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Resumen del trabajo de
investigacion

* Las bacterias nitrificantes constituyen entre
4-6% de la poblacion total en un proceso de
depuracion bioldgica por lodos activados, y tienen
una diversidad limitada en comparacion con las

bacterias heterdtrofas de las aguas residuales. Esto

las hace mas susceptibles a la toxicidad

* Los nitrificantes presentan tasas de crecimiento
lentas, lo que significa que su poblacidn necesita
de tiempo para adaptarse a los cambios en las

diversas condiciones ambientales

* Este documento presenta los datos de
laboratorio y de campo del VitaStim Dynamic Duo,
asi como las condiciones operativas y ambientales
sugeridas para el crecimiento éptimo de los

nitrificantes.

* VitaStim Dynamic Duo permite que la
recuperacion de la pérdida de la nitrificacion sea

mucho mas rapida.

Estudio de caso 1:
SBR municipal, restauracion
de la nitrificacion a13° C

Eliminacion de
amoniaco al

97%

Estudio de caso 2:
SBR industrial

Elimicacion de
amoniaco al

96%

Estudio de caso 3:
Procesamiento de carne,
Bloqueo de nitritos

Eliminacion de
nitritos al

99.6%
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Los organismos quimioautétrofos, como las
bacterias nitrificantes, producen energia a través
de la oxidacion de compuestos inorganicos como
el amoniaco y el nitrito. Este proceso tiende a ser
menos eficiente para la produccién de energia que
los métodos de producciéon de energia heterdtrofa.
Como consecuencia, las bacterias heterdtrofas
presentes en un sistema de aguas residuales
controlan la eliminacion de todos los nutrientes
hasta gque los niveles de DBO son muy bajos y los
niveles de oxigeno disuelto aumentan. A su vez, la
concentracion de bacterias nitrificantes suele ser
baja y su diversidad menor en comparacion con la
de las bacterias heterdtrofas.

Se cree gque las bacterias nitrificantes constituyen
entre 0.39-9% de la poblacién bacteriana en los
lodos activados (Yao y Peng, 2017). La mayoria
de los sistemas de lodos activados nitrificantes
tienen entre 4-6% de la poblacion bacteriana
compuesta por bacterias nitrificantes (Yao vy
Peng, 2017). Esta poblacidn, tasa de crecimiento
y diversidad reducidas hace que sea mucho mas
probable que una planta de aguas residuales
saludable tenga alteraciones que conduzcan a
una eliminacion deficiente de amoniaco en lugar
de una eliminacion deficiente de DBO. Las tasas
de duplicacién de los nitrificantes suelen ser de
entre 22 y 48 horas (segun el contexto), mientras
gue las tasas de duplicacion heterdtrofas suelen
ser de entre 20 y 30 minutos (Leech, 2019). El
aumento de la poblacién de bacterias nitrificantes
mediante productos complementarios como los
nitrificadores VitaStim es la forma mas rapida de
mejorar la nitrificacion en las plantas de aguas
residuales.

Debido a la fragilidad de las bacterias nitrificantes
en comparacion con las bacterias heterdtrofas
de las aguas residuales, Aquafix Inc. ha trabajado
en numerosas ocasiones con operadores que
han luchado por preservar la nitrificacion en sus
sistemas de aguas residuales para desarrollar su
propio cultivo de bacterias nitrificantes, VitaStim
Nitrifiers. Este documento tiene como objetivo
proporcionar informacion de referencia sobre las
bacterias nitrificantes, los parametros operativos
ideales para el crecimiento de los nitrificantes vy

los resultados de las pruebas de laboratorio y de
campo de los nitrificadores VitaStim.

La nitrificacion es uno de los dos mecanismos
primarios para la eliminacién del amoniaco en
los sistemas aerdbicos de aguas residuales. La
nitrificacién es un proceso de dos etapas realizado
por dos tipos de bacterias, las oxidantes de
amoniaco y las oxidantes de nitrito. Las bacterias
oxidantes de amoniaco (AOB) convierten el
amoniaco en nitrito a través de la via de oxidacién
de este. A ello le sigue la transformacion del nitrito
en nitrato a través de las bacterias oxidantes de
nitrito (NOB).

Secree quelaoxidaciondelamoniacoy laoxidacion
del nitrito se producen a través de varias enzimas
diferentes. La oxidacidn del amoniaco comienza
cuando la enzima amoniaco monooxigenasa
(AMO) cataliza una reaccidn en el amoniaco hasta
llegar al NH20OH, que luego se traslada fuera de
la célula donde se convierte en nitrito utilizando
la enzima hidroxilamina oxidorreductasa (HAO)
(Costa, 2006). El nitrito se convierte entonces en
nitrato mediante una reaccién catalizada por la
enzima nitrito oxidorreductasa. Estas reacciones
proporcionan la energia necesaria para que los
nitrificantes crezcan y se reproduzcan.

Las bacterias nitrificantes se definen cada
vez con mayor exactitud, pero a menudo se
descubren mas especies capaces de llevar a
cabo el proceso de nitrificacion. Historicamente,
las Nitrosomonas (AOB) vy las Nitrobacter (NOB)
han sido consideradas las principales bacterias
nitrificantes presentes en los sistemas de aguas
residuales, pero cada vez existen mas pruebas
de que esto no es necesariamente asi. Cada
tipo de bacteria nitrificante tiende a predominar
en ciertas condiciones. Esto significa que las
diferentes plantas de aguas residuales tienden a
presentar poblaciones muy diferentes de bacterias
nitrificantes en funcién del tipo de planta, las
condiciones de funcionamiento y la composicidon
de las aguas residuales. Algunos géneros de
nitrificantes comunmente estudiados son las
bacterias oxidantes del amoniaco Njitrosococcus,
Nitrosospira, Nitrosolobus y Nitrosovibrio. Otros
géneros comunmente estudiados son los de las
bacterias oxidantes de nitrito Nitrospira, Nitrospina
y Nitrococcus.
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Aquafix lleva a cabo pruebas y estudios de casos
para confirmar la eficacia de nuestros productos
nitrificadores. Es importante sefalar que los
resultados de laboratorio y de campo pueden
variar ampliamente en funcién de la razén de la
pérdida de nitrificacion, el tipo de sistema existente
y las condiciones ambientales.

Las pruebas de absorcion de amoniaco consisten
en afadir una dosis de nuestros nitrificadores
VitaStim a un medio de cultivo de nitrificantes.
Las pruebas se realizan con luz limitada para
prevenir la fotoinhibicion de los nitrificantes en

Relacidn entre el amoniaco vy el nitrito con nitrificacion
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una placa agitadora orbital a 90 RPM en matraces
de Erlenmeyer de 500 ml que contienen 100 ml de
nuestro material nitrificador. Cabe destacar que
el amoniaco, el nitrito y el nitrato son medidos a
diario. El pH se mantiene alrededor de 7.5 al utilizar
el rojo de fenol como indicador de pH en nuestras
instalacionesyalafadir de formamanual carbonato
de sodio y acido clorhidrico como titulantes. Las
pruebas, en este caso, serealizaron con nitrificantes
gue fueron almacenados en refrigeracidon durante
aproximadamente 6 meses luego del cultivo, a
fin de determinar si los nitrificantes continuaban
activos después de este periodo. Los reactores de
nitrificacion se realizaron por triplicado, mientras
gue los reactores de control (sin nitrificadores) se
realizaron por duplicado.

Comienza la
eliminacién de
nitritos.
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Nuestra prueba de absorcién de amoniaco (Figura 1) muestra coémo el desarrollo de los nitrificantes
ocurre en un cultivo controlado. El amoniaco se convirtidé en nitrito y luego en nitrato. Puesto que en
esta prueba se utilizé un medio a base de agua de grifo sin carbono ni crecimiento heterdtrofo, la
variacion del pH tendid a provocar un crecimiento lento de los nitrificantes y los oxidantes del nitrito.
Estas pruebas confirmaron que incluso tras 6 meses en refrigeracion, los nitrificadores fueron capaces
de eliminar el amoniaco en una solucion. En nuestros cultivos también se confirmé la presencia de
bacterias nitrificantes (AOB y NOB) en funcidén de la acumulacién encontrada de nitrato.
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Esta prueba fue diseflada para evaluar si los
nitrificadores VitaStim sirven para reducir los
niveles de amoniaco en nuestros reactores
de laboratorio de aguas residuales cuando se
produce un evento téxico que lleva a la pérdida de
nitrificacion. Las pruebas se realizaron en matraces
de Erlenmeyer de 500 ml en una placa agitadora
orbital a 160 RPM a temperatura ambiente (22 °C).
El licor mixto y el afluente de aireacién utilizados
en las pruebas fueron obtenidos de una instalacion
lechera local. El afluente de aireaciéon provino
de dos fuentes. Por un lado, una descarga de
desechos de baja concentracién vy, por otro lado,
el efluente de la seccidon anaerdbica del sistema
gue trata los desechos de alta concentracidn de la
instalacién.

El afluente fue sometido a un autoclave para
prevenir la proliferacion de bacterias en las
muestras durante las pruebas. El afluente de baja
concentracion y el efluente de alta concentracion
fueronmezcladosconaguadegrifodescloradapara

obtener una corriente de desechos que presentara
450 ppm de DQO y 40 ppm de amoniaco. Los
reactores se prepararon inicialmente diluyendo el
SSLM a 2000 ppm con agua corriente desclorada,
decantando el 50 % del volumen total del reactor y
rellenando el 50 % del volumen con nuestra mezcla
del afluente. Los matraces recibieron diariamente
esta combinaciéon durante el tiempo de ejecucion
de los ensayos. El pH en esta prueba fue medido y
ajustado diariamente a 7.3 (+/- O.1).

Los reactores estuvieron funcionando durante
dos dias. Al tercer dia del ensayo, se administrd
una toxina llamada amina cuaternaria al llegar
a 10 ppm. Luego, se agregaron nitrificadores
VitaStim a la mitad de los reactores durante dos
dias (dia 5 del ensayo) en una dosis Unica de 20
ppm, junto con 1 ppm del producto asimilador
de amoniaco VitaStim. Los reactores de control
y de nitrificacion se realizaron por triplicado y
se promediaron. Se hicieron pruebas hasta que
se observd la eliminacion total del amoniaco
tanto en los reactores de control como en los de
nitrificacion.
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La figura 2 muestra que la adicion de nitrificantes logrd acelerar la recuperacion de la eliminaciéon del
amoniaco. En este caso, Dynamic Duo fue afladido al quinto dia y la eliminacién completa del amoniaco
se logrd en aproximadamente un tercio del tiempo en comparacidn con lo que les tomd a los controles
recuperarse completamente. A diferencia de los resultados de esta investigacion, creemos que en
condiciones reales mas adversas (mayor cantidad de amoniaco en el efluente, temperaturas mas frias,
variaciones en las tasas de carga), la recuperacioén de la eliminacién del amoniaco probablemente tomaria
mas tiempo en completarse, tanto con la adicidn de nitrificantes como con nuestros controles.
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Esta planta municipal de tratamiento de aguas residuales tiene una capacidad
de 318 000 GPD. La DBO entrante suele ser de alrededor de 220 ppm vy el
amoniaco entrante se encuentra entre los 23y 32 ppm. La planta posee dos SBR
de 334 000 galones (maxima capacidad) que descienden a 279 000 galones
(alrededor del 16 % del volumen) 4.5 veces al dia en promedio. A principios de
noviembre se produjo un derrame accidental de unos siete barriles de 55 galones
de combustible diésel en la planta de aguas residuales. El sistema se limpid
rapidamente, pero los niveles de amoniaco en el efluente de la planta aumentaron en aguel mes y continuaron
subiendo hasta diciembre. La recuperacion de la poblacion de nitrificantes fue extremadamente dificil dado
gue la temperatura en el interior de ambos SBR era de unos 13 °C. A principios de enero, ambos reactores
registraron en el efluente un nivel de amoniaco de aproximadamente 6 ppm, que también era el limite de
amoniaco en el efluente de la planta. En ese momento, los SBR contenian un SSLM de aproximadamente
2700 ppm en ambos reactores. La planta comenzd a suministrar Dynamic Duo a una tasa de 1 galdén por SBR
durante la primera semana de enero. Para fines de esa semana, los niveles de amoniaco habian vuelto a los
valores habituales de entre 0.2 y 0.3 ppm, valores habituales en sus efluentes.

Este sistema industrial de lodos activados con tres biorreactores trata de 80
000 a 100 000 galones de aguas residuales de limpieza de barcazas por dia.
Los biorreactores se encuentran dispuestos en secuencia con dos reactores de
nitrificacion por lote. El primer reactor de nitrificacion suele tener 250 ppm de
amoniaco entrante, que se reduce a unas 25 ppm. El segundo, por lo general
reduce los niveles de amoniaco aun mas hasta llegar cerca de 1 ppm. La planta
experimentd una pérdida de nitrificacion, la cual se pensd que habia sido causada

por una toxicidad. El amoniaco en el efluente de la planta aumentd de 1 ppm a 25 ppm. Se aplicd a diario 3.5
onzas de nitrificante Dynamic Duo en el primer reactor en un tratamiento que duro 10 dias. Los niveles de
amoniaco se recuperaron al cabo de 10 dias hasta llegar a 1 ppm, que es lo que se observa normalmente en
el efluente de la planta.

Este caso se produjo en un matadero de cerdos en donde hay dos lagunas
anaerdbicas y un proceso de lodos activados con un gran tangue de aireacion
de 1.8 millones de galones con un tiempo de retencidn hidraulica de 2 dias
(capacidad de caudal de 900 OO0 GPD). Las aguas residuales que ingresan al
tanque de aireacién contienen niveles bajos de DBO (por lo general de 30 a 40
ppm), pero niveles altos de amoniaco (200 ppm). El amoniaco en el efluente de
la aireacion suele estar por debajo de 1 ppm, con niveles de nitritos por debajo
de los limites de deteccidn. A principios de octubre, la planta experimentd una
carga mas intensa de lo habitual, lo que provocd que el pH bajara a 6.Ademas, debido a un descuido se
dejé una bomba de desperdicio encendida durante 24 horas, lo que provocd una pérdida significativa de
solidos. Inicialmente, el amoniaco aumentd hasta 5.86 ppm, pero volvid a la normalidad al cabo de un dia sin
tratamiento. Sin embargo, los niveles de nitritos en la cuenca aumentaron a unas 45 ppm. La planta agregd
2 galones de Dynamic Duo, y al cabo de un dia sus niveles de nitritos disminuyeron a 7.7 ppm. Un cambio
de temperatura la noche siguiente causd que los niveles de nitritos en el sistema volvieran a aumentar a 32
ppm. Luego de otro dia de tratamiento, los niveles de nitritos en el efluente cayeron a 7.5 ppm y volvieron a
subir a 0.199 ppm al cabo de tres dias.
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La nitrificacion se convierte en la principal forma
de eliminacion de amoniaco una vez que se agotan
los niveles de DBO. Generalmente el amoniaco
se libera en la descomposicidn de la urea, pero
también suele aparecer en menores cantidades
debido a la degradacién de las proteinas y otras
moléculas que contienen nitrégeno. Las formas
orgdnicas de nitrogeno, como los aminoacidos vy
las proteinas, tienden a ser las formas favoritas
para las bacterias heterdtrofas. Esto significa que
en los sistemas de tratamiento de aguas residuales
suele haber un exceso de amoniaco que debe ser
oxidado por los nitrificantes para lograr los limites
de efluentes en relacion con el amoniaco. En los
casos de pérdida de nitrificacion, este exceso de
amoniaco es lo que se observa en los vertidos de
residuos.

Enlos sistemas de tratamiento de aguas residuales,
los nitrificantes tienden a ser formadores de
fléoculos de menor calidad en comparacion con los
organismos heterodtrofos, ya que producen menos
sustancias poliméricas extracelulares (SPE). Esto
significa que la formacion adecuada de floculos
por parte de las bacterias heterdtrofas conduce
a poblaciones de nitrificantes mas estables, ya
que la SPE generada por los heterdtrofos ayuda a
consolidar los nitrificantes en un sistema de aguas
residuales.

Como se menciond anteriormente, los diferentes
tipos de bacterias nitrificantes pueden tener
tolerancia y prosperar a pesar de las importantes
variaciones en las condiciones ambientales vy
operacionales. Existen diversas consideraciones
operacionales que pueden mejorar la diversidad de
los nitrificantes y mantener una mayor poblacion
de estos para reducir al minimo el riesgo de
pérdida de nitrificacion.

Por lo general, se recomienda un TRH de mas
de 10 horas para la nitrificacion y un TRC de
mas de 8 dias para mantener una poblacion de
nitrificantes adecuada. Esto a menudo lleva mas
tiempo en sistemas con condiciones adversas, lo
qgue hace que los operadores aumenten su TRC al

tener, por ejemplo, bajas temperaturas. Si el TRH
es demasiado corto, los nitrificadores no tendran
suficiente tiempo para realizar la eliminacion
de amoniaco después de que los heterdtrofos
hayan terminado de eliminar la DBO. Un tiempo
demasiado corto de TRC hace que no se logre
retener una cantidad adecuada de nitrificantes
en el sistema como para mantener una poblacién
adecuada. Por otro lado, si el TRC es demasiado
alto, se producird una floculacién deficiente y un
crecimiento filamentoso. A menudo se recomienda
mantener un SSLM superior a 2000 para proteger
de manera eficaz a los nitrificantes de las
condiciones adversas y mantener una poblaciéon
que pueda tolerar factores desestabilizadores
como los cambios de temperatura (Gererdi, 2002).

Los nitrificadores prefieren un rango de
temperatura entre 15 y 30 °C. Por consiguiente, a
temperaturas menores a 15 °C, los nitrificadores
pueden experimentar dificultades para mantener
una poblacidn adecuada. Con temperaturas
superiores a 30 °C, suelen tener problemas de
baja concentracion de oxigeno disuelto, ya que la
solubilidad del oxigeno disminuye a temperaturas
mas altas. Sin embargo, se ha registrado que
los nitrificadores pueden funcionar de manera
eficaz fuera de este rango de temperaturas, ya
qgue la poblacidn bacteriana suele ser capaz de
aclimatarse a diversas condiciones. Los cambios
rapidos de temperatura también repercuten en la
nitrificacion, ya que los nitrificantes no son capaces
de adaptarse con rapidez debido a sus tasas lentas
de crecimiento. En un estudio reciente (Knight,
2019), se pudo observar que los nitrificantes son
capaces de funcionar a mas de 35 °C (hasta 52 2C),
algo gue se creia casi imposible.

Los nitrificadores en las plantas de aguas residuales
funcionan de manera 6ptima cuando el oxigeno
disuelto se encuentra entre 2 y 3 ppm. La razdén
principal de esto es que el oxigeno disuelto en los
sistemas de aguas residuales suele mantenerse en
estos valores para lograr una actividad aerdbica
efectiva. Se sabe que algunas especies de
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nitrificantes prosperan muy por debajo de 1 ppm
de OD, y que muchos nitrificantes presentes en
ambientes acuaticos naturales prefieren niveles
mas altos de OD, ya que sus ambientes suelen
tener niveles muy bajos de DBO. Debido a estos
factores, si se vuelve a sembrar una poblacion de
nitrificantes, es importante utilizar nitrificantes
que estén aclimatados a los niveles de OD de una
planta de tratamiento de aguas residuales tipica.
Debido a estos factores, si se vuelve a sembrar una
poblacion de nitrificantes, es importante utilizar
nitrificantes que estén aclimatados a los niveles
de OD de una planta de tratamiento de aguas
residuales tipica.

La alcalinidad es uno de los factores ambientales
mas importantes para la nitrificacion por dos
razones principales. La primera es que los
nitrificadores usan diéxido de carbono disuelto,
carbonato y bicarbonato como fuente de carbono
para la produccion autdtrofa de glucosa, en tanto
que (CO2, HCO3-, CO3-2) son los principales
contribuyentes a la alcalinidad de un sistema. La
segunda razoéon es que los nitrificantes producen
acido nitrico durante la oxidacion del amoniacoyy, si
la alcalinidad es baja, el pH podria fluctuar debido
a la produccioéon de acido, lo que podria ocasionar
un crecimiento deficiente de los nitrificantes. Esto
significa que, en los casos de baja alcalinidad,
es mucho mas beneficioso complementarla con
carbonato o bicarbonato, en lugar de utilizar otros
compuestos basicos comunmente afadidos como
el hidroxido de sodio o el hidroxido de magnesio.
Por lo general, una alcalinidad de alrededor de
100 ppm es optima para el funcionamiento de los
nitrificadores. Sin embargo, la alcalinidad podria
ser inferior o superior si el sistema mantiene un pH
establey lanitrificacion funcionalo suficientemente
bien como para hacer frente a la tasa de carga
de amoniaco en un sistema determinado. Una
dosis de 8.64 mg/l de bicarbonato (HCO3-) es
considerada adecuada para eliminar 1 ppm de
amoniaco en los sistemas de aguas residuales,
segun un modelo de nitrificacion de 1976 (USEPA,
2002).enough to handle the rate of ammonia
loading in a system. 864 mg/L bicarbonate
(HCO3-) is considered adequate to remove 1 ppm
of ammonia in wastewater systems based on a
model of nitrification from 1976 (USEPA, 2002).

Los nitrificadores prefieren un flujo de residuos que
sea neutro a ligeramente alcalino (pH de 7 a 8). A
valores de pH mas bajos (6 a 5.5), los nitrificadores
crecen y funcionan a un ritmo menor, y a valores
de pH mas altos (9 a 9.5) los nitrificadores
suelen morir dentro del sistema, lo que dificulta
la conservacién de una poblacion efectiva. Si se
mantiene adecuadamente la alcalinidad, es poco
probable que los valores de pH en la mayoria de
los sistemas de aguas residuales estén fuera de
este rango.

Las bacterias nitrificantes son esenciales para
lograr la eliminacién casi completa del amoniaco
en los sistemas de lodos activados. En muchos
casos, los sistemas de aguas residuales con una
nitrificacion eficaz pueden alcanzar niveles de
amoniaco y nitrito por debajo de los limites de
deteccidn. Los nitrificantes requieren condiciones
operativas especificas para funcionar de forma
eficaz, y son mas susceptibles a la toxicidad y a
otras condiciones adversas que la mayoria de los
heterdtrofos de aguas residuales. Si en una planta
de aguas residuales se presentan condiciones
optimas, las poblaciones de nitrificantes seran
mas robustas y menos susceptibles de sufrir
alteraciones. Si aparecen condiciones adversas y
se pierde la nitrificacidn, los nitrificadores VitaStim
y los asimiladores de amoniaco VitaStim ayudaran
arecuperar la poblacién de nitrificantes de manera
rapida para evitar infracciones en los limites de los
efluentes.
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