtenido que la concentracién de acido nitroso que reduce la actividad de los
organismos AOB al 50% es de 1.32 mg N-HNO, L™, valor que se encuentra dentro del rango
establecido por las referencias bibliograficas 0.07-2.8 mg N-HNO, L™ (Jones et al., 2007; Wett
et al., 2003). La variabilidad en los resultados encontrados en bibliografia puede ser debida a la
combinacion de parametros de operacion, condiciones ambientales y poblaciones microbianas
asociadas al fango activo empleado en cada estudio (Zhou et al., 2011). La tolerancia a las altas
concentraciones de acido nitroso en el medio por parte de la especie Nitrosomonas europaea
spp., identificada como una de las mas abundantes en el proceso SHARON estudiado, viene
dada por la presencia de la enzima NirK, localizada en el periplasma de la bacteria e implicada
en el metabolismo del nitrégeno (Beaumont et al., 2002). Por otra parte, las investigaciones
realizadas por Yang et al. (2003) sefialan que la inhibicion puede ser reversible por lo que tras
disminuir la concentracién de acido nitroso en el licor mezcla la actividad de los organismos

AOB volveria a incrementarse.

En el caso de los procesos convencionales de eliminacién bioldgica de nitrédgeno via nitrato
(NO3), la inhibicion que produce la presencia de acido nitroso en el medio es mas severa sobre
los organismos nitritoxidantes (NOB) que sobre los organismos amonioxidantes (AOB), por lo

que la ruta del nitrito puede verse favorecida (Vadivelu et al., 2006b).
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4.1.2.4 Efecto del pH sobre la actividad de los organismos AOB

La influencia del pH sobre la actividad de los organismos AOB es compleja, puesto que el pH
afecta al equilibrio quimico de las reacciones acido-base entre el amoniaco (NH;) y el amonio
(NH,"), asi como entre el cido nitroso (HNO,) y el nitrito (NO,), de acuerdo con las Ecuaciones
4.4 y 4.5, respectivamente, modificando la cantidad de sustrato disponibilidad para los
organismos AOB, asi como la cantidad de agente inhibidor en el licor mezcla. En estas
reacciones dacido-base el hecho de que predomine la forma ionizada o la no ionizada
dependerd del pH y de la temperatura. Ademas, las variaciones del pH en el reactor se veran
amortiguadas por la presencia de bicarbonato (HCO;) en el licor mezcla, de acuerdo con la
Ecuacién 1.6 (apartado 1.2.1.1.1); de manera que cuando se desabsorbe diéxido de carbono
(CO,) del reactor y los protones (H*) son eliminados, con el consecuente incremento del pH del

licor mezcla.

Equilibrio quimico entre el NH; + H* o NH} 4.4
amonio y el amoniaco

Equilibrio quimico entre el NO; + H* & HNO, 45
nitrito y el acido nitroso

Por todo lo que se acaba de indicar, para estudiar el efecto del pH se planificé el
procedimiento que se describe en el apartado 3.2.1.5, en el que se evalua un amplio rango de
concentraciones amonio y nitrito de partida. Las concentraciones iniciales de amonio y nitrito

empleadas en los nueve experimentos realizados se encuentran en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Concentraciones iniciales de amonio y nitrito empleadas en cada uno de los experimentos
realizados para evaluar el efecto del pH sobre la actividad de los organismos AOB.

Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9
N-NH; mg Lt 550 550 550 1100 1100 1100 1100 1100 2000
N-NO, mg L™ 700 1000 2000 1000 4000 4000 500 200 2000

En la Figura 4.16 se presentan los resultados obtenidos en el experimento 9. En la Figura 4.16a
se encuentra representada la evolucién de la actividad expresada como velocidad de consumo
de oxigeno (OUR, mg O,L™"d™) en cada nivel de pH evaluado a lo largo del experimento, y en la
Figura 4.16b se representa la actividad de los organismos AOB, normalizada respecto del

maximo alcanzado en el experimento (%OUR) frente al pH.
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Figura 4.16. Resultados del experimento 9: a) Evolucion de la OUR en cada nivel de pH evaluado a lo
largo del experimento, b) OUR normalizada respecto de su valor maximo frente al pH en este
experimento.

Como se puede observar en la Figura 4.16 conforme el pH se fue incrementando, la velocidad
de consumo de oxigeno (OUR) aumentd, hasta alcanzar un maximo (entre pH 7 y 7.5) a partir
del cual comenzd a descender progresivamente a medida que se continud incrementando el
pH. Ademas se puede apreciar que el descenso de la OUR a valores de pH por encima del
6ptimo es mas rapido que a pH por debajo del dptimo, mostrando que el efecto del pH sobre
los organismos AOB no responde a comportamiento simétrico. Similar comportamiento se
obtuvo en todos los experimentos realizados, y cuyos resultados se muestran en la Figura 4.17.
Los resultados son coherentes con los obtenidos por Van Hulle et al. (2007), que indican que
en el rango de pH comprendido entre 6.5 y 8.0 la actividad de los organismos AOB es ptima.
Estos autores sugieren ademas que el efecto del pH es igual a ambos lados del pH dptimo, lo
cual difiere de los resultados obtenidos en esta investigacidn, que sefiala que éste efecto es

mayor a valores por encima del pH éptimo.

El descenso en la actividad de los organismos AOB a valores por encima del pH dptimo no es
debido a la falta de sustrato (NHs), ya que segun los resultados del apartado 4.1.2.1, en ningun
caso la concentracién de amonio alcanzé a ser inhibitoria, y conforme incrementa el pH
también lo hace la concentracién de sustrato. Ademas, a pesar de la alta concentracién de
nitrito empleada y su continua generacion como resultado del proceso de nitritacién a lo largo
del experimento, la disponibilidad en el licor mezcla de acido nitroso se reduce al incrementar
el pH. Por tanto, la disminucién de la actividad observada tampoco puede ser atribuida a la
presencia de acido nitroso. La salinidad alcanzd su maximo valor durante este experimento (el
n2 9), situdndose en 0.15 mol L™, concentracién insuficiente para inhibir la actividad de los
organismos AOB, de acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado 4.1.2.2. Por tanto, se
puede afirmar que el descenso observado en la actividad de los organismos AOB se debe al

elevado pH. Por otro lado, la reduccion en la actividad de los organismos AOB a valores por
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debajo del pH dptimo no sdlo es consecuencia del bajo pH sino también de la alta
disponibilidad de acido nitroso en el licor mezcla, que llega a ser de 3.5 mg N-HNO, L*apH 6y
302C. De acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado 4.1.2.3, la actividad de los
organismos AOB se reduce al 50% con una concentracién de 1.32 mg N-HNO, L™. En ningun
caso el descenso de la actividad de los organismos AOB a pH por debajo del dptimo fue
consecuencia de limitacion por sustrato, puesto que la concentracidn de amoniaco en el
momento mas desfavorable se situé en 1.8 mg N-NH; L™, y segun los resultados obtenidos en
el apartado 4.1.2.1, la actividad de los organismos AOB se reduce al 50% cuando la

concentracién de amoniaco en el medio es de 0.32 mg N-NH; L
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Figura 4.17. Evolucion de la OUR normalizada respecto de su valor maximo (%OUR) frente al pH en los
experimentos realizados para evaluar el efecto del pH sobre la actividad de los organismos AOB
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En la Figura 4.18 se muestra para todos los experimentos la OUR normalizada respecto del
maximo de cada experimento frente al pH. Esta figura que permite comparar simultdneamente
los nueve experimentos realizados, muestra que el rango en que se encuentra el pH éptimo no
es el mismo en todos los casos. Asi en los experimentos del 1 al 4 realizados con fango activo
del reactor SHARON cuando el pH del reactor estaba en torno a 6.6, el rango de pH 6ptimo se
desplazo ligeramente hacia la derecha (pH dptimo entre 7.5 y 8); mientras que en los
experimentos del 5 al 9 realizados cuando el pH del reactor estuvo en torno a 6.2, el rango de
pH éptimo se situd entre 7 y 7.5. Estos resultados permiten afirmar que el pH dptimo de los
organismos AOB depende de las condiciones ambientales en las que se desarrollan, siendo

capaces, por tanto, de adaptar su pH dptimo a las condiciones en las que crecen.

El efecto del pH se representd mediante la funcién asimétrica representada en la Ecuacién 4.6,
la cual permite ajustar de manera independiente ambos lados del pH éptimo (Claros et al.,
2011). En esta expresion las constantes K y Kyindican el pH al que se alcanza la mitad de la
velocidad maxima de crecimiento, mientras que las constantes Ay y Ay permiten ajustar la
pendiente de la curva de inhibicién a ambos lados del pH dptimo. Se incluye en la expresion la
funcién de inhibicion no competitiva para el acido nitroso determinada en el apartado 4.1.2.3,
para tener en cuenta que a pH por debajo del pH dptimo la reduccién de la actividad de los
organismos AOB es debida en parte a la concentracion de acido nitroso disponible en el licor

mezcla.
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Figura 4.18. Actividad de los organismos AOB normalizada (%OUR) frente al pH para todos los
experimentos.
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OUR Koz 1 1 1
OURpmax  Kinnoz + Sunoz 1+ exp(Ag(Ky —Su)) 1+ exp(Au(Su — Kin)) f(pHopt)

4.6

La Tabla 4.7 contiene los resultados del ajuste de la expresién anterior a los dos grupos de
experimentos obtenidos. El valor del pH dptimo en los experimentos del 1 al 4 fue 7.75, los
cuales fueron realizados cuando el pH del reactor SHARON se encontré en 6.6. Por otro lado, el
pH 6ptimo de los experimentos del 5 al 9 fue 7.4, durante estos experimentos el pH en el
reactor SHARON fue 6.2. Se empled la constante de inhibicidn para el acido nitroso de 1.32 mg

N-HNO, L, obtenida en los experimentos descritos en el apartado 4.1.2.3.

Tabla 4.7. Constantes de inhibicion (expresadas en unidades de pH) y pH 6ptimo obtenido del ajuste
de la ecuacion 4.6 a los resultados experimentales mostrados en la Figura 4.18.

Experimentos pH del reactor Ky Ay Ky Ay pH 6ptimo
1,2,3,4 6.60 6.40 1 8.55 3 7.75
5,6,7,8,9 6.20 5.70 1 8.20 3 7.40

4.1.2.5 Efecto de la temperatura sobre la actividad de los organismos AOB

Los experimentos para determinar el efecto de la temperatura fueron realizados siguiendo la
metodologia descrita en el apartado 3.2.1.6 de la seccién de materiales y métodos. Tal y como
se indica en dicho apartado, los experimentos se realizaron utilizando biomasa del reactor
SHARON de nitritacion parcial R1 tanto durante el periodo en el que la temperatura de
operacion estuvo controlada en 302C como cuando estuvo controlada en 352C (ver Figura 4.5).
En concreto, los experimentos 1y 2 fueron realizados con biomasa extraida de este sistema los
dias 650 y 652, respectivamente; mientras que los experimentos 3 y 4 fueron realizados con

biomasa extraida los dias 940 y 942, respectivamente.

En la Figura 4.19 se muestra la evolucién de la velocidad de consumo de oxigeno (OUR) a lo
largo de los cuatro experimentos realizados y los escalones de temperatura evaluados. Las
Figuras 4.19a y 4.19b corresponden con el periodo en el que la temperatura de operacion del
reactor SHARON fue de 302C, mientras que las Figuras 4.19c y 4.19d corresponden con el
periodo de operacidn a una temperatura de 352C. Como se puede observar en esta figura, en
todos los casos la actividad bacteriana aumenté a medida que se incrementé la temperatura,
hasta alcanzar la temperatura de 402C. Valores superiores de temperatura ocasionaron que la
actividad de los organismos AOB descendiera considerablemente, sin llegar a estabilizarse para
una temperatura de 452C. Al comparar los resultados entre si, se puede observar como la

actividad bacteriana experimenté un incremento en torno al 12% al pasar de 35 a 409C con
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fango aclimatado a una temperatura de 309C. En los experimentos realizados con fango
aclimatado a una temperatura de 352C, el rango de maxima actividad se alcanzé en el intervalo

de temperatura comprendido entre 35 y 40°C.
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Figura 4.19. Efecto de la temperatura sobre la actividad de los organismos AOB: a) Experimento 1 con
fango aclimatado a 302C; b) Experimento 2 con fango aclimatado a 302C; c) Experimento 3 con fango
aclimatado a 352C; d) Experimento 4 con fango aclimatado a 352C.

Para poder comparar los resultados obtenidos en los cuatro experimentos fue necesario
normalizar los valores de OUR obtenidos en cada escaldn de temperatura evaluado respecto
del valor maximo de OUR alcanzado en cada experimento. Por tanto, se calculé en cada
experimento el cociente entre el valor de la OUR para cada escaldn de temperatura y el valor
maximo de la OUR en dicho experimento, siendo dicho cociente el porcentaje del valor
maximo de OUR (%OUR) alcanzado. En la Figura 4.20 se muestran los resultados obtenidos que
indican que el rango de temperatura en donde la actividad de los organismos AOB es 6ptima
(superior al 80%) se encuentra comprendido entre 35 y 402C, que el proceso de nitrificacion no
es estable a temperaturas superiores a 402C debido a que su actividad desciende
significativamente, y que para temperaturas inferiores a 259C la actividad de los organismos

AOB se reduce considerablemente a valores de OUR inferiores al 40%.
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Figura 4.20. Actividad de los organismos AOB, normalizada y expresada como %OUR, frente a la
temperatura. Experimentos 1 y 2 realizados con fango aclimatado a 302C, y experimentos 3 y 4
realizados con fango aclimatado a 352C.

Para representar matematicamente el efecto de la temperatura sobre la actividad de los
organismos AOB se emplearon dos modelos: Arrhenius (Ecuacion 4.7) y Ratkowsky modificado
(Ecuacidn 4.8). El ajuste se realizd utilizando los valores medios de la OUR normalizada para
cada temperatura, excluyendo los valores superiores a 402C debido a que la actividad no se

estabilizd, tal y como se puede observar en la Figura 4.19.

Arrhenius OUR = OUR;, - 9T-TD 4.7

donde OURy, es el valor de la OUR a una temperatura de referencia (Tr).

Ratkowsky modificado ~ OUR =100 * [b - (T — Tpin)]? * [1 — e ¢ T-Tman)] 4.8

Trax= temperatura maxima de crecimiento; T,,,= Temperatura minima de crecimiento; b y c son
parametros de ajuste.

El mejor ajuste a los datos experimentales se obtuvo con los pardmetros que se muestran en la
Tabla 4.8, y se representa graficamente en la Figura 4.21. Como se puede observar en la Figura
4.21a el modelo de Arrhenius representa adecuadamente el efecto para valores de
temperatura hasta 302C. Para temperaturas mayores es necesario utilizar el modelo
modificado de Ratkowsky, que tal y como se observa en la Figura 4.21b, presenta un ajuste

satisfactorio para el rango de temperatura comprendido entre 15 y 402C (Claros et al., 2009).
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Tabla 4.8. Parametros empleados en el ajuste delos modelos de Arrhenius y Ratkowsky a los datos
experimentales obtenidos en los ensayos de barrido de temperatura.

Arrhenius Ratkowsky
Parametro
0 Temp. (2C)  Temp. maxima (2C)  Temp. minima (2C) b c
Experimento 1.14 30 48.7 8.6 0.0046 0.0766
2.0 ,
o Exp1 12
1.8 4 * Exp.2 7 Exp. 1
16 © Exp.3 Vi . 1.0 + Exp.2 -
3 Exp.d e o Bp.3 e
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Figura 4.21. Resultados de los ajustes de los modelos a los resultados experimentales obtenidos en los
experimentos de barrido de temperatura: a) Arrhenius y b) Ratkowsky.

Mientras que en el primer grupo de experimentos (1 a 4) la estabilidad fue determinada
durante aproximadamente una hora en cada nivel de temperatura, en el segundo grupo de
experimentos la temperatura se mantuvo fija durante aproximadamente ocho horas. En la
Figura 4.22 se muestra la evolucién de la actividad de los organismos AOB a diferentes valores
de temperatura (30, 35, 40 y 452C) evaluada durante un periodo de aproximadamente 8 horas.

Los cuatro experimentos fueron realizados empleando fango aclimatado a 30°C.

En el experimento puntual realizado a una temperatura de 302C, la evolucidon de la velocidad
de consumo de oxigeno fue constante durante las ocho horas de evaluacion, situdndose en
todo momento en torno al méximo (Figura 4.22a), cdmo cabria esperar puesto que el fango
empleado estaba aclimatado a esta temperatura. En el experimento realizado a 352C (Figura
4.22b) se observa como la actividad de los organismos AOB se encuentra préxima a su maximo
durante las primeras cinco horas de evaluacion, y partir de ese momento, la OUR descendio
hasta situarse en torno al 70% de actividad al cabo de ocho horas de evaluacién. Resultados
similares fueron obtenidos en el experimento realizado a 409C (Figura 4.22c), en el que la
actividad de los organismos AOB fue maxima durante las primeras cuatro horas de
experimentacion, momento a partir del cual la actividad descendid de manera progresiva
hasta situarse en torno al 60% tras ocho horas de experimento. Este descenso en la actividad

de los organismos AOB no puede atribuirse ni a una limitacién por falta de sustrato ni al efecto
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inhibitorio del acido nitroso, puesto que las determinaciones analiticas realizadas al final de
. . ’ . -1
cada experimento mostraron concentraciones de amoniaco superiores a 5 mg N-NH; L™ vy
concentraciones de acido nitroso inferiores a 0.13 mg N-HNO,L™ (a la temperatura y pH del
experimento). La reduccién de la actividad fue mas acusada en el experimento realizado a
40°C que en el realizado a 352C, lo cual posiblemente fue ocasionado con el hecho de que la
temperatura en el primer caso se encuentra mas alejada del valor al que se encuentra

aclimatada la biomasa que se utilizé para la realizacion de los experimentos, que era de 30°C.
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Figura 4.22. Actividad de los organismos AOB, normalizada y expresada como %OUR, frente a la
temperatura. Experimentos: a) 302C; b) 352C; c) 402C y d) 452C.

En el experimento realizado a 402C se utilizd la técnica de viabilidad celular para conocer el
porcentaje de bacterias no viables al inicio y al final del experimento. Los resultados de esta
técnica mostraron que el porcentaje de bacterias no viables se incrementé desde 12+5% hasta
un 2316%, tras 8 horas de experimento (Figura 4.23). Estos resultados indican que a pesar de
registrar valores altos de actividad celular al inicio de los ensayos realizados a 35 y 409C, el
descenso de la OUR puede ser atribuido a la no adaptacion de la poblacion de
microorganismos a cambios bruscos de temperatura. Por lo que cambios repentinos de la
temperatura podria influir de manera adversa en la actividad de AOB, ocasionando un
descenso en la eficiencia del proceso de nitritacion parcial. En cualquier caso, teniendo en

cuenta el escaso incremento de la actividad de las bacterias AOB al pasar de 35 a 409C, no
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compensa econdmicamente llevar a cabo el proceso a temperaturas superiores a 35°C.
Finalmente indicar, que tal y como se observa en la Figura 4.22d, a una temperatura de 452C

las bacterias no pueden mantener su actividad.

20pum 20pum

a b

Figura 4.23. Viabilidad celular determinada en el experimento realizado a 402C. Porcentaje de
bacterias no viables: a) al inicio del experimento (12t5%) y (b) al final del experimento (23+6%).
Imagenes tomadas a 63x.

4.1.2.6 Efecto del tiempo de retencion hidraulico sobre las caracteristicas del efluente del

proceso

La obtencion de un proceso de nitritacion parcial estable esta relacionada con la eliminacion
de las bacterias NOB del reactor, responsables de la oxidacién del nitrito a nitrato. Una forma
efectiva de conseguirlo es operando el proceso a elevada temperatura y con un tiempo de
retenciéon celular que sea a la vez lo suficientemente alto como para mantener a los
organismos AOB en el reactor pero lo suficientemente bajo como para eliminar a los
organismos NOB del reactor. Partiendo de estas condiciones, si se disminuye el TRC llegara un
momento en el que los organismos AOB también seran eliminados del reactor y no habra
eliminacién de nitrégeno amoniacal (recordar que en este reactor el TRC es igual al TRH). Esto
es precisamente lo que se pretende con este estudio, determinar el minimo TRC que permita
que el proceso SHARON funcione de manera estable obteniendo la maxima capacidad de
tratamiento del sistema operado para la nitritacién parcial (50% de oxidacidn de amonio a
nitrito). Para ello se partié de las condiciones impuestas para la puesta en marcha del proceso,
con TRC efectivo de 7 dias, y se procedié a incrementar el caudal afluente de manera
escalonada, estudiando en cada uno de los periodos la evolucién del proceso mediante
determinaciones analiticas, registros on-line de pH, potencial redox y temperatura, y

seguimiento microbiolégico empleando la técnica FISH.
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Este estudio fue realizado empleando el montaje experimental de nitritacidn parcial R2, y tuvo
una duracién de 2.5 afos divididos en 12 etapas de operacion, en las que ademas de variar el
caudal afluente al proceso, y consecuentemente el TRC y TRH, de manera puntual en ciertas
etapas se incrementd la temperatura y se dispuso control externo de pH. En la Tabla 4.9 se
encuentran descritas las caracteristicas mas importantes de cada etapa. Al llevar a cabo el
proceso a altas temperaturas (= 302C) en un reactor abierto, el efecto de la evaporacion
resultd significativo, lo que provocd que el TRC no fuera igual al TRH (a pesar de ser un reactor
RCTA sin recirculacién de fangos) sino que hubiera una diferencia considerable entre ambos.
Es importante destacar que este efecto varié de acuerdo al TRH y la temperatura a la que fue
operado el reactor, ademas de las condiciones ambientales del laboratorio donde se situd el

montaje experimental.

Tabla 4.9. Caracteristicas de operacion del reactor SHARON de nitritacion parcial R2 para estudiar el
efecto del TRH sobre el rendimiento y estabilidad del proceso.

ETAPA Q afluente Q efluente TRH TRC  Temperatura Evaporacion  Nitritacion

Ld* Ld* d d °C % %
1 1.5 1.0 4.7 7.0 30 33 54
2 2.0 1.5 3.5 4.7 30 25 55
3 2.5 2.1 2.8 3.3 30 16 54
4 3.0 2.4 2.3 2.9 30 20 50
5 3.5 2.9 2.0 2.4 30 17 60
6 4.0 34 1.75 2.1 30 15 56
7 5.0 4.5 1.4 1.6 30 10 25
8 4.0 3.8 1.75 1.8 30 5 41
9 4.5 4.0 1.5 1.75 30 11 43
10 4.5 4.0 1.5 1.75 35 11 53
11 5.0 4.6 1.4 1.5 35 8 55
12 5.5 5.0 13 1.4 35 9 30

La Figura 4.24 muestra la evolucion de los principales pardametros de seguimiento medidos a lo
largo del periodo experimental. La evolucidn del proceso de nitritacion durante las cuatro
primeras etapas resulté estable (Figura 4.24a), situandose el porcentaje de oxidacién de
amonio a nitrito en torno al 54% en las tres primeras etapas evaluadas, y cerca del 50% en la
cuarta etapa. Durante estas cuatro primeras etapas la concentracion de biomasa en el reactor
se mantuvo por debajo de 150 mg SST L™ (Figura 4.24b), pero aun asi, el proceso se mantuvo
estable. En la Figura 4.24c se observa como la alcalinidad fue consumida completamente
durante la operacion del proceso en las condiciones establecidas en las cuatro primeras

etapas.

A partir de la etapa 5 se observa cémo los incrementos de caudal afluente con la consecuente

disminucién de los tiempos de retencién hidraulico y celular ocasionaron pérdidas
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significativas de biomasa en el reactor. Debido a este lavado de las bacterias del sistema se
produjo una disminucidn del grado de nitrificacién, y como consecuencia se incremento
considerablemente el pH del medio y la alcalinidad en el efluente, alcanzando valores
superiores a 8 y 1000 mg CaCO; L™, respectivamente. En estos periodos la produccién de
nitrito descendié significativamente pero la concentracién de amonio en el efluente sufrié un
incremento poco acusado. Esto fue debido a que parte del amonio que no fue oxidado a nitrito
se desabsorbié del sistema en forma de amoniaco (NH;), cuya concentracién era alta por el

elevado pH del medio y la alta temperatura de operacién.

Con el paso del tiempo, la biomasa se adaptdé a las nuevas condiciones, incrementando su
velocidad de crecimiento y mostrando que el proceso era capaz de autorregularse. Asi durante
la etapa 5 y hacia el dia 340 de seguimiento desde el inicio de la experimentacion, se observo
un acusado incremento de la concentracién de biomasa en el sistema, y entre los dias 350 a
420 el porcentaje de oxidacién de amonio a nitrito alcanzé un 60%. Este alto rendimiento de
nitritacion ocasiond que la alcalinidad acumulada se consumiera practicamente en su
totalidad, reduciéndose drasticamente el pH del medio. Respuesta similar del proceso fue
observada durante la etapa 6, en la que tras el lavado inicial después de incrementar el caudal
afluente, se produjo una recuperacion del proceso, observandose a partir del dia 480 un claro
incremento de la concentracion de biomasa, al igual que del rendimiento de nitritacidon que se

estabilizdé en torno a un 56% de oxidacidon de amonio a nitrito.

En la etapa 7 se aumentd el caudal de alimentacién a 5 L d*, y aunque durante los primeros
dias se observd una respuesta adecuada del proceso, con un leve incremento de la biomasa y
un porcentaje de oxidacidn de amonio a nitrito estabilizado, a partir del dia 580 la pérdida de
biomasa fue muy acusada, lo que produjo un claro descenso del rendimiento de nitritacion.
Con el objetivo de mejorar el grado de nitritificacién en poco tiempo se procedid a controlar el
pH del reactor en 7.7, mediante la adicidn de acido clorhidrico HCI (0.5M). Sin embargo,
después de casi 25 dias con control externo de pH, el proceso no repuntd ni mejord el grado

de nitritificacion, manteniéndose el porcentaje de oxidacion de amonio a nitrito en un 25%.

Para confirmar los resultados obtenidos, el caudal de alimentacién se disminuyd en la etapa 8
al mismo valor que el empleado en la etapa 6 (4 L d™). Como se puede observar en la Figura
4.24 en esta etapa en la que no hubo control externo de pH, se produjo una clara recuperacion
del proceso incrementandose la concentracion de biomasa, y alcanzando un grado de
nitritificacion en torno al 40%. Aunque en las etapas 6 y 8 el caudal afluente y el TRH fueron

idénticos, el TRC fue menor en la etapa 8 por la menor evaporacion que tuvo lugar, lo que
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explica las diferencias observadas en los valores de las concentraciones y rendimientos de

ambas etapas.

Durante la etapa 9 se evalud el rendimiento y estabilidad del proceso con un caudal de
alimentacién intermedio entre los utilizados en las etapas 6 y 7, situdndose el TRHy TRC en 1.5
y 1.75 dias, respectivamente. Como se puede observar en la Figura 4.24, durante la etapa 9 el
porcentaje de oxidacién de amonio a nitrito se mantuvo en torno al 43% y se establecio la
maxima capacidad de tratamiento en 4.5 L d™ de caudal afluente o el minimo TRC en 1.75 dias

con el que se puede operar el reactor a 302C.

Una vez determinada la maxima capacidad de tratamiento se incrementd la temperatura a
352C con objeto de conseguir un mayor grado de nitritacién. Asi, en la etapa 10 se
mantuvieron las mismas condiciones de operacidn que en la etapa 9, siendo la mayor
temperatura la Unica diferencia entre ambas etapas. El incrementé en la temperatura ocasioné
que el rendimiento de la nitritacién aumentara hasta el 50%. Como se puede observar en la
Tabla 4.9, a pesar de operar el proceso a una temperatura mayor, el porcentaje de
evaporacién en las etapas 9 y 10 fue similar. En la siguiente etapa (etapa 11) se incremento el
caudal afluente hasta 5 L d™ (valor que el reactor no pudo mantener cuando la temperatura de
operacién fue de 309C) y el rendimiento de nitritacion se mantuvo en torno al 55%. Sin
embargo, el incremento del caudal de alimentacién realizado durante la etapa 12 ocasiond que
el porcentaje de nitritacion disminuyera al 30% a causa de la pérdida de biomasa del reactor.
El rendimiento no se consiguid recuperar ni con la instalacion de un sistema de control externo
de pH que mantuvo el pH en 7.7. Por tanto, se establecié la maxima capacidad de tratamiento
en 5.0 L d* de caudal afluente o el minimo TRC en 1.5 dias con el que puede operarse el

sistema a 352C.

El seguimiento microbioldgico realizado aplicando la técnica de hibridacidn in situ FISH reveld
que la poblacidon de microorganismos desarrollada en todas las etapas evaluadas, correspondio
practicamente en su totalidad (>95+3%) a bacterias amonioxidantes de las especies

Nitrosomonas eutropha y Nitrosomonas europaea, hibridada con la sonda Nsel1472.



1100

1000

900

800

600

500

400

300

Compuestos Nitrogenados (mg NL?)

500

450

400

350

300

250

200

Sélidos (mg L)

150

100 -

50

5000

4500

4000

")

#3500

w
o
o
o

2500

2000

1500

Alcalinidad (mg CaCO, L

1000

500

700 +

x N

Has* afluente

m NH,* efluente

Resultados y discusion 131

® NO;™ efluente A NOs™ efluente

1

x
o x‘xW"‘x;‘(}% « ng(*x

2 3 14 5

okl X% o e B 55 T eos X

6 7
X

30°C

.-l‘. JL' ¥

po— oo s oo o,
0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (d)
a
m SST reactor < SSV reactor
1 2 3 |a 5 6 7 8|9 310 11 12
1 302C el | 3500
@ |
B m |
i . |
=} s
) 000 ]
0 !
] =% ]
|
'-fg o i 'l'-
il Bo o B m P (B
mm s % o ": b
] = omn & - o .')L.-’f:
.'.-. ] o.o&. 0 ‘2;):0:0°°° Mg
" ° , ‘ ° e © ] = o 00:0 © g
oo = oo T e A I
0% looe °|® g I'.. - £ i oo'oo
4 By O ° ° . o o
B, ® 060 °<°9Q><> i
°§>Q>o :) :
T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Tiempo (d)
+ Alcalinidad afluente > Alcalinidad efluente ——pH reactor 9.0
1 2 3|4 8 | 9 i10(11 12 :
3e~w 350C——>
3 - 85
Ol o o 0 . e
1 | - 8.0
3 R
1 o s 75%
] o i 8§>°2
i ° - 70
_ ! o <
Cepi® oo«?g
Jo o io S
® : :"b Lo - 6.5
o ©
1 0 o o ‘b g
g° © K ¢ o o 8 L go
bt o a2, : : & Lo CTC — 60
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Tiempo (d)

C
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Los resultados obtenidos indican que se puede alcanzar una operacion estable del proceso de
nitritacion parcial, con rendimientos en torno al 50%, operando el reactor SHARON con
tiempos de retencidn celular iguales a 1.75 dias a 309C y 1.5 dias a 352C. Estos valores son
ligeramente superiores a los reportados en la bibliografia (Van Dongen et al., 2001; Fux, 2003),
donde con TRC iguales a 1 dia y 352C se consiguen obtener iguales rendimientos en nitritacion,
potenciando el desarrollo y permanencia de los organismos AOB en el sistema, mientras que
las bacterias NOB son expulsadas. Esta diferencia puede ser debida a las caracteristicas del

sobrenadante empleado como afluente en cada estudio.

Un aspecto importante de la aplicacion del proceso SHARON de nitritacion parcial es su posible
acople con un proceso posterior de oxidacion anaerobia de amonio (ANAMMOX), que
permitiria eliminar el nitrito y el amonio presentes en el efluente del reactor SHARON. El
afluente al proceso ANAMMOX requiere de una relacién molar entre las concentraciones de

nitrito y amonio (NO,/NH,") en torno a 1.3. (ver Ecuacidn 1.10, apartado 1.2.2.2).

En la Figura 4.25 se encuentra la relaciéon molar NO,/NH," obtenida en la corriente efluente
del proceso SHARON durante las 12 etapas en las que se evalud el efecto del tiempo de
retencién hidraulico sobre la actividad de los organismos AOB. Los resultados obtenidos
muestran que con una temperatura de 352C y tiempos de retencién celular iguales a 1.75 dias
(etapa 10) y 1.5 dias (etapa 11) se obtuvo un afluente adecuado para el proceso ANAMMOX,
mientras que cuando se operd el proceso a 302C, unicamente para TRC de 2.1 dias o mayores
(etapas de la 1 a la 6) se consiguié una relacién molar NO, /NH," cercana a la buscada. En las
etapas 1 a 6, donde el sistema alcanzd a estabilizarse, la relacién molar NO,/NH," fue la
o6ptima en torno a 1.3; a excepcion de la alta relacidn alcanzada durante la etapa 5, causada

posiblemente por el incremento en la concentracion de biomasa en el reactor.

Debido a que uno de los factores mds importantes para acoplar los procesos SHARON vy
ANAMMOX es la obtencidn de una relaciéon molar NO, /NH," en torno a 1.3 en el efluente del
reactor SHARON, resulta conveniente establecer estrategias de control que permitan reducir la
variabilidad de las concentraciones de nitrito y amonio obtenidas durante el proceso de
nitritacion parcial. De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el proceso de
nitritacion parcial se consigue mediante el establecimiento de determinados pardmetros de
operacion, como el TRC y la temperatura principalmente. No obstante, la estabilidad del
proceso va a depender principalmente de la poblaciéon de organismos AOB aclimatada, la
supresion de los organismos NOB del sistema y las caracteristicas y variabilidad de la corriente

afluente al proceso.
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En este sentido, se han formulado algunas estrategias de control para la obtencién de un
efluente con una relacién molar NO,/NH," adecuada y estable en el tiempo, cuando se
pretende su acople al proceso ANAMMOX. Volcke (2006) formuld y evalué una estrategia de
control mediante simulacién que consistid en el control de la concentracién de oxigeno
disuelto a través del ajuste del caudal de aire inyectado en el reactor, en combinaciéon con el
control del pH del medio mediante la dosificacion de acido o base. Por otro lado, Jubany et al.
(2009) evaluaron a escala piloto una estrategia de control que consistio en ajustar la carga de
nitrégeno amoniacal variando el caudal afluente al proceso SHARON, esta variacidén se
establecié a partir de la determinacidn on-line de la velocidad de consumo de oxigeno (OUR)
en el reactor. En el caso en el que en el efluente del proceso SHARON Ia relacién molar
NO, /NH," sea superior a 1.3, como en la etapa 5, la adicidn directa sobre el reactor ANAMMOX
de la corriente afluente al proceso SHARON podria suplir la concentraciéon de amonio necesaria
para satisfacer la relacién molar NO,/NH," del proceso de oxidacién anaerobia de amonio (Fux

et al., 2002).
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Figura 4.25. Relacién molar NO, /NH," obtenida en la corriente efluente del proceso SHARON de
nitritacion parcial a diferentes valores de TRH, TRC y temperatura.
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4.1.3 Criterios y recomendaciones para la puesta en marcha y operacion estable de un

proceso de nitritacién parcial

A partir de los conocimientos adquiridos acerca de la puesta en marcha del reactor SHARON vy,
de los factores ambientales y los pardmetros de operacién que afectan la actividad de los
organismos amonioxidantes (AOB) durante la evaluacién del proceso de nitritacidn parcial, se
proponen una serie de criterios y recomendaciones para la puesta en marcha y operacion de
este proceso, orientada a optimizar el tiempo necesario para alcanzar su puesta a punto, y

mantener su estabilidad.

Los criterios que se proponen no sélo contemplan aspectos generales, en cuanto a parametros
de operacién se refiere, sino que establece como aspecto importante el conocimiento de las

especies de organismos AOB involucrados.

1. Indculo. Para la inoculacidn del reactor SHARON se puede emplear biomasa procedente de
un sistema convencional de fangos activados en el que se lleve a cabo la eliminacién bioldgica
de nitrégeno. Los principales objetivos durante la puesta en marcha del proceso se centran en
la aclimatacidn bacteriana a altas concentraciones de N-amoniacal, y la supresion del proceso
de oxidacion de nitrito mediante la eliminaciéon de los organismos nitritoxidantes (NOB) del

reactor.

Como se ha observado, los organismos amonioxidantes (AOB) predominantes en sistemas de
tratamiento convencional de agua residual corresponden principalmente a la especie
Nitrosomonas oligotropha spp., mientras que en el caso de procesos como el SHARON los
organismos corresponden principalmente a las especies Nitrosomonas europaea spp. Y
Nitrosomonas eutropha spp., por tanto se espera un cambio poblacional. Este cambio se
produce como consecuencia de las diferentes caracteristicas de operacion de cada proceso,
entre las que se destacan la elevada temperatura (> 252C) y las altas concentraciones de N-

amoniacal (> 500 mgN L™).

Los resultados obtenidos en las estrategias de puesta en marcha evaluadas (apartado 4.1.1)
muestran que utilizando como inéculo biomasa procedente de una EDAR convencional urbana
es posible tanto la adaptacién progresiva de la biomasa a altas concentraciones de nitrégeno
amoniacal, como la imposicion directa de la biomasa a altas concentraciones de nitrégeno
amoniacal. Aunque en este Ultimo caso se requiere operar el reactor con tiempos de retencion
celular (TRC) mas elevados que permitan el desarrollo de los organismos AOB especificos de

este tipo de sistemas de tratamiento con elevada concentracidn de nitrégeno amoniacal.
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2. Tiempo de retencidn celular (TRC) y tiempo de retencion hidraulico (TRH). En un reactor
operado en modo continuo vy sin recirculaciéon de fangos el TRC es igual al TRH. Sin embargo,
como el proceso se lleva a cabo a elevada temperatura (habitualmente > 259C), el efecto de la
evaporacion es significativo, provocando que el TRC sea mayor que el TRH. En cualquier caso,
cada cambio en el TRH provocara un cambio en el TRC. Para poder cuantificar la evaporacién y
conocer con precision el TRC con el que se estd operando, es fundamental realizar un

seguimiento periodo de los caudales de entrada y salida del reactor SHARON.

El control durante la puesta en marcha de estos dos parametros es fundamental debido
principalmente a la necesidad de favorecer el desarrollo de los organismos AOB y limitar el
crecimiento de los organismos NOB. Al tratarse de organismos autdtrofos, su velocidad de
crecimiento es significativamente menor que la de los organismos heterétrofos, pero la
elevada temperatura de operacion del proceso SHARON permite que con TRC relativamente
bajos del orden de 1.5-2 dias pueda establecerse el proceso (Hellinga et al., 1998). Aunque
durante la operacidn del proceso se recomienda trabajar con TRC menores de 1.5 dias y una
temperatura de 352C (Van Dongen et al., 2001), la imposicién directa de bajos TRC durante la
puesta en marcha ocasiona que el funcionamiento del proceso se torne inestable (Van Hulle et

al,, 2007).

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que realizar la puesta en marcha del proceso
SHARON con TRC relativamente altos (en torno a 7 dias) potencia el desarrollo de los
organismos AOB a la vez que se consigue limitar el crecimiento de los organismos NOB en el
sistema, dandole una relativa estabilidad al proceso de oxidacidn de amonio a nitrito. Una vez
alcanzada la puesta en marcha del proceso, los resultados obtenidos mostraron que se puede
alcanzar un proceso de nitritacién parcial estable, con rendimientos en torno al 50%, operando
el reactor SHARON a un TRC de 1.75 dias y temperatura de 302C, e incluso es posible trabajar a

un TRC de 1.5 dias cuando la temperatura de operacion del proceso es 352C (apartado 4.1.2.6).

3. Oxigeno disuelto (OD). La concentracién de OD en el reactor es un parametro de operacion
muy importante para los organismos amonioxidantes (AOB) y nitritoxidantes (NOB). La
afinidad por el oxigeno que presentan estos grupos de bacterias nitrificantes puede variar en
funcién de aspectos como: especies de organismos AOB y NOB involucradas, tipo de proceso y
grado de aclimatacién al licor mezcla. Diversas investigaciones han demostrado que los
organismos NOB presentan menor afinidad por el oxigeno que los organismos AOB en sistemas
convencionales de fangos activados, lo que supone a priori que la operacién del proceso

SHARON a valores relativamente bajos de OD podria llevar a limitar el crecimiento de los
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organismos NOB, permitiendo la obtencidn del proceso de nitritacién parcial (Sadnchez et al.,
2001; Guisasola et al., 2005). Sin embargo, debido a que las especies de organismos AOB
Nitrosomonas europaea spp. y Nitrosomonas eutropha spp. fueron identificadas como las mas
abundantes en este tipo de procesos de eliminacidon de nitrégeno amoniacal de corrientes de
agua residual con elevada concentracion de amonio, no es recomendable operar el proceso a
concentraciones de oxigeno disuelto inferiores a 2 mg O, L*, ya que estas especies de AOB
presentan baja afinidad por oxigeno disuelto, siendo el 1.45 mg O, L™ el valor de la
concentracién de oxigeno disuelto que reduce al 50% su velocidad de crecimiento (Jiménez,
2010). Para incrementar la velocidad de crecimiento de los organismos AOB se podria operar
el proceso con concentraciones OD superiores a 2 mg O, L™. Este incremento en la
concentraciéon de OD supone un coste econdmico en la operacién del reactor, por lo que en
principio seria recomendable realizarlo en aquellos casos en que sea necesario compensar
reducciones en el tiempo de retencién celular (TRC), realizadas por tener que tratar mas
caudal. Trabajar con altas concentraciones de oxigeno disuelto podrian permitir la
proliferacién de organismos NOB, pero en un reactor SHARON éstas se encuentran inhibidas

por otros factores como la salinidad, concentracién de acido nitroso, etc.

4. pH. El pH es considerado como uno de los factores clave durante la puesta en marcha y
operacion del proceso. Este parametro regula el equilibrio quimico entre el sustrato de los
organismos AOB (NH,"/NHs) y el sustrato de los organismos NOB (NO, /HNO,), y es ademas,

por si mismo inhibidor del proceso a valores relativamente altos y bajos.

Los resultados de este estudio muestran que no es necesario realizar un control externo de pH
ni para la puesta en marcha ni para la operacién del reactor. Controlar el pH mediante la
adiciéon de acido o base se debe evitar siempre que se pueda debido al incremento en costes
econdmicos que supone su utilizacién. La propia capacidad de autorregulacién bacteriana, y la
relacion molar entre la alcalinidad y el amonio que se encuentra en la corriente del
sobrenadante de la digestion anaerobia de fangos (HCO;/N-NH, en torno a 1) es suficiente
para alcanzar una nitritacion parcial estable. Es cierto, que si por cualquier motivo la relacion
molar HCO;/N-NH, del agua residual afluente al reactor SHARON fuera baja, el proceso de
oxidacion de amonio se detendria por acidificacion del licor mezcla. Sin embargo, la
composicion y caracteristicas de esta corriente de sobrenadante no suelen fluctuar demasiado

debido al alto TRC con el que se opera el proceso de digestion anaerobia.
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Los resultados del estudio del efecto del pH sobre la actividad de los organismos AOB
presentes en el reactor SHARON (apartado 4.2.1.4) muestran que el rango de pH en el que la
actividad de estos organismos es mdxima se encuentra entre 7.4-7.8. Ademas, la operacion del
proceso a valores de pH superiores al rango éptimo reduce la actividad de los organismos AOB

de manera mas severa que si se operara el proceso a valores de pH por debajo del pH éptimo.

5. Temperatura. La temperatura es considerada como uno de los factores ambientales mas
importantes en los procesos de eliminacidén biolégica de nitrogeno de las aguas residuales.
Dado que el afluente del proceso SHARON es la corriente de sobrenadante de la digestion
anaerobia de fangos (que tiene una temperatura en torno a 359C - rango mesofilico) tras pasar
por el proceso de deshidratacidn, en el que se enfria hasta una temperatura préxima a 309C, la
elevada temperatura que recibe el reactor hace que la velocidad de crecimiento de las

diferentes bacterias sea muy superior a la que tienen en la linea de aguas de una EDAR.

Los resultados de la puesta en marcha utilizando como inéculo biomasa procedente de un
proceso convencional de fangos activados (aclimatada a 202C) muestran que es posible tanto
un incremento progresivo de la temperatura como la imposicidon directa a 302C (apartado
4.1.1). Por otro lado, los resultados del estudio realizado para determinar el efecto de la
temperatura sobre la actividad de los organismos AOB involucrados en el reactor SHARON
(apartado 4.1.2.5) indicaron que el rango de temperatura en el que la actividad de los
organismos AOB es éptima (superior al 80%) se sitla entre 35-402C. A temperaturas superiores
a 409C la actividad de los organismos AOB no es estable y desciende drasticamente. Asimismo,
temperaturas de operacidn inferiores a 252C conllevan a reducciones de la actividad de AOB

superiores al 40%.

6. Sustrato e inhibidores. En este trabajo se ha confirmado que el sustrato de los organismos
AOB presentes en el reactor SHARON es el amoniaco (NH3). Su concentracion, tal y como se
comento, va a depender del pH y la temperatura. La operacién del proceso en un rango de pH
entre 6.5 y 8 asegura sustrato suficiente para el desarrollo de los organismos AOB, debido a la
elevada temperatura de operacién (302C) y la elevada concentracién de nitrégeno amoniacal
en la corriente de sobrenadante de la digestion anaerobia (cuyo rango habitual es 500 - 2000
mg N L™). La concentracién de amoniaco en la que la actividad de los organismos AOB es del
50% se determiné en 0.32 mg N-NH; L. En este trabajo también se comprobé que el
amoniaco a altas concentraciones no ejerce efecto inhibitorio sobre la actividad de los
organismos AOB, sino que esta inhibicién es debida a la alta salinidad. Ademas, quedod

demostrado que en las condiciones de operacidon normales del proceso no hay efecto adverso
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por alta salinidad. Por otro lado, el acido nitroso (HNO,) inhibe la actividad de los organismos
AOB. La concentracion de acido nitroso que provoca una disminucion del 50% de su actividad
es de 1.32 mg N-HNO, L™. Al igual que con el amoniaco, la concentracién de acido nitroso
dependera del pH y la temperatura. La operacién del proceso SHARON en el rango de pH entre
6.5 y 8 no supone un incremento considerable de la concentracion de HNO, durante el

tratamiento de la corriente de sobrenadante de la digestion anaerobia de fangos.

7. Seguimiento microbioldgico. Las técnicas microbiolégicas y moleculares para la
identificacion y cuantificacidon de los organismos presentes en procesos de depuracion de agua
residual son herramientas muy Utiles que apoyan la toma de decisiones en las EDARs. En
particular, la aplicacién de la técnica de hibridacion in situ FISH es muy util para identificar y
cuantificar los organismos amonioxidantes y nitritoxidantes en un reactor SHARON. Un
seguimiento periddico al proceso mediante la aplicacién de esta técnica seria recomendable
para estudiar los cambios en la estructura de las poblaciones de organismos AOB, y confirmar
la ausencia de los organismos NOB en las fases de puesta en marcha y operacidn del proceso.
Las sondas de hibridacién habitualmente empleadas para la identificacién de los organismos
AOB y NOB se encuentran recogidas en la Tabla 3.7 (apartado 3.3.2), y ademas se encuentra
detallado el método de cuantificacion propuesto por Borras (2008), que permite realizar el

seguimiento microbioldgico al proceso.

Tal y como se comentd, los organismos AOB identificados como mas abundantes en un reactor
SHARON corresponde con las especies Nitrosomonas europaea spp. y Nitrosomonas eutropha
spp. Estos organismos tienen una baja afinidad por el sustrato, por lo que la aplicacion del
proceso SHARON para el tratamiento de corrientes de agua residual con elevada
concentracién de nitrégeno amoniacal, como es el caso del sobrenadante procedente de la
deshidratacién de fangos digeridos anaerdbicamente es muy atractiva, debido a que al ser una
corriente de recirculacién a cabeza de planta, en su tratamiento interesa mds obtener un alto
porcentaje de eliminacidn de nitrégeno amoniacal que un efluente de alta calidad. Asimismo,
estas especies mostraron alta tolerancia a la presencia de nitrito y acido nitroso, otorgandoles

el potencial de aplicacion sobre procesos de eliminacién de nitrégeno via nitrito.
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4.2 ESTUDIO DEL PROCESO SHARON DE NITRITACION Y DESNITRITACION
4.2.1 Puesta en marcha y seguimiento de la evolucién del proceso

Se evaluaron tres estrategias para la puesta en marcha del proceso SHARON de nitrificacion y
desnitrificacidon via nitrito. En la primera de las estrategias se empled como inéculo biomasa
procedente del reactor SHARON de nitritacion parcial, y se pretendia conseguir el desarrollo de
una poblacién de organismos desnitrificantes en presencia de elevadas concentraciones de
amonio y nitrito. En las otras dos estrategias de puesta en marcha se empleé como inéculo
fango activo procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia). En esta estacién

depuradora se elimina el nitrégeno amoniacal de manera bioldgica via nitrato.

4.2.1.1 Puesta en marcha I: temperatura 302C e indculo procedente de un proceso de

nitritacion parcial

La Figura 4.26 muestra la evolucién de los compuestos nitrogenados durante los dos periodos
gque componen la estrategia de puesta en marcha del proceso empleando biomasa procedente
del reactor SHARON de nitritacidn parcial. Durante el Periodo | el funcionamiento del reactor
se llevé a cabo mediante 12 ciclos de operacion al dia, en cada uno de los cuales se alternaron
etapas aerobias y andxicas para potenciar el desarrollo de los organismos desnitrificantes sin
afectar la actividad de los organismos AOB presentes en el reactor. Del tiempo total de
duracién de cada ciclo (120 minutos), se destind para la etapa aerobia un 66.6% (80 minutos) y

para la etapa andxica un 33.6% (40 minutos).
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Figura 4.26. Evolucion de la concentracion de los compuestos nitrogenados durante la puesta en
marcha del proceso SHARON de nitrificacidon y desnitrificacion via nitrito empleando como inéculo
fango activado procedente de un reactor SHARON de nitritacién parcial.
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Tal y como se comenté en el apartado 3.1 de materiales y métodos, se empleé metanol
(CH30H) como fuente de carbono organico para llevar a cabo la desnitrificacién, el cual fue
adicionado de manera independiente a la corriente afluente al reactor SHARON, empleando

un sistema de dosificacién de alta precision marca Liquino.

Inicialmente se calculé la concentracion de materia orgdnica necesaria para desnitrificar el
nitrito continuamente producido como resultado del proceso de nitritacién parcial por parte
de los organismos AOB. A partir de la Ecuacién 1.9 (apartado 1.2.2) se puede establecer que
por cada gramo de nitrito reducido (medido como nitrégeno, N) es necesario degradar 1.14
gramos de metanol (CH;OH), equivalente a 1.73 gramos de materia orgdnica expresada como
DQO. Como resultado de la operacion en continuo del proceso SHARON la concentracién de
nitrito producida al dia se estimé en 1500 mg N-NO, (Ecuacién 4.9). Calculando la necesidad de
materia organica a partir de la relacién 1.73 g DQO/g N-NO,, la concentracién de DQO
necesaria para desnitrificar el nitrito producido al dia por la oxidacién continua de nitrégeno
amoniacal se estimé en 2595 mg DQO, por lo que era necesario adicionar 216 mg DQO en cada
ciclo de operacion (12 ciclos de operacidn al dia), y tendiendo en cuenta el volumen del reactor
SHARON (7 litros), esto supone la adicién de 30.8 mg DQO L™ en cada ciclo de operacién del

proceso.

Con el objetivo de reducir al maximo la dilucidn del licor mezcla se prepard una disolucién de
metanol con una concentracién de 70000 mg DQO L™, dando como resultado que el volumen
de metanol necesario para desnitrificar el nitrito producido era de 3 ml por cada ciclo de
operacion. Sin embargo, durante los primeros 20 dias de operacion se adiciond una tercera
parte de la materia orgéanica necesaria para desnitrificar el nitrito producido (10.3 mg DQO L™
ciclo®) para no afectar la actividad de los organismos AOB por presencia de elevadas
concentraciones de metanol. En la Figura 4.26 se puede observar que el porcentaje de
nitrificacion continué siendo del 50% sin detectarse actividad desnitrificante en el reactor
SHARON: el sumatorio de los compuestos nitrogenados en las corrientes afluente y efluente
del proceso SHARON fue similar.
mg N — NO,
dia
Donde Qafluente es el caudal afluente al reactor SHARON (3 Ld™)

[N-NH,] afluente es la concentracién amonio en la corriente afluente al reactor (1000 mg N-NH, L™Y).
% nitrificacion del proceso al inicio de la puesta en marcha (50%).

= Qafluente - [N — NH,]afluente - % nitrificacién 4.9
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A partir del dia 20 de operacién la concentraciéon de materia organica se incrementd a 20.6 mg
DQO L* en cada ciclo. Sin embargo, los resultados obtenidos no indicaron actividad
desnitrificante en el reactor SHARON. Finalmente, se procedid a incrementar la concentracion
de materia organica a lo estrictamente necesario por estequiometria para desnitrificar el
nitrito producido (30.8 mg de DQO L™ ciclo™) a partir del dia 40 de operacién. Los resultados

obtenidos no indicaron actividad desnitrificante en el reactor.

Durante el Periodo Il de la estrategia de puesta en marcha | se disminuyé el numero de ciclos
de operacién, de 12 ciclos al dia en el Periodo | se pasé a 6 ciclos de operacién al dia, y la
cantidad de materia organica se fijé en 61.8 mg DQO L™ por cada ciclo de operacién. Durante
la primera etapa de este periodo de operacién (desde el dia 60 hasta el dia 120 en la Figura
4.26) lo que se pretendié fue potenciar el desarrollo de los organismos desnitrificantes
empleando ciclos de duracién prolongada (ciclos de 4 horas de duracidn) y operacion estable.
En cada ciclo de operacion la duracion de la etapa aerobia fue de 160 minutos y la duracién de
la etapa andxica fue de 80 minutos. A pesar de mantener estas condiciones de operacion

durante 2 meses no se detectd actividad desnitrificante en el reactor SHARON.

Durante la ultima etapa del Periodo Il de operacién (desde el dia 120 al dia 180 en la Figura
4.26), se disminuy6 el caudal afluente al reactor SHARON (de 3 L d™ en el Periodo 1 a 1.5 L d™
en el Periodo Il), dando como resultado la operacién del proceso con un TRH de 4.6 dias, y al
tener en cuenta el efecto de la evaporacién descrito en el apartado 4.1.1, el TRC se situd en 7
dias. La cantidad de materia orgdnica adicionada durante este Periodo Il se fijé en 30.8 mg de
DQO L™ por cada ciclo de operacion debido a la disminucién del caudal afluente al proceso. Los
resultados obtenidos indican que a pesar de incrementar el TRH y el TRC no fue posible
desarrollar los organismos desnitrificantes en el reactor SHARON, incluso con un aumento del
tiempo de duracién de la etapa andxica (a partir del dia 150 en la Figura 4.26) no fue posible
obtener el proceso de desnitrificacion a partir de nitrito en el proceso. Durante este ultimo
periodo de operacién la duracion de la etapa aerobia descendié desde un 66.6% (160 minutos)
hasta un 50% (120 minutos), y la duracién de la etapa andxica se incrementd desde un 33.4%

(80 minutos) hasta un 50% (120 minutos).

Los resultados obtenidos indican que no es posible desarrollar una poblacién de organismos
desnitrificantes en un reactor SHARON a partir de biomasa procedente de un proceso de
nitritacion parcial. Como principal causa se puede considerar la elevada concentracion de
nitrito en el licor mezcla del reactor (500 mg N-NO, L™) y, por consiguiente de acido nitroso

(HNO,). La concentracion de acido nitroso a pH 7.5 (pH medio del licor mezcla durante esta
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estrategia de puesta en marcha) y temperatura de operacidn de 309C se estimé en 0.031 mg
HNO,-N L™, calculada a partir de las Ecuaciones 3.6, 3.7 y 3.8 descritas en el apartado de

materiales y métodos 3.2.1.4.

4.2.1.2 Puesta en marcha Il: temperatura 302C e indculo procedente de un proceso de fangos

activados

La Figura 4.27 muestra la evolucién de los compuestos nitrogenados en las corrientes afluente
y efluente de proceso SHARON a lo largo de la segunda estrategia de puesta en marcha. En
esta estrategia de puesta en marcha se empled como indculo biomasa procedente de un
proceso de fangos activados con eliminacién bioldgica de nitrégeno via nitrato. La metodologia
seguida tuvo como objetivo alcanzar la puesta en marcha del proceso manteniendo una baja
concentracion de nitrito en el licor mezcla del reactor SHARON. Por lo tanto, la concentracion
de nitrogeno amoniacal en la corriente afluente al proceso se incrementé de manera
progresiva a lo largo del periodo experimental. La temperatura del reactor se mantuvo fija en
302C mientras que el pH fue un parametro no controlado en el proceso. Se fijé en 50 mg DQO
L™ la concentracién de materia organica adicionada en cada ciclo de operacién durante esta
estrategia de puesta en marcha. El proceso se operd durante esta estrategia de puesta en
marcha con 6 ciclos de operacién: la duracién de la etapa aerobia fue de 160 minutos (66.6%) y

la etapa andxica de 80 minutos (33.4%).

X NH,* afluente m NH,* efluente @ NO;" efluente A NO;™ efluente
500 XX X Xy oy X
7 450 x
4
g 400 XXk
g 350
®
S 300 % X XX .
& "
5 250 4 "y -
c [ 1] al
4 200 A X K XK XX -fl -'{
2 Fallo aireacion |
3 150 1 l -
£ "y -
o 100 A KKK X u [] ]
o w8
50 + X X A .
‘ F [ (]
h AA L] L] -" 03 °
0 o dhoil A pen |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (d)

Figura 4.27. Evolucion de la concentracion de los compuestos nitrogenados durante la puesta en
marcha del proceso SHARON de nitrificacidon y desnitrificacion via nitrito empleando como inéculo
fango activado procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia). Temperatura de
operacion 302C.
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Tal y como muestra la Figura 4.27, al inicio de la puesta en marcha se detectd nitrato en la
corriente efluente del proceso SHARON como consecuencia de las poblaciones de organismos
AOB y NOB presentes en el inéculo empleado. Sin embargo, a partir del dia 10 se puede
observar en la Figura 4.27 que el nitrato fue reducido. El andlisis de las poblaciones de
organismos NOB mediante la aplicacidn de la técnica de hibridacion in situ FISH, realizado el
dia 15, permitio confirmar que el porcentaje de organismos NOB era despreciable en el reactor
SHARON. Los resultados indicaron el porcentaje de organismos NOB pertenecientes al phylum
Nitrospirae (sonda FISH Ntspa712) fue inferior al 0.1%, en comparacion con el total de
bacterias identificadas con la sonda general EUBmix, y ademas no se detectaron organismos

NOB de la especie Nitrobacter (sonda NIT3).

A partir del dia 20 (Figura 4.27) la concentracion de nitrégeno amoniacal en la corriente
afluente al proceso se incrementé a 100 mg N-NH, L™, obteniéndose un porcentaje de
eliminacion de nitrégeno superior al 98%. Hacia el dia 40 de operacién se incrementd
nuevamente la concentracién de nitrégeno amoniacal en la corriente afluente a 200 mg N-NH,
L™, detectdndose hacia el dia 50 de operacién una acumulacién de amonio vy nitrito en el licor
mezcla del reactor, en torno a 45 mg N-NH, L* y 46 mg N-NO, L', respectivamente.
Posteriormente, estas concentraciones descendieron hasta situarse de manera estable a partir
del dia 60 en torno a 25 mg N-NH, L' y 3 mg N-NO, L?, respectivamente. El porcentaje de
eliminaciéon de nitrégeno alcanzado cuando la concentracion de amonio en la corriente

afluente fue de 200 mg N-NH, L™ se situ en torno al 86%.

A partir del dia 80 y hasta el dia 105 de operacion (Figura 4.27) la concentracion de amonio en
la corriente afluente fue de 300 mg N-NH, L™. Se observa en la figura la acumulacién de
amonio en el licor mezcla del reactor ocasionada por un fallo en el suministro de aire al
proceso que afectd la actividad de los organismos AOB por déficit de aceptor de electrones
(0,). Tras solucionar el fallo, la concentracién de amonio se situé en torno a 45 mg N-NH, L™,
dando como resultado que el porcentaje de eliminacion de nitrégeno amoniacal estuviera en

torno al 85%. Valor similar al obtenido en la etapa de operacion previa del proceso.

Durante los periodos de operacion en los que la concentracidn de nitrégeno amoniacal se
mantuvo en 400 mg N-NH, L™ (desde el dia 106 hasta el dia 125) y 450 mg N-NH, L™* (desde el
dia 126 hasta el dia 145) se alcanzaron porcentajes de eliminacidon de nitrogeno amoniacal en
torno al 79% y 70%, respectivamente. Finalmente, en el ultimo de los periodos la
concentracién de nitrégeno amoniacal se incrementé a 500 mg N-NH, L™, detectandose un

incremento en la concentracidon de amonio en el licor mezcla del reactor al inicio de este
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periodo: el dia 154 se alcanzd una concentracién de amonio de 258 mg N-NH, L™. A partir del
dia 161 la concentracién de amonio fue estable en torno a 210 mg N-NH, L™, por lo que el

porcentaje de eliminacién de nitrégeno amoniacal se situd en torno al 58%.

4.2.1.3 Puesta en marcha lll: temperatura 35°C e inéculo procedente de un proceso de

fangos activados

La Figura 4.28 muestra la evolucién de los compuestos nitrogenados en las corrientes afluente
y efluente de proceso SHARON a lo largo de la tercera estrategia de puesta en marcha. Al igual
que en la estrategia de puesta en marcha anterior, en esta estrategia se empled como indculo
biomasa procedente de un proceso de fangos activados con eliminacién bioldgica de nitrégeno
via nitrato. Sin embargo, durante esta estrategia de puesta en marcha el proceso fue operado
manteniendo la temperatura en 352C. La concentracién de nitrogeno amoniacal en la corriente
afluente al proceso se incrementé de manera progresiva a lo largo del periodo experimental,
partiendo desde 50 mg N-NH, L™ hasta 500 mg N-NH, L™. Se emplearon 6 ciclos de operacion al
dia para asegurar la alternancia de las etapas aerobias y andxicas: la duracidon de la etapa
aerobia fue de 160 minutos (66.6%) y la etapa andxica de 80 minutos (33.4%). El pH fue un
pardmetro no controlado en el proceso. Ademas, la concentracién de materia organica
adicionada en cada ciclo de operacidn durante esta estrategia de puesta en marcha se fijo en
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Figura 4.28. Evolucion de la concentracion de los compuestos nitrogenados durante la puesta en
marcha del proceso SHARON de nitrificacidon y desnitrificacion via nitrito empleando como inéculo
fango activado procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia). Temperatura de
operacion 352C.

Tal y como se puede observar en la Figura 4.28, el porcentaje de eliminacién de nitrégeno

amoniacal durante précticamente todo el periodo de puesta en marcha fue superior al 95%, a
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excepcion de los dias 15 y 50 de operacidn, en los cuales el porcentaje de eliminacién de
nitrégeno amoniacal fue de 35% y 65%, respectivamente. El incremento de la concentracion
de amonio durante estos dias de operacion fue debido a fallos de aireacidn registrados en el

reactor SHARON.

En las dos estrategias de puesta en marcha empleando fango procedente de un proceso de
fangos activados con eliminacion biolégica de nitrégeno via nitrato fue posible conseguir un
proceso de nitritacién (oxidacidn de amonio a nitrito), eliminando a los organismos NOB del
reactor SHARON. Ademas, fue posible desarrollar una poblacién de organismos
desnitrificantes a partir de nitrito cuando se lleva a cabo la puesta en marcha del proceso
incrementando la concentracién de nitrégeno amoniacal en la corriente afluente al proceso de
manera progresiva. Por otro lado, la puesta en marcha del proceso SHARON de nitrificacidn y
desnitrificacidn via nitrito a temperatura de 352C fue mas efectiva que la puesta en marcha del
proceso a una temperatura de 309C. Estos resultados se encuentran respaldados con los
resultados obtenidos en el apartado 4.1.2.5, en donde se evalud el efecto de la temperatura
sobre la actividad de los organismos AOB, en los cuales se establecid que el rango de
temperatura en el que la actividad de los organismos es éptima (>80% de actividad) oscila
entre 352C y 409C, y que a temperaturas de 302C la actividad de los organismos AOB puede

reducirse hasta en un 30%.

4.2.2 Monitorizacion del proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito

La etapa de monitorizacidén consistié en analizar numerosos ciclos de operacién con el objetivo
de establecer relaciones entre la dinamica de los procesos de nitrificacion y desnitrificacion via
nitrito y la evolucién de los perfiles de pH, potencial redox y oxigeno disuelto a lo largo de las
etapas aerobias y andxicas de cada ciclo de operacién. Se analizaron tanto ciclos
correspondientes a situaciones de operacién en las que el proceso estuvo estable y con
porcentajes de eliminacion de nitrégeno elevados (superiores al 95%), como ciclos de
operacion en los que el proceso SHARON estuvo inestable y presentd bajos porcentajes de
eliminacién de nitrégeno (menores al 50%). La informacién recopilada sirvié para establecer
una estrategia de monitorizacion del proceso SHARON, encaminada a conocer el
funcionamiento y evolucién del proceso, y permitir una rdpida actuacion ante fallos. Este
ultimo aspecto resulta importante en las explotaciones depuradoras de agua residual, y en
general en cualquier proceso industrial, debido a que la rapida deteccidn y actuacidn oportuna

ante fallos supone reducir pérdidas econémicas.
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4.2.2.1 Andlisis de la informacion proporcionada por las sondas instaladas

El andlisis de los perfiles de pH, potencial redox y oxigeno disuelto se realizé a lo largo del
periodo experimental en el que la concentracién de nitrégeno amoniacal en la corriente
afluente fue incrementada progresivamente desde 50 hasta 500 mg N-NH, L™. Este periodo
corresponde con la puesta en marcha del proceso de nitrificacion y desnitrificacidn via nitrito
empleando como indculo fango activado procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet con
eliminacién de nitrogeno amoniacal siguiendo la ruta del nitrato. La informacién detallada de

esta estrategia de puesta en marcha se encuentra recogida en el apartado 4.2.1.

e Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox en situaciones de estabilidad del proceso
biolégico
Cuando las condiciones de operacidon permiten que el proceso bioldgico se encuentre en
condiciones estables, el pH experimenta claras variaciones a lo largo de cada ciclo de
operacion en el que se alternan una etapa aerobia y otra andxicas. En condiciones aerobias el
pH puede verse afectado por dos procesos. El primero de ellos es el proceso de oxidacion de
amonio a nitrito (nitritificacién) que ocasiona que el pH descienda por la acidificacion del
medio a causa de la produccidén de protones (H*), de acuerdo con la Ecuacién 1.1 (apartado
1.2.1.1.1). El segundo proceso corresponde con la desabsorcién de diéxido de carbono (CO,)
del medio acuoso, el cual afecta al equilibrio del acido carbdnico (ver Ecuacion 1.6, apartado
1.2.1.1.1) y, por tanto, ocasiona que el pH ascienda. Como resultado de la combinacion de
estos dos procesos se obtiene un efecto neto cuyo resultado es un descenso de pH. Por otro
lado, en condiciones andxicas el pH asciende debido a la recuperacién de la alcalinidad durante
el proceso de desnitrificacion, de acuerdo con la Ecuacién 1.7 (apartado 1.2.1.1.2). Los moles
de protones (H*) producidos durante la nitritificacién son parcialmente neutralizados debido a

la reduccién del nitrito a compuestos gaseosos de nitrégeno.

Por otro lado, el perfil de potencial redox varia en funcidn de la disponibilidad de aceptores de
electrones en el medio. Es asi como en un ciclo de operacidn en el que se alternan una etapa
aerobia y otra andxica, el potencial redox asciende rapidamente debido a la presencia de
oxigeno disuelto en el medio al inicio de la etapa aerobia, y posteriormente éste se estabiliza
cuando la concentracion de oxigeno disuelto es constante en el medio acuoso. En el periodo
de transicion hacia condiciones andxicas el perfil de potencial redox disminuye
progresivamente a medida que el oxigeno es consumido, y continua descendiendo a medida

que los nitritos y los nitratos son reducidos como consecuencia del proceso de desnitrificacion.
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La Figura 4.29 muestra la variacidon de la concentracién de los compuestos nitrogenados (NH.,’,
NO, y NO3) y la dindmica anteriormente descrita de los perfiles de pH y potencial redox a lo
largo de un ciclo de operacion. El ciclo representado en esta figura corresponde al dia 80 (ver
Figura 4.29), en el que el porcentaje de eliminacién de nitrégeno fue superior al 95%. Como se
puede observar en la Figura 4.29, durante la etapa aerobia el pH desciende siguiendo
exactamente la misma tendencia que el amonio. Hasta la primera hora de ciclo la caida del pH
es acusada, y luego se estabiliza. Esta situacidon es debido a que al comienzo del ciclo la
concentracion de amonio es mas alta, ya que durante la etapa andxica del ciclo anterior el
amonio se acumulaba en el reactor puesto que entraba junto con el afluente, pero al no airear
(ya que es etapa andxica) el amonio no era oxidado. Este amonio acumulado es nitrificado al
comenzar la etapa aerobia, provocando un descenso acusado del pH. Una vez consumido el
amonio acumulado se alcanza una concentracidn relativamente constante de amonio en el
reactor, resultante de la concentracién aportada por el afluente y la oxidada por los
organismos AOB. Esta situacién es muy diferente de la que ocurre en un reactor operado en
modo SBR, en el que al no entrar continuamente amonio al reactor, sino sdélo al inicio del ciclo
(etapa de llenado), éste se consume completamente. Durante este periodo de estabilidad de
pH los organismos AOB continlan oxidando el nitrdgeno amoniacal que entra a través de la
corriente afluente al sistema, y como consecuencia la concentracién de nitrito (NO,’) continda

incrementandose a lo largo de toda la etapa aerobia.

En la Figura 4.29 también se puede apreciar fluctuaciones de pH durante la etapa aerobia, que
son consecuencia de la desabsorcidn de didxido de carbono (CO,) durante los periodos en los

que el sistema de aireacidn esta conectado.

Tal y como se comentd, durante la etapa andxica el amonio se acumula a lo largo de toda la
etapa ya que entra junto con el afluente al reactor. Esto ocasiona que haya amonio acumulado
al inicio del siguiente ciclo de operacién. Por su parte, el pH se incrementa debido a la
recuperacion de alcalinidad durante el proceso de desnitrificacion a partir de nitrito.
Posteriormente y tras el agotamiento del nitrito, el pH se estabiliza (pHconstante)- EN la Figura
4.30 se puede observar que el punto en el que el pH se estabiliza cuando termina el proceso de
desnitrificacion (pHconstante) COiINcide con el pH al inicio de la etapa aerobia. Es decir, el pH en la
etapa andxica asciende en similar magnitud al descenso que éste experimenté en la etapa
aerobia previa. Esta situacién es consecuencia de la relacién equimolar entre la alcalinidad y el
nitrégeno amoniacal presente en la corriente del sobrenadante procedente de Ia

deshidratacién de fangos digeridos anaerdbicamente, que junto a los procesos de nitrificacidn
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y desnitrificaciéon, compensan el descenso y el aumento del pH durante la etapa aerobia y

andxica en cada ciclo de operacidn, respectivamente.
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Figura 4.29. Perfiles tipicos de la concentracion de los compuestos nitrogenados y los registros on-line
de pH y potencial redox en un ciclo operacion.

En el caso del potencial redox, se puede observar en la Figura 4.29 como éste se incrementa
durante la etapa aerobia debido a la disponibilidad de aceptores de electrones: oxigeno
disuelto (OD) y nitrito (NO,’). Durante la etapa andxica el potencial redox desciende debido a la
ausencia de oxigeno en el medio y a la reduccién del nitrito durante el proceso de
desnitrificacion. En la dinamica del perfil del potencial redox representada en esta figura se
puede observar como tras el agotamiento del nitrito la velocidad de descenso del potencial
redox aumenta, mostrando claramente un punto de inflexiéon en el perfil del potencial redox,
cominmente conocido como “nitrate/nitrite knee”. Plisson-Saune et al. (1996) atribuyeron
este incremento repentino de la velocidad de descenso del potencial redox al inicio de la
producciéon de sulfuro (S,) por parte de los organismos sulfato reductores. Segun estos
autores, la produccidn de sulfuro (S,’) se inicia tras el agotamiento del nitrato (NO;’), debido a
que éste resulta inhibidor de su actividad. Esta inhibicidn podria también ser debida a la

presencia de nitrito (NO,’) de acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion.

Tal y como se muestra en la Figura 4.29 los puntos de estabilizacion de pH (pHconstante) Y de
incremento de la velocidad de descenso del potencial redox (punto de inflexién) coinciden,
confirmando de manera independiente el cese de la desnitrificacidon. Es importante destacar
que cuando se analiza la informacidn procedente del sensor de pH, se puede identificar
cuando se produce el cese de la desnitrificacién, pero el cese puede ser consecuencia tanto del
agotamiento de toda la materia orgdnica para desnitrificar como de la reduccién total del

nitrito presente en el licor mezcla del reactor; mientras que cuando se incrementa la velocidad
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de descenso del potencial redox el motivo es la reduccién total del nitrito. No obstante, este
punto de inflexion en el perfil del potencial redox no fue claramente observado en todos los
ciclos analizados en los que el nitrito se agotd, por lo que su empleo como pardmetro de
monitorizacién y control, al menos en procesos en continuo, no es demasiado fiable. A modo
de ejemplo en la Figura 4.30 se muestra la evolucion del pH y potencial redox en dos ciclos en
los que el punto de inflexion en el perfil del potencial redox no fue detectado durante la
evolucién de la etapa andxica, a pesar de que el pH se estabilizd en el momento en el que el
nitrito fue completamente reducido, lo cual fue confirmado mediante determinaciones
analiticas realizadas en el laboratorio.
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Figura 4.30. Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox en dos ciclos de operacion en los que el
nitrito se agoté cuando el pH se estabilizé, pero no se observé el punto de inflexion en el perfil del
potencial redox.

Durante el periodo experimental que comprende los 160 dias en los que la concentracién de
nitrégeno amoniacal se incrementd desde 50 hasta 500 mg N-NH, L™ (Figura 4.28), se observd
que la disminucion de pH durante la etapa aerobia y el correspondiente incremento de pH
durante la siguiente etapa andxica se hacia mayor conforme se aumentaba la concentracién de
nitrégeno amoniacal en el afluente. Con esta dinamica de evolucién de pH se definieron dos
variables ApHae ¥ ApHay, las cuales se calculan a partir del registro de pH en cada ciclo de
operacion. El ApHye se calcula como la diferencia entre el pH al inicio y al final de la etapa
aerobia en cada ciclo de operacidn, y el ApHax se calcula como la diferencia entre el pH al final
y al inicio de la etapa andxica en cada ciclo de operacidon. A modo de ejemplo en la Figura 4.31

se muestra un perfil de pH durante un ciclo de operacion y los ApH calculados.
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Figura 4.31. Evolucidon de un perfil de pH durante las etapas aerobia y andxica de un ciclo de operacion
en el que se muestra la forma de calcular las variables ApHAE y ApHAX.

En la Figura 4.32a se encuentra representado el valor promedio del ApH,: frente a la
concentraciéon de nitrégeno amoniacal en la corriente afluente. En esta figura se observa
claramente que a medida que la concentracién de nitrégeno amoniacal se incrementd el ApHae
se hizo mayor. Este analisis fue realizado empleando la informacién procedente de periodos en
los que la evolucién del proceso permanecid estable, con porcentajes de eliminacién de
nitrégeno amoniacal superiores al 95%. Estos resultados sugieren que bajo condiciones
estables de operacién y evolucion del proceso el grado de nitritificacion podria ser estimado

mediante la monitorizacién del descenso de pH durante la etapa aerobia.
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Figura 4.32. a) Relacion entre el descenso de pH durante la etapa aerobia (ApHAe) y la concentracion
de nitrégeno amoniacal en el afluente del proceso; b) Relacidon entre el descenso de pH durante la
etapa aerobia (ApHAe) y el correspondiente incremento de pH durante la siguiente etapa andxica
(ApHAX) en cada ciclo de operacién.

En la Figura 4.32b se encuentra representada la relacion entre el descenso de pH durante la
etapa aerobia (ApHae) vy el incremento de pH durante la siguiente etapa andxica (ApHa,) en
cada ciclo de operacién. En esta figura se puede observar que el ApHa.y el ApHay variaron en

igual proporcién debido a que el grado de oxidacién de amonio durante la etapa aerobia se
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correspondid con el grado de reduccidn de nitrito durante la etapa andxica. La comparacién
entre el ApHae y el ApHax durante un ciclo de operacion ofrece informacién acerca del
funcionamiento en conjunto de los procesos de nitrificacién y desnitrificacion via nitrito. Asi
por ejemplo, un proceso de desnitrificacién incompleto por déficit de materia organica podria
detectarse cuando en un ciclo de operacion la diferencia entre el descenso del pH en
condiciones aerobias sea mayor al incremento del pH en condiciones andxicas

(ApHae - ApHax> 0).

e Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox en condiciones de exceso y déficit de
materia organica

Para llevar a cabo el proceso de desnitrificacién en corrientes de agua residual con baja
concentracién de materia organica, como es el caso del sobrenadante de la digestion
anaerobia de fangos (relacion DQO/N-NH, < 1), es preciso emplear una fuente de carbono
organico externa. Las fuentes de carbono organico externas habitualmente utilizadas son el
metanol, el etanol y el acido acético. Sin embargo, con el objetivo de reducir costes
econdmicos, y dependiendo del esquema y las caracteristicas de operacién de la EDAR, es
posible emplear la corriente afluente de agua residual y la corriente procedente de la
elutriacidn de fango primario, las cuales poseen materia organica para llevar a cabo el proceso
de desnitrificacion. Otra alternativa seria la utilizacidon de subproductos de la industria, como
es el caso de las vinazas procedentes de los procesos de fermentacién industrial para la
obtencién de alcoholes principalmente, las cuales poseen una elevada concentraciéon de
materia organica, y al ser un residuo de este tipo de industria requiere de una gestion

ambiental adecuada.

Para el proceso de desnitrificacion via nitrito en el reactor SHARON se empleé metanol
(CH30H) como fuente de carbono orgdnico externa, el cual fue dosificado al inicio de cada
etapa andxica. Se decididé que la adicion de metanol fuera realizada al inicio de cada etapa
andxica con el objetivo de obtener la maxima velocidad de desnitrificacién desde el principio

de la etapa.

En consecuencia, en la operacién del proceso SHARON es importante considerar que la adicion
en exceso de materia organica supondria un incremento en costes de operacidn, mientras que
el déficit de materia orgdnica ocasionaria que el proceso de desnitrificacién estuviera limitado
y no eliminara todo el nitrito generado. Por estos motivos es fundamental optimizar la

dosificacién de la fuente de carbono organico externa.
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A continuacidn se presenta el analisis realizado de la evolucién de los perfiles de pH y potencial
redox, primero en situaciones de exceso de materia orgdnica y posteriormente en situaciones

de déficit de materia organica.

a) Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox en situaciones de exceso de
materia orgdnica

Para comprobar como se reflejaba en la forma de los perfiles de pH y potencial redox el hecho
de que en el licor mezcla del reactor SHARON hubiera mas materia organica de la
estrictamente necesaria para desnitrificar el nitrito producido durante un ciclo de operacion
estable, se procedid inicialmente a determinar la concentracion de nitrito al final de la etapa
aerobia y, posteriormente a dosificar una cantidad de materia organica (metanol) tres veces
superior a la que correspondiera estequiometricamente segun la reaccién de eliminacién de

nitrégeno via nitrito (Ecuacién 1.9, apartado 1.2.2).

La Figura 4.33a muestra la evolucién de los perfiles de pH y potencial redox a lo largo de dos
ciclos de operaciéon (Ciclo 1 y Ciclo 2) en los cuales el metanol fue adicionado en exceso al
inicio de las dos etapas andxicas representadas. Como se puede observar en esta figura la
adiciéon en exceso de metanol al inicio de la etapa andxica en el ciclo 1 (C;) no ocasiond
ninguna alteraciéon del comportamiento tipico de los perfiles de pH y potencial redox en la
etapa andxica de este ciclo: el pH se incrementd debido a la recuperacion de la alcalinidad
durante el proceso de desnitrificacién del nitrito producido durante la etapa aerobia previa,
mientras que el potencial redox descendid a causa del agotamiento progresivo de los
aceptores de electrones disponibles en el licor mezcla del reactor. También en la Figura 4.33a
se puede observar que la primera adicion de materia organica (C,) tampoco causé variaciones
atipicas en el comportamiento de los perfiles de pH durante la etapa aerobia del ciclo 2: el
acusado descenso del pH durante la primera parte de la etapa se produjo como consecuencia
de la oxidacién del amonio acumulado durante la etapa andxica del ciclo 1. Sin embargo, el
potencial redox durante la etapa aerobia del ciclo 2 si que mostré un comportamiento
claramente diferente al habitual. En la Figura 4.33b se encuentra representada la primera hora
de evolucién de los perfiles de pH y potencial redox durante el ciclo 2. Tal y como muestra esta
figura, al poner en marcha la aireacién el potencial redox experimentdé un incremento
significativo debido a la sensibilidad de éste a la disponibilidad de aceptores de electrones en
el medio, en este caso oxigeno. Tras cuatro minutos de operacidn en condiciones aerobias la
velocidad de ascenso del potencial redox se redujo y, posteriormente, experimentd un nuevo

incremento, mostrando un claro punto de inflexiéon (hacia los doce minutos de la etapa



Resultados y discusion 153

aerobia), y estabilizdndose nuevamente debido a que la concentracién de oxigeno disuelto en

el licor mezcla del reactor permanecié constante.
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Figura 4.33 a) Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox durante dos ciclos de operacion en los
que se adicioné exceso de metanol al inicio de las etapas andxicas de cada ciclo (C1 y C2); b) Evolucién
de los perfiles de pH y potencial redox durante la primera hora de operacidn del ciclo 2.

Aunque algunos autores (Ra et al., 1998; Kim y Hao, 2001) atribuyen la presencia de este
punto de inflexién identificado en el perfil del potencial redox durante la etapa aerobia a la
finalizacion del proceso de nitrificacidn, los resultados obtenidos en este trabajo indican que
no puede relacionarse con el final de la oxidacién de amonio, puesto que de acuerdo con las
analiticas realizadas no sélo en este ciclo de operacion sino en varios ciclos en los que se
adicioné materia organica en exceso, en este punto aun hay N-amoniacal disponible. Por otro
lado, Won et al. (2011) establecieron que esta variacién del potencial redox al inicio de la
etapa aerobia puede ser consecuencia del desequilibrio entre la velocidad de consumo de
oxigeno por parte de los microorganismos y la velocidad de aireacién del proceso, causado
posiblemente por la radpida oxidacién de la materia organica facilmente biodegradable

disponible en el reactor.

Dado que el punto de inflexidn en el perfil del potencial redox durante la etapa aerobia sdlo
aparecié en aquellos ciclos en los que se dosific6 materia organica en exceso en el ciclo
anterior, parece evidente que su presencia es un claro indicador del exceso de materia
orgdanica dosificada. Los resultados de la operacidn en continuo del reactor SHARON indican
que cuanto mayor es la dosificacidn de materia organica en exceso, mas tiempo tarda en
aparecer este punto de inflexién, por lo que en cada ciclo de operacién el tiempo que
transcurre desde el inicio de la etapa aerobia hasta que éste aparece podria emplearse como

indicador indirecto de exceso de materia organica dosificada en el ciclo previo de operacion.

pH
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b) Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox frente a situaciones de déficit de
materia orgdnica

Para conocer la evolucién de los perfiles de pH y potencial redox en el licor mezcla del reactor
SHARON en situaciones en las que el nitrito producido no es completamente reducido por
déficit de materia organica, se procedid a determinar la concentracidn de nitrito al final de la
etapa aerobia y, posteriormente, realizar dos dosificaciones de materia orgdanica: la primera
dosificacidn al inicio de la etapa andxica (A;) y la segunda dosificacidon en la mitad de la etapa
andxica (A,). En cada una de estas dosificaciones se adiciond la mitad de la materia orgéanica
necesaria para llevar a cabo la desnitrificacién del nitrito presente en el licor mezcla medido al
final de la etapa aerobia, de acuerdo con la estequiometria de la reaccidon de eliminacion de

nitrégeno via nitrito (Ecuacién 1.9, apartado 1.2.2).

La Figura 4.34 muestra la evolucion de los perfiles de pH y potencial redox durante un ciclo de
operacion en el que se realizaron las dos adiciones de metanol (A; y A,) durante la etapa
andxica. En esta figura se puede observar que tras la primera adicion de metanol (A;) se inicio
la reduccién del nitrito, causando un incremento de pH y un descenso del potencial redox.
Posteriormente, se detiene el proceso de desnitrificacion, el cual quedd reflejado en la
estabilizacion del pH y de la concentracién de nitrito. El analisis de la evolucién del perfil de pH
durante el ciclo de operacién representado en la figura indicé la interrupcién del proceso de
desnitrificacion: el incremento del pH durante la etapa andxica (ApH,,) fue menor al descenso
del pH durante la etapa aerobia (ApHae). El pH en la etapa aerobia descendié desde 7.75 hasta
7.3 (ApHae=0.45), mientras que éste en la etapa andxica y tras la primera adicién de metanol se
incrementd desde 7.3 hasta 7.55 (ApHa,u=0.25). La determinaciéon analitica de la concentracidn
de nitrito medida en este instante de tiempo (11:00) fue de 5.9 mg N-NO, L, confirmando que
el proceso de desnitrificacién no habia reducido todo el nitrito producido durante la etapa
aerobia anterior. Por tanto, el proceso de desnitrificacion estaba detenido como consecuencia
del déficit de materia organica al que fue sometido el proceso al consumirse el metanol

adicionado al inicio de la etapa andxica (A;) para reducir una parte del nitrito.

Tras la segunda adicién de metanol (A,) la velocidad de desnitrificacién aumentd, y al cabo de
30 minutos el nitrito fue completamente reducido. Los perfiles de pH y potencial redox
retomaron su dinamica tipica de cuando esta teniendo lugar el proceso de desnitrificacién, es
decir, incremento de pH y descenso del potencial redox, hasta el punto en el que el nitrito fue
completamente reducido. La finalizacidon del proceso de desnitrificacion quedd reflejada en la
estabilizacidon del perfil de pH y el punto de inflexién en el perfil del potencial redox, y

confirmada con la determinacién analitica de la concentracidn de nitrito que fue de 0.1 mg N-
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NO, L. Por otra parte, de acuerdo con los resultados representados en la Figura 4.32, el hecho
de que el incremento de pH en la etapa andxica tras la segunda adicién de materia orgdnica
(ApHa,=0.46) coincida con el descenso de pH en la etapa aerobia (ApHa.=0.45) también es un

indicador de la finalizacion del proceso de desnitrificacion.
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Figura 4.34. Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox durante un ciclo de operacién en el que
hubo un déficit de materia organica tras la primera adicién de metanol. Al y A2 corresponden con los
momentos en los que se realizaron la primera y la segunda adicion de materia organica,
respectivamente.

¢ Evolucion de perfiles de pH, potencial redox y oxigeno disuelto como indicadores de fallos
en el proceso

En este apartado se describen diversas situaciones en las que el funcionamiento de los
procesos de nitrificacion y desnitrificacidén via nitrito se vieron afectados por fallos provocados,
los cuales fueron claramente identificados mediante el seguimiento y andlisis exhaustivo
realizado a los perfiles de pH, potencial redox y oxigeno disuelto. Por tanto, el analisis de la
informacién aportada por los sensores de pH, potencial redox y oxigeno disuelto ha resultado

de gran utilidad practica para identificar fallos en el funcionamiento del proceso.
a) Fallo de la medida de la concentracion de oxigeno disuelto (OD) en el reactor

La concentracion de oxigeno disuelto en el reactor SHARON es un parametro fundamental
para que los organismos AOB puedan realizar el proceso nitritificacion durante la etapa
aerobia de cada ciclo de operacidn. La medida del oxigeno disuelto en el reactor podria estar
afectada entre otros factores por la descalibracién del sensor, por insuficiente capacidad del
sistema de aireacion, y en algunos casos también podria estar afectada por la acumulacién de
burbujas de aire en el cabezal del sensor. Por estos motivos, el tipo de sonda de OD empleada,
su emplazamiento en el reactor, asi como su mantenimiento son aspectos a tener en cuenta

durante la puesta en marcha y operacién del proceso SHARON.
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La Figura 4.35 muestra la evolucién de los perfiles de potencial redox y oxigeno disuelto
durante un ciclo de operaciéon en el que se produjo un fallo en la medida de la concentracidn
de oxigeno disuelto en el reactor como consecuencia de la acumulacién de burbujas de aire en
el cabezal del sensor. Se puede observar que durante la etapa aerobia el oxigeno disuelto
medido en el reactor alcanzé una concentracién de 7 mg O, L. Posteriormente esta
concentracion descendid de manera progresiva situdndose en valores inferiores a lo
establecido como consigna en el sistema de control de oxigeno (2 mg O, L™), lo que provocd la
activacion del sistema de aireacion. Tras la puesta en marcha de la aireacion las burbujas de
aire acumuladas en el cabezal del sensor fueron desplazadas y la concentracion de OD real en
el reactor era cercana a cero. La duracidn prolongada de este fallo provocaria que el proceso
de nitrificacién se detuviera como consecuencia del déficit de oxigeno disuelto en el reactor,
por lo que su deteccién oportuna es fundamental para asegurar la estabilidad del proceso.
Este tipo de fallo podria ser facilmente detectado siguiendo la evoluciéon del perfil del potencial
redox, que muestra claramente un descenso de su valor en la etapa aerobia cuando se

produce una disminucion de la concentracion de OD en el reactor.
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Figura 4.35. Evolucion de los perfiles de potencial redox y oxigeno disuelto (OD) durante un ciclo de
operacion en el que se produjo un fallo en la medida de oxigeno disuelto en el reactor.

b) Fallo causado por la dosificacion de materia orgdnica durante la etapa aerobia

Con el objetivo de determinar como se reflejaba en la forma de los perfiles de pH y potencial
redox el hecho de que durante la etapa aerobia se dosificara materia orgdnica sobre el licor
mezcla del reactor SHARON, se procedié a simular un fallo de proceso adicionando metanol

(50 mg DQO L) en la mitad de la etapa aerobia de un ciclo de operacién.

La Figura 4.36 muestra la evolucion de los perfiles de pH y potencial redox durante el ciclo de

operacion en el que se provocé un fallo por dosificacion de materia organica durante la etapa
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aerobia, asi como el instante en el que se realizd esta dosificacion (17:00). En esta figura se
puede observar que tras la adicién de materia orgdnica el potencial redox descendid y el pH se
incrementd como consecuencia del elevado consumo de oxigeno disuelto (aceptor de
electrones) por parte de los organismos heterétrofos para oxidar la materia organica
disponible en el licor mezcla del reactor, y de la elevada desabsorcién de CO,. Posteriormente,
el pH vy el potencial redox se estabilizaron, y hacia el final de la etapa aerobia el pH volvio a
descender y el potencial redox a incrementar debido a que antes de terminar la etapa aerobia
el metanol dosificado fue oxidado completamente (5 minutos antes de finalizar la etapa
aerobia). El patron de incremento de pH y descenso del potencial redox durante la etapa
aerobia podrian emplearse como indicadores de un fallo en la dosificacion de materia organica

en esta etapa.

Aerobia Anodxica

100 7.50
Adicién de metanol

Potencial redox L 7.40

-50 1

7.35

pH

-100

Potencial Redox (mV)

-150 +

-200 +

-250 T T T 7.20
16:00:00 17:00:00 18:00:00 19:00:00 20:00:00

Tiempo (h)
Figure 4.36. Evolucion de los perfiles de pH y potencial redox en un ciclo de operacién con adicién de
metanol durante la etapa aerobia.

c) Fallo causado por excesiva velocidad de agitacion

La excesiva velocidad de agitacidn en el reactor podria causar que la concentracién de oxigeno
disuelto se incremente a causa de la reaireacion superficial. Esta situacion seria especialmente
inadecuada durante la etapa andxica del proceso debido a que bajas concentraciones de

oxigeno disuelto podrian llegar a ser suficientes para iniciar el proceso de nitrificacién.

La Figura 4.37 muestra la evolucién de los perfiles de pH, potencial redox y oxigeno disuelto
durante un ciclo de operacién en el que se experimentd una excesiva velocidad de agitacion.
En esta figura se puede observar que la concentracién de oxigeno disuelto se incrementd hasta
0.3 mg O, L™ al final de la etapa andxica. El fendmeno de reaireacién superficial quedéd
claramente reflejado en el incremento del potencial redox y el descenso del pH en condiciones

andxicas como consecuencia de la disponibilidad de aceptores de electrones en el medio (O, y
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NO,) y la oxidacién de amonio (produccién de H'). En el caso en el que el proceso alcanzara
condiciones anaerobias seria posible atribuir el descenso del pH a la producciéon de acidos
durante la fermentacién (Tanwar et al., 2008). Sin embargo, al comparar el comportamiento
del pH con el del potencial redox, y disponer en este caso de mediciones de oxigeno disuelto,
se puede confirmar la presencia del oxigeno en el licor mezcla del reactor durante la etapa
anodxica. El patron de incremento del potencial redox y descenso del pH durante la etapa
anodxica podria ser empleado como indicador del fendmeno de reaireacidon superficial por

excesiva velocidad de agitacion.

Aerobia Andxica
50

Potencial redo;

-50 {R%

Incremento de la
Vvelocidad de agitacion

Potencial Redox (mV)

-150 4

Oxigeno Disuelto OD (mgO, L

-200 T ' 7.10 - 0.0
08:00 09:00 10:00 11:00 12:00
Tiempo (h)

Figura 4.37. Evolucion de los perfiles de pH, potencial redox y oxigeno disuelto en un ciclo de
operacion con excesiva agitacion.

4.2.2.2 Desarrollo de una estrategia de monitorizacion del proceso

A partir del analisis exhaustivo de los registros de los sensores de pH y potencial redox durante
la operacién del proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito se desarrollé una
estrategia de monitorizacién del proceso basada en la informacién proporcionada por dichos
sensores. La aplicacién de esta estrategia tiene como objetivos conocer el estado del proceso
en cada momento y su evolucidn con el tiempo, y ademas ofrecer informacion que permita
identificar fallos operacionales. Esta informacidn también sirvid de base para desarrollar el
sistema de control del proceso, el cual se describe detalladamente en el siguiente apartado
(4.3.2). El analisis de la informacidn proveniente de los registros de pH y potencial redox
durante la etapa aerobia y la etapa andxica de un ciclo de operaciéon, asi como su evolucidn
ciclo a ciclo, se encuentra recogido en la Tabla 4.10 y representado en la Figura 4.38. En esta
figura se encuentran esquematizadas diversas situaciones de evolucién de pH y potencial
redox que permiten conocer el estado y la evolucidn con el tiempo de los procesos de

nitrificacion y desnitrificacién via nitrito en un reactor SHARON.
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Figura 4.38. Monitorizacion del proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion a partir de la
evolucion de los perfiles de pH y potencial redox durante las etapas aerobia y andxica.
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¢ Analisis del pH y del potencial redox durante la etapa aerobia

Un descenso de pH durante la etapa aerobia indica que se esta llevando a cabo el proceso de
nitrificacion. Este descenso puede ser acusado o leve en funcién de la concentracion de
nitrégeno amoniacal en el licor mezcla del reactor. Es asi como el pH experimentard un
descenso acusado cuando se lleva a cabo tanto la oxidacién del nitrégeno amoniacal que entra
continuamente con la corriente afluente al reactor, como la oxidacién del nitrégeno amoniacal
acumulado durante la etapa andxica del ciclo previo de operacion. Tal y como muestra la
Figura 4.38a, este comportamiento del pH suele ser habitual al inicio de la etapa aerobia
debido a que es el periodo en el que hay disponible una mayor concentracién de nitrégeno
amoniacal en el licor mezcla del reactor. Por otro lado, el pH experimentara un descenso leve
debido a la oxidacién del nitrégeno amoniacal que entra continuamente con la corriente
afluente al reactor. En la Figura 4.38a se puede observar que el descenso leve del pH ocurre
tras el descenso acusado del mismo, por lo que este comportamiento del pH en reactores
operados en continuo es habitual tras el consumo del amonio acumulado durante la etapa
andxica del ciclo previo de operacién. Asimismo, el pH experimentara un descenso leve
durante toda la etapa aerobia cuando al inicio de ésta no haya suficiente amonio acumulado.
Esta baja acumulacidon de amonio puede ser debido a la corta duracidn de la etapa andxica del
ciclo previo de operacién o a un fallo en el sistema de alimentacidn del reactor SHARON. En la
Figura 4.38b se muestra un descenso leve del pH durante toda la etapa aerobia como
consecuencia de la oxidaciéon del amonio que entra continuamente con la corriente afluente al

reactor SHARON.

Un incremento acusado del potencial redox al inicio de la etapa aerobia indica la disponibilidad
de un aceptor de electrones en el licor mezcla del reactor, en este caso oxigeno debido a la
puesta en marcha de la aireacidn. Posteriormente, la estabilidad del perfil del potencial redox
indica que la concentracion de oxigeno disuelto en el licor mezcla del reactor es constante. En
las Figuras 4.38a y 4.38b se encuentra representada esta variacién del potencial redox durante
la etapa aerobia. Este comportamiento del potencial redox durante la etapa aerobia de un
ciclo de operacién sugiere, a priori, que el proceso de nitrificacién se estd llevando a cabo de
manera normal, al menos en lo que respecta al adecuado patrdn de aireacién del proceso. Sin

embargo, es necesario confirmar la nitrificacién mediante el descenso de pH.

La presencia de un punto de inflexién en el perfil del potencial redox al inicio de la etapa
aerobia indica que se esta llevando a cabo la oxidaciéon de materia organica. En la Figura 4.38c
se encuentra representado este punto de inflexion sobre un perfil de potencial redox extraido

de un ciclo de operacidon del proceso. Esta variacién del perfil de potencial redox es
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consecuencia del elevado consumo de oxigeno disuelto por parte de los organismos
heterdtrofos para llevar a cabo la oxidacidn de la materia orgdnica disponible en el licor mezcla
del reactor, la cual fue adicionada en exceso al inicio de la etapa andxica del ciclo previo de
operacion. Por otro lado, en los ciclos analizados no se observd un patrén definido de

evolucidn de pH al inicio de la etapa aerobia en situaciones de exceso de materia orgdnica.

Un incremento de pH durante la etapa aerobia indica que el proceso de nitrificacién no se estd
llevando a cabo de manera normal. En la Figura 4.38d se muestra la evolucién ascendente del

pH en condiciones aerobias, la cual podria ser consecuencia de los siguientes aspectos:

1. Cese de la nitrificacidn por inhibicion de la actividad de los organismos AOB, la cual podria
ser consecuencia del efecto adverso de diversos factores ambientales, entre los cuales se
encuentran: concentraciones de amonio/amoniaco, nitrito/acido nitroso, salinidad, pH y
temperatura. En el apartado 4.2.1 se encuentra un estudio detallado del efecto que
ejercen estos factores ambientales sobre la actividad de los organismos AOB. Por otro
lado, el cese de la nitrificacion podria ser consecuencia de la pérdida de los organismos
AOB del reactor SHARON debido a su forma de operacidn. En el apartado 4.2.1 también se
encuentra un estudio detallado de la influencia que ejercen dos de los pardmetros (TRH y

TRC) mas importantes en la operacién de un reactor SHARON.

El cese de la nitrificacion también podria ser consecuencia de la presencia en el agua
residual de un téxico para los organismos amonioxidantes que podria causar su inhibicidn.
En el caso en que su presencia sea persistente en el agua residual podria ocasionar la
pérdida de estos organismos del reactor SHARON. Sin embargo, seria conveniente
confirmar previamente que los factores ambientales y parametros de operacién se
encuentran en los valores y rangos adecuados para asegurar la actividad y la permanencia

de los organismos AOB en el reactor SHARON.

2. Una corriente de agua residual con elevada alcalinidad podria ocasionar que el pH del
proceso SHARON se incremente durante la etapa aerobia. La produccion de protones
durante la nitrificacién no compensaria la elevada alcalinidad presente en el agua residual
que entra continuamente al reactor, por lo que el pH del licor mezcla tenderia a
incrementarse, a pesar de que el proceso de nitrificacidn se esta llevando a cabo. En los
procesos de nitrificacidn-desnitrificacion via nitrito estd situacion no seria conveniente
debido a que el pH continuaria incrementandose durante la etapa andxica debido a la

elevada alcalinidad en el agua residual afluente y al proceso de desnitrificacién, por lo que
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si la situacion persiste la actividad de los organismos AOB estard inhibida por pH alto,

causando finalmente el cese de la nitrificacion.

e Analisis del pH y del potencial redox durante la etapa andxica

Un incremento acusado del pH durante la etapa andxica indica que se esta llevando a cabo el
proceso de desnitrificacién. Tal y como se comentd, el proceso de desnitrificacién recupera
alcalinidad incrementando el pH del licor mezcla. Este comportamiento del pH suele estar
acompafado de un descenso del potencial redox debido al consumo del aceptor de
electrones presente en el licor mezcla del reactor, en este caso el nitrito producido durante la
etapa aerobia previa. En la Figura 4.38e se puede observar el incremento pH y el descenso del

potencial redox durante la etapa andxica de un ciclo de operacidn.

Un incremento leve o estabilidad del perfil de pH durante la etapa andxica indica el cese de la
desnitrificacion. Esta situacidn podria ser consecuencia de: i) desnitrificacion completa debido
a la reduccién total del nitrito presente en el licor mezcla, ii) desnitrificaciéon incompleta
causada por déficit de materia organica. En la Figura 4.38f se encuentra representada la
evolucidn del pH durante la etapa andxica de un ciclo de operacion. Esta figura muestra que el
momento en el que el incremento del pH se hace leve y de perfil plano coincide con el cese de
la desnitrificacién, y ademas suele aparecer tras un incremento acusado del mismo durante la

etapa anodxica.

Por otro lado, en la Figura 4.38f también se muestra la dindmica de descenso del potencial
redox durante la etapa andxica, la cual indica la reduccidn de nitrito presente en el licor mezcla
del reactor SHARON. A medida que el nitrito es reducido mediante desnitrificacion el potencial
redox se hace mds negativo. Es importante considerar que a pesar de observar un descenso
del potencial redox durante la etapa anodxica, valores positivos de éste al final de la etapa
andxica indican disponibilidad de nitrito en el licor mezcla, por lo que en este caso el cese de la
desnitrificacion identificado mediante el perfil plano de pH seria consecuencia del déficit de
materia orgdnica. Ademas, la ausencia del punto de inflexién sobre el perfil del potencial redox
(Figura 4.38c) extraido del analisis de la evolucién de éste al inicio de la etapa aerobia del ciclo

siguiente de operacidn permitiria confirmar este déficit de materia organica.

Un descenso leve del pH acompafiado de un descenso y posterior incremento del potencial
redox durante la etapa andxica indican que el proceso de desnitrificacion no se esta llevando a
cabo. Tal y como se comentd, el descenso del pH es consecuencia del proceso de nitrificacién,

por lo que observar este comportamiento durante la etapa andxica indicard que hay una
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posible entrada de oxigeno al proceso, bien sea por reaireacion superficial o por un fallo en el
sistema de aireacidon que ocasiond que éste se pusiera en marcha mientras el reactor se
encontraba aln en la etapa andxica. En la Figura 4.38g se encuentra representado un descenso
leve del pH y, un descenso y posterior incremento del potencial redox durante la etapa
andxica. Este comportamiento atipico se encuentra esquematizado en esta figura desde el
inicio de la etapa andxica del ciclo de operacidn representado. Sin embargo, puede ocurrir en
cualquier instante durante la etapa andxica (Figura 4.38h). En el caso en el que se tenga
disponibilidad de registros de la concentracién de oxigeno disuelto en el licor mezcla del

reactor seria recomendable revisarlos para confirmar la entrada de aire al reactor.

Un incremento leve de pH acompaiiado de un descenso leve de potencial redox al inicio de la
etapa andxica sugiere que el proceso de desnitrificacidon estaria limitado por materia organica,
ocasionado posiblemente por un déficit en la dosificacién de ésta al inicio de la etapa andxica o
por un fallo en la dosificacién. La Figura 4.38i muestra el comportamiento del pH y del
potencial redox al inicio de la etapa andxica cuando el proceso de desnitrificacidén se encuentra
limitado por materia organica. Inicialmente, seria conveniente descartar la ocurrencia del fallo
en la dosificacion de materia organica mediante el registro de ésta. Posteriormente, seria
conveniente realizar un analisis de la evolucién del pH y del potencial redox durante la etapa
aerobia y andxica del ciclo de operacion actual (n) y de los ciclos posteriores de operacion

(n+1), con el objetivo de confirmar el déficit de materia organica.

Analisis del pH y del potencial redox durante ciclos de operacién

Con el objetivo de ampliar el conocimiento acerca del estado de los procesos de nitrificacion y
desnitrificacién via nitrito, a continuacion se presenta un analisis del pH y del potencial redox
durante las etapas aerobia y andxica de un ciclo de operacién, asi como la interpretacion que

se puede realizar de esta informacion ciclo a ciclo.

La comparacion entre el descenso y el incremento del pH en cada ciclo de operacion
proporciona informacion acerca de la produccién y el consumo de nitrito por parte de los
microorganismos involucrados en los procesos de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito,
respectivamente. Asimismo, la presencia del punto de inflexién en el perfil del potencial redox
al inicio de cada etapa aerobia indica si la materia organica fue dosificada en exceso al inicio de

la etapa andxica del ciclo previo de operacién.

La similitud entre el ApH,: y el ApH,x en cada ciclo de operacidn indica que el nitrito producido

durante la etapa aerobia fue completamente reducido durante la etapa andxica. Tal y como se
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muestra en la Figura 4.38j, cuando la similitud entre los deltas de pH (ApHas Yy ApH,y) coincida
con la ausencia del punto de inflexién en el perfil del potencial redox al inicio de la etapa
aerobia del ciclo posterior, indica que los procesos de nitrificacién y desnitrificacion se estan
llevado a cabo de forma adecuada y sin exceso de materia orgéanica. Por otro lado, tal y como
muestra la Figura 4.38k, cuando la similitud de los deltas de pH coinciden con la presencia del
punto de inflexién en el perfil de potencial redox al inicio de la etapa aerobia del ciclo
posterior, indica que los procesos de nitrificacion y desnitrificacion se estan llevado a cabo de

manera adecuada, pero con exceso de materia organica.

La determinacién del punto de inflexion en el perfil del potencial redox al inicio de las etapas
aerobias permite conocer el patron de dosificacion de materia orgdnica realizado ciclo a ciclo.
Tal y como se comenté en el apartado 4.3.1.1.2, en los casos en los que se detecte este punto
de inflexidn, el andlisis del tiempo transcurrido desde el inicio de la etapa aerobia hasta el
momento en el que se detecta permite conocer, de forma indirecta, la materia orgdanica
dosificada en exceso al inicio de la etapa andxica en cada ciclo de operacion. Por lo tanto, a
medida que este tiempo se hace mayor entre un ciclo de operacidn (n) y el siguiente (n+1),
indica que la adicidn en exceso de materia organica fue cada vez mayor. Por el contrario, a
medida que este tiempo se hace menor entre un ciclo de operacion y el siguiente, indica que la

adicion en exceso de materia organica fue cada vez menor.

Cuando el ApH,: sea mayor que el ApHux en un ciclo de operacidn indica la reduccidn
incompleta del nitrito producido durante la etapa aerobia, dando lugar a un proceso de
desnitrificacion incompleto. Ademas, la ausencia del punto de inflexion en el perfil del
potencial redox al inicio de la etapa aerobia del ciclo siguiente de operacién indica que el cese
de la desnitrificacién fue ocasionado por un déficit de materia orgdnica, por lo que el nitrito
comenzard a acumularse ciclo a ciclo. En la Figura 4.38| se encuentra representado el
comportamiento tipico del pH y del potencial redox cuando el proceso de desnitrificacidn es
incompleto (ApHae > ApH,y) debido a un déficit de materia organica (ausencia del punto de
inflexidn en el perfil de potencial redox). Por otro lado, en las situaciones en las que el ApH,:
sea mayor que el ApH,x en un ciclo de operacidn, y ademas se detecte el punto de inflexion en
el perfil del potencial redox al inicio de la etapa aerobia del ciclo siguiente de operacion, indica
un posible fallo en la medida del pH y/o del potencial redox, ocasionado por la descalibracién
del sensor o deterioro de éste. También este tipo de variacion en el perfil del pH podria indicar
cambios en la concentracion de amonio en la corriente afluente al reactor SHARON. La Figura

4.38m muestra el comportamiento del pH y del potencial redox frente a un posible fallo en la
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lectura de los sensores o variaciones en la concentracién de amonio en la corriente afluente

del reactor.

Cuando el ApH,: sea menor que el ApH,x en un ciclo de operacién indica la reduccion tanto del
nitrito producido durante la etapa aerobia, como del acumulado en ciclos previos de
operacion. En la Figura 4.38n se muestra que cuando este comportamiento de pH coincide con
la ausencia del punto de inflexidn en el perfil del potencial redox al inicio de la etapa aerobia
del ciclo siguiente de operacion indica un déficit de materia organica, por lo que seria
recomendable incrementar la dosificacion. En la Figura 4.380 se muestra que cuando este
comportamiento del pH coincide con la presencia de este punto de inflexion en el perfil del
potencial redox indica un exceso de materia organica, por lo que seria recomendable disminuir
la dosificacidon. Asimismo, en ambos casos podria indicar variaciones en la concentracion de

amonio en la corriente afluente al reactor SHARON.
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4.2.3 Control del proceso SHARON de nitrificacidn y desnitrificacion via nitrito

La informacidn recopilada durante la etapa de monitorizacion se empled para desarrollar un
sistema de control para el proceso SHARON de nitrificaciéon y desnitrificacion via nitrito. El
sistema de control desarrollado integra dos algoritmos de control independientes que se basan

en la informacién aportada por los sensores de pH y potencial redox.

El primero de los algoritmos permite ajustar de manera automatica la duracion de las etapas
aerobia y andxica a partir del andlisis en tiempo real de la evolucion del perfil de pH en cada
etapa. El conocimiento técnico del proceso adquirido durante la etapa de monitorizacion
permitié establecer dos puntos de corte sobre el perfil de pH que representan la finalizacion
de los procesos de nitrificacion y desnitrificacion que ocurren en condiciones aerobias y

anodxicas, respectivamente.

El segundo algoritmo cuyo objetivo es optimizar la dosificacion de materia organica necesaria
para el proceso de desnitrificacion esta basado en la légica difusa, y emplea la informacion
aportada por los sensores de pH y potencial redox para el control de la dosificacién de materia

organica al inicio de la etapa andxica en cada ciclo de operacién.

4.2.3.1 Control automadtico de la duracion de las etapas aerobia y andxica

Como se acaba de indicar la evolucidn del pH a lo largo del ciclo de operacién se empled para
disefiar el algoritmo de control para ajustar la duracién de las etapas aerobias y andxicas. Si
recordamos como era la evolucién del pH y de la concentracion de los compuestos
nitrogenados a lo largo de un ciclo de operacién (Figura 4.39a), ya comentado en detalle en el
apartado de monitorizacidn, durante la etapa aerobia hay un descenso de la concentracién de
amonio hasta que se estabiliza, momento en el cual el amonio acumulado durante la etapa
anodxica del ciclo de operacién previo ha sido completamente oxidado. En este instante (en
torno al minuto 80 en Figura 4.39a) la etapa aerobia deberia finalizar debido a que la
concentracion de amonio en el licor mezcla del reactor SHARON se mantuvo casi constante;
mientras que la concentracidn de nitrito continué incrementandose progresivamente en el
licor mezcla, y saliendo con el efluente del reactor durante el periodo comprendido entre el
minuto 80 y el minuto 120. Durante este periodo de tiempo los organismos AOB continuaron

oxidando el amonio que entraba continuamente con la corriente afluente.

Por otra parte, durante la etapa andxica el nitrito producido durante la etapa aerobia del ciclo

mostrado en la Figura 4.39a fue desnitrificado, y el instante de tiempo en el que el nitrito fue
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completamente reducido (en torno al minuto 160 en Figura 4.39a), que es justo cuando el pH
deja de incrementarse y se estabiliza, debe finalizar la etapa andxica. Tal y como se puede
observar en la Figura 4.39a, durante el periodo comprendido entre el minuto 160 y el minuto
240 se acumuld progresivamente en el reactor el amonio que entraba con la corriente afluente
al proceso. Al tratarse de un reactor operado en continuo (RCTA) la concentracion de amonio
en el efluente del reactor se incrementé empeorando la calidad de tratamiento del proceso

SHARON.

La velocidad de descenso y de aumento del pH a lo largo de las etapas aerobia y andxica fue
empleada para determinar la finalizaciéon de estas etapas en cada ciclo de operacidon. Como
resultado del analisis de la evolucién de este parametro y su comparacién con la evolucién de
los compuestos nitrogenados en numerosos ciclos de operacion, se establecid un punto de
corte sobre la variable empleada para representar la velocidad de descenso de pH en
condiciones aerobias (durante el proceso de nitrificacidn), y otro punto de corte sobre la
variable empleada para representar la velocidad de aumento de pH en condiciones andxicas
(durante el proceso de desnitrificacion). Estos puntos de corte corresponden a cambios
significativos en la evolucién de esta variable, los cuales estdn relacionados con la

estabilizacidn del pH durante los procesos de nitrificacién y desnitrificacion.

A continuacién se describen las variables empleadas para representar la dindmica del pH
durante las etapas aerobia y andxica, asi como los valores de puntos de corte o finalizacién de

etapa establecidos en el sistema de control del proceso SHARON.

e Etapa Aerobia

La velocidad de descenso del pH durante la etapa aerobia se representd mediante el calculo de
dos variables: la pendiente movil del perfil de pH (pHys) v la media de la pendiente movil del
perfil de pH (pHams). El célculo de la variable pHys se realizé utilizando 15 valores de pH
consecutivos. Tal y como se explicd en el apartado de materiales y métodos, los datos
registrados por el sensor de pH se almacenaban en el ordenador cada 30 segundos. En la
Figura 4.39b se puede observar que el perfil de la variable pHy;s presenta fluctuaciones
considerables (ruido en la sefial) que interfieren en la deteccion del punto de corte de interés.
Con el objetivo de facilitar la deteccién de este punto se procedié al filtrado de la sefial
mediante el cdlculo del valor medio de la pendiente movil del perfil de pH (pHaws): cada pHawms
se obtuvo a partir del promedio de 15 valores de pHys. En la Figura 4.40b se puede observar
gue pHawses una sefial con menor ruido, y por tanto, sobre esta variable se establecio el punto

de corte de la etapa aerobia (EPpHays), determinado en -0.5 tras el analisis a nimeros ciclos de
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operacion. Este punto de corte corresponde con la finalizacién del amonio acumulado en el
ciclo previo de operacion. Al inicio de la etapa aerobia se estd oxidando el amonio acumulado
del ciclo previo de operacidn y el amonio que entra continuamente con el afluente al reactor,
por lo que la velocidad de descenso del pH es elevada y por tanto la variable pHaus €s muy
negativa. A medida que el amonio acumulado es consumido la velocidad de descenso de pH
disminuye y se estabiliza, por lo que el valor de esta variable se hace menos negativo y luego
se estabiliza en un comportamiento oscilatorio. La estabilizacién del pH corresponde con la
finalizacion del amonio acumulado en el ciclo previo de operacidn, por lo que la etapa aerobia

finalizard cuando el valor de pHays sea superior a EPpHays.
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Figura 4.39. Evolucién del pH a lo largo de un ciclo de operacién junto con: (a) la evolucién de las
concentraciones de los compuestos nitrogenados y (b) pendiente movil de pH (pHMS) y promedio de
la pendiente mévil de pH (pHAMS) durante las etapas aerobia y andxica de un ciclo de operacion.
EPpHAMS y EPpHMS son valores de referencia empleados para identificar la finalizacion de las etapas
aerobia y andxica, respectivamente.
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e Etapa Andxica

La velocidad de aumento de pH durante la etapa andxica se representd mediante la variable
pendiente moévil del perfil de pH (pHys). Al igual que en la etapa aerobia, el calculo de esta
variable se realizé utilizando 15 valores de pH consecutivos. Debido a que la sefial obtenida de
pHus en condiciones andxicas no presenté fluctuaciones considerables (Figura 4.39b),
directamente sobre esta variable se establecid el punto de corte de la etapa andxica (EPpHys),
determinado en 0 (cero) tras el andlisis a nimeros ciclos de operacién. Este punto de corte
corresponde con la finalizacion del proceso de desnitrificacion. Es decir, cuando hay nitrito y
materia organica en el licor mezcla del reactor la variable pHy;s es positiva debido a la elevada
velocidad de aumento de pH que ocasiona el proceso de desnitrificacién. Cuando el nitrito y/o
la materia organica son completamente consumidos el pH se estabiliza, y por tanto la variable

pHuys sera cero.

La validacién de los valores de los parametros establecidos como puntos de finalizacion de la
etapa aerobia (EPpHavs) ¥ de la etapa andxica (EPpHys), asi como el algoritmo de control

desarrollado se encuentra en el apartado 4.3.4.

4.2.3.2 Control automatico de la dosificacion de materia orgdnica

Optimizar la dosificacion de materia organica en el proceso SHARON es fundamental para
reducir costes de operaciéon. Como se ha comentado previamente, la estrategia de control
para optimizar la dosificacion de la materia orgdnica se basa en ldgica difusa, y emplea la
informacidn procedente de los sensores de pH y potencial redox para determinar la cantidad
de materia orgdnica que se debe dosificar en la etapa andxica de cada ciclo de operacién. La
dosificacidon de la materia organica se realiza en cada ciclo al inicio de cada etapa andxica con

el objetivo de desnitrificar el nitrito producido durante la etapa aerobia de dicho ciclo.

El disefio de la estrategia de control para optimizar la dosificacion de materia orgdnica se basé
en los resultados obtenidos durante la monitorizacién del proceso SHARON (apartado 4.3.1).
La informacién procedente de los sensores de pH y potencial redox instalados en el reactor se
relaciond con los pardmetros analiticos medidos en el laboratorio (apartado 3.3), los cuales
indicaron la evolucién de los procesos de nitrificacidn y desnitrificacién via nitrito llevados a

cabo en el reactor SHARON.

A continuacién se describe el comportamiento del pH y del potencial redox en situaciones que
indican la dosificacion adecuada de materia organica, asi como en situaciones de exceso o

déficit de materia orgdnica. El sistema de control recibird esta informacion y actuara
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manteniendo, reduciendo o incrementando la cantidad de materia organica a dosificar al inicio

de la etapa anodxica del ciclo siguiente de operacion.

La dosificacidon adecuada de materia organica queda reflejada en los perfiles de pH y potencial
redox cuando el descenso del pH en la etapa aerobia es similar al incremento de pH en la
etapa andxica, y ademas hay ausencia del punto de inflexion en el perfil del potencial redox al

inicio de la etapa aerobia del ciclo posterior de operacién (Figura 4.38j).

La adicion en exceso de materia orgdnica al inicio de la etapa andxica de un ciclo de operacion
puede ser detectada por la presencia de un punto de inflexidn (“bending point”) en el perfil de
potencial redox al inicio de la etapa aerobia del ciclo siguiente de operacién (Figura 4.38c). El
tiempo transcurrido desde el inicio de la etapa aerobia y el momento en el que se produce el
punto de inflexion en el perfil del potencial redox esta relacionado de manera indirecta con la
cantidad de materia orgdnica adicionada en exceso al inicio de la etapa andxica del ciclo previo
de operacién. El tiempo en el que el punto de inflexion es detectado sera mayor cuanto mayor
haya sido la cantidad de materia orgdnica adicionada en exceso, y por tanto, el sistema de
control procedera a reducir, de forma leve o brusca, la cantidad de materia organica a
dosificar. Asimismo, el seguimiento de este parametro ciclo a ciclo permite conocer si la accidn
de control ejecutada (reduccidon de la dosis de materia organica) es adecuada (reduccion
exacta de materia organica) o por el contrario es insuficiente (reduccion leve de materia
organica), permitiendo afinar la respuesta del sistema de control a lo largo de la operacion del

proceso.

La adicién insuficiente de materia organica al inicio de la etapa andxica de un ciclo de
operacion puede ser detectada comparando el descenso y el incremento del pH durante las
etapas aerobias y andxicas, respectivamente, en cada ciclo de operacién. Un déficit de materia
orgdnica podria ser detectado cuando el descenso del pH en la etapa aerobia sea superior al
incremento de pH en la etapa andxica del mismo ciclo de operacion (Figura 4.38i). Por otro
lado, el valor del potencial redox medido al final de la etapa andxica indica el estado de
oxidacion-reduccién en el que se encuentra el licor mezcla en el reactor SHARON. Un déficit de
materia organica podria ser detectado cuando el valor del potencial redox al final de la etapa
andxica sea positivo o poco negativo. En cualquiera de los casos seria necesario realizar
calibraciones periédicas de este parametro para ajustarlo a las caracteristicas del licor mezcla

del reactor.

Como se comentd en el apartado 1.3.1 de introduccidn, en un sistema de control por légica

difusa hay cinco etapas caracteristicas, las cuales se particularizan a continuacidn para el caso
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que nos ocupa. En la Figura 4.40 se encuentra esquematizado el diagrama general que incluye
las cinco etapas que integran el sistema de control desarrollado para la dosificacién de la

materia organica al inicio de la etapa andxica de cada ciclo de operacion del proceso SHARON.

Variables de Control difuso
Entrada: Fuzzification
(tbpORP)c. u(tbpORP), ]
2 c; W P;
tbpORP ——% 1(tbpORP)G: P datos
O AR | Desfuzzification
H P ; 1 p ;
ADPORP ——1 " iopORPY, F . : .
N Inferencia ¥ cueneme . Variable de salida:
Max - Prod v R v (avd)
ApH ——% H(ApH); (ApH)c; u(ApH)e; F |
] W(ORPfinaiax)en;
ORPrinalax (ORPlinaIAX)N:fH(ISXRg\:maIAX)P: F EES 02
reglas
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5

Figura 4.40 Etapas que integran el sistema de control basado en légica difusa desarrollado para
optimizar la dosificacion de materia organica.

I. Entrada de datos fisicos al sistema de control. En esta etapa se introducen al sistema de
control los valores de las variables determinadas a partir de los registros on-line de pH vy
potencial redox. A modo de ejemplo, en la Figura 4.41 se encuentra representada la evolucion
de los perfiles de pH y potencial redox a lo largo de dos ciclos de operacién con duracién de
etapas fija y dosificacién en exceso de materia orgdnica. En esta figura se encuentran
consignadas las variables de entrada al controlador sobre los perfiles de pH y potencial redox a

lo largo de los dos ciclos de operacién representados.

Ciclo 1 Ciclo 2
75 Aerobia Anoxica Aerobia . Anoxica

100

—pH

—Potencial

Redox [ 60

I -100

Potencial Redox (mV)

L 140

ORPendAX 7 i

APH= APH g0 - BBH,nirico AtpbORP=tbpORP; - tbpORP, - -180

6.9 T T T T T T T T T T T T T -220
0 30 60 90 120 150 180 210 O 30 60 90 120 150 180 210

Tiempo (min)

Figura 4.41. Variables de entrada al sistema de control: tbpORP, tiempo entre el inicio de la etapa
aerobia y el momento en el que se produce el punto de inflexion en el perfil del potencial redox;
AtbpORP, diferencia entre tbpORP medido en el ciclo actual y tbpORP medido en el ciclo
anterior; ApH, diferencia ente el ApHaerobio y ApHandxico en un ciclo de operacidn;
ORPendAX, valor del potencia redox al final de la etapa andxica.
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A continuacion se describen las variables de entrada al controlador:

1. Tiempo transcurrido entre el inicio de la etapa aerobia y el momento en el que se
produce el punto de inflexidn en el perfil del potencial redox, (tbpORP). La variable tbpORP
indica de manera indirecta la cantidad de materia orgdnica adicionada en exceso, y se
relaciona con la operacidn del proceso de la siguiente manera: cuanto mayor sea el tbpORP
mayor ha sido el exceso de materia orgdnica adicionado al inicio de la etapa andxica del ciclo
previo. Tal y como se comentd, el sistema de control deberia adicionar menos materia
organica al inicio de la etapa andxica del ciclo de operacidon actual. La respuesta de la accion de
control dependera de la duracién del tbpORP, es decir, del tiempo transcurrido desde el inicio
de la etapa aerobia y el momento en el que se produce, asi cuanto mayor sea el tbpORP mayor
debe ser la reduccion de dosificacion. A modo de ejemplo, en la Figura 4.41 se muestran dos
puntos de inflexién, denominados tbpORP; y tpbORP,, determinados al inicio de los dos ciclos

de operacidn representados.

El calculo del tbpORP se realizd sobre la curva de la pendiente moévil del potencial redox
(ORPys), la cual representa la evolucién del potencial redox durante la etapa aerobia. Por lo
tanto, inicialmente se procede al cdlculo de la variable ORP,; para lo cual se emplean 5
valores de potencial redox consecutivos. Los valores de potencial redox eran registrados por el
sensor y almacenados en el ordenador cada 30 segundos. En la Figura 4.42a se encuentra
representada la evolucidn del potencial redox y el perfil de la pendiente mdvil del potencial
redox. Posteriormente, se procede a determinar el thpORP mediante el cédlculo del cociente
entre la variable ORPys del instante actual (t) y la variable ORPys anterior (t-1) y, su
comparacion con un valor de referencia, denominado Vrpore (Figura 4.42b). Tras el andlisis
minucioso de numerosos ciclos de operacion se establecié que el valor adecuado de Vryppore €5
igual a 1.05. Por lo tanto, se detectard un tbpORP siempre que la diferencia obtenida entre

ORPys(t) y ORPws(t-1) sea superior a Vreppore (Ecuacion 4.10).

RPys ¢

Calculo de tbpORP  Si ——
ORPys ¢-1

> VrtbpORP entonces tbpORP 4.10
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Figura 4.42. Evolucion del perfil de potencial redox frente a: (a) perfil de la pendiente mévil del

potencial redox (ORPMS) y (b) perfil del cociente entre ORPMS del instante actual (t) y ORPMS
anterior (t-1).

2. Diferencia entre el tbpORP calculado en el ciclo actual y el tbpORP calculado en el ciclo
anterior (AtbpORP). La variable AtbpORP proporciona informacion acerca de la dosificacion de
materia orgdnica realizada ciclo a ciclo. Tal y como se comenté, mediante el seguimiento a esta
variable es posible determinar si la accién de control se realizé de forma adecuada, o si por el
contrario esta accién del sistema de control fue demasiado brusca o demasiado suave. Esta
informacién al ser incorporada en el sistema de control permitird realizar las correcciones
correspondientes en la préoxima accion del sistema de control. El calculo de esta variable se
encuentra representado en la Figura 4.41 a través de la comparacidn entre tbpORP; y tbpORP,,

calculados en los dos ciclos de operacion representados (Ecuacién 4.11).
Calculo de AtbpORP AtbpORP = tbpORP, — tbpORP, 4.11

La interpretacidn de esta variable se realiza de la siguiente manera:

e Un valor positivo del AtbpORP indica que el exceso de la dosificacién de materia organica
en el ciclo actual es mayor que en el ciclo anterior. La accion de control debera ser brusca
para reducir considerablemente la materia organica a dosificar al inicio de la etapa andxico

del ciclo siguiente.

e Un valor negativo del AtbpORP indica que la cantidad de materia orgdnica dosificada en el
ciclo actual fue menor a la dosificada en el ciclo anterior. No obstante, resulta necesario
evaluar la informaciéon procedente de las demas variables de entrada al sistema de control

para confirmar que la adicién de materia organica fue la 6ptima.
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3. Diferencia entre el descenso de pH en la etapa aaerobia (ApH.crobi0) Y €l incremento de pH
en la etapa andxica (ApHansxico) (ApH). La variable ApH proporciona informacién acerca de la
evolucidn de los procesos de nitrificacion y desnitrificacidn via nitrito en un ciclo de operacidn
del reactor SHARON. En la Figura 4.41 se encuentra representada la variacion del pH y el
calculo del ApH para las etapas aerobia (ApH.crobic) ¥ anoxica (ApH,nsxico) del ciclo 1 de
operacion representado. En la Ecuacidon 4.12 se muestra el procedimiento de célculo de la

variable ApH.

Calculo de ApH ApH = ApHaerobio — ApHanéxico 4.12

La interpretacidn de esta variable se realiza de la siguiente manera:

e Un valor positivo del ApH indica que el nitrito producido durante la etapa aerobia no fue
completamente reducido durante la etapa andxica del ciclo de operaciéon. Esta situacion
puede deberse a un déficit de materia organica que ocasiond un proceso de
desnitrificacion incompleto. En este caso la accion del sistema de control estaria

encaminada a incrementar la dosis de materia orgdnica en el ciclo siguiente de operacion.

e Un valor negativo del ApH indica una posible reduccion del nitrito que se encontraba
acumulado en los ciclos previos de operacion. En este caso, la accién del control serd
suave, y dependerd de la informacidon aportada por las demds variables de entrada al

sistema de control.

4. Valor del potencial redox al final de la etapa andxica (ORPfinqax). La variable ORPfingiax
proporciona informacién acerca de la acumulacidn de nitrito al final de la etapa andxica. En la
Figura 4.43 se muestra la relacion del potencial redox con la concentracién de nitrito
determinados al final de la etapa andxica de multiples ciclos de operacién del proceso

SHARON. En esta figura se puede observar que:

e Valores positivos del potencial redox (> 0 mV) indican presencia de nitrito en el reactor. En
este caso el sistema de control deberia actuar de manera brusca incrementando la
cantidad de materia orgdnica a dosificar al inicio de la etapa andxica del ciclo siguiente de

operacion.
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e Valores poco negativos del potencial redox (rango entre -40 mV y 0 mV) indican que
podria haber nitrito acumulado. En este caso la accidn del sistema de control deberia
ser de incremento suave y estaria condicionada a la informacién aportada por las otras
variables de entrada. Es decir, seria necesario conocer si las demas variables también
indican un déficit de materia organica, por lo que en este caso el sistema de control
actuaria incrementando la dosificacién de materia orgdnica en el ciclo siguiente de

operacion.

° Valores muy negativos del potencial redox (<-40 mV) indican ausencia de nitrito en el
reactor. En este caso la informacién que transmite esta variable al sistema de control
seria de estabilidad del proceso, por lo que en este caso el sistema de control no

deberia realizar ninguna accién de control.
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Figura 4.43. Relacién entre la concentracion de nitrito y el potencial redox medidos al final de la etapa
andxica en multiples ciclos de operacion del proceso SHARON.

Il. Fuzzificacion. Una vez se disponen de las variables fisicas de entrada al sistema de control
(tbpORP, AtbpORP, ApH y ORPjinq1ax), éstas son transformadas a variables difusas. Las variables
difusas son obtenidas a partir de las funciones de pertenencia correspondientes a cada
etiqueta linglistica definida para cada variable. El grado de pertenencia de cada variable de

entrada a cada etiqueta determina el valor de la variable difusa.

Las funciones de pertenencia utilizadas en el desarrollo de este sistema de control basado en

I6gica difusa siguen una distribucién gaussiana, de acuerdo con la siguiente expresion:
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(p—o)?
=exp|———5 4.13
1(p) p [ 7 o2
donde:
u(p) grado de pertenencia de la variable de entrada
p es la variable de entrada
c es el centro de la curva gaussiana
o] es el ancho de la curva gaussiana

En el algoritmo de control desarrollado se emplearon tres etiquetas lingiisticas (el, e2 y e3)
para cada una de las variables de entrada. De acuerdo con la Ecuacidon 4.13, la forma de las
funciones de pertenencia vendra definida por los pardmetros de centro (c) y ancho (o) de cada
curva gaussiana. En la Tabla 4.11 se encuentran los pardmetros de centro y ancho que definen
las funciones de pertenencia de cada variable de entrada al sistema de control, y en la Tabla
4.12 se encuentran las etiquetas linglisticas definidas para cada una de las variables de
entrada. Las funciones de pertenencia para las variables de entrada se encuentran
representadas en la Figura 4.44.

Tabla 4.11. Parametros de centro (c) y ancho (o) que definen las funciones de pertenencia de cada
variable fisica de entrada (p).

Etiquetas linglisticas (p)
el e2 e3
K(p)el K(p)e2 K(p)e3
Centro Ancho Centro Ancho Centro Ancho
Cel O e1 CeZ O e Ce3 O e3

Las funciones de pertenencia de las etiquetas linglisticas de los extremos, el y €3, cumplen las

siguientes restricciones:

1. Etiqueta lingiiisticael:sip<Cq. —> HU(p)er=1
2. Etiqueta lingliistica e3:sip 2 C oz —> W(p)es =1

Tabla 4.12. Etiquetas linglisticas definidas para las variables de entrada al sistema de control

Variable de entrada Etiqueta lingliistica
el e2 e3
tbpORP Cero (C) Pequefio (P)  Grande (G)
AtbpORP Negativo (N) Cero (C) Positivo (P)
ApH Negativo (N) Cero (C) Positivo (P)

ORPfinaiax Grande Negativo (GN)  Negativo (N)  Positivo (P)
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Figura 4.44. Funciones de pertenencia para las variables de entrada al sistema de control: a) tbpORP;
b) AtbpORP; c) ApH; d) ORPendAXx.

lll. Inferencia. Esta etapa corresponde con el conocimiento técnico que se tiene acerca del
funcionamiento del proceso y que en este caso fue adquirido a lo largo de tres afios de
experimentacion y cuatro meses de la etapa de monitorizacion. A partir de las variables difusas
de entrada se obtiene el valor de la variable difusa de salida, que en nuestro caso es el

incremento de la dosis de materia organica u(AVd). Las cinco etiquetas lingliisticas definidas

para la variable u(AVd) se muestran a continuacidn:

= W(AVd)gy: Incremento de la dosis de metanol Grande Negativo.
= (AVd)py : Incremento de la dosis de metanol Pequefio Negativo.
= p(AVd)c: Incremento de la dosis de metanol Cero.

= (AVd)pp: Incremento de la dosis de metanol Pequenio Positivo.

® (AVd)gp: Incremento de la dosis de metanol Grande Positivo.
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La base del conocimiento corresponde con:

a) Base de datos. La base de datos contiene el valor de los pardmetros de centro (c) y ancho
(o) que definen las funciones de pertenencia de las etiquetas linglisticas descritas en la etapa
de fuzzificacion (Tablas 4.11 y 4.12). Asimismo, contiene informacién acerca del valor de los
centros (c) de las variables difusas de salida (AVd). Este ultimo aspecto se describe

ampliamente en la seccion de desfuzzificacién.

Los valores inicialmente establecidos para la puesta en marcha del sistema de control
corresponden con la informacion recopilada y analizada durante la etapa de monitorizacion del
proceso, discutida en el apartado 4.3.1. A pesar de que el andlisis realizado durante la etapa de
monitorizacion fue exhaustivo, esta base de datos podria tener que actualizarse
ocasionalmente, debido a variaciones en las condiciones de operacién del proceso y calidad
del agua afluente. Por tanto, estos parametros podran se ajustados mas finamente durante la
fase de validacidon del sistema de control, asi como ajustados periddicamente durante la

operacion del proceso con el sistema de control activo.

b) Base de reglas. Consiste en una serie de reglas linglisticas que determinan la estrategia de
control de la dosificacidon de materia organica externa al inicio de la etapa andxica. Estas reglas
de operacién se desarrollaron mediante sentencias basadas en el conocimiento técnico (know-
how) del proceso. Las reglas son escritas de forma sencilla y permiten ser modificadas con
cierta facilidad, afiadiendo o eliminando reglas, dependiendo de la informacién que se
disponga sobre las caracteristicas del proceso y su evolucion en el tiempo. Las reglas

linglisticas que se desarrollaron para esta aplicacion se resumen en la Tabla 4.13.

La metodologia de inferencia utilizada para evaluar las reglas de control corresponde con el
procedimiento Max-Prod propuesto por Larsen (1980). De acuerdo con este procedimiento,
descrito en el apartado introductorio de este documento de tesis doctoral, se aplican las

Ecuaciones 1.13 y 1.14 para la evaluacion de las reglas consignadas en la Tabla 4.13

A continuacidn se presentan los grados de pertenencia de cada una de las etiquetas
lingtisticas definidas para la variable difusa de salida, que en nuestro caso es el incremento de

la dosis de materia orgdnica pu(AVd):
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Tabla 4.13. Reglas linglisticas definidas para el sistema de control de la dosificacion de materia
organica externa.

Regla

1 Si ApH Negativo y tbpORP Cero y ORPj,qiax Grande Negativo Entonces incremento del volumen
de materia orgénica a dosificar es Cero (u(AVd))

) Si ApH Negativo y tbpORP Cero y ORPjnaax Pequefio Negativo Entonces incremento del
volumen de materia organica a dosificar es Pequefio Positivo (L(AVd)pp)

3 Si ApH Negativo y tbpORP Cero y ORPjsnaax Positivo Entonces incremento del volumen de
materia organica a dosificar es Grande Positivo (L(AVd);p)

4 Si ApH Negativo y tbpORP Pequefio y ORPjnqux Grande Negativo Entonces incremento del
volumen de materia organica a dosificar es Pequefio Negativo (L(AVd)py)

5 Si ApH Negativo y tbpORP Pequefio y AtbpORP Positivo y ORPjingax Grande Negativo Entonces
incremento del volumen de materia orgédnica a dosificar es Grande Negativo (L(AVd)n)

6 Si ApH Negativo y tbpORP Grande y ORPyn.ax Grande Negativo Entonces incremento del
volumen de materia organica a dosificar es Grande Negativo (L(AVd)gy)

7 Si ApH Cero y tbpORP Cero y ORPjnqax Grande Negativo Entonces incremento del volumen de
materia organica a dosificar es Cero (u(AVd))

3 Si ApH Cero y tbpORP Cero y ORPy,qax Negativo Entonces incremento del volumen de materia
organica a dosificar es Pequefio Positivo (L(AVd)pp)
Si ApH Cero y tbpORP Cero y ORPfinaax Positivo Entonces incremento del volumen de materia

9 . . I
organica a dosificar es Grande Positivo (L(AVd)gp)

10 Si ApH Cero y tbpORP Pequefio y ORPjnaax Grande Negativo Entonces incremento del volumen
de materia orgénica a dosificar es Pequefio Negativo (L(AVd)py)

11 Si ApH Cero y tbpORP Pequefio y AtbpORP Positivo y ORPjinaax Grande Negativo Entonces
incremento del volumen de materia orgédnica a dosificar es Grande Negativo (L(AVd)n)

12 Si ApH Cero y tbpORP Grande y ORPj;,qax Grande Negativo Entonces incremento del volumen de
materia organica a dosificar es Grande Negativo (L(AVd)gn)

13 Si ApH Positivo y tbpORP Cero y ORPjingax Grande Negativo Entonces incremento del volumen
de materia orgénica a dosificar es Pequefio Positivo ((AVd)pp)

14 Si ApH Positivo y tbpORP Cero y ORPjnqax Negativo Entonces incremento del volumen de
materia organica a dosificar es Grande Positivo (W(AVd)gp)

15 Si ApH Positivo y tbpORP Pequefio y ORPf,qax Grande Negativo Entonces incremento del
volumen de materia organica a dosificar es Pequefio Negativo (1(AVd)py)

16 Si ApH Positivo y tbpORP Grande y ORPjnqax Grande Negativo Entonces incremento del

volumen de materia organica a dosificar es Grande Negativo (L(AVd)gy)

e Delasreglas5, 6,11, 12y 16 se obtiene el valor de la etiqueta lingliistica Grande Negativo:

M(AVd)gn : max((pn(AVd)en (s), H(AVd)en (6), K(AVd)en (11), H(AVd)en (12), H(AVd)en (16))

K(AVd)en (5= K(ApH)n - (tbpORP)p - (AtbpORP)p - U(ORPjinaiax) an
donde:  p(AVd)en 6= K(ApH)n - W(tbpORP)G - L(ORPfingiax)cn

K(AVd)en (11)= K(ApH)c - U(tbpORP)p - u(AtbpORP)p - L(ORPingiax)an

H(AVd)en (12= K(ApH)c- 1(tbpORP)G - L(ORPfingiax) oN

K(AVd)en (16)= K(ApH)p - 1(tbpORP)G - (ORPfingiax) an

e Delasreglas 4,10y 15 se obtiene el valor de la etiqueta linglistica Pequeio Negativo:

H(AVd)ey : max((K(AVd)en (), M(AV)en (10), (AV)pn (15))

u(AVd)pN (4= H(APH)N : u(tprRP)P ' u(ORPﬁnaIAX)GN
donde: H(AVd)en (10)= (ApH)c* K(tbpORP)p - U(ORPfinaiax)an
H(AVd)en (15= K(ApH)p - K(tbpORP)p - W(ORPfingiax)cn
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e Delasreglas 1y 7 se obtiene el valor de la etiqueta linglistica Cero:
H(AVd)c: max((k(AVd)c ), H(AVd)c (7))

1(AVd) ¢ (1= W(ApH)n - (tbpORP)c - U(ORPfngiax)an
donde:  p(AVd)c (7= W(ApH)c- K(tbpORP)c - W(ORPjinaiax)on

e Delasreglas 2,8y 13 se obtiene el valor de la etiqueta linglistica Pequefio Positivo:
1(AVd)ep : max(((AVd)ep (2, L(AV)ep (g), L(AVd)pp (13))

H(AVd)ep (2= W(ApH)n - W(tbpORP)c - L(ORPfingiax)pn
donde:  p(AVd)ee 8= W(ApH)c- 1(tbpORP)c - L(ORPfingiax)N
K(AVd)ep (13= W(ApH)e - W(tbpORP)c - L(ORPjinaiax)an

e Delasreglas 3,9y 14 se obtiene el valor de la etiqueta linglistica Grande Positivo:
K(AVd)ep : max((k(AVd)ep (3), L(AVd)ep (9), (AVd)ep (14))

H(AVd)ep (3= K(ApH)N - W(tbpORP)c - L(ORPjingiax)p
donde:  p(AVd)ep (9= WAPH)c- K(tbpORP)c - L(ORPsingiax)p
1(AVd)ep (14= W(ApH)p - U(tbpORP)c - U(ORPfinaiax) N

IV. Desfuzzificacion. En esta etapa la variable difusa de salida “incremento de la dosis de
materia orgdnica u(AVd)” es convertida a la variable fisica de salida (AVd) del sistema de
control, que corresponde con el valor concreto del incremento de la dosis de materia organica
al inicio de la etapa andxica respecto del ciclo de operacion previo, lo que puede ser un
aumento o disminucién de la dosificacidn realizado sobre la cantidad de materia organica

dosificada en el ciclo previo.

Para realizar esta transformacién se empled el método de la media difusa. En este método
solo se emplean los valores de los centros (c) de cada etiqueta linglistica definida para la
variable difusa de salida. En la Figura 4.45 se encuentran representados los centros de las

etiquetas lingliistica de desfuzzificacidn definidas como: Cgy, Cpn, Cc, Cpp, Cap.
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Figura 4.45. Centros (C) de las etiquetas lingiiisticas de desfuzzificacion.

Aplicando la Ecuaciéon 1.16 (definida en el apartado introductorio 1.3.1) a los valores

obtenidos en la etapa de inferencia se obtiene la siguiente expresion:

Avd = SN W(AVd)gN + cpn - H(AVd)py + c¢ - 1(AVd)¢ + cpp - L(AVd)pp + Cgp - L(AVd)gp
w(AVd)py + n(AVd)gy + 1(AVd) ¢ + p(AVd)pp + n(AVd)gp

V. Salida fisica del sistema de control. En esta etapa la variable fisica de salida obtenida en la

etapa de desfuzzificacién (AVd) es utilizada para calcular la cantidad de materia organica a

dosificar, de acuerdo con la siguiente expresion:

Vd = VdCA + AVd

donde:

Vd  volumen de materia organica a dosificar en el ciclo actual.
Vdca volumen de materia organica dosificado en el ciclo anterior.
AVd incremento de la dosis de materia orgénica.

Por si ocurriera algun fallo durante todo el proceso de calculo se ha establecido un criterio de
seguridad consistente en limitar el valor del volumen de materia orgénica a dosificar (Vd) entre
un valor minimo y un valor méaximo, de forma que si la salida del sistema de control no
perteneciera a este intervalo fijado, se procederia a dosificar en el ciclo actual la misma

cantidad de materia organica dosificada en el ciclo de operacién previo.

4.14
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4.2.3.3 Implementacion de la estrategia de control

Una vez desarrollada la estrategia de control se procedid a su implementacién en el ordenador
del montaje experimental mediante su programaciéon en el entorno Visual Basic.Net. La
programacion consistid en articular de manera ldgica y secuencial los dos mddulos que
integran el sistema de control: ajuste automatico de la duracién de las etapas aerobia y

andxica, y optimizacién de la dosificacién de materia orgéanica

En la Figura 4.46 se encuentra representado el esquema de la estrategia de control
desarrollada para el proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito. En esta
figura se puede observar la secuencia de operacidn y el procedimiento de calculo y evaluacién

de los parametros definidos para el sistema de control.

De manera general, el médulo de ajuste automatico de la duracidn de las etapas aerobia y

anoxica se establecié de la siguiente manera:

- La etapa aerobia finaliza cuando al menos una de las siguientes condiciones se lleve a
cabo: el pH del licor mezcla del reactor inferior al pH minimo (pH..); la duracién de la
etapa aerobia superior al tiempo mdximo de la etapa aerobia en un ciclo (t,.Ae); y la
media de la pendiente mdvil del pH (pHaws) superior al valor de referencia para la

finalizacion de la etapa aerobia (EPpHawms).

- La etapa andxica finaliza cuando al menos una de las siguientes condiciones se lleve a
cabo: el pH del licor mezcla del reactor superior al pH mdximo (pH..); 1a duracidn de la
etapa andxica superior al tiempo mdximo de la etapa andxica en un ciclo (t,.,Ax); y la
pendiente movil del pH (pHys) inferior al valor de referencia para la finalizacion de la etapa

anoxica (EPpHys).

Por otro lado, la accién del médulo de optimizacion de la dosificacion de materia organica se
establecié al inicio de la etapa andxica (Figura 4.46), instante en el cual se realiza la
dosificacidon de la materia orgdnica necesaria para llevar a cabo la desnitrificacion del nitrito
producido durante la etapa aerobia previa. Tal y como se comentd en el apartado 4.2.3.2, el
sistema de control emplea como variables de entrada: tbp, Atbp, ApH, ORPfipaiax, Obtenidas del
analisis de la informacién procedente de los sensores de pH y potencial redox instalados en el
reactor; y presenta como variable de salida el incremento de la dosificacion de materia
organica (AVd) a realizar sobre la cantidad dosificada al inicio de la etapa andxica en el ciclo

previo de operacion.
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Las consideraciones generales de operacién del proceso proceden del estudio sobre el efecto
de los factores ambientales y de operacidn sobre los organismos AOB descrito en el apartado
4.1.2, y del seguimiento al proceso durante la etapa de monitorizacion descrita en el apartado
4.3.1. Los parametros que integran el algoritmo de control desarrollado se clasifican en:
parametros de seguridad, parametros de célculo interno y parametros del algoritmo de control
basado en ldgica difusa. En la Tabla 4.14 se encuentran recogidos los valores de los parametros
de seguridad y de calculo interno empleados en el sistema de control desarrollado.

Tabla 4.14. Valores de los parametros de seguridad y de calculo interno empleados en el sistema de
control del proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito.

Parametros de Seguridad Valor  Unidades
Tiempo minimo de la etapa aerobia en un ciclo (t,.Ae) 30 Minutos
Tiempo maximo de la etapa aerobia en un ciclo (ty.Ae) 240 Minutos
Tiempo minimo de la etapa andxica en un ciclo (tynAXx) 30 Minutos
Tiempo maximo de la etapa andxica en un ciclo (ty,aAx) 240 Minutos
pH minimo (pHmin) 6.0

pH maximo (pHmax) 8.5

Parametros de calculo interno Valor

Numero de valores para calcular la pendiente mévil del pH 15

Numero de valores para calcular el promedio de pendiente mévil pH 15

Numero de valores para calcular la pendiente movil del potencial redox 5.0

Valor de referencia para la finalizacién de la etapa aerobia (EPpHaws) -0.5

Valor de referencia para la finalizacién de la etapa andxica, (EPpHys) 0.0

Valor de referencia para identificar y calcular el tbpORP, (Vriyore) 1.05

Parametros de Seguridad

Se establecié un tiempo minimo (tmi,) Y un tiempo maximo (tm..) para la duracién de las etapas
aerobias y andxicas. El t,;, corresponde con el tiempo minimo necesario para obtener datos de
entrada al sistema de control que permitan realizar los calculos para el control automatico de
la duracién de las etapas aerobia y andxica (apartado 4.3.2.1), y para la optimizacién de la
dosificacidon de materia organica (apartado 4.3.2.2). El t.,., corresponde con el tiempo maximo
en el que el proceso deberia permanecer en una determinada etapa, asegurando de esta

manera la alternancia de etapas.

Por otro lado, se establecié un intervalo de pH para evitar inhibiciones ocasionadas tanto por
pH como por acido nitroso (HNO,). El pH minimo (pHm») Yy el pH maximo (pH..) se
establecieron en 6.0 y 8.5, respectivamente. Tal y como se puede observar en la Figura 4.47,
en caso de que el pH alcance el pH,,, en condiciones aerobias la aireacion se desconecta,
dando asi inicio a la etapa andxica; mientras que si el pH alcanza el pH..« en condiciones
anoxicas la aireacién se pondria en marcha, dando asi inicio a la etapa aerobia en un nuevo

ciclo de operacion.
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Nomenclatura:

pHmin: PH minimo.

PHmax: PH maximo.

t ae: Duracion de la etapa aerobia

t ax: Duracion de la etapa andxica

t maxAe: Duracidn maxima de la etapa aerobia.
t minAe: Duracién minima de la etapa aerobia.
t maxAx: Duracién maxima de la etapa andxica.
t minAx: Duraciéon minima de la etapa andxica.

pHuys: Pendiente mavil de pH.

pHams: Media de la pendiente movil de pH.

ORPys: Pendiente movil del potencial redox.

ORPys+: Valor de la pendiente mavil del potencial redox calculado en el instante actual (t).
ORPys+.1: Valor de la pendiente movil del potencial redox calculado en el instante anterior (t-1).

EPpHaps: Valor de corte en el perfil de pHpys para la finalizacion de la etapa aerobia.

EPpHy;s: Valor de corte en el perfil de pHys para la finalizacién de la etapa andxica.

tbpORP: Tiempo transcurrido entre el inicio de la etapa aerobia y el momento en el que se produce el punto de inflexién en
el perfil del potencial redox.

VrtbpORP: Valor de referencia para identificar si se ha producido un punto de inflexion en el perfil de potencial redox y
calcular el tbpORP.

Figura 4.46. Esquema de la estrategia de control para el proceso SHARON de nitrificacion y
desnitrificacion via nitrito.
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Parametros de Cdlculo interno

Estos parametros corresponden con el nimero de valores de pH y potencial redox empleados
para calcular las variables de entrada empleadas en el sistema de control, como son: pHys,
PHawms, ORPys. También se incluyen aqui los valores de referencia empleados como criterio para
determinar la finalizacién de las etapas aerobia (EPpHaws) y andxica (EPpHys) respectivamente,
asi como el valor de referencia utilizado para detectar si se ha producido un punto de inflexién
en el perfil del potencial redox (lo que indicaria un exceso de materia organica en el ciclo
anterior) y calcular el tbpORP (VrtbpORP). Todos los valores de referencia fueron

determinados tras el andlisis de numerosos ciclos de operacién.

En la Figura 4.47 se muestra la pantalla principal del software desarrollado para implementar
el sistema de control, a partir de la cual se permite de manera sencilla e intuitiva la

introduccion y modificacidn de los valores de los parametros del sistema de control.

& Programa de control del SHARON g@@
Lectura de Oxigeno T Conliguracian T Giéficas T Parametios Fuzzy
Archivo de Datos st Gemarates
Hombre del Archivo: Guardar Cada: |39 Sag 5 G Corsigna Grigen 3
Cot. Tempo  pH  Conduc. ORP  Oxigeno T T2 Horaricial [155127 | Merval Osigen  [go1
Hora Actual Consigna Temperat  [35.
T —
Metznol
R2 our dosificadoieciclo (m) [3382
Horagur [~ Ouimetro O hulti P
Activar Desaclivar
Conlrolador | Conroladar Etapa Aerobla
D s e PREP (Dosino) |
Farémetios Controlador
fE— BHMS 15 tmate (min) [2a7
Cont.  Tiempa  PpH R2 PORF  R2 MPpH  MPORP (HCS 15 tminde i) 30
EPEHMS  [05 tmads(min) 240
EFpHMS o trindefminl  [3
ORPMS  [15 pH min [E5
VibpORP  [1.05 PH max a3

Figura 4.47. Interfaz del sistema de control desarrollado a partir de la cual se introducen y modifican
los valores de los pardmetros del sistema de control desarrollado para el proceso SHARON de
nitrificacion y desnitrificacion via nitrito.

Parametros del algoritmo de control basado en Iégica difusa

Estos parametros integran las variables difusas de entrada y salida del algoritmo de control
desarrollado para optimizar la dosificacién de materia organica, y que se corresponden con las
etapas de fuzzificacion y desfuzzificacidn, respectivamente. En las Tablas 4.15 y 4.16 se
encuentran recogidos los valores de los parametros de fuzzificacion y desfuzzificacion
empleados en este trabajo de tesis doctoral. Estos pardmetros fueron determinados a partir
del conocimiento técnico del proceso adquirido durante las fases de experimentacion y

monitorizacién del proceso.



Tabla 4.15. Valores de los parametros de fuzzificacion del sistema de

dosificacion de materia organica.
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control para optimizar la

Parametros de Fuzzificacion
tbp
u(tbp)C u(tbp)P u(tbp)G
Cc Oc Cp Op Cs Og
0 2 5 2 10 2
Atbp
u(Atbp)N u(Atbp)C (Atbp)P
Cy Oy Cc Oc Cp Op
-10 10 0 10 10 10
ApH
K(ApH)N K(ApH)C K(ApH)P
Cy Oy Cc Oc Cp Op
-0.1 0.05 0 0.05 0.1 0.05
ORPﬁnaIAX
H(ORPfingiax)GN | W(ORPfingiax)N | (ORPfingiax)P
Cen OGN Cy On Cp Op
-120 25 -60 25 0 25

Tabla 4.16. Valores de los parametros de desfuzzificacion del sistema de control para optimizar la
dosificacion de materia organica.

Parametros de Desfuzzificacion

Avd
W(AVA)GN | w(AVd)PN | p(AVd)C | p(AVd)PP | W(AVd)GP
Cen Con Cc Cop Cep
0.3 -0.15 0 0.15 0.3

En la Figura 4.48 se puede observar la pantalla del software de control a partir de la cual se

introducen y modifican los valores de los parametros del algoritmo de control basado en légica

difusa para el control de la dosificacién de materia organica.

& Programa da control dal 5HARON
Falos.  Fabos de doviicaciin:
Lechua de Digersy i Configuaciin 1 Grdficas T Paamelivs Fuzzy
Fuzzificacion
DeltapH
Centro [01 Centro [0 — Centro [0
Negalwo Cero Positivo
Ancho [0 Ancho |05 Ancho  [us
thpD AP
——=——— Centro (i Centro [+ Centro [+
Caro Paquafio Grande
Ancho [7 4 Ancho [7 * Ancho [
Delta tbpONP
————— Centro [0 - Centro [7 Centro 10
Negalivo e Cero Posilive
Ancho |10 Ancho [0 Ancho |0
ORPiinal Ax
Grande  Gentro [2 | o Contro [ [Positv Contra [0
sitivo
By Ancho [10 = Ancho [10 Ancho [0
Desfuzzificacién
| Grande Negalva | Pequisiio Negabivo Curn Puguefio Posibiva | Grande Posiliva
Centro [0 Centro 014 Centro i Centro (014 Centro [0
iz Pasbanelios

Figura 4.48. Interfaz del sistema de control desarrollado a partir de la cual se introducen y modifican
los valores de los parametros difusos del control de la dosificacion de materia organica en el proceso
SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito.
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4.2.3.4 Validacion del sistema de control

Tras la implementacion del sistema de control desarrollado se procedié a su validacién
mediante el funcionamiento en continuo del reactor SHARON en diferentes situaciones de
operacion, en las que se evalud el estado de los procesos de nitrificacion y desnitrificacion via

nitrito, y se acabaron de afinar los valores de los pardmetros del algoritmo de control.

La fase de validacidn del sistema de control tuvo una duracidn de diez meses divididos en
nueve periodos de operacién. Durante esta fase se llevé a cabo el analisis del funcionamiento

del sistema de control en las condiciones de operacidn indicadas en la Tabla 4.17.

Durante los periodos | y Il se procedié a realizar un analisis comparativo del funcionamiento

del proceso sin sistema de control (periodo I) y con sistema de control (periodo Il).

En el periodo Il se procedié a determinar la respuesta del sistema de control ante variaciones
del caudal afluente al proceso a lo largo de un dia de operacion. En este periodo el proceso

operd diariamente de la siguiente manera: 12 horasa 1.5Ld"y 12 horasa 0.5 Ld™.

Durante el periodo IV se mantuvo las mismas variaciones de caudal que en el periodo anterior
(Periodo Ill), y se desconectd el sistema de control operando el proceso con duracion de las
etapas fija y dosis de metanol constante. Se tomé como base los valores medios de las
duraciones de las etapas aerobia y andxica y de la dosis de metanol obtenidos durante el

periodo lll.

Durante los periodos V, VI, VIl y VIII se procedié a variar la concentracién de nitrégeno
amoniacal en la corriente afluente al proceso. Estos cambios en la concentracién de nitrégeno
amoniacal fueron bruscos con el objetivo de evaluar la respuesta del sistema de control ante
variaciones repentinas de amonio en la corriente afluente al proceso SHARON. Si bien es cierto
gue la composicion del sobrenadante de la digestidon anaerobia de fangos suele ser estable en
el tiempo, es importante conocer cual seria la respuesta del sistema de control en el caso en
que llegard a ocurrir, y por tanto, es importante en este tipo de situaciones establecer un
protocolo para afinar los parametros de seguridad y del algoritmo de control desarrollado para

la dosificaciéon de materia organica.

En estos ocho primeros periodos se empled como corriente afluente sobrenadante sintético de
la deshidratacién de fangos digeridos anaerébicamente preparado en el laboratorio. Por otro
lado, en el periodo IX se empled como corriente afluente sobrenadante de la deshidratacién

de fango digerido anaerdbicamente procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet
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(Valencia). En la Tabla 4.18 se encuentran las caracteristicas de las corrientes de agua residual
empleadas en la validacién del sistema de control.

Tabla 4.17. Condiciones experimentales evaluadas en la validacion del sistema de control para el
proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito.

. Tiempo Sobrenadante Caudal afluente
Periodo Slstema'de Concentracidn 1
control activado (dias) Tipo NH," (mg N L) (Ld?
| no 0-44 Sintético 400 1
I Si 45-77 Sintético 400 1
I si 78-121 Sintético 400 1.5-0.5°
IV no 122-147 Sintético 400 1.5-0.5°
\Y si 148-156 Sintético 400 1
Vi si 157-189 Sintético 450 1
Vi si 190-210 Sintético 550 1
Vil si 211-220 Sintético 350 1
IX si 221-300 EDAR Carraixet 615190 2

® Variacion durante el dia: 12 horasa 1.5 Ld™ y12 horasa0.5L d*’

Tabla 4.18. Caracteristicas de las corrientes de agua residual empleadas en la validacion del sistema
de control para el proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito.

Sobrenadante de la deshidratacién de fangos
) digerido anaerdbicamente:

Parametros Preparado en el Procedente de la EDAR

Laboratorio Carraixet (Valencia)

Valor Valor promedio n
Materia organica (mg DQO L™) 0 150+10 20
NH," (mg N LY 350-550 ° 61590 20
NO, (mg N L™) 0 0.1 20
NO; (mg N LY 2 3.643.0 20
PO, (mgP LY 5 12+1 20
Alcalinidad (mgCaCO; L™) 1400-2200 ° 2700+600 20
pH 7.6-7.8 7.7+0.1 20
Sélidos suspendidos totales (mg L'l) 0 134450 20
Sélidos suspendidos volatiles (mg L"l) 0 75+18 20

® Concentraciones modificadas a lo largo de cada periodo experimental evaluado en la validacién del
sistema de control: Desde el periodo | hasta el periodo VIII.

En la Figura 4.49 se encuentra representada la evolucion de la concentracion de los
compuestos nitrogenados en las corrientes afluente y efluente del proceso SHARON durante
los nueve periodos que integran la fase de validacién del sistema de control. Tal y como se
muestra en esta figura, en practicamente todos los periodos de validacién del sistema de
control se obtuvieron porcentajes altos de eliminacién de nitrégeno amoniacal via nitrito
(>95%). Las concentraciones de nitrato alcanzadas estuvieron, en casi todos los casos, por
debajo de 1 mg N-NO;5 L. En los siguientes apartados se explican mas detalladamente cada

uno de los periodos evaluados.
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Figura 4.49. Evolucion de las concentraciones de los compuestos nitrogenados medidos en las
corrientes afluente y efluente del proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacion via nitrito
durante la validacién del sistema de control.

e Validacion empleando sobrenadante sintético de la deshidratacion de fangos digerido

anaerobicamente.

1)

Puesta en marcha del sistema de control

Durante el Periodo | el proceso SHARON fue operado sin sistema de control, es decir, con
dosificacién de materia organica constante (50 mg DQO L™) y con duraciones de las etapas
aerobia y andxica fijas, establecidas de la siguiente manera: ciclos de operacién de 4 horas (6
ciclos por dia) en los que durante 2 horas el proceso se operaba en condiciones aerobias (50%
tiempo total del ciclo) y 2 horas en las que el proceso se operaba en condiciones andxicas (50%
tiempo total del ciclo). Tal y como muestra la Figura 4.49, a lo largo del Periodo | la
concentracién de nitrégeno amoniacal en el efluente del proceso se mantuvo relativamente
estable en valores en torno a 15 mg N L7, dando como resultado un porcentaje de eficiencia
de eliminacién de nitrégeno amoniacal préximo al 95%. La operacién estable del proceso
durante este periodo fue debida a que la concentracién de nitrégeno amoniacal y el caudal de
la corriente afluente al proceso fueron constantes, asi como las condiciones de operacidon del

reactor (duracion de las etapas, temperatura, dosificacion de materia orgéanica).

Tras la implementacién del sistema de control (Periodo Il) la concentracién de nitrégeno
amoniacal medida en la corriente efluente del proceso presentd un incremento leve (hasta 17
mg N-NH, L"l), y que se alcanzaron concentraciones de nitrito en torno a 35 mg N-NO, Ly
nitrato en torno a 10 mg N-NO; L™, tal y como se puede observar en la Figura 4.49. Esta

situacién planted la necesidad de redefinir los parametros de fuzzificacion asignados a la
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variable de entrada ORPfinalAx, modificando los centros de las etiquetas linglisticas Grande
Negativo y Negativo. En la Tabla 4.19 se encuentran los valores redefinidos de los centros y
anchos de la variable de entrada al controlador ORPfinalAx, que se aplicaron al sistema de
control a partir del dia 56 (Figura 4.49). A partir de las modificaciones realizadas al sistema de
control se observd una clara reduccién del nitrito y del nitrato acumulado en el reactor,
llegando a concentraciones de nitrito y nitrato de 5 mg N-NO, L* y 1 mg N-NO; L7,
respectivamente.

Tabla 4.19. Valores de los parametros de fuzzificacion de la variable de entrada ORPfinalAX para la
optimizacion de la dosificacion de materia organica.

ORPfinnIAX
H(ORPfinaIAX)GN IJ-(ORPfinnIAX)N H(ORPﬂnaIAX)P
Con OGN Cn ON Cp Op
Valores iniciales -120 25 -60 25 0 25
Valores redefinidos -160 25 -80 25 0 25

Comparando los resultados obtenidos tras la implementacion del sistema de control con los
obtenidos durante la operacidn con etapas de duracién fija y dosificacion de materia organica
constate se observd una reduccién considerable de la duracién de las etapas aerobias y
anoxicas. Los ciclos optimizados correspondientes al final del Periodo Il (dias 64 a 77 en Figura
4.49) resultaron en una duracidn promedio de cada ciclo de operacién de 2.9 horas
distribuidas de la siguiente manera: 2 horas en condiciones aerobias (69% del tiempo total del
ciclo) y 0.9 horas en condiciones andxicas (31% del tiempo total del ciclo), dando como
resultado la ejecucidon de 8.3 ciclos por dia de operacién. La duracidon de cada ciclo de
operacion se redujo de 4 horas en el Periodo | a 2.9 horas en el Periodo I, lo que representa un
27.5%. Tras la implementacién del sistema de control la concentracion de nitrégeno amoniacal
se redujo en el efluente del reactor SHARON desde 12 mg N-NH, L™ (Periodo 1) a 2 mg N-NH, L™
(Periodo 1), lo que indica que el porcentaje de eliminacion de nitrégeno amoniacal se

incremento desde el 95% (Periodo |) a un 98% (Periodo Il).

Por otro lado, durante el Periodo | la dosificacion de materia orgénica fue de 2100 mg DQO d™
y durante el Periodo Il esta dosis de materia orgénica se redujo a 1332 mg DQO d™, por lo que
se obtuvieron ahorros en la dosificacién de materia orgdnica en torno al 36% después de la

implementacion del sistema de control.
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Il) Variacion del caudal afluente

Durante el Periodo Ill se procedié a validar el sistema de control mediante la variacion del
caudal afluente al proceso, obteniéndose de esta manera un patrén de variacion de la carga de
nitrégeno a tratar al dia. El caudal afluente se varié a lo largo del dia de la siguiente manera:
1.5 L d* durante las 12 primeras horas dia que dan como resultado una carga de tratamiento
de nitrégeno amoniacal de 600 mg N-NH,"d, y 0.5 L d™* durante las 12 horas restantes del dia

dando como resultado una carga de tratamiento de nitrégeno amoniacal de 200 mg N-NH, d™.

Durante las 12 primeras horas del dia el alto caudal afluente ocasiond una mayor
concentracion de amonio por nitrificar y de nitrito por desnitrificar, por lo que las duraciones
de las etapas aerobia y andxica se incrementaron. Asi mismo, la dosificacion de materia
organica fue mayor durante las primeras 12 horas del dia que se corresponden con el alto
caudal afluente. Por otro lado, en las 12 horas restantes del dia al entrar menos amonio al
reactor se produjo menos nitrito, por lo que durante esta parte del dia las duraciones de las
etapas aerobia y andxica se redujeron, al igual que la cantidad de materia orgdnica dosificada

durante estos ciclos.

En los tramos de transicién de mayor a menor caudal afluente se determind una elevada
concentracion de nitrito y una baja concentracién de amonio el licor mezcla del reactor, por lo
que el sistema de control actud reduciendo la duracidn de la etapa aerobia e incrementando la
duracion de la etapa andxica. La elevada concentracion de nitrito en el licor mezcla del reactor
hizo que la dosificacién de materia organica fuera mayor. Por otro lado, en el caso de los
tramos de transicion de menor a mayor caudal afluente se determind una elevada
concentracion de amonio y una baja concentracién de nitrito en el licor mezcla del reactor, por
lo que el sistema de control actud incrementando la duracién de la etapa aerobia y reduciendo
la duracion de la etapa andxica. La baja concentracién de nitrito ocasiond que el sistema de

control dosificara una menor cantidad de materia organica durante esta fase de transicion.

En la Figura 4.49 se puede observar que al inicio del periodo Il las concentraciones de amonio
y nitrito se incrementaron en la corriente efluente del proceso SHARON como consecuencia
del patrén dinamico definido para el caudal afluente. Sin embargo, al cabo de pocos dias de
operacion bajo estas condiciones experimentales (dia 86) la concentracién de nitrégeno
amoniacal descendid, debido posiblemente a que la concentracién de sélidos suspendidos
volatiles (SSV) en el reactor aumentd en un 25% durante este periodo (de 446 mg SSV L™ paso

a 589 mg SSV L ™).
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La concentracién de nitrito en este momento se situé en torno a 20 mg N-NO, L'l, Y
permanecié constante durante al menos 10 dias de operacién. Con el objetivo de reducir el
nitrito acumulado en el sistema se procedié a incrementar la dosificacién de materia orgdnica
reajustando para el dia 98 (Figura 4.49) los centros de los parametros de desfuzzificacion de la
incremento de la dosis de materia organica (AVd). En la Tabla 4.20 se encuentran los valores
de los parametros de desfuzzificacion modificados para obtener una mayor dosificacién de
materia organica al inicio de la etapa andxica de cada ciclo de operacidn. Después del reajuste
realizado en el sistema de control de materia organica se alcanzé una la eliminacion de
nitrégeno amoniacal del 98%.

Tabla 4.20. Valores de los parametros de desfuzzificacion del sistema de control para optimizar la
dosificacion de materia organica.

Parametros de Desfuzzificacion
Avd
WAVd)GN | p(AVd)PN | p(Avd)C | p(Avd)PP | w(AVd)GP
CGN CPN CC CPP CGP
Valores iniciales -0.30 -0.15 0.00 0.15 0.30
Valores redefinidos -0.70 -0.35 0.00 0.35 0.70

En la Figura 4.50 se encuentran representados los perfiles de pH, potencial redox y oxigeno
disuelto (OD), asi como la materia organica dosificada en cada ciclo a lo largo del dia 110 de
operacion. Mediante el seguimiento y analisis de la evolucidén de estas variables se puede
observar la respuesta del sistema de control ante las variaciones del caudal afluente al
proceso. Tal y como se muestra la Figura 4.50a, durante las primeras 16 horas del dia la
duracion de las etapas aerobias fue mayor debido a la alta carga de nitrégeno amoniacal
entrante. Las 16 horas iniciales corresponden con: 12 horas en las que entraba un alto caudal
afluente y 4 horas de tramo de transicion de mayor a menor caudal afluente. En esta figura se
puede observar como la dosis de materia organica fue incrementada gradualmente por el

sistema de control durante los siete primeros ciclos de operacidn.

La Figura 4.50b muestra la evolucién, a lo largo del dia 110 de operacion, del perfil de
potencial redox, y la identificacién y la cuantificacion del tbpORP empleado como variable de

entrada en el sistema de control para optimizar la dosificacién de materia organica.

Tal y como se indicé en el apartado 4.3.2.2, un ApH negativo indica que sobra materia organica
en el proceso, sin embargo en el sistema de control (reglas linglisticas definidas en la Tabla
4.13, apartado 4.3.2.2) se otorgd mayor peso en la decision final al valor del potencial redox
determinado al final del ciclo andxico cuando no se detecta tbpORP. Es por ello que el sistema

de control incrementé la dosificacion de materia organica durante los siete primeros ciclos de
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operacion del proceso (Figura 4.50a) debido a que no detectd tbpORP y el valor de la variable
ORPfinalAX al final de cada ciclo fue muy negativo (Figura 4.50b). Después de 17 horas de
operacion la variacién del pH fue menor en respuesta al descenso de la carga de nitrégeno
amoniacal. Tal y como se encuentra sefialado en Figura 4.51b, se identificaron tres tbpORP de
diferente duracion (12, 13 y 3 minutos) que ocasionaron que la dosificacion de materia

organica descendiera en diferente grado en los ultimos ciclos de operacién del dia 110 (Figura

4.50a).
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Figura 4.50. Evolucion del proceso con sistema de control (dia 110 de operacién): a) perfil de pH y
materia organica dosificada, b) perfiles de potencial redox y oxigeno disuelto (OD) y tbpORP.

Durante el Periodo IV se operd el proceso sin sistema de control, utilizando los valores
promedio obtenidos durante el Periodo Ill para fijar la duracion de los ciclos y la dosificacion
de materia organica. Estos valores corresponden con: duraciones de las etapas aerobia y
andxica de 1.9 horas y 0.77 horas, respectivamente, estableciendo la duracién de cada ciclo de

operacién en 2.67 horas (9 ciclos por dia). Ademads, se dosificé en cada ciclo 36.5 mg DQO L™.
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Durante este periodo se mantuvo la dindmica diaria de la variacién del caudal afluente seguida
durante el periodo lll. Los resultados obtenidos de |la evaluacién de este periodo indicaron que
el porcentaje de eliminacién de nitrdgeno amoniacal fue del 98%. Se observé para el dia 134
(Figura 4.49) un incremento de la concentracidn de nitrato en el reactor (1 mg N-NO; L™ a 5 mg
N-NO; L™) debido posiblemente a la prolongada duracion de las etapas aerobias durante el

tiempo en el que el proceso se encontraba operando con bajo caudal afluente.

La Figura 4.51b muestra la evolucién del proceso a lo largo del dia 140 de operacion, que
corresponde al Periodo IV. Tal y como se observa en la Figura 4.51a, el perfil de pH presentd
variaciones similares a las obtenidas en el Periodo Ill (Figura 4.51a). Sin embargo, en aquellos
ciclos en los que la concentraciéon de nitrito en el licor mezcla fue baja (operacién del proceso
con caudal afluente bajo) se observd que el pH se mantuvo constante al final de la etapa
anodxica, indicando la reduccién completa del nitrito antes de la finalizacion de la etapa
anodxica. Esta situacion también se observé en el perfil del potencial redox, el cual fue muy
negativo en los ciclos en los que el nitrito fue completamente consumido antes de la

finalizacion de la etapa andxica.

La comparacidon de la operacién del proceso entre los periodos Ill y IV indicd que la
concentracion de nitrégeno amoniacal y nitrito en la corriente efluente del reactor SHARON
fue practicamente similar en ambos periodos: 1.5 mg N-NH, L™ y 6.1 mg N-NO, L™ en el
Periodo Ill; 1.7 mg N-NH, Lt y 6.0 mg N- NO, L en el Periodo IV. Sin embargo, se observaron
diferencias en la concentracidn de nitrato en la corriente efluente del reactor: <1 mg N-NO; Lt
en el periodo Il y 5 mg N-NO; L™ en el periodo IV. Los resultados obtenidos indican que el
sistema de control desarrollado es apto para eliminar el nitrdgeno amoniacal via nitrito frente

a variaciones repentinas de la carga afluente al proceso SHARON.
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Figura 4.51. Evolucion del proceso sin sistema de control (dia 140 de operacion): a) perfil de pH y
materia organica dosificada, b) perfiles de potencial redox y oxigeno disuelto (OD).

lll) Variaciéon de la concentracién de nitrégeno amoniacal

Durante los periodos del V al VIl se realizé la validacidn del sistema de control variando en
cada periodo la concentracién de nitrdgeno amoniacal en la corriente afluente al reactor
SHARON. Tal y como muestra la Figura 4.49 durante el Periodo V la concentracién de
nitrégeno amoniacal en la corriente afluente se establecid en 400 mg N L%, y segun los
resultados obtenidos, y recogidos en la Tabla 4.21, se puede afirmar que se alcanzd una
adecuada eliminacién de amonio via nitrito. Resultados similares fueron obtenidos durante el
Periodo VI, en el que la concentracién de nitrégeno amoniacal se incrementé a 450 mg N L.
Para el dia 168 se observa la acumulacién de amonio, nitrito e incluso nitrato en la corriente
efluente del reactor, alcanzando concentraciones de 16 mg N-NH, L 13 mg N-NO, L? y 6 mg
N-NO; L™, respectivamente. Esta acumulacién fue ocasionada por un fallo registrado en la
bomba de alimentacién del reactor, que provoco el cese de la alimentacidn al proceso durante
12 horas. Tras la sustitucion de la bomba de alimentacidn el sistema de control fue capaz de

eliminar los compuestos nitrogenados acumulados, y llevar el proceso nuevamente a una
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situacién de estabilidad con altos rendimientos de eliminacidn de nitrégeno amoniacal. En la
Figura 4.49 se puede observar que la actuacidn del sistema de control fue adecuada
manteniendo el porcentaje de eliminacion de amonio en torno al 98% en ambos periodos
experimentales.

Tabla 4.21. Valores promedio de las concentraciones de los compuestos nitrogenados determinadas
en la corriente efluente del reactor SHARON en los ciclos estables de operacién de los periodos V al

VIIl en los que se alcanzé un porcentaje de eliminacidn de nitrégeno amoniacal via nitrito en torno al
98%.

Corriente Corriente
Periodo Afluente Efluente
N-NH, mg L™ N-NH, mg L™ N-NO, mgL'  N-NO;mglL™
\'} 400 1.0+0.2 3.9+1.5 1.0£0.7
Vi 450 2.41+0.8 4.0+0.8 0.8+0.1
Vil 550 1.840.2 3.80.2 1.0£0.1
VI 350 0.940.1 2.410.3 0.6+0.4

En el Periodo VII se incrementd la concentracién de nitrégeno amoniacal a 550 mg N L™ en la
corriente afluente al proceso. Este incremento tan brusco de la concentracién de amonio,

1 ocasiond la

pasando de 450 mg N-NH, L™ en el periodo anterior a 550 mg N-NH, L
acumulacion de amonio en el reactor SHARON (en torno a 14 mg N-NH, L). La respuesta del
sistema de control fue incrementar la duracidon de las etapas aerobias para favorecer la
eliminacién de amonio, e incrementar la dosificacién de metanol para reducir el nitrito
producido. Para el dia 205 (Figura 4.49) se alcanzd una eficiencia de eliminacion de nitrégeno
amoniacal del 98%. La duracion promedio de las etapas aerobia y andxica, asi como la cantidad
de metanol dosificado en cada ciclo de operaciéon cuando el proceso estuvo estable y con
porcentajes de eliminacidon de nitrégeno amoniacal en torno al 98% se recogen en la Tabla
4.22.

Tabla 4.22. Valores promedio de la duracién de las etapas aerobia y andxica, y dosis de metanol en los

ciclos estables de operacion de los periodos V al VIl en los que se alcanzé un porcentaje de
eliminacion de nitrégeno amoniacal via nitrito en torno al 98%.

Corriente Duracion Duracion Duracion Metanol
; Afluente Etapa aerobia Etapa andxica Ciclo dosificado
Periodo N-NH
oy horas % horas % horas mg DQO d*
mglL
\" 400 1.9240.2 72.7 0.72+0.1 27.3 2.64 1782 + 50
\" 450 2.0240.1 74.0 0.71+0.1 26.0 2.73 1910+ 70
Vil 550 2.3040.1 78.5 0.63+0.1 215 2.93 2066 + 63

\VALL 350 1.84+0.2 77.6 0.53+0.1 22.4 2.37 1705 + 60
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En el Periodo VIII se redujo la concentracién de nitrégeno amoniacal a 350 mg N L™, y en
respuesta, el sistema de control redujo la duracién de las etapas aerobias y andxicas, asi como
la dosis de materia organica dosificada en cada ciclo (Tabla 4.22). Mediante la accién del
sistema de control se consiguid durante este periodo que la eliminacion de nitrégeno

amoniacal fuera del 98%.

Las acciones del sistema de control permitieron ajustar adecuadamente la duracién de las
etapas aerobia y andxica, y la dosis de materia organica en funcién de la concentracién de
nitrégeno amoniacal en la corriente afluente al proceso SHARON. Es asi como éstas se
incrementaron cuando la concentracidn de amonio se incremento, y se redujeron cuando la
concentracion de amonio se redujo en la corriente afluente al reactor. Ademas, el sistema de
control fue capaz de actuar frente incrementos en la concentracion de los compuestos

nitrogenados en el licor mezcla del reactor, ocasionados por fallos operativos.

IV) Validacion empleando sobrenadante real de la deshidratacion de fangos digerido

anaerobicamente (EDAR de la cuenca del Carraixet, Valencia)

Durante el periodo IX se procedié a evaluar el funcionamiento del sistema de control
desarrollado para el proceso SHARON empleando el sobrenadante de la deshidratacién del
fango digerido anaerdbicamente procedente de la EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia).
La idea de emplear este tipo de corriente responde a la necesidad de comprobar el
funcionamiento del sistema de control frente a la dinamica y caracteristicas intrinsecas de la
corriente que realmente va a tratar el proceso SHARON cuando esté implementado en una
EDAR. La caracterizacidén de esta corriente se encuentra en la Tabla 4.18. Durante este periodo
se decidi6 incrementar el caudal de tratamiento del proceso a 2 L d™ con el objetivo de forzar

la respuesta del sistema de control frente a una carga de tratamiento mayor.

En la Figura 4.49 se puede observar que la concentracion de nitrogeno en la corriente afluente
al proceso se situd inicialmente alrededor de 550 mg N-NH, L™, y permanecié en torno a este
valor durante 20 dias de operacion (del dia 221 al dia 241). Durante esta primera parte del
periodo se observé la acumulaciéon de amonio (14 mg N-NH, L™) y nitrato (30 mg N-NO; L") en
el reactor. La acumulacion de amonio ocasiond que el sistema de control incrementara la
duracidn de los ciclos de operacidn, y principalmente de la etapa aerobia, para hacer frente a
la concentracién tan elevada de nitrégeno del afluente en comparacién con el periodo previo
de operacidn (Periodo VIII). Esta accién favorecio el crecimiento de los organismos AOB en el
reactor, pero también el de los organismos NOB, responsables de la oxidacion del nitrito a

nitrato.
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A partir del dia 241 la concentracidn de nitrdgeno amoniacal en la corriente afluente fue de
700 mg N-NH, L y la concentracidn de amonio acumulado en el licor mezcla del reactor
alcanzé valores en torno a 87 mg N-NH, L™, mientras que la concentracidn de nitrito y nitrato
acumulado alcanzaron concentraciones en torno a 32 mg N-NO, L™ y 30 mg N-NO; L7,
respectivamente. Debido a que la respuesta del sistema de control no se considerd
suficientemente rapida en términos de incremento de la dosis de materia organica, para el dia
242 se procedié a afinar los centros de la variable de desfuzzificaciéon “incremento de la dosis
de materia organica u(AVd)”, los cuales se encuentran recogidos en la Tabla 4.23. Tras esta
modificacién se puede observar en la Figura 4.49 la reduccion paulatina de la concentracién de
nitrito y nitrato en el reactor.

Tabla 4.23. Valores de los parametros de desfuzzificacion del sistema de control para optimizar la
dosificacion de materia organica.

Parametros de Desfuzzificacion
Avd
p(AVd)GN u(AVd)PN p(avd)c p(avd)pp p(Avd)GP
CGN CPN CC CPP CGP
Valores anteriores -0.70 -0.35 0.00 0.35 0.70
Valores redefinidos -1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

A partir del dia 260 se observdé como la concentracidon de nitrégeno amoniacal comenzé a
descender, debido principalmente al incremento de la biomasa en el reactor. La concentracion
de sdlidos suspendidos volatiles a partir del dia 260 alcanzd valores en torno a 1100 mg SSV L
! casi un 40% mas de concentracion de biomasa de lo obtenido en la parte inicial de este

periodo experimental (700 mg SSV L'Y).

La Figura 4.52 muestra la evolucion de los perfiles de pH, potencial redox y materia orgdnica
dosificada a lo largo de los ciclos realizados durante los dias 264 y 265 de operacion. En esta
figura se puede observar que al final de la etapa andxica del ciclo 4 el valor del potencial redox
descendidé bruscamente tras la eliminacion del nitrito del reactor, lo cual fue confirmado
analiticamente en el laboratorio. El valor del potencial redox descendié desde -105 mV al final
de la etapa andxica en el ciclo 3 a -160 mV al final de la etapa andxica del ciclo 4. Tras la
eliminacion del nitrito acumulado (a partir del ciclo 4), el sistema de control identificd varios
puntos de inflexidon en el perfil del potencial redox (tbpORP) en los ciclos del 4 al 10, por lo que
la dosificacién de materia organica fue progresivamente reducida, desde 160 mg DQO L en el
ciclo 4 a 60 mg DQO L™ en el ciclo 13. En los ciclos posteriores al ciclo 13 la dosificacion de
materia organica permanecid casi constante debido a que en cada ciclo se dosificd la materia

orgdanica necesaria para desnitrificar el nitrito producido en la etapa aerobia de ese ciclo.
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Figura 4.52. Evolucién de los perfiles de pH y potencial redox y materia organica dosificada durante los
ciclos realizados en los dias 264 y 265 de operacion (Periodo IX).

De acuerdo con los resultados obtenidos durante el proceso de validacion, el sistema de
control desarrollado, basado en légica difusa, demostré la aplicabilidad de los sensores de pHy
potencial redox como herramientas para el control en tiempo real del proceso SHARON
operado en continuo para la nitrificacidn y desnitrificacion via nitrito, en el que se adiciondé una
fuente de carbono organica externa. En todos los periodos evaluados el sistema de control
ajusté automaticamente la duracién de las etapas aerobia y andxica en cada ciclo de
operacion, y optimizé la dosificaciéon de la materia organica necesaria para llevar a cabo el
proceso de desnitrificacién. Mediante la implementacion del sistema de control se alcanzaron
porcentajes de eliminacion de nitrégeno amoniacal via nitrito en torno al 98%, siendo éste
capaz de actuar adecuadamente frente a variaciones de la carga de nitrégeno amoniacal en la
corriente afluente, y variaciones intrinsecas de la corriente de sobrenadante deshidratado
procedente de la digestién anaerobia de fangos de la EDAR de la cuenca del Carraixet en

Valencia.
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5 CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis doctoral se ha estudiado exhaustivamente el proceso de nitrificacién y
desnitrificacién via nitrito en un reactor SHARON, para eliminar el nitrégeno amoniacal de la
corriente del sobrenadante de la deshidratacion de fangos estabilizados mediante digestion
anaerobia. A continuacién se describen las conclusiones mas importantes de este trabajo de

tesis doctoral:

1. La puesta en marcha del reactor SHARON de nitritacidon parcial se puede conseguir
empleando como indculo biomasa procedente de un sistema convencional de fangos
activados con eliminacidn bioldgica de nitrédgeno. Esta puesta en marcha puede llevarse a
cabo mediante la imposicidn de altas concentraciones de amonio y alcalinidad, asi como
de elevada temperatura (30-352C) desde el inicio de operacién, lo cual no afecta
negativamente al desarrollo de las poblaciones de microrganismos AOB presentes en el
indculo. También es posible llevar a cabo la puesta en marcha del proceso adaptando la
biomasa a altas concentraciones de amonio, alcalinidad y temperatura de manera
progresiva. Sin embargo, para conseguir la nitritacion parcial, ambas estrategias de
puesta en marcha del reactor SHARON requieren de la operacion del proceso con

tiempos de retencion celular superiores a 1 dia.

2. A pesar de la elevada concentracién de nitrogeno amoniacal en el sobrenadante
deshidratado procedente de la digestién anaerobia de fangos, las concentraciones de
sélidos suspendidos totales (SST) y sélidos suspendidos volatiles (SSV) en el reactor
SHARON suelen ser relativamente bajas (< 1 g L™). Esto se debe a que los organismos
amonioxidantes presentes en este tipo de sistemas tienen bajos rendimientos de
produccién de biomasa por unidad de sustrato. A pesar de ello, el proceso funciona de
manera estable y permite obtener un adecuado rendimiento de oxidacién de nitrégeno

amoniacal a nitrito (en torno al 50%).

3. Mediante la aplicacion de la técnica de hibridacion in situ FISH a lo largo de la operacion
del reactor SHARON se determind que los organismos que predominan en este tipo de

proceso pertenecen a las especies Nitrosomonas europaea spp y Nitrosomonas eutropha

spp.

4. El amoniaco (NH3) es el sustrato de las especies de organismos AOB presentes en el

reactor SHARON. La concentracién de amoniaco con la que los organismos AOB alcanzan
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la mitad de su actividad maxima fue determinada en 0.32 mg N-NH; LY, Esta
concentracién de amoniaco equivale a una concentracién de amonio de 40 mg N-NH, a
pH 7 y 309C. Este valor indica que el proceso SHARON es una tecnologia interesante para
su aplicacién sobre corrientes de recirculacion de agua residual con elevada
concentracién de nitrdgeno amoniacal, en las que alcanzar un elevado porcentaje de

eliminacion de nitrégeno es mas importante que obtener un efluente de alta calidad.

5. La salinidad es la responsable de la inhibicién de estos organismos AOB en procesos de
tratamiento de corrientes con elevada concentracién de nitrogeno amoniacal. La
concentracién de sal que reduce a la mitad la actividad maxima de los organismos AOB

. -1 ..
presentes en el reactor SHARON fue determinada en 0.3 mol L™. La elevada salinidad
puede ser uno de los factores responsables de que en el reactor SHARON se desarrollen
especies de organismos AOB diferentes a los comuUnmente encontradas en los procesos

de fangos activados de eliminacién de nutrientes.

6. El acido nitroso (HNO,) inhibe la actividad de los organismos AOB. La concentracién de
acido nitroso que reduce a la mitad la actividad maxima de los organismos AOB
presentes en el reactor SHARON se determind en 1.32 mg N-HNO, L™. Para alcanzar este
valor se necesitaria una concentracion muy elevada de nitrito y valores de pH inferiores a
7 en el reactor, por lo que se puede concluir que el tipo de organismos AOB desarrollados

en el reactor SHARON presentan alta tolerancia al nitrito.

7. El rango de pH éptimo para los organismos AOB presentes en el reactor SHARON se
encuentra entre 7.4 y 7.8. El pH dptimo varié en funcién de las condiciones del reactor,
por lo que los organismos AOB presentes en el reactor SHARON son capaces de
adaptarse a las condiciones ambientales. Valores de pH superiores al pH dptimo
mostraron una inhibicién de la actividad de AOB mucho mayor que la observada a

valores de pH inferiores al pH éptimo.

8. El rango de temperatura optimo para los organismos AOB presentes en el reactor
SHARON se encuentra entre 35 y 402C. A una temperatura de 452C la actividad de los
organismos AOB no es estable y desciende rapidamente. El modelo modificado de
Ratkowsky reprodujo adecuadamente los resultados experimentales obtenidos en el

rango de temperatura evaluado (15-402C).
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La monitorizacién del reactor SHARON mediante sensores de pH, potencial redox vy
oxigeno disuelto permite conocer el estado de los procesos de nitrificacion y
desnitrificacién via nitrito en cada momento de operacion. Las conclusiones que se
presentan a continuacion son aplicables a corrientes de agua residual con caracteristicas
similares a la corriente del sobrenadante procedente de la deshidratacion del fango
previamente sometido a un proceso de digestion anaerobia (baja concentracién de

materia orgdnica en relacion al nitrégeno amoniacal):

- Lafinalizacion del nitrégeno amoniacal acumulado durante la etapa andxica del ciclo
previo de operacion es identificada mediante la reduccién de la velocidad de
descenso del pH en la etapa aerobia. El andlisis de la velocidad de descenso del pH en
condiciones aerobias puede ser empleado para optimizar la duracién de la etapa

aerobia de cada ciclo de operacién.

- El descenso de pH en condiciones aerobias (ApHag) sigue un comportamiento lineal
con la concentracién de nitrégeno amoniacal en la corriente afluente al proceso
SHARON, por lo que el porcentaje de oxidacién de amonio puede ser estimado

mediante la monitorizacién del pH.

- El incremento de pH durante la etapa andxica (ApHax) sigue un comportamiento
lineal con el descenso de pH en la etapa aerobia previa (ApHag). Un ciclo de
operacion en el que la desnitrificacion sea incompleta puede ser detectado mediante

el anadlisis de la variacion del pH a lo largo del ciclo.

- La finalizacién del proceso de desnitrificacion puede ser identificada por la
estabilizacidn del pH y la presencia de un punto de inflexién en el perfil del potencial
redox durante la etapa andxica. La estabilidad del pH puede ser debida a la reduccién
total del nitrito producido durante la etapa aerobia en cada ciclo de operacién y/o al
agotamiento de la materia organica; mientras que el punto de inflexién en el perfil

del potencial redox es consecuencia de la reduccidn total del nitrito.

- En la operacion del proceso SHARON en continuo no se identificé el punto de
inflexion en el perfil del potencial redox en muchos de los ciclos en los que el nitrito
se habia agotado. Por lo tanto, se propone utilizar la estabilizacién del pH como

criterio para determinar la duracion de la etapa andxica.
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10.

11.

- La adicién en exceso de materia organica durante la etapa andxica ocasiona la
presencia de un punto de inflexién en el perfil del potencial redox al inicio de la etapa
aerobia del ciclo siguiente de operacidn. El tiempo que transcurre desde el inicio de
la etapa aerobia y el momento en el que se detecta el punto de inflexiéon puede ser
empleado como una medida indirecta de la cantidad de materia organica adicionada
en exceso en el ciclo previo de operacion del reactor SHARON vy, por tanto, puede ser

empleada como un parametro para optimizar la dosificacion de materia organica.

- La informacién aportada por los sensores de pH, potencial redox y oxigeno disuelto

permiten detectar fallos en la operacion del proceso SHARON.

La informacidén aportada por los sensores de pH y potencial redox es muy util para llevar
a cabo el control automatico y en tiempo real de los procesos implicados en la operacién
en continuo del reactor SHARON de nitrificacién y desnitrificacion via nitrito. La
implementacion del sistema de control desarrollado, basado en ldgica difusa, permitio
optimizar la duracién de las etapas aerobia y andxica en cada ciclo de operacién, asi
como optimizar la dosificacidn al inicio de cada etapa andxica de la materia orgdnica

necesaria para llevar a cabo el proceso de desnitrificacion.

La implementacion del sistema de control desarrollado presentd las siguientes ventajas,
en comparacién con la operacidn del proceso SHARON mediante ciclos de duracién fija 'y

dosificaciéon constante de materia orgdnica:

- Mejora de la calidad del efluente del reactor SHARON al optimizar la duracién de las
etapas aerobia y andxica. La concentracidn de nitrégeno amoniacal descendidé desde
12 a 2 mg NH,-N L, por lo que el porcentaje de eliminacién de nitrégeno amoniacal
se incrementd del 95 al 98% tras la implementacion del sistema de control. La
duracién promedio de cada ciclo de operacidn descendié desde 4 horas (operacion
con duracién fija) a 2.9 horas (operaciéon con sistema de control). Al operar el
proceso con ciclos de duracion optimizada se reduce el nitrégeno amoniacal
acumulado en las etapas andxicas. Asimismo, la optimizacion de la duracién de la
etapa aerobia permitié reducir las concentraciones de amonio y nitrito en el licor

mezcla del reactor.
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Optimizacién de la dosificacion de materia orgdnica. La dosificacion de materia
organica se redujo desde 2100 mg DQO d* a 1332 mg DQO d* tras la
implementacion del sistema de control. Esta reduccion supone cerca del 36% en

ahorro econdmico en términos de fuente de carbono orgéanica externa.

Flexibilidad y capacidad de adaptarse y actuar adecuadamente frente a variaciones
de la carga de nitrogeno amoniacal en la corriente afluente al proceso SHARON. Se
ha demostrado su aplicabilidad frente a variaciones intrinsecas de la corriente de
sobrenadante deshidratado procedente de la digestion anaerobia de fangos de la

EDAR de la cuenca del Carraixet (Valencia).
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DESARROLLOS FUTUROS

El trabajo de tesis doctoral realizado supone un avance en el conocimiento de los procesos de

eliminacién de nitrégeno via nitrito de las aguas residuales. Esta investigacion se ha centrado

en el estudio de los procesos SHARON de nitritacion parcial y, de nitrificacion y desnitrificacion

via nitrito. Los desarrollos futuros propuestos son:

Analisis estadistico de la informacidn recopilada por los sensores de pH y potencial redox
instalados en el reactor SHARON vy las analiticas de laboratorio, con el fin de establecer un
sistema de monitorizacidon en tiempo real del proceso que permita detectar posibles
anomalias en su comportamiento y diagnosticar rdpidamente causas. También se
construirdn diversos modelos predictivos que permitan relacionar las variables de

medicion directa (sensores) con las analiticas de laboratorio.

El proceso SHARON de nitrificacion y desnitrificacién via nitrito requiere de una fuente
externa de materia orgdnica para llevar a cabo el proceso de desnitrificacion, lo que
supone un coste econdmico. Por tanto, se plantea como desarrollo futuro el estudio del
proceso de oxidacién anaerobia de amonio (ANAMMOX), y su acople con el proceso
SHARON de nitritacion parcial. Mediante la operaciéon conjunta de estos procesos es
posible eliminar el coste econdmico que supone el empleo de materia organica externa, y

reducir el coste asociado a la aireacion.

Desarrollo de sistemas de control para los procesos SHARON-ANAMMOX empleando la
informacidn procedente de sensores industriales de bajo coste (pH y potencial redox). Se
plantea como desarrollo futuro el disefio, implementacién y validacién de un sistema de
control de eliminacidn bioldgica de nitrégeno via nitrito llevado a cabo por organismos

autotrofos.

Implementacion de la tecnologia SHARON de nitrificacidn y desnitrificacion via nitrito en
una EDAR, a escala industrial. Se plantea como desarrollo futuro la puesta en marcha vy la
operacion del reactor SHARON mediante el empleo del sistema de control desarrollado
utilizando sensores industriales de bajo coste (pH y potencial redox). Ademas, con el
objetivo de reducir costes se plantea el estudio en planta de diversas fuentes de carbono

orgdanico disponibles en la zona de emplazamiento de la EDAR.
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Estudio de las emisiones de 6xido nitroso (N,O) y d6xido nitrico (NO) procedentes de las
tecnologias de eliminacién de nitrégeno via nitrito de las aguas residuales. Estos gases
contribuyen al aumento del efecto invernadero y cambio climatico global. Por tanto, se
plantea como desarrollo futuro el disefio, implementacién y validacién de una
metodologia experimental que permita determinar y cuantificar las emisiones de N,O y

NO procedentes de los procesos de eliminacién de nitrédgeno via nitrito.

Estudio del proceso de nitrificacion y desnitrificacion simultanea (SND) para la
eliminacion de nitrégeno amoniacal de la corriente del sobrenadante procedente de la
digestion de fangos digeridos anaerdbicamente. Los resultados obtenidos del estudio que
se plantea se podrian comparar con los resultados obtenidos del proceso SHARON,
recogidos en este documento de tesis doctoral, con el objetivo de evaluar diferentes

alternativas de tratamiento para este tipo de corriente de agua residual.
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