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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la recuperacion y tratamiento de las aguas residuales es
compromiso fundamental para poder preservar los ecosistemas mundiales, la
implementacion de procesos de tratamiento y el mejoramiento de los procesos
existentes es una necesidad, por esta razon se han generado numerosas
investigaciones para un mejoramiento continuo de todos los procesos de

tratamiento de aguas residuales.

La contaminacion generada por el avance industrial y el crecimiento demografico
va desde los desechos solidos hasta la contaminacion de las fuentes hidricas.
Existen diversos tipos de tratamientos enfocados a la remocién de contaminantes
de las aguas residuales, pero en su mayoria se enfocan en la remocion de la
carga organica, dejando presentes en altas concentraciones compuestos como el
fésforo o el nitrégeno (Ahn, 2006), la presencia de elevadas concentraciones de
compuestos nitrogenados ademas de ser toxicos, cambian las proporciones de los
nutrientes en el cuerpo receptor poniendo en riesgo el equilibrio del ecosistema

en el cual se estan vertiendo las aguas residuales.

Para la remocion de los compuestos nitrogenados contaminantes de aguas estan
planteados tratamientos como las lagunas de maduracion, el proceso de
nitrificacion-denitrificacion entre otros. Los sistemas de tratamiento mas utilizados
en la actualidad son la nitrificacion — denitrificacion por etapas, siendo eficientes
en la remocion pero demandan altas cargas organicas en la denitrificaciébn para
permitir la transformacion de los nitratos, posterior a la nitrificacion del amonio en
la cual se requiere oxigenacion; o grandes terrenos para lograr la asimilacion de
los compuestos por parte de algas en las lagunas de maduracion, estas algas
requieren la luz solar por lo que la profundidad del lecho donde se realizara el
tratamiento no puede ser alta (Mara, 1992).
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Debido a todos los factores limitantes que se presentan para la implementacion de
un tratamiento de remocion de compuestos nitrogenados, las investigaciones
basadas en la utilizacion de diferentes géneros de bacterias han dado buenos
resultados en la remocion de contaminantes. Ademas, bajo la idea de aplicacion
de sostenibilidad son necesarias tecnologias de bajo costo y cada vez mas
eficientes, técnicas que no generen lodo en exceso y que disminuyan los

consumos de carbono organico como fuente extra necesaria.

Parte de los avances obtenidos en el mejoramiento de los procesos de
tratamiento, es el proceso mediante la utilizacion de microorganismos anammox
(oxidantes anaerobios de amonio) (Sanabria et al., 2009), Estos microorganismos
transforman el amonio y el nitrito directamente a nitrégeno molecular
disminuyendo los costos que generan los tratamientos convencionales, ahorrando

hasta un 90% en los costos de operacion (Wang et al., 2009).

En este trabajo se enriquecié un cultivo de anammox iniciando en reactores por
lotes y posteriormente pasando estos indculos a un reactor biolégico secuencial
(SBR) en el cual se monitorearon los consumos de sustratos cargados durante 4

meses de operacion.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Construir y evaluar a escala de laboratorio un bioreactor para remover compuestos

nitrogenados de aguas residuales mediante el proceso anammox.

2.2 Objetivos especificos

e Estudiar las condiciones de arranque y montaje del reactor a partir de
recomendaciones en la literatura.

e Enriguecer un cultivo anammox a partir de indculos locales para la puesta
en marcha del reactor.

e Monitorear el rendimiento de remocién de nitrégeno presente en el reactor

en forma de nitrito y amonio.



3. MARCO TEORICO
3.1 Antecedentes

Las bacterias anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation) son organismos
quimiolitoautétrofos (pueden utilizar compuestos inorganicos como aceptores de
electrones para la sintesis de adenosin trifosfato (ATP)); el proceso realizado por
estos microorganismos oxida el amonio utilizando el nitrito como aceptor de
electrones en un ambiente andxico, esta transformacion lleva directamente el

nitrito y el amonio a nitrégeno molecular y trazas de nitrato (NO3)).

Investigaciones realizadas por Broda (1997), predijeron por medio de célculos
termodinamicos la existencia de ciertos microorganismos quimiolitoaut6trofos
capaces de oxidar el amonio utilizando el nitrito como aceptor de electrones, casi
dos décadas después, mientras se realizaba una investigacion en una planta de
tratamiento de aguas residuales, observé que se presentaba conversion de la
carga de amonio alimentada al digestor anaerobio, revisando estos resultados, y
planteando balances de nitrdgeno propuso junto a otros investigadores una
expresion para el proceso confirmando lo propuesto en 1977,la Ecuacion 1

muestra la expresion que concluyeron luego de la investigacion (Mulder, 1995).

SNH} +3N05 — 4N, + 9H,0 + 2H* Ec.1

Se en 1977 planteaba que el proceso ocurria de manera que el nitrato era utilizado
como aceptor de electrones, lo cual era incorrecto. En 1995 se realizaron multiples
ensayos de actividad, se confirmo que la disminucion de la carga de amonio era
realizada por microorganismos Yy posteriormente mediante ensayos con
trazadores, llegaron a la conclusion de una expresion de la reaccion (Van de
Graaf et al., 1996), esta expresion era diferente a la planteada por Mulder, ya que
el aceptor de electrones era el nitrito y no el nitrato, en la Ecuacion 2 se observa la

ecuacién planteada por Van de Graaf.



NHf + NO; — NO, + H,0 Ec.2

Van de Graaf plante6 coeficientes para esta ecuacion, y en 1999 Strous en
conjunto a otros investigadores, utilizando los datos dados por van de Graaf y
planteando condiciones Optimas para el proceso en un reactor semicontinuo,

llegaron a la siguiente expresion.

NHf + 1.3N0; + 0.066HCO5 + 0.13 H* > Ny + 0.26N03 + 0.066CH,0,45Ny 15 + 2H,0  Ec.3

Todas estas investigaciones dieron paso a busquedas de mejoras para el proceso,
se realizaron montajes de reactores de membranas en las que queda adherida la
comunidad de microorganismos permitiendo la estabilizacién de los mismos. Los
ensayos realizados en reactores de membranas consistian en cargar el sistema
con aguas residuales sintéticas a las cuales se les regulaba la concentracion de
nitrito y de amonio dependiendo de los resultados de la remocion en el reactor; a
medida que se consumia mas cantidad de nitrito y amonio, se aumenta la

concentracion de los sustratos en las aguas sintéticas cargadas.

Las aguas residuales no se encontraban en proporciones equivalentes de amonio
y nitritos, por esta razén era necesario implementar un proceso preliminar al
proceso anammox, como el proceso de nitrificacién parcial, el cual transforma el
amonio a nitrito parcialmente hasta lograr una relacién adecuada de (NO,/NH,")
(Dongen et al., 2001).

En los sistemas de tratamiento de aguas residuales, el tratamiento secundario
remueve la carga organica y transforma el amonio a nitrito y nitrato, al mismo
tiempo, ya que los microorganismos oxidantes aprovechan las condiciones del

proceso para realizar su metabolismo.

El proceso anammox requiere de concentraciones de amonio y de nitrito similares

en el agua residual a tratar, los microorganismos de este género pueden realizar

su metabolismo en condiciones de oxigeno limitadas, permitiendo asi que los
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microorganismos oxidantes de amonio como las nitrosomonas transformen el
amonio a nitrito generando las condiciones necesarias por los anammox. Se
encontré que bajo estas condiciones (nitritacion parcial- anammox en un reactor
con oxigeno limitado) se lograba una remocion de 83% del amonio cargado en el
afluente (Kartal et al., 1997).

Diferentes configuraciones de reactores se probaron para el enriquecimiento de
los microorganismos y la aplicacion del proceso anammox, los reactores de
membranas permiten una mejor fijacion de las bacterias en las paredes de las
membranas, dando un crecimiento de mayor actividad (Tsushima et al., 2007).
Este es un disefio de reactor recomendado debido a que permite una retencion
efectiva de biomasa lo cual posibilita trabajar en el sistema con una carga y
descargas continuas, cuidando el tiempo de retencién hidraulica con la desventaja

del alto costo de los sistemas de membranas.

Se conoce que se puede producir una inhibiciéon de los microorganismos a ciertas
concentraciones de nitrito las cuales pueden estar desde 2mM hasta 12mM,
dependiendo del tipo de microorganismos y del medio que provienen los
microorganismos (Dapena-Mora et al., 2007), cargando los sustratos de manera
continua se cuida que sean consumidos y no se acumulen llegando a una

concentracion nociva.

En Rotterdam Holanda se monté el primer reactor a escala industrial para el
tratamiento de aguas residuales a partir de anammox. Es un sistema que funciona
con flujo ascendente continuo, el reactor esta configurado en su interior con un
sistema de lecho poroso fluidizado donde se encuentran los anammox
enriquecidos, este sistema tiene una eficiencia de remocion de 90-95 %, la carga

de compuestos nitrogenados es de 10 kg.- N.- m™.( Wouters et al., 2006).

En estos momentos las investigaciones estan centradas en encontrar métodos

que reduzcan el tiempo de enriquecimiento, se han encontrado métodos como el
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de la utilizacion de ultrasonido, el cual evidencié avances de una mejora cercana
al 14 % en el proceso (Xiumei et al., 2010). Los anammox tienen tiempo de
duplicaciéon muy alto, siendo aproximadamente necesarios 12 dias, por lo cual el
arranque de los reactores a escala real puede durar hasta un afio, dependiendo
del in6culo. Con inéculos pre-enriquecidos el tiempo de arranque puede
disminuirse a 3 meses (Wouters et al., 2006).

3.2 Marco conceptual

3.2.1 Tratamiento de aguas residuales

Los avances tecnolégicos y la gran preocupacion por la preservacién del medio
ambiente dan importancia al tratamiento de aguas residuales, ya se han
desarrollado diversos métodos para mejorar la calidad y poder devolver el agua
residual a los cuerpos de agua bajo unas cargas contaminantes minimas, pero
aun asi siguen surgiendo inconvenientes al momento de montar el tratamiento por

los costos que demandan.

Amplios estudios han implementado desde hace afios la utilizacion de
microorganismos en los tratamientos de aguas residuales empezando a
comienzos del siglo XX (Rittmann, 2001), de hecho el tratamiento de aguas
residuales se basa en tratamientos biol6gicos en gran parte, donde una amplia
serie de microorganismos se encargan de degradar la carga organica y los

nutrientes contenidos en ellas.

Continuas investigaciones (Wei et al.,, 2003; Koivunen et al., 2003) han dado
nuevas formas de aplicacion para los tratamientos biolégicos, modificando los
tratamientos ya existentes con la idea de disminuir costos y aumentar la eficiencia

del proceso.



3.2.2 Etapas de tratamiento de aguas residuales

3.2.2.1 Tratamiento primario. Son también denominados pretratamientos, los
cuales implican la reduccién de sdlidos en suspension, o del acondicionamiento de
las aguas residuales ya sea por neutralizacion u otros, se remueven grasas,

sélidos gruesos y arenas (Ramalho, 1996).

Los principales tratamientos primarios son los siguientes:

Cribado o desbrozo: Esta formado por multiples rejillas de distintos
tamanfos, las cuales reducen los sélidos en suspension de los afluentes de
aguas residuales, alcanzan una remocion de un 25% de los sélidos totales

suspendidos.

Sedimentacion: Esta etapa consigue una remocion de hasta un 60% de los
sélidos suspendidos, puede emplearse en varias partes del proceso de
tratamiento de aguas residuales, y se puede realizar ya sea por simple
sedimentacion discreta, donde no se alteran las propiedades fisicas de las
particulas, o floculada, dando cambios de densidad y aglomerando los

sélidos suspendidos.

3.2.2.2 Tratamiento secundario. El tratamiento secundario se encarga de
disminuir el contenido organico del agua residual degradandolo por medio de los
microorganismos existentes en el medio, entre ellos se pueden destacar la
utilizaciébn de lodos activos y pueden usarse diferentes configuraciones de
reactores para lograr la degradacion de la materia organica, también cuentan con
etapas de sedimentacion utilizando floculantes para separar el producto de la
degradacion y adicionalmente etapas de filtracion. Esta etapa remueve casi

totalmente la carga organica de las aguas residuales tratadas.



3.2.2.3 Tratamiento terciario. Son una serie de procesos destinados a mejorar la
calidad del efluente del tratamiento secundario. Este tipo de tratamiento posee
etapas de separacion de sélidos suspendidos como filtros de arena, adsorcion en
carbon activado (separacion de compuestos organicos), oxidacién quimica

(cloracion, ozonizacién), nitrificacion y denitrificacion, desinfeccion entre otros.

También las lagunas y los humedales son parte de los tratamientos terciarios,
estos son utilizados especificamente para remover las cargas en exceso de
nutrientes presentes en las aguas residuales pre-tratadas como el fésforo o los
compuestos nitrogenados, los humedales y las lagunas permiten equilibrar las
concentraciones de compuestos nocivos presentes en las descargas de aguas
residuales para poder regresarlas a los cuerpos de agua sin que afecten el

ecosistema (Rojas, 2000).

Los tratamientos terciarios son poco aplicados debido al costo de su
implementacion y mantenimiento, en paises en desarrollo solo se contempla la
eliminacién de la carga organica como principal factor, debido a los altos costos de
la implementacién de un tratamiento terciario, permitiendo el vertimiento directo
con un tratamiento incompleto. Si los compuestos nitrogenados y los derivados del
fésforo no son degradados pueden ser toxicos para el sistema acuatico que recibe
los efluentes y toda la fauna y flora que rodea el cuerpo de agua (Rojas, 2000).

3.2.3 Caracterizacion de aguas residuales

La Tabla 1 muestra los compuestos contaminantes presentes en las aguas
residuales, esta clasificacion muestra los que estan presentes en mayores

cantidades y tienen un alto impacto en el medio ambiente.



Tabla 1. Componentes presentes en las aguas residuales.

Solidos en Representan toda la carga orgdnica e inorgdnica
suspension

sélidos existente en el agua residual, es la parte mas
contaminante y a la que estd dedicado
sslidos fundamentalmente el tratamiento de las aguas

sedimentables residuales.

Totales

Se encuentran presentes en las aguas residuales
dependiendo del foco de la contaminacién. Se
remueven mediante sistemas primarios.

Aceitesy
grasas

Durante el proceso de tratamiento de las aguas
residuales se obtienen estos compuestos como
productos de las transformaciones bioldgicas, en
estos procesos el amonio libre y organico se
convierte en estos dos compuestos.

Nitritos

Nitratos

Nitrégeno

Toda la carga inicial que trae el afluente de agua
residual es de amonio organico y amoniaco libre,
este es transformado casi totalmente en el
tratamiento microbioldgico secundario
degradandolo a los nitritos y nitratos.

Organico

Amoniaco

El alto contenido de fosforo en las aguas
residuales es debido a los fertilizantes y a
algunos detergentes, este compuesto genera los
mismos problemas que el nitrégeno cuando es
descargado en altas concentraciones a los
cuerpos de aguas.

fosforo

3.2.4 Ciclo del nitrégeno

El nitrégeno es un elemento que se encuentra presente en los seres vivos, es
indispensable en los procesos biolégicos, ademas cerca del 80% de la atmosfera
es nitrogeno en forma de nitrogeno molecular Na.
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El nitrégeno se transforma a distintos estados de oxidacion y reduccion: pasa de
nitrégeno molecular (N;) a  amoniaco (NH3) y a compuestos carbono-
nitrogenados, luego a 6xidos de nitrogeno, y finalmente a N,, cerrando asi el ciclo
(Warakomski et al., 2007). Los microorganismos son un factor esencial en el ciclo
del nitrégeno, ellos asimilan los compuestos nitrogenados dificiles de

descomponer, reduciéndolos a formas simples facilmente asimilables.

En las ultimas décadas, con el crecimiento demografico, y la alta demanda de los
consumidores de fertilizantes y productos agricolas, la fijacion industrial de
nitrégeno (proceso Haber-Bosch) y la utilizacion de compuestos nitrogenados ha
desbalanceado el ciclo aumentando las cantidades fijadas en la biosfera, las
consecuencias son observadas en los cuerpos de aguas, estos reciben las altas

cargas, y afectan todo el ecosistema.

Las formas de nitrdgeno pueden ser no reactivas (N), o reactivas (todos los otros
compuestos posibles), las no reactivas debe ser transformadas a una forma
reactiva para su circulacion en la biosfera. Las formas de nitrdgeno reactivas se

transforman y aportan al funcionamiento de los seres vivos del ecosistema.

El ciclo del nitrdgeno utiliza microorganismos en sus etapas de transformacion, el
paso de los compuestos organicos como las aminas, amidas y toda forma carbono
nitrogenada a compuestos simples es realizado por diversos microorganismos
aerobios y anaerobios, y los productos de estas transformaciones sirven como

sustrato para otra serie de metabolismos realizados por otros microorganismos

Las bacterias tipo anammox toman el amonio y los nitritos, convirtiéndolos
directamente a nitrogeno molecular en condiciones anaerobias, este metabolismo
es diferente a los metabolismos conocidos hasta los aflos 90 de las bacterias
oxidantes de amonio en el ciclo del nitrégeno, en la figura 1 se muestra el ciclo del

nitrégeno.
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Ciclo del Nitrﬁgenu'

N2 ‘“\;:1 %7
I
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(bacterias) \Q\ ﬁ/
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nitrificantes E NH4+ =+—— |descomponedores

Figura 1. Ciclo del nitrégeno. Tomada de

(http://www.marietta.edu/~biol/102/ecosystem.html)

3.2.5 Procesos de transformacién del nitrégeno

La transformacién del nitrégeno en el ciclo global es realizada por las plantas, las
industrias 'y los microorganismos. Los microorganismos realizan esta
transformacion en el momento de catalizar las reacciones quimicas necesarias
para la obtencion de energia, generacion de biomasa, estos procesos en la
actividad bacteriana estan clasificados en los siguientes procesos (Mandigan,
2004).

3.2.5.1 Fijacion: el proceso de fijacion del nitrogeno ocurre en el momento que el

nitrégeno molecular es fijado en el medio en forma de otros compuestos al
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combinarse con oxigeno o hidrégeno generando amonio y éxidos (NxO) que se
pueden incorporar a la biosfera como compuestos activos, este tipo de

compuestos se genera a partir de reacciones abioticas y también biologicas.

Las reacciones abidticas incluyen descargas eléctricas, fijacion industrial y
procesos de combustion en la atmosfera que luego pasan a la biosfera por medio
de la lluvia, y las reacciones biolégicas son generadas por la conversion del
nitrogeno molecular a amonio (NH,4) por medio de la enzima nitrogenasa (Sprent y
Sprent., 1990).

El crecimiento de las industrias dedicadas a la fijacion de compuestos
nitrogenados (proceso Haber-Bosch) ya sea para generar fertilizantes o cualquier
otro tipo de producto nitrogenado esta alterando el ciclo del nitrégeno, se estan

fijando cantidades mayores al 50% de las fijadas naturalmente. (Vitousek, 1997)

3.2.5.2 Asimilacion: la asimilacién del nitrégeno se da cuando los compuestos
nitrogenados reactivos son absorbidos en el metabolismo por parte de
microorganismos transformandolos en compuestos organicos nitrogenados
(Rittmann, 2001).

3.2.5.3 Nitritacién: La nitrificacion es el proceso en el cual se oxida el amonio a
nitritos, esto se da en presencia de oxigeno, es realizado por Nitrosomonas,

nitrospiras, nitrosolobus entre otras.

Las bacterias nitrizantes son aerobias, y utilizando el oxigeno como aceptor de
electrones transforman el amonio a nitritos por la reaccibn mostrada en la
Ecuacion 4, en la cual se observan todas las transformaciones dadas en la

nitritacion.

2NH, + 30, > 2NO,+ 2H,0 +4H*" Ec. 4
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3.2.5.4 Nitratacion: es el proceso de transformacion del nitrito a nitratos. Los
nitritos se oxidan por medio de microorganismos en ambientes aerobios, las
bacterias del género nitrobacter entre otras, utilizan el oxigeno en su metabolismo
realizando las transformaciones. La segunda parte de la transformacion la realizan
los microorganismos llamados nitrobacter y las nitrospiras entre otros, los cuales

convierten el nitrito a nitrato utilizando oxigeno como lo muestra la Ecuacion 5.
NO; +30, - NO3 Ec.5

Para que el proceso de nitrificacion se pueda efectuar son necesarias altas
concentraciones de oxigeno 7 mg L™ (necesario un burbujeo constante de aire)
(Eckenfelder, 1995).

3.2.5.5 Reduccion desasimilatoria del nitrato: es la transformacion del nitrato
por medio de la enzima nitrato reductasa en un primer paso, el proceso
desasimilatorio transforma el nitrato a nitrito y posteriormente puede tomar
distintas rutas dependiendo de los microorganismo involucrados, generando una
denitrificacién heterétrofa la cual tiene como producto final el N, NoO y NO; o
también una reduccion desasimilatoria de nitrato la cual tiene como producto final

amonio.

Los microorganismos que se encargan de este proceso son facultativos,
guimioheterotrofos, y utilizan el nitrato o el nitrito como aceptor de electrones
generando la energia necesaria para la oxidacion de los compuestos organicos
(Maier et al., 2000).

3.2.5.6 Denitrificacion El proceso de denitrificacion es anaerobio, la mayoria de
las bacterias denitrificantes son heterotrofas, lo que significa que requieren una
fuente de carbono externa como donador de electrones para poder realizar su

metabolismo, esta fuente de carbono puede estar contenida en las aguas
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residuales, pero no es suficiente, siendo necesario agregar una fuente de carbono

organico al tratamiento.
La Ecuacidon 6 muestra la reaccion descrita en el proceso de denitrificacion.
N Ivor + iyt 5 Y 1 = - Lyt ol
5 CisHioN +NO3 + o H™ > = C0; + - N + - HCO3 + - NHJ +-H,0 Ec. 6

La nitrificacién tiende a acidificar el medio, mientras que la denitrificacion lo
alcaliniza, la combinacién de estas dos transformaciones es eficiente, pero
demanda altos costos por la aireacion requerida en la primera etapa, y por la
fuente de carbono organico necesaria en la segunda (Vazques. 2005).

3.2.6 Bacterias anammox

Luego del descubrimiento de los microorganismos que desarrollan el proceso
anammox, se han logrado identificar muchas caracteristicas de su comportamiento

y metabolismo.

Las bacterias anammox son microorganismos quimiolitoautétrofos que realizan la
oxidacion anaerobia del ion amonio como donador de electrones, convirtiéndolo
directamente junto con el nitrito a nitrégeno gaseoso, la Ecuacion 7 muestra la

reaccion producida (Kartal et al., 2007).
NH4+ + NO, — N, +2H,O Ec.7

Los productos intermedios de esta reaccion son la hidracina (N2Hs) y la
hidroxilamina (NH,OH). El proceso inicia cuando el amonio y la hidroxilamina
reaccionan para formar hidracina la cual es oxidada posteriormente a N, en esta
oxidacion se generan 4 electrones que son aprovechados para reducir el nitrito
hasta hidroxilamina y pequefas proporciones de nitrato. El la Figura 2 se muestra

el ciclo de la reaccién del proceso anammox.
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Figura 2. Esquema de la reaccion de los anammox incluyendo las reacciones

intermedias presentadas (Schalk et al .2000).

Este tipo de microorganismos tiene una baja tasa de crecimiento, necesitando
hasta 11 dias para su duplicacién (Kuenen, 2008), esto es por la baja conversion

de sustrato, el consumo de carbono de la bacteria esta en 0.07 mol C mol™* NH,.

Algunos estudios han demostrado que la fijacion de N, y pérdidas de nitrdgeno en
el océano estan ligados a la presencia de nitritos, a altas profundidades la
presencia de nitritos y amonio favorecen el proceso realizado por las bacterias
anammox, también se conoce que pueden asimilar los nitratos, siempre y cuando

tengan presente un formato o un acetato (Kartal et al., 2007).

Las bacterias anammox pertenecen al dominio de los Planctomycetes, del cual se
han reportado ya distintos subgéneros (C. Brocadia anammoxidans,C. Kuenenia
stuttgartiensis, C. Scalindua sorokini y Scalindua brodae, C. Scalindua wagneri,C.

Anammoxoglobus)

Dependiendo del género de anammox que esté presente en el enriquecimiento, el

sistema debera tener ciertas condiciones de operacion, en diversas

investigaciones realizadas con los subgéneros brocadia y Kkuenenia, se

encontraron ciertas diferencias notables como lo son sus actividades de 26.5 nmol

N2/(mg proteina min) a pH 8 y 37°C para C. kuenenia (Egli et al., 2001), y 55 nmol
16



N2/(mg proteina min) pH 8 y 40 °C para C. brocadia (Jetten et al., 1999). El género
kuenenia tiene mayor resistencia a concentraciones de nitrito elevadas, se
mantienen mas activas en poblaciones con bajas concentraciones de células y no

se inhibe facilmente por la presencia de fosfatos.

En la Figura 3 se puede observar una imagen de una bacteria anammox, se
distingue el anammoxisoma -que es un organelo interno donde se produce la

reaccion.

Anammoxisoma

Nucleoide
Ribonlasma
Perfonlasma
Mem

Pared celular

Figura 3. Imagen de un anammox (Kuenen et al., 2008)
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3.2.7 Factores que inhiben el proceso anammox

Las bacterias tipo anammox, por su baja tasa de crecimiento y su naturaleza
anaerobia presentan diversos factores que pueden afectar su proceso dentro de

los cuales estan:

Presencia de oxigeno: el oxigeno inhibe completamente el proceso, esta
inhibicidn es reversible, de manera que si se recupera la anaerobiosis en el medio
donde se encuentran los microorganismos se podra reiniciar el proceso. Se debe
mantener una concentracion inferior a 0.2 mg L™ de oxigeno en el medio para
evitar problemas de inhibicion. Investigaciones de Sliekers et al. (2003) mostraron
que un proceso anammox puede soportar hasta una concentracion limitada de
oxigeno disuelto de 0.5 mg L™, esto seria aplicable para la nitritacién parcial,
donde los microorganismos oxidantes de amonio aerobios pueden utilizar estas
concentraciones de oxigeno para realizar su proceso, transformando el amonio a
nitrito y consumiendo el oxigeno que afectaria a los anammox (procesos CANON
y HOLAND).

pH : se ha definido un intervalo en el cual se mantiene la biomasa activa [ 6.7 —
8.3 ]; Strous et al (1999) afirma que el intervalo 6ptimo para el proceso es de [7.5-
8.0].

Si el medio basal que contiene el sustrato tiene un pH elevado (>8.0) el amonio se
puede transformar en amoniaco y alterar las concentraciones al interior del reactor,
ademas el amoniaco en altas concentraciones es nocivo para este tipo de
microorganismos. La inhibicion del sistema se presenta a pH inferiores a 6.2 hasta
5, donde se puede mantener una inhibiciébn reversible, ya por fuera de este

intervalo el sistema se inhibe irreversiblemente (Strous et al. 1999).

Dependiendo del subgénero de anammox que se esté enriqueciendo se puede

trabajar en diferentes rangos de pH (Ahn et al., 2004).
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Temperatura: entre los 20 y 40 °C la actividad anammox es dependiente de la
temperatura y obedece a la ley de Arrhenius, se estimd una energia de activacion
de 70kJ mol™ (Strous et al., 1999).

Se conoce que la actividad de los anammox es nula a temperaturas menores de
10 °C y mayores de 50°C (Strous et al., 1999). La maxima eficiencia se da en un
intervalo de temperatura de 35 - 40 °C, entendiendo que el proceso puede darse
en otro intervalo de temperaturas (20 °C o 18° C) pero implica demasiado tiempo
de adaptacion de los microorganismos a estas condiciones (Dosta et al., 2008),
ademas que requieren grandes cantidades de biomasa para poder adaptarse
correctamente, siendo asi el intervalo de 30 a 40 °C lo recomendable para el buen

funcionamiento del proceso.

Sustratos y productos de la reaccion: El principal sustrato que inhibe el proceso
anammox es el nitrito, esta inhibicién puede ocurrir si se tiene una concentracion
mayor a 5mM, este valor puede variar dependiendo del subgénero que se tenga
de los microorganismos pero en si, dejar acumular una concentracion por encima
de 5mM de nitrato en el sistema ya estd arriesgando el enriquecimiento. La
inhibicién dada por el nitrito es irreversible (Strous et al., 1999), Se recomienda en
casos de inhibicion por nitrito la adicion de hidracina y hidroxilamina para tratar de
ayudar el proceso metabdlico, teniendo también precaucién con las cantidades de
hidroxilamina agregadas ya que esta es toxica y puede terminar de inhibir el
sistema. Las concentraciones de amonio cercanas a 40 mM pueden inhibir el

proceso (Dapena-Mora, 2007).

Estrés por Agitacion: La agitacion puede afectar el rendimiento de los
microorganismos, se ha comprobado que el estrés por una agitacion alta puede
reducir la actividad de los anammox, velocidades de agitacion superiores a 150
rom pueden estresar la biomasa y también romper los flocs (Arroyo et al., 2006);
siempre se debe mantener una agitacion suficiente para suspender totalmente la

biomasa, si esta se queda inmdvil no se generardn consumaos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Construccion del reactor SBR

Con base en la literatura respecto al disefio, funcionamiento, condiciones de
operacion y ventajas para poder evaluar el comportamiento de los
microorganismos bajo diferentes concentraciones de sustrato se decidié construir

un reactor SBR.
El reactor se construy6 en acrilico considerando su transparencia, menor fragilidad
que el vidrio y bajo costo. Asi como también sus ventajas en cuanto a reduccién

de las posibilidades de presencia de contaminantes.

El reactor debe ser anaerobio, y tener agitacién, en el Anexo (1) se pueden

observar los planos realizados del cuerpo del equipo en su disefio previo.

Las dimensiones del reactor son las siguientes:

Volumen total = 57L

Volumen minimo de operaciéon = 3 L

Volumen de la chaqueta = 34L
Altura = 25cm
Diametro interno = 18cm
Didmetro externo = 24cm

El reactor esta formado por dos partes, un tanque el cual tiene dos cilindros

conceéntricos, el tanque de menor volumen es el de almacenamiento de los
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inodculos y el cilindro exterior es la chaqueta por la cual circula el agua caliente
para mantener la temperatura de operacién. La segunda parte del reactor es la
tapa superior, esta tapa cuenta con 10 aberturas en las cuales se pueden adaptar
las sondas de medicion, conexiones de carga y descarga de sustratos, soluciones
niveladoras de pH, gases de burbujeo, sectores para toma de muestras y una
entrada para el sistema de agitacion, En la Figura 4 se muestra el esquema del

reactor construido.

Motor de

Agitacion Sonda

Descarga de

Carga > N 4 =
Batch sobrenadante
L ]
Abua
Caliente

Carga
Continua

Agua
caliente L

Figura 4. Esquema del reactor SBR anammox construido.
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Para ajustar el tanque y la tapa del reactor se utilizaron 8 varillas de acero
inoxidable de 1/8 pulg. Las varillas estan distribuidas alrededor del reactor, estas

se ajustan con tuercas de seguridad y dan un selle preciso el reactor.

Las entradas y salidas al reactor asi como las sondas son:

Sonda de pH: Sonda de medicién de pH Endress + Hauser. Tophic CPS471, esta
sonda permite adicional a la medicion de pH, la medicién de temperatura mediante

un sistema integrado de medicion.

Entrada de gases: para el burbujeo de los gases se tiene un aro de acero
inoxidable en el fondo del reactor el cual tiene aberturas a lo largo de su
circunferencia las cuales dosifican el gas alimentado al reactor de manera

homogénea.

Sistemas de carga y descarga de sustratos del medio: cada abertura en la
tapa del reactor esta sellada con corchos de caucho; en el Anexo 1b se puede
observar la tapa del reactor. Las entradas y salidas de sustratos se realizan por
tubos de acero inoxidable que atraviesan estos corchos.

Se cuenta con dos entradas, una para realizar una carga de sustrato intermitente y
otra para realizar una carga de sustrato continua. La descarga de sobrenadante
del reactor se realiza por medio de un tubo de acero inoxidable al cual se le puede
graduar la profundidad de succién, permitiendo asi fijar un volumen de descarga
diario sin correr riesgos de sobrepasar el nivel asignado, puede graduarse desde

un volumen minimo de 1 litro hasta 4 litros.

Salida de gases: uno de los tapones en la tapa cuenta con una conexion a una
manguera la cual descarga a una botella vacia, denominada buffer de gases,
todos los gases producidos por el sistema y el gas burbujeado son descargados

por esta salida.
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Sistema de agitacion: se adapté un motor DC 110 V, con dos ejes que generan
velocidades diferentes, el eje mayor genera 2600 rpm y el eje menor genera 56
rom. Estas velocidades pueden ser graduadas utilizando un potenciometro para
regular la corriente que se le suministra al motor, permitiendo velocidades minimas

de 40 rpm graduables hasta 200 rpm utilizando el eje opcional del motor.

El eje agitador se construy6 teniendo en cuenta las heuristicas mencionadas en
(Geankoplis, 1998) teniendo en cuenta las medidas de didmetro y altura del

reactor.

e Los propulsores de paletas deben tener un tamafo equivalente al 60-80%
del didmetro del reactor.

e el ancho del aspa es de 1/6 a 1/10 de la longitud de la misma.

e La velocidad de operacion es baja, < 100 rpm, no requiere la instalacién de
deflectores en el tanque.

La necesidad de mantener la biomasa suspendida en el reactor conlleva a utilizar
paletas inclinadas para la agitacion. El reactor tiene un sistema de 4 paletas de
agitacion inclinadas, su inclinacién permite que al momento de iniciar la agitacion,
la corriente fluya hacia el fondo del reactor arrastrando todos los solidos
sedimentados del sistema suspendiéndolos uniformemente en el reactor, el
agitador esta hecho de acero inoxidable. La velocidad de agitacion fue de 56 rpm,
el tamafio de las paletas de 5.5 cm, el diametro del agitador de 11 cm, y el espesor
de las paletas de 0.1 cm.

4.2 Pruebas de operacion del reactor SBR anammox

Al reactor a escala de laboratorio se le realizaron diferentes pruebas (fugas,
entrada de oxigeno, temperatura) para verificar que el inicio de la operacion no

afectaria la comunidad de microorganismos ya enriquecida durante 6 meses.
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4.2.1 Revision de funcionamiento del reactor

Se realizd una revisidbn completa de todos los puntos de unién del acrilico en el

reactor para asegurar que el sistema no presentara fugas.

El ajuste realizado por las 8 varillas de acero inoxidable no gener6 un sello total
entre la tapa y el tanque, por esta razén se realizaron 2 empaques de silicona y
se colocaron en los dos cilindros concéntricos entre la tapa y el tanque (tanque
interno y tanque externo), estos empaques aislaron completamente el tanque de la
chaqueta de calentamiento, y al mismo tiempo la chaqueta de calentamiento de la

atmosfera externa.

La abertura por la cual ingresa el eje de agitacion al reactor tiene 2 mm de
diametro mayor al diametro del eje, esto permite la entrada y salida de gases del
reactor y afectaba la anaerobiosis, para corregir esto se ubicé un empaque de

caucho en la tapa del reactor.
4.2.2 Funcionamiento hidraulico de la chaqueta de calefaccion

El flujo a través de la chaqueta, se disefi6 de acuerdo a un ajuste de deflectores
de flujo intercalados, de manera que el agua recorria toda la superficie externa del
reactor, se incluyeron 8 deflectores en la chaqueta, ubicados intercaladamente uno
adherido a la tapa superior, y el siguiente a la base, como se puede observar en la

Figura 5.
Q\Q’ ‘:;\ ﬁ C:I?::te
\ 1T
Ulg il I
U
nujo|o
c:Iigeunate :// 3 C// /

Figura 5. Esquema de distribucion del flujo en la chaqueta de calentamiento.
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4.3 Cambios en las condiciones de operacién del reactor SBR.

A partir del montaje en el reactor SBR, se realizaron pruebas adicionales para
determinar el comportamiento de los inoculos a diferentes condiciones de

operacion.

4.3.1 Operacion de carga continua de sustratos al reactor SBR

Dado que en el proceso de cargas puntuales (lotes) se aumenta la concentracion
del sustrato agregado bruscamente, y para evitar la posible inhibicion del sistema
por altas concentraciones de nitrito, se ajusta una alimentacion continua de

sustrato al reactor.

El sistema final se cargd con 2 litros de medio y sustrato a las concentraciones
determinadas por las remociones actuales, durante 23 horas; luego de este tiempo
se apagod la agitacion, se sedimentd la biomasa y se descargaron 2 litros de
sobrenadante, diariamente se tomd una muestra de 2 mL de sobrenadante para

realizar un andlisis de las concentraciones de nitritos y amonio.

Diariamente luego de la descarga y recarga ya sea en operacion por lotes o en
alimentacion en continuo se burbujeaba el reactor con Ar/CO, durante 5 minutos
para recuperar la anaerobiosis del sistema, el gas se burbujed para generar un
desplazamiento de gases, el aire que se encuentra en el interior del reactor se

desplazé hacia afuera al llenar el reactor con Ar/COs.

Se observé que se generaron mejores resultados por un burbujeo con mezcla de
gases gue contenian CO, que un burbujeo con nitrégeno puro, el CO, ayuda a la

regulacion del pH (ver Ecuacion. 8).
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C0, + H,0 —» H,C0; (Acido carbénico) Ec.8

Posterior a las correcciones realizadas en los parametros de operacion en el
reactor, se fijo la temperatura del sistema de calentamiento en 33°C, la agitacion
se estableci6 en 56 rpm, velocidad de agitacion a la cual se observé que los
sélidos se suspenden totalmente en el medio y que no se generan turbulencia en

el liquido.

4.3.2 Burbujeo continuo (Ar/COy).

Para evitar los problemas de altas cantidades de oxigeno disuelto (OD) en el
medio basal y en el reactor se realizé6 un montaje de burbujeo en continuo de la
mezcla de gas patrén Ar/CO,, manejando flujos de 10 cc min™ al reactor y 5 cc
min™ al contenedor del medio basal cargado, realizando mediciones durante la
operacion y la descarga del sistema se registrO que el reactor mantiene

concentraciones de 0.15 mg L™ de O,, esto limita las poblaciones aerobias.

4.4 Funcionamiento del reactor SBR

El reactor puede funcionar aerobio o anaerobio, todo dependiendo del proceso
requerido. Y se puede ajustar a un funcionamiento como sistema por lotes o

sistema de reaccion de flujo continuo y descarga puntual.

Cuenta con un sistema de descarga graduable el cual permite definir un nivel
estandar de volumen que se mantiene en el reactor, se puede burbujear gas inerte
0 aire por un sistema que tiene en el fondo por el cual se dosifican los gases de

manera que todo el volumen recibe una carga uniforme de gas burbujeado.

El sistema de calentamiento es estable, se puede trabajar desde la temperatura
ambiente hasta 60° C, este intervalo de temperatura es el indicado para trabajar

procesos biologicos, dando amplias aplicaciones al reactor.
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4.5 Enriquecimiento de microorganismos anammox

La primera etapa experimental correspondié al enriquecimiento de dos inéculos
que cumplian con las condiciones de sistema anaerobio y carga continua de
compuestos nitrogenados, condiciones que posibilitaron la existencia de bacterias
anammox, el proceso de enriguecimiento se monitored constantemente

cambiando las condiciones del tratamiento durante el proceso.

El primer in6culo fue tomado de una planta de tratamiento de aguas residuales
domésticas del barrio EI Caney, de la ciudad de Cali- Valle del Cauca, la cual
maneja concentraciones de amonio por la carga organica nitrogenada y el amonio

ya presente en los afluentes.

El segundo in6culo provenia de una laguna de sedimentacion del Ingenio
Castilla, ubicado en el municipio de Pradera- Valle del Cauca. Esta laguna de
sedimentacion es parte de un proceso de tratamiento de aguas residuales del
lavado de cafia, estas aguas residuales contienen los restos de los fertilizantes
utilizados en los cultivos de cafla lo que las hace ricas en compuestos

nitrogenados.

Los dos in6culos se sembraron bajo las mismas condiciones iniciales las cuales
seran descritas a continuacion, la Unica diferencia fue la concentracion inicial de

sustratos utilizada.

Montaje de reactores por lotes para el enriguecimiento de anammox.

Los reactores por lotes fueron erlenmeyers de 1000mL, a continuacion se describe
el montaje el cual fue realizado teniendo en cuenta el protocolo de Luesken et al.,
(2012).
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e Se midieron 80 mL de cada uno de los lodos a sembrar (en el montaje de estos
reactores el lodo no se filtré ni se lavo antes de ser medido).
e Se prepararon 500 mL de medio basal con los componentes y en las

cantidades que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién del medio basal preparado (van de Graaf, 1996).

Compuesto Cantidad
KHCO, 05¢gL*
MgSO, . 7H,O 300g L™
CaCl, . 2H,0 180g L™
KHPO, 0.02gL*
*Elements trace | 1mL L*?
**Elements trace || imL L*?

*Elements trace | 5 g de EDTA, 5g FeSO4

**Elements trace Il: 15g de EDTA, 0.43g ZnSO4. 7H20, 0.24g CoCl2. 6H20, 0.99g MnCl.4H20,
0.25g CuS04.5H20, 0.22g NaMo04.2H20,0.19g NiCI2.6H20, 0.21g NaSe04.10H20, 0.02g

H3BO4

e Se mezclaron 500 mL de medio basal y 80 mL de lodo dentro del reactor

(erlenmeyer de 1000mL).

e Se ajustd un tapdn con 2 perforaciones y 2 tubos de vidrio sobre la parte

superior del reactor para permitir la carga, burbujeo de gases y descarga de

medio a los reactores

e Se sell6 el tapon utilizando parafilm, se mezclé el lodo en el medio y se
agregaron 200 mL de una solucion 0.5 mM de NH4" y NO, respectivamente.

e La carga de KHCO;en el medio basal es la fuente de carbono disponible para

los anammox, esta siempre se agregé en exceso.
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e Se fij6 como volumen minimo 580 mL y como volumen maximo 780 mL, las
descargas y cargas que se realizaron diariamente se encontraban dentro de
este intervalo.

e Se burbuje6 una mezcla Ar/CO, dentro del reactor durante 15 minutos. Esta
mezcla desplaz6 el oxigeno contenido en el reactor. Posteriormente se selld
una de las 2 salidas y en la otra se ubic6 una jeringa. EI émbolo de la jeringa
se desplazaba al aumentar la presion de los gases en el interior del reactor.

e Los reactores se colocaron en una incubadora a 35 °C sobre un checker
(Agitador mecanico) y se agité continuamente.

e Se tomaron muestras de los reactores para determinar las concentraciones

de NH;" y de NO;  iniciales.

Luego de 24 horas de haber iniciado el enriquecimiento el reactor se sedimentd
hasta que se observé que los soélidos suspendidos eran minimos (15 minutos) y se
descargaron 200 mL de sobrenadante, al volumen descargado se le midi6 el pH 'y
se tomaron 2 mL de muestra para medir el amonio y el nitrito en el efluente. El
resto de la descarga del reactor se deposité en una botella de descarga en la cual
se guardé el sobrenadante desechado durante toda la etapa de enriquecimiento y
operacion del reactor, alli se conservo la biomasa que se perdié por no tener una

sedimentacion total y también parte de los sdélidos no deseados en el reactor.

Luego de la descarga se alimentaron 200 mL de sustrato al reactor, y se burbuje6
con una mezcla de Ar/CO, para mantener la anaerobiosis, en el Anexo 2a se

observa uno de los erlenmeyers en el enriquecimiento.

El enriquecimiento de los anammox se realiz6 como se menciona anteriormente
durante 3 meses agregandoles una solucibn que solo contenia las
concentraciones definidas de NO, y NH,. Posterior a esto, se agregaron los
nutrientes del medio basal al sustrato y asi se continué el proceso. Las

concentraciones de los sustratos en el medio basal se duplicaban cada que los
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consumos de nitrito en el reactor fueran 70% de la carga suministrada el dia

anterior.

De no presentarse un consumo de los sustratos cargados luego de 24 horas, se
dejaba el mismo medio hasta que se registrara un cambio en las concentraciones.
El pH de los reactores se mantuvo siempre en un intervalo entre 7,2 - 8,0; si el
sistema se encontraba con un pH por debajo de este intervalo se regulaba con la
adicion de Na,COg, si el pH tenia un valor por encima del intervalo, se burbujeaba
con N»/CO, durante un tiempo mayor lo cual ayuda a acidificar el medio dentro del

reactor.

4.6 Método de medicion de concentraciones de sustratos en el reactor

Los tres compuestos nitrogenados involucrados en el proceso pueden ser medidos
por medio de la colorimetria siguiendo protocolos que se presentan a

continuacion.

4.6.1 Medicién del Nitrito.

La determinaciébn de la concentracibn de nitrito se realizd de acuerdo al
procedimiento planteado en Anexo 3a, para la medicion colorimétrica se monto
una curva de 5 puntos, este método funciona en un intervalo de 0,1 a 1 mM de

concentracion de NO, (Luesken et al. 2011).

Las soluciones base utilizadas para medir estas concentraciones se prepararon
con NaNO,, las muestras toman un color rosado el cual se torna mas oscuro si la
concentracion de nitrito es mayor, se deben agregar los dos reactivos que

menciona el anexo a la muestra a medir, luego esperar 10 minutos para que
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ocurra la reaccién y medir la absorbancia con una longitud de onda de 540nm en
el espectrofotémetro.

4.6.2 Medicién del Amonio.

Se utilizé el método del fenol para la medicion del amonio ver el Anexo 3b, el
intervalo para las mediciones de las muestras de amonio es bajo, de 10 uM a 200
UM, las soluciones se tifien de un color azul, dependiendo de la cantidad de
amonio en la muestra, mas oscuro sera el azul que de la reaccion. El protocolo
indica que se deben leer las absorbancias a una longitud de onda de 623nm luego

de 30 minutos de agregar los reactivos (Luesken et al. 2011).

4.6.3 Medicién del Nitrato.

Para la medicion de nitratos se siguid el protocolo dado por Standard Methods
(Anexo 3c), se utiliza HCI como reactivo, este se agrega a la muestra a medir y
luego se lee su absorbancia en un espectrofotometro que maneje rangos UV, a
una longitud de onda de 220nm y 275nm, maneja un rango de 1 a 10 mg L™ de N,
y cuenta con un método para corregir los datos por interferencia de materia

organica.

4.6.4 Identificacidén de los microorganismos presentes en el sistema

El porcentaje de enriquecimiento de las bacterias en el sistema se realizdé por
determinacién visual mediante la técnica FISH (Fluorescent In Situ Hibridation).
Esta técnica de hibridacion in situ permite la identificacion de bacterias en
cultivos puros y mixtos por medio de epifluorecencia, microbiologia confocal,

microscopia de laser o citometria de flujo.
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Las muestras para el andlisis FISH se tomaron en el dia 80 de operacion del
reactor SBR, se lavé en paraformaldehido y se hibridiz6 segun el procedimiento

descrito en el Anexo 4.

Las siguientes son las sondas utilizadas para la determinaciéon de los

microorganismos:

para las bacterias nitrificantes se utiliz6 un nitrimix compuesto por las siguientes

sondas en una mezcla equimolar.

nitA CY3 nitritizantes nitrosomonas CCTAAGTGGGGAATAACGCATCG, nitB CY3
nitritizantes TTACGTGTGAAGCCCTACCCA y Nspa CY3 nitritizantes nitrosospira
GGAATTCCGCGCTCCTCT.

Para los anammox se utilizd la sonda AMX820 CY3 kuenenia y brocadia
AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC.

Todas las muestras fueron tefiidas con DAPI el cual se muestra en color azul, y
analizadas en CY3, en color rojo. Las muestras fueron analizadas en el
microscopio nikon de epifluorecencia del laboratorio de microbiologia ambiental

de la facultad de Ingenieria Sanitaria Universidad del Valle.

4.6.5 Determinacion de rendimientos de remocién de sustratos

Se calcul6 teniendo la relacion de las mmoles de sustrato cargadas al reactor con
las mmoles en el efluente diario.
Y= mmoles A - mmoles ¢ / mmoles B
Y= rendimiento (%)
A= Sustrato cargado (mmol d*)
B= Sustrato presente en la descarga del reactor (mmol d™)

C= Sustrato remanente del reactor (mmol d*)
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Etapa inicial de enriquecimiento de las bacterias anammox

Luego de 6 meses desde el inicio del enriquecimiento se realizé un seguimiento
riguroso al consumo de nitrito y amonio en los reactores por lotes para comprobar
la estabilidad de los consumos permitiendo transferir las bacterias al reactor SBR
e iniciar el proceso en el reactor disefiado. Durante 20 dias continuos se tomaron
dos muestras de los reactores, una muestra era de la descarga del sobrenadante
del dia anterior, y la siguiente era luego de cargar el nuevo medio con sustrato al
reactor. Estas muestras se caracterizaban por colorimetria para determinar las

concentraciones inicial y final de nitrito y amonio.

Las Graficas 1 y 2 presentan la cantidad en mmoles d* de nitrito y de amonio
durante los 20 dias de muestreo. Se puede observar que el consumo de nitrito
aumenta a partir del dia 14, y de igual manera el consumo de amonio se

estabiliza, esto puede estar representado por fallas en la anaerobiosis del sistema.

Luego de 6 meses de enriquecimiento durante los cuales se monitorearon los
reactores, las comunidades aerobias estan inhibidas en parte dado que se
mantuvo un sistema anaerobio y esto limita la existencia y crecimiento de
comunidades microbianas, los consumos significativos del reactor seran

representados por los anammox.

Durante el proceso de carga y descarga diario se presentaron fallas en la
anaerobiosis del sistema, el sistema presentara una inhibicion la cual puede ser
observada en la grafica 2, donde se ve una variacion constante en las cantidades

de sustrato en el reactor.
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Gréfica 1. mmoles d™* de nitrito en la carga y descarga del reactor en funcién del

tiempo de enriquecimiento.
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Gréfica 2. Mmoles d™* de amonio en la carga y descarga del reactor en funcion del

tiempo de enriquecimiento.

2,50 -
2,00 -
1,50 -

- alimento

1,00 - —&—descarga

mmol NH,/ dia

0,50 -

0,00 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

34



En la Gréfica 3 se puede observar el rendimiento de remocién de amonio y nitrito
durante los 20 dias continuos evaluados.

La Gréfica 3 muestra una tendencia a un aumento en las remociones del nitrito,
mientras que las remociones de amonio fueron inestables durante los primeros
dias, es importante considerar que las condiciones en los reactores no se
mantuvieron totalmente anaerobias, durante la carga y descarga diaria entrd
oxigeno al reactor, esto retrasé el metabolismo de los anammox y al mismo tiempo
favorecia el crecimiento de las bacterias oxidantes aerobias de amonio. La falla en
la anaerobiosis genera esos rendimientos negativos por la acumulacién de

sustratos en el reactor.

Gréfica 3. Remociones de amonio y nitrito en los reactores por lotes en funcion del

tiempo.
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Luego de seis meses y medio de enriquecimiento las condiciones de operacion de

los reactores se modificaron como se establece a continuacion:

Al reactor 1 se cargaban 300 mL d* de medio basal con una concentracién de 15
mM de amonio y nitrito equivalentes. Mientras que al reactor 2 se le cargaban 300
mL d* de medio basal con una concentracién de 30 mM de amonio y nitrito

equivalentes.

El inéculo del reactor 2 presenta consumos constantes y cada vez que se
registraba un consumo del 70% del reactivo limite (NO;") alimentado, se duplicaba

la concentracion de los sustratos en el medio (nitrito y amonio).

Dado que en los dos reactores se observé consumo de nitrito y amonio, en
cantidades considerables y en proporciones cercanas a la estequiometria
anammox, se decidid mezclar la biomasa de los dos reactores enriquecidos para

inocular el reactor SBR.

5.2 Adaptacion del in6culo enriquecido en el reactor SBR

Para el cambio desde los reactores por lotes al reactor SBR se purgaron los
sistemas durante 30 minutos con gas (Ar/CO,). La tapa del reactor SBR se ajusto
rapidamente al momento de agregar los in6culos manteniendo el flujo de nitrégeno
hacia la fase gaseosa interna del reactor. Las condiciones de operacion en esta
etapa del proceso fueron las siguientes: velocidad de agitacion: 56 rpm, volumen
minimo: 2 litros, volumen cargado diario: 2 litros, volumen total de operacién: 4

litros.

El volumen de la biomasa agregada era de 1 litro. Se completo el nivel minimo con
2 litros de medio basal sin sustrato previamente burbujeado durante 40 minutos

con nitrégeno.

El sistema se puso bajo agitacion durante 24 horas para que los microorganismos

se ajustaran al nuevo entorno. Pasadas las 24 horas se inicid una carga por lotes
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en el reactor, agregando 2 litros de medio basal con una concentracion de 0.5 mM
de nitrito y amonio respectivamente, la chaqueta de calentamiento mantenia una
temperatura al interior del reactor de 36 °C y el pH se mantuvo en un intervalo de
7,1-7,3.

El disefio terminado con todos los ajustes realizados se puede observar en la

siguiente figura.

Motor de
Ar/CO2 Agitacién Sonda
PH/T

Descarga de
sobrenddante [

Agua
Caliente

S

Carga
Continua

Tanque de
almacenamiento de
Descargas

Tanque de Medio Basal.

Agua

Plancha de Agitaciéon

Sistema de
Calentamiento

Figura 6. Esquema final del Reactor SBR anammox.

De la misma manera que se realizaba en los reactores por lotes de los
erlenmeyers, se tomaron 2 muestras diarias para monitorear las concentraciones
de amonio y nitrito en el reactor. Luego de 10 dias de operacién en el nuevo
sistema, no se registraron consumos significativos dado que el inoculo se estaba
adaptando al nuevo sistema, a partir del dia 17 se observé que habia consumo de
nitrito en el reactor. En la Grafica 4 se representan los consumos en los dias 18 a
24.
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Grafica 4. Consumos de NO; durante el cambio al reactor SBR (inicio de

operacion).
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El consumo de nitrito esta estabilizado en el reactor, se esta transformando el nitrito
en nitrato (anammox), ademas las bacterias oxidantes de amonio estan

consumiendo parte del amonio presente en el medio.

5.3 Consumos de nitrito y amonio en el reactor SBR en la etapa final de

experimentacion

Luego de 3 meses de operacion del enriguecimiento de anammox, se analizaron
datos continuos de los consumos de amonio y nitrito, en esta etapa el sistema
presentaba altas remociones de esos sustratos. La biomasa presenté cambio de
color, tornandose rojiza-marron (Anexo 2b), lo cual indica la presencia de
anammox, y también explica porque los consumos estan en 240 mmoles d™ de

nitrito y 171 mmoles d* de amonio.
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Consumos de NO, y NH, diarios

Se cuenta con una muestra del efluente, y también con las concentraciones y
cantidades alimentadas, por medio de estos datos se pudo realizar el balance de
materia determinando el consumo de los sustratos en el sistema, los cuales no se
pueden relacionar directamente con los anammox ya que estos no son la Unica
poblacion oxidante de amonio existente en el reactor pero por las condiciones
registradas de anaerobiosis se puede decir que la interferencia por otro tipo de

microorganismos no sera demasiado significativa.

Para determinar las variaciones en las concentraciones y cantidades de medio
alimentadas, se utilizaron tiras determinantes de nitrito las cuales miden la
concentracion de nitrito, permitiendo tomar decisiones inmediatas respecto a las

condiciones de operacion del sistema.

En las Graficas 5-8 se presentan los consumos de amonio y nitrito del reactor SBR

durante los ultimos 80 dias de operacion.

Al inicio de estas mediciones, el reactor estaba siendo cargado con 1 mmol d* de
nitrito y de amonio, y los consumos eran, practicamente, totales. El nitrito es el
reactivo limite del sistema, por esta razdon, cuando se presentaba ausencia de
nitrito o cero acumulaciones, se aumentaba la carga de nitrito al sistema
aumentando la velocidad de la bomba peristéltica que se encarga de la carga

continua de sustrato al reactor.

En la Gréfica 5y 7 se observa una disminucion de la cantidad de nitrito y amonio
respectivamente, cargados al sistema en los dias 27-36, esto fue causado por una
evaluacion realizada al comportamiento del reactor sin el burbujeo continuo de gas,

la anaerobiosis disminuyo afectando el metabolismo de los anammox.

39



Gréfica 5. Consumo de nitrito en funcion del tiempo reactor SBR
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Gréfica 6. Consumo de nitrito en funcion del tiempo reactor SBR
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Gréfica 7. Consumo de amonio en funcion del tiempo reactor SBR
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Grafica 8. Consumo de amonio en funcién del tiempo reactor SBR
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Se puede ver una tendencia de crecimiento exponencial en los consumos, en los
altimos 30 dias, el reactor estaba en un estado estable respecto a las
transformaciones de los compuestos nitrogenados y se mantuvo una carga estable
de nitrito y amonio, en la siguiente seccion se analizaran los consumos

presentados por las bacterias anammox en el reactor.

5.4 Revision de los consumos por parte de bacterias anammox en el reactor.

En los ultimos dias de seguimiento, el volumen de medio basal cargado era de 3.8
mL con una concentracion 60mM y 54mM de NO, y NH, respectivamente.

mmoles de NO, cargadas d* = 228

mmoles de NH," cargadas d* = 205.2

Las concentraciones en los efluentes diarios promedio es la siguiente.

[INO; =0 mM
[1NH," = 4.8 mM = 18.2 mmoles acumuladas de NH, / dia

Asi, los consumos de mmoles diarios del reactor son los siguientes.

NO, = 228 mmoles

NH," = 205.2 (mmoles cargadas) — 18.2 (mmoles en el efluente) = 186.9 mmoles
NH,4

Por los analisis FISH (ver seccidon 5.5) se determino que la cantidad de
nitrosomonas presentes en el reactor SBR estaba cerca del 5% (cantidad de

microorganismos). A continuacion se presenta la reaccién dada por estas bacterias.
2NH, +30, - 2NO, + 2H,0 + 4H* Ec.9

9.35 mmoles de NH," son transformadas generando 9.35 mmoles de NO,™ diarios

aproximadamente.
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Dentro del reactor hay oxigeno disuelto en bajas cantidades, esto es debido a la

entrada de aire que se genera al momento de descargar el efluente cada dia.
En el proceso de descarga entran al reactor 2 litros de aire. Parte de este oxigeno
es aprovechado por las bacterias oxidantes de amonio presentes

Las mmoles disponibles para la reaccion anammox modificando las cantidades por

la influencia de las bacterias nitrificantes es la siguiente.

NO, = 237.3 mmoles

NH," = 177.6 mmoles

La reaccion de estequiometria de los microorganismos anammox es la siguiente.

NHf + 1.3N0; + 0.066HCO5 + 0.13 H* > N, + 0.26N03 + 0.066CH,0, 5Ny 15 + 2H,0 Ec. 10

La relacién tedrica de NO,/NH," es de 1.32 como se puede ver en la

estequiometria de la reaccion.

Con los datos de mmoles disponibles de NO, y NH4" en el reactor, tedricamente
serian necesarias 179,7 mmoles de NH;" para que puedan reaccionar las 237.3
mmoles disponibles de NO;" y se generarian 46.74mmoles de NO3™ que equivalen a

una concentracion de 12.3 mM de NOg3'.

Los datos reales muestran una relacion de 1.34 de NO, y NH4" y un promedio de
concentracion en las mediciones de nitrito de 11.3 mM que equivalen a 42.9

mmoles.

Esta comparaciéon de la estequiometria teérica y la dada en el proceso muestra la
similitud existente, lo cual confirma la reaccibn anammox dentro del reactor y la

posibilidad de operacion del proceso bajo condiciones de oxigeno limitadas.
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Con los datos medidos durante el seguimiento presentado en las Graficas 5-8, se
puede plantear una expresion para el crecimiento de los microorganismos

anammox dentro del reactor SBR en funcién del sustrato consumido.

La ec. de monod para el crecimiento exponencial es la siguiente (Fogler, 2001)

ry = velocidad de crecimiento celular

C.= Concentracion de células

p= velocidad de crecimiento especifica

La velocidad de crecimiento celular especifica se expresa como

- .umax Ks + CS

u
Mmax = Velocidad de crecimiento especifica maxima

Ks= constante de Monod

Cs = concentracion de sustrato

En el caso de los anammox, Ks es pequefio por lo cual p = pimax = 0.072 d™* (Strous,
1999).

La Ecuacién 11 muestra la expresion final para el crecimiento de anammox.

ro=un, C. Ec. 11

La Gréfica 9 muestra la velocidad de consumo de nitrito (g L™ d™), esta gréfica
permite ajustar una funcion exponencial como funcién de la velocidad de consumo
de nitrito en el reactor SBR, esta funcion es representativa de estos datos dado que

el reactor estuvo utilizando el nitrito como sustrato limite todo el tiempo.
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Grafica 9.Velocidad de consumo de nitrito en funcion del tiempo en el reactor SBR.
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Donde
r= velocidad de consumo de nitrito (g L™ d™).

t= Tiempo de operacion. (d)

El valor de pmax expresado en la ecuacion de crecimiento de anammox es de 0.072
d* y se puede ver que el término de la Ecuacién 12 es 0.074, de esta manera se
observa que la Ecuacién 12 representa la velocidad de consumo de las bacterias

presentes en el sistema en funcién del tiempo de enriquecimiento.

Rendimientos de remocion de compuestos nitrogenados

En la Gréfica 10 se observa el rendimiento de remocion de amonio en el reactor. Se

tiene un promedio de remocion de amonio de 88% aproximadamente, la remocién

de amonio no es total porque se carga en exceso, como los consumos de nitritos

son totales (100%), el amonio no se transformara totalmente en la reaccion. La
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disminucién de remocion entre los dias 25-36 se debe como se explico antes, a la
falta de burbujeo de gas inerte, se puede observar el gran impacto que tiene la falla

de la anaerobiosis en el sistema.

Grafica 10. % Rendimiento de remocién de amonio en el Reactor SBR en funcion

del tiempo.
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5.5 Imagenes de analisis FISH realizado a la biomasa del reactor.
Las bacterias hibridizan en las sondas dando distintos colores, la hibridizacion con
DAPI genera un color azul, y la hibridizaciéon con CY3 da un color rojo.

En la figura 7 se observa un floc de la biomasa del reactor bajo el nitrimix
determinante de bacterias nitrificantes. Los puntos rojos son los microorganismos

nitrificantes presentes.
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Figura 7. Imagen FISH bajo el nitrimix determinante de bacterias nitrificantes.

En las figuras 8,9 y 10 se observa el analisis FISH a los anammox de la biomasa
del reactor SBR, la Figura 8 es bajo la sonda CY3, la Figura 9 esta hibridizada
bajo la sonda DAPI, y la Figura 10 es la combinacion, en esta se puede observar
gue todo lo que tiene un color azul violeta son los anammox en el floc los cuales

son casi el 100 % de la imagen.
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a) Figura 8. Hibridizacion CY3, b) Figura 9. Hibridizacién DAPI, c) Figura 10.
Combinacién de DAPly CY3.
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6. CONCLUSIONES

El reactor SBR alcanzé una remocion total de 840 g d* m™ N-NO, y 688 g d* m™
N-NH,*, a una temperatura de 33°C y velocidad de agitacion de 56 rpm. Estas
remociones representan un rendimiento del 90 %. Ademas se obtuvo un modelo
representativo para el consumo de amonio y nitrito dentro del reactor utilizando

estos inoculos.

La operacion del sistema mostr6 que la alimentacion continua al sistema de
reaccion es el mejor método de enriquecer una comunidad de microorganismos
del tipo anammox ya que se evitan los problemas de inhibicion por altas
concentraciones de nitrito presentes y se da tiempo suficiente para la asimilacion

constante de los sustratos por parte de las bacterias.

La agitacién es un factor que influye notoriamente en el proceso, si esta se
detiene, inmediatamente se inhibe la comunidad de anammox ya que el nitrito

empieza a acumularse dentro del sistema.

El reactor puede operar para el tratamiento de aguas residuales con oxigeno
limitado promoviendo la nitritacion parcial y evitando la aplicacion directa de nitrito.
La nitritacion parcial y el proceso anammox se pueden aplicar en reactores a
escala de laboratorio, evitando el uso de burbujeo de gases para mantener la

anaerobiosis.
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7. RECOMENDACIONES

e Cuando se alcanzan altos consumos de nitritos y amonio como los presentados en
el reactor SBR, se puede intentar iniciar una carga con agua residual real,
teniendo todas las precauciones necesarias, de esta manera el sistema se
empezara a ajustar progresivamente a manejar las aguas residuales reales y asi

se puede evitar los costos de la preparacion del agua residual sintética.

e El burbujeo de gas Ar/CO,, demanda altos costos de operacion, para evitar estos
gastos, seria aconsejable cambiar y evaluar distintos métodos de burbujeo, como
por ejemplo realizando una entrada de gases a la atmdésfera interna del reactor de
manera que cuando se descargue el sobrenadante diariamente, se inicie una
carga de gases inertes en la atmdésfera del reactor evitando la entrada de aire al

sistema por la diferencia de presiones que genera la descarga.
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ANEXOS

Anexo 1. Planos Iniciales del Disefio del Reactor Anammox (Disefio realizado en
colaboracién con Julien Wist y Jorge Requejo).

Anexo la. Tanque interno del reactor, base y chaqueta de calentamiento.

Anexo 1b. Tapa del reactor SBR, perforaciones para sondas y entradas y salidas del
sistema.




ANEXOS 2. Fotografias de los montajes realizados.

Anexo 2a. montaje de reactor en erlenmeyer.




Anexo 2c. fotografia completa del reactor SBR.

Anexo 2d. Fotografia sistema de agitacion, carga y almacenamiento de sustratos.




ANEXOS 3. PROTOCOLOS DE MEDICION DE SUSTRATOS (NO2,NO3; Y NH,)

Anexo 3a. Protocolo de medicién de nitrito (Van Eck.1966).
Rango de medicién: 0.1 — 1 mM NO;

La curva de calibracién es realizada con las siguientes concentraciones : 0.1mM, 0.2mM,
0.4mM, 0.5 mM, 1 mM de NO,

Reactivos

Solucién A: 1% (p/v) de acido sulfanilico en una solucién 1M de HCI (disolverla en la

oscuridad, esto tarda al menos media hora).
Solucién B: 0.1% (p/v) de Diclorhidrato de NED, disuelto en agua milli-Q.

Estas mediciones se basan en la reaccién de deionizacion descrita por 1879 (Griess,
1879) en la cual el nitrito reacciona bajo condiciones acidas con el acido sulfanilico para
formar un cation diazonio () el cual después empata con la amina aromatica nalftilamina

() para producir un color violeta rojizo soluble en el agua

Antes de medir las concentraciones de nitrito se debe asegurar que tenga diluida las

muestras para que estén dentro del rango del protocolo.

Adicionar 0.1 mL de la muestra a la cubeta del espectrofotometro
Adicionar 0.9 mL de agua.

Adicionar 1mL de la solucién A.

Agregar 1 mL de la solucién B

Esperar 10 minutos.

o a0k wh e

Leer la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm

Siempre realizar la curva de calibracién y el blanco al mismo tiempo para asegurarse que

los resultados son veridicos.



Anexo 3b. Protocolo de medicion de amonio (Van Eck.1966)
Método del fenol

Este método aplica para un rango de concentraciones bajas de amonio, a partir de 10

micromoles de amonio.
Para la curva se deben realizar las siguientes diluciones con estas concentraciones.
10pM, 50 UM, 100 puM, 150 pM, 200 pM.
Reactivos.
Solucién A: 14.1 g/L Fenol
140mg /L Na-nitroferricianida
Diluir hasta el volumen deseado con agua milli-Q.
Solucién B: 5.2g/L NaOH (pellets)
3.542 mL/L de NaOCI 13%
Diluir hasta el volumen deseado con agua Milli-Q
Método de medicion.
1. Agregar 0.4mL de muestra en un tubo de ensayo con tapa.
2. Agregar 1mL de la solucién A.
3. Agregar 1 mL de la Solucién B.
4. Agitar.
5. Incubar a 37°C durante 30 minutos.

6. Medir la absorbancia a una longitud de onda de 623 nm.



Anexo 3c.Protocolo colorimétrico de mediciéon de nitrato

Este método es aplicable a muestras limpias con bajo contenido de materia organica,
tales como las provenientes de plantas de suministro o posos de agua subterranea. Las
mediciones se realizan utilizando un fotbmetro a 220nm, para concentraciones inferiores a

10 mg/L de nitrdgeno en forma de NO3, rango para el cual se cumple la ley de Beer.

Teniendo en cuenta que tanto la materia organica como el ion nitrato absorben energia
radiante a una longitud de onda de 220 nm, y que la materia organica mas no el ion nitrato
absorbe también a 275nm, el método analitico realiza las mediciones a estas dos
longitudes de onda con el objeto de corregir las primeras mediciones por la interferencia

que haya podido ocasionar la materia organica presente en la muestra.

El método fotométrico es muy bueno para muestras limpias y puede adaptarse bien para
muestras con materia organica, siempre que esta permanezca estable y constante. La
filtracibn de las muestras a través de membranas de 0.45 p antes de realizar las

mediciones ayuda bastante a minimizar las interferencias ocasionadas.
Equipos y Materiales.

- Espectrofotémetro para medir a 220 y 275 nm
- Agua destilada.
- Solucion stock de nitratos: disolver 0.7218 g de KNO; previamente secado en un
litro de agua y preservar por la adicién de 2 ml de cloroformo.
A partir de esta solucién la cual es de 100mg/ L de N. se preparan las soluciones
para realizar la curva.
1mg/L
2mg/L
4mg/L
5mg/L
10mg/L

Se toman las muestras y se disuelven hasta alcanzar una concentracion estimada que

este dentro del rango del método.

Se toman 5 ml de muestras y de la curva y se les agregan 100 pL de la solucion HCI
IN.



Se agita vigorosamente y se lee la absorbancia a 220 y 275 nm.

Para realizar la correccion por materia organica se toma el valor leido a 220 y se le
resta el valor medido a 275nm multiplicado por 2.

Abs 220- (2) Abs 275

Si el valor medido a 275 es mayor al 10% del valor medido a 220nm este método no

es recomendable.



ANEXO 4. Protocolo montaje de técnica FISH para el andlisis de las poblaciones de

microorganismos presentes

1. Equipos y materiales

Balanza analitica Acculab Sartorius Group
Plancha de agitacion y calentamiento Corning Stirrer/hot plate
pH Hanna

Tubos falcon de 50 mL

Micropipeta de 0.5 a 10 uL eppendorf
Centrifuga

Pesa sal

Espatula

Probeta de 50 mL

Magnetos

Cinta de enmascarar

Tips de 0.5a 10 uL

Tubos eppendorf de 2 mL

Nevera a 4°C Phillips

Incubadora a 45°C WTB

Microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i

2. Reactivos y soluciones

Hidréxido de potasio
Etanol al 96%
Gelatina

KCr(S04)2
Paraformaldehido
Hidréxido de sodio

3. Desarrollo

Soluciones
1. Solucién de KOH etanolico
e Disolver 20 gr de KOH (hidroxido de potasio)en 200 ml de etanol al 96%.

e Colocar en el agitador magnético hasta la completa disolucion.

2. Preparacion de la solucién de gelatina y KCr(S04)2

o Disolver 1 gr de gelatina en 50 ml de agua destilada estéril.



e Calentar en el microondas hasta ebullicion.
e Colocar en el agitador magnético y afiadir 50 pl de KCr(SO4)2 al 10%.
e Mantener a temperatura de 40 + 50C.

3. Buffer de Fijacion (PFA Al 4% En PBS pH 7.2)
e Calentar 44.5 ml de agua destilada estéril a 60°C.
e Afadir 5 mL de PBS 1X (buffer fosfato salino)
e Afadir una gota de NaOH 10M
e Colocar en el agitador magnético y afadir 2 g de paraformaldehido (PFA)
e Mezclar hasta disolucion completa del paraformaldehido
o Dejar que la solucidon se enfrie a temperatura ambiente
e AjustarpHa 7.2

e Filtrar la solucion a través de un filtro de 0.2 uM

Nota: El buffer de fijacion debe prepararse en fresco y puede almacenarse maximo 12
horas a -20°C.

4. Preparaciéon de Laminas con Gelatina

e Remojar las ldminas durante 1 hora en solucion de KOH etanolico.

e Enjuagar con agua MilliQ, dejar secar a temperatura ambiente

e Repetir el paso anterior dos veces

e Colocar las ldminas en una bandeja y remojar durante 1 minuto con soluciéon de
gelatina y KCr(S04)2 caliente.

e Agitar con pequefios movimientos en todas las direcciones.

e Retirar las laminas de la bandeja y dejarlas secar a temperatura ambiente durante
5 minutos.

e Repita el paso anterior tres veces

e Almacenar las laminas en una caja portaobjetos a 4°C

1. Buffer de hibridacion

2. 30% FA
3. 45 M NacCl
4. 0.2ml
5. 200 mM Tris-HCI (pH 7.2)
6. 0.1ml
7. 10% SDS
8. 10yl

9. Formamida deionizada (FA)
10.0.3 ml



11. Agua doblemente estéril*
12.0.4 ml
13. Volumen total (approx.)
14. 1 ml

Agua destilada esterilizada en autoclave y posteriormente esterilizada por filtracién a
través de un filtro de 0.22 uM
% de Formamida | Anadir X yl de Formamida @ Adadir Y ul de Agua MilliQ

30 600 998

6. Buffer de lavado

Formamida deionizada 30%
Concentracion NaCl (mM) 112
4.5M NacCl (ml) 0.5
0.5 M EDTA, pH 8.0 (ul) 200
200 mM Tris-HCI, pH 7.2 (ml) 2
10% SDS (ul) 200

Completar el volumen con agua destilada doblemente estéril
20

% de Formamida usado en el Buffer de Afadir X yl de NaCl = Afadir Y ml de Agua
Hibridacién 5M MilliQ
30 1120 47,33

Desarrollo

1. Fijacion Celular

e Tomar 1 mL de la muestra de lodo anaerobio en un tubo eppendorf de 2 mL

e Adicionar 1 mL de PBS 1X (buffer fosfato salino), mezclar con el vortex
aproximadamente 5 minutos.

e Centrifugar la mezcla a 13.000 g durante 3 minutos. (repita esta operacion tres
veces)

o Retirar el sobrenadante y suspender nuevamente el pellet en 0.25 mL de PBS 1X



Afadir 0,75 ml de paraformaldheido al 4%, mezclar en vortex

Incubar durante dos horas o toda la noche a 4°C

Lavar las células, centrifugar a 13.000 g durante 3 minutos

Descartar el sobrenadante

Afadir 1 mL de PBS 1X, mezclar y centrifugar a 13.000g durante 3 minutos.
Repetir el paso anterior dos veces

Resuspender el pellet en un volumen 1:1 (v/v) de PBS 1X y etanol absoluto (96%),
mezclar

Almacenar a -20°C

Deshidratacion de las muestras

Esparcir 10 ul de la muestra de lodo anaerobio previamente fijada sobre el pozo de
la lamina previamente cubierta con la gelatina y dejar secar a temperatura
ambiente por 21/2 horas aproximadamente.

Deshidratar la muestra con etanol al 50% durante tres minutes luego con etanol al
70% durante tres minutes y finalizar con etanol al 96% durante tres minutos.

Dejar secar completamente la lamina a temperatura ambiente.

Almacenar en oscuridad a temperatura ambiente si no se utilizan inmediatamente.

Hibridacion de las muestras

Colocar 9 ul de buffer de hibridacién en cada pozo de la ldmina, sobre la muestra
previamente deshidratada (si solo va a trabajar una sonda).

Afadir 1 pl de sonda etiquetada con el fluorocromo CY3 o FAM (Concentracion
final = 5 ng/pl).

Colocar cuidadosamente la ldmina dentro de un tubo falcon de 50 ml, el cual esta
asentada sobre papel wathman previamente humedecido con buffer de
hibridacion.

Incubar por 2 horas a 45 OC.

Colocar 50 ml de buffer de lavado en otro tubo falcon e incubar a la misma
temperatura.

Al terminara el periodo de incubacion transferir la lamina que se esta hibridando al
tubo con el buffer de lavado precalentado a esta misma temperatura e incubar

durante 20 minutos.



e Remover la lamina del tubo, enjuagar cuidadosamente con agua destilada estéril
varias veces y dejar secar a temperatura ambiente.

o Dispensar 1 pl de citifluor y DAPI (v/v) en cada uno de los pozos.

e Colocar el cubreobjetos de 20 x 60 mm sobre la lamina cuidadosamente.

e Observar al microscopio Nikon Eclipse 90i

e Almacenar cada una de las laminas a -20 0C si no se va observar inmediatamente.

Nota: Tener en cuenta que cada la lamina tiene 8 pozos, donde se coloca la muestra

con la sonda o sondas a testar y ademas deben sembrarse un control positivo, un

control negativo (muestras sola = autofluorescencia), y uno para fluorescencia no

especifica (con sonda NON).
Observacién al microscopio

e Encender el microscopio, la intensilight, la caAmara y el computador.

e Abrir el software Nis-elements

e Situar la lamina en la platina y asegurarla con las pinzas

o Enfocar la placa sobre el papel de la lamina para mayor seguridad y luego pasar a
la muestras (no se pierde el enfoque del campo visual) con el objetivo de 10X,
luego pasar al objetivo de 20X, 40X y por ultimo adicionar 1 gota de aceite de
inmersién de fluorescencia en el pozo de la lamina para observar en el objetivo de
100X.

e Escoger el filtro para visualizar: DAPI, CY3 0 FITC

e Observar el campo visual y al obtener la imagen deseada tomar la foto y guardarlo
en el formato ND2 que es el del microscopio para después contar, editar o
importarla a formato jpg. De acuerdo a las sondas trabajadas debe tener la foto
con los diferentes filtros testados

e Continte con el mismo procedimiento con el resto de pozos

o Alfinalizar limpie el objetivo de 100X, deje el equipo en el objetivo de 10X, apague
el microscopio, la intensilight, la camara y el computador.

o Registre el uso del equipo en la carpeta colocada enseguida del equipo.



ANEXO 5.Base de datos, mediciones realizadas al reactor SBR.

mM mM
mM de
Volumen disponibles disponibles | mM de NO2 en
Muestra NO2[ ] del | NH4[]del NH4 en el
alimentado( NO2(mM NH4(mM el efluente del
dia Medio(mM) | Medio(mM) efluente
ml) totales en el totales en el reactor
reactor) reactor) del reactor
05-abr 2 2 0 0,0
06-abr 2 2 500 1 1 0 0,1
07-abr 2 2 500 1 1,15 0 0,0
08-abr 2 2 500 1 1,01 0 0,1
09-abr 2 2 450 0,9 0,97 0 0,1
10-abr 2 2 550 1,1 1,15 0 0,0
11-abr 2 2 750 1,5 1,5 0 0,0
12-abr 2 2 750 1,5 1,50 0,02 0,1
13-abr 2 2 650 1,3 1,35 0,12 0,2
14-abr 2 2 920 1,945 2,02 0,15 0,5
15-abr 2 2 930 2 2,18 0,06
16-abr 2 2 700 1,435 0,016
17-abr 2 2 800 1,6 0,09
18-abr 2 2 500 1,07 0
19-abr 3 3 0
20-abr 3 3 0
21-abr 3 3 500 0
22-abr 3 3 750 2,25 0
23-abr 3 3 720 2,16 0
24-abr 3 3 980 2,94 2,94 0 3,38
25-abr 3 3 1600 4,8 7,29 0 4,97
26-abr 4 4 900 3,6 7,71 0 3,18
27-abr 4 4 1300 5,2 7,55 3,65
28-abr 4 4 1300 7,28 0
29-abr 4 4 0 0
30-abr 4 4 0 0
01-may 4 4 0 0
02-may 4 4 680 0,15 2,30
03-may 4 4 700 2,8 4,56 0,84 3,27
04-may 4 4 630 3,2585 4,99 0,39 4,16
05-may 4 4 650 2,964 6,29 0,12 3,19




06-may
07-may
08-may
09-may
10-may
11-may
12-may
13-may
14-may
15-may
16-may
17-may
18-may
19-may
20-may
21-may
22-may
23-may
24-may
25-may
26-may
27-may
28-may
29-may
30-may
31-may
01-jun
02-jun
03-jun
04-jun
05-jun
06-jun
07-jun
08-jun
09-jun
10-jun
11-jun
12-jun
13-jun
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600
450
850
600
2000
2600
1050
1500
650
1400
1700
600
1000
1000
650
1250
1700
1100
1200
1200
1550
950
950
950
1900
1200
1880
1860
3450
2050
1950
2100
2650
2100
1750
1950
1450
2000
3100

2,519
1,814
3,6555
2,4

10,2
6,12
10,16
10,26
6,61
12,62
17
16,5
18
18
23,25
19
19
28,5
76
72
112,8
111,6
207
123
117,3
126,3
159,3
126,5
105,4
117,3
87,3
120
186

4,91
5,42

10,2
10,43
15,62
15,69
11,23

16,5
22,23
23,37
23,25
22,09
23,32
34,21
79,73

72

122,53

123,65

218,05

140,99

123,78

131,01

176,38

126

131,26

141,99

111,67

130,79

194,71

0,08
0,24

0,045
0,155
0,235

0,136
0,20

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,36
0,73
0,69
0,53
0,71
0,57
0,54
0,54
0,00
0,00
0,00

7,42

7,650
5,624
7,527
7,231
5,808

1,07
6,18
5,51
1,51
4,44
10,41
6,74
2,67
3,87
16,29
19,09
30,79
40,48
13,81
21,66
13,46
17,21
39,72
40,64
47,49
15,82
21,30
29,54




14-jun 60 60 2380 142,8 158,79 0,00 32,17
15-jun 60 60 2800 168 183,15 0,00 39,29
16-jun 60 55 3250 195 213,98 0




