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RESUMEN

La aplicacion de la desnitrificacion biolégica mediante filtros sumergidos es un proceso
viable, util para eliminar el nitrato de aguas subterraneas contaminadas, posibilitando asi su uso
como agua potable. Estos sistemas precisan de un control del oxigeno disuelto en el agua a tratar

y de la concentracion de fuente de carbono adicionada.

Con la idea de optimizar el proceso, se realizo un estudio comparativo de tres fuentes de
carbono (sacarosa, metanol y etanol) ensayando la influencia de su concentracion y presencia de

oxigeno disuelto, tanto en el rendimiento como en el crecimiento y composicion de la biopelicula.

Estudios sobre la composicion de bacterias desnitrificantes y su actividad, aportan
conocimientos de la variacion de estas y su influencia en el rendimiento del sistema. Los ensayos
de variacion de caudal y concentracion de nitrato del influente, permiten optimizarlo en cuanto

a sus parametros de disefio.

ABSTRACT

Biological denitrification by submerged filters is a viable process, useful for nitrate removal
of contaminated groundwater, permiting its use as drinking water. This system need a control of
dissolved oxygen and carbon concentration in the water in order to improve the final results of

the process.

Three different carbon sources were applied in the present study for the optimization of
the denitrification process. Thus sucrose, methanol and ethanol were added to the contaminated
water under different oxygen conditions. Under these conditions yield, growth and biofilm were

analyzed in detail

Microbiological analysis of the denitrifying bacteria and its biological activity were also
utilized for understand the effects of these parameters on the biological denitrification in
submerged filters. Assays of flow variation and nitrate concentration in the effluent allow its

optimization for the design parameters.
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INTRODUCCION

1.- EL CICLO HIDROLOGICO: RECURSOS DE AGUA.

El agua es la sustancia mas abundante en la hidrosfera, encontrandose en los tres estados
de la materia. Cerca del 96.5% de este agua esta en los oc€anos, el 1.7% en los casquetes
polares, otro 1.7% lo componen manantiales subterraneos y solo el 0.1% forman parte del sistema
de agua superficial y atmosférico (Chow e al, 1994). El agua circula a través de un laberinto de

caminos constituyendo el ciclo hidrologico, un ciclo constante sin principio ni fin.

Los recursos hidricos disponibles, tienen como unico origen las precipitaciones (lluvia,
nieve o granizo), que se originan tras la condensacion de parte del vapor de agua atmosférico,
que procede sobre todo de la evaporacion de los océanos. Estas precipitaciones alcanzan un valor
medio anual en Espafia de 340121 Hm’, con oscilaciones entre los 280000 Hm® en afios secos,

hasta 444000 Hm® en afios mas hiumedos (Hernandez-Mufioz, 1990).

De la cantidad antes citada como precipitacion media anual, solo 117394 Hm’ es
aportacion, regulandose en la actualidad 45627 Hm’. Por otro lado hay que indicar que las
precipitaciones infiltran anualmente 180000 Hnr’, de los cuales solo se regulan 30000 Hm’. Parte
de este agua queda en la zona no saturada que se evapotranspira a la atmdsfera o bien alcanza la

zona saturada, pasando a formar parte de los acuiferos.

La principal fuente de recursos hidrologicos en Espafia es en la actualidad el agua
superficial y una pequefia parte del agua subterranea. Las fuertes sequias han limitado mucho los
recursos superficiales en los Gltimos afios, lo cual obligd a emplear los recursos subterraneos,
dentro de la gestion integral del agua. Estos recursos son sin duda una importante reserva de agua
que suponen a nivel mundial 10530000 Km?, representando el 0.76% del agua total del planeta
y un 30.1% del total del agua dulce ( UNESCO, 1978).
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2.- CONTAMINACION DE AGUAS SUBTERRANEAS

El constante desarrollo de Ia sociedad demanda cada vez mayores cantidades de agua,
tanto para abastecimiento como para uso industrial y agricola. Esta necesidades chocan con unos
recursos limitados en zonas como Espafia, afectadas en gran parte por prolongadas sequias. Esta
escasez de agua motiva la busqueda de nuevos recursos hidricos como es el caso de los acuiferos

cuyo uso incontrolado da lugar a una serie de problemas, entre los que se pueden citar:

- Sobreexplotacion, que afectaba ya en 1995 a 51 unidades hidrogeolégicas, estando otras

23 enriesgo de padecerla. (Anom, 1995).

- Afecciones a cursos fluviales. Es consecuencia de lo anterior dandose importantes

ejemplos como las Tablas de Daimiel y lagunas de Ruidera.

- Intrusion salina: ocasionada por la sobreexplotacion de acuiferos litorales, que afectaba

en 1995 a un 58 % de las unidades hidrogeoldgicas del litoral espafiol.

Bien es verdad que estos dos Gltimos afios, 96 y 97, de abundante plubiometria han
paliado esta situacion, pero estos problemas de sequia son los responsables de la pérdida de
habitats singulares, de la falta de agua para riego y en muchas ocasiones de la falta de agua para
el abastecimiento doméstico, creando serios inconvenientes medio ambientales, sociales y

€conomicos.
Junto a estos tres problemas ocasionados por un excesivo uso del agua de nuestros
acuiferos, superior a la recarga natural, surge otro no menos importante como es la contaminacion

de aguas subterraneas. Esta contaminacion a su vez se puede clasificar en dos tipos:

- Puntual: originada por un foco puntual.
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- Difusa: cuando la entrada del contaminante se distribuye por una zona amplia del

acuifero.

La contaminacion puntual puede tener diferentes fuentes segun Rice and Viste (1994),
aunque su origen principal es de tipo urbano o industrial. Destaca la contaminacion por derivados
del petroleo procedentes de depositos bien de uso doméstico o industrial, la contaminacion por
metales pesados procedentes de la filtracion de lixiviados de vertederos, la contaminacion por

materia organica procedente de fosas sépticas o filtracion de aguas residuales, etc.

La principal fuente de contaminacion difusa son las practicas agricolas; a través de ellas
pueden llegar a nuestros acuiferos innumerables sustancias, teniendo especial interés el nitrato y

los pesticidas debido a sus efectos sobre la salud humana.

2,1.-CONTAMINACION DE LAS AGUAS SUBTERRANEAS POR NO;°

La Direccion General de Obras Hidraulicas establecio en 1991 tres niveles de deterioro

de la calidad de las aguas subterraneas en funcion de la cantidad de NO;™ presente:

- Contaminacion incipiente con valores entre 20 y 50 mg/L.
- Contaminacién establecida con valores que oscilan entre 50 y 100 mg/1.

- Alto grado de contaminacion con valores superiores a 100 mg/l.

La figura 1 muestra la afeccion de la calidad de las aguas subterraneas para Espafia en
1987. Estos valores han aumentado considerablemente en los tltimos afios, sobrepasando muchas
zonas los 100 mg/l de modo espectacular. Tal es el caso del acuifero del rio Vélez (Méalaga), este
acuifero con una superficie de 20.4 Km” se sit(ia en una zona de intensa actividad agricola con
cerca de 4000 Ha. en regadios. Hasta Agosto de 1994 se abastecian de este acuifero las
poblaciones de Benamargosa, Benamocarra y Vélez Malaga, con una poblacion total de 60000

habitantes, cesando su uso por el incremento en nitratos experimentado por el acuifero que paso
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en algunos puntos de 25 mg/l en Marzo de 1985 a 320 mg/l en Marzo de 1994 (Garcia Ardstegui
et al, 1996).

Ejemplos como éste se han repetido en toda la geografia espafiola destacando zonas de
Catalufia como el Maresme (Llobregat), Comunidad Valenciana, Mallorca, Llanura Manchega,

Norte de Tenerife, Gran Canarias y los aluviales del bajo Guadalquivir.

| 204MO,450mgyl

[ ] co<mMO,2100mga

B nio,z100

Figura 1. Mapa de contaminacion por NO; en Espafia para 1987
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2.2.- ENTRADA DE NO; A LOS ACUIFEROS

| Las actuales practicas agricolas son las principales responsables del incremento de NOy’
en los acuiferos, entre otras afecciones sobre el medio ambiente, sin embargo no es la tinica. Hay
otra serie de vias naturales y antropogénicas que aportan cantidades elevadas de nitrogeno a-
nuestro subsuelo. Dentro de estas otras vias de origen humano, podemos encontrar los lixiviados

procedentes de vertederos, actividades ganaderas o actividades industriales (Sanchis, 1990).

2.2.1.- Contaminacion de acuiferos por practicas agricolas.

En la Gltima década, las practicas agricolas han evolucionado buscando mejores
reﬁdimientos de los espacios cultivados y mayor rentabilidad. Esta evolucion ha cambiado los
métodos artesanales pof otros mas industrializados, en los que se emplean nuevos sitemas de
plantacién v regado asi como nuevas practicas de fertilizacion de los terrenos, pesticidas,
manipulacion genética, etc... Todas estas practicas hah convertido a la agricultura en una de las
principales fuentes de contaminacién, no puntual, del planeta que afectan al suelo, agua y aire,

originando problemas como la erosién del terreno, eutrofizacion o contaminacion del agua.

Una de las principales fuentes de contaminacion del agﬁa es la fertilizacion del terreno
mediante el uso de abonos quimicos, disminuyendo los de origen animal (Braide and Trattner,
1997). La proporcién de fertilizantes, el tiempo de empleo, el método empleado o el tipo de
fertilizante usado, determinan el grado de contaminacion. Uno de los principales causantes de
contaminacién es el uso de elementos nitrogenedos, cuya presencia en el agua dependeré del uso
exclusivo en la agricultura, meteorologia de la zona, permeabilidad del terreno, etc, siendo
causantes de problemas tales como la eutrofizacion de aguas superficiales, o excesos de NOy en

las aguas subterraneas, factibles de su utilizacion en abastecimientos a nucleos urbanos.

En la T Guerra Mundial se logro sintetizar quimicamente el NOy’ mediante el proceso de

Haber-Bosch. Tras su sintesis surge una importante industria productora de nitrato con fines
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bélicos. Tras la guerra esta industria suffio un cambio transforméandose en productora de
fertilizantes agricolas los cuales comienzan a emplearse de modo masivo e incontrolado, debido
a sus efectos beneficiosos en la agricultura. Surge asi un incremento en su uso que multiplica por
4,75 la cantidad empleada en la Unién Europea desde 1955 a 1982 (Worthington, 1987).
Ciertamente el empleo de estos fertilizantes quimicos aumenta la produccion de los cultivos
(ECETOC, 1988), pero también es cierto que hay un punto optimo a partir del cual el rendimiento
no mejora, sino que incluso puede descender (Ramos, 1987). a pesar de esto, la tendencia de los
agricultores es hacia una mayor dosificacion, alentados por la posible mayor produccion, los

fabricantes y distribuidores.

Los componentes nitrogenados que mas frecuentemente se encuentran en los fertilizantes
son el NH,", el NO;y la Urea, tal y como se puede apreciar en la tabla 1. Estos compuestos una
vez adicionados al suelo, son captados por la planta segun el tipo de cultivo y de sus necesidades.
Si esta fertilizacion se hace en exceso, el suelo se enriquece en estos compuestos nitrogenados
que pueden ser arratrados por el agua. De los tres compuestos anteriormente descritos, el que mas
aparece en los lixiviados del terreno es el NO;", debido a su mayor solubilidad. El destino final de

estos compuestos lavados del terreno suelen ser las aguas subterraneas.

Muchos han sido los estudios realizados sobre la contaminacion de acuiferos por NO;™ en
todos los puntos del continente. Dentro de la propia Comunidad Andaluza podemos citar casos
como el estudiado por Espinosa ef a/ (1996) en el Campo de Dalias donde afirma que el
incremento en nitratos dado en acuiferos profundos se debe principalmente a la agricultura. Un
caso semejante estudiaron Grande er a/ (1996) en el acuifero Ayamonte-Huelva donde se
registraron valores hasta de 400 mg/l de NO,’, originando el cese del abastecimiento para
poblaciones como la de Lepe en 1989 que captaba el agua de dicho acuifero. Otro ejemplo se
registr6 en las poblaciones de Vélez-Malaga, Benamargosa, Benamocarra y Torre del Mar, que
cesaron en 1994 de abastecerse de las aguas del acuifero del rio Vélez (Garcia-Arostegui et al,

1996) donde se llegaron a registrar valores de hasta 300 mg/I.
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Tabla 1.- Composicién de los principales fertilizantes empleados.

FERTILIZANTES SIMPLES

Amoniaco NH_OH

Sulfato Amonico (NH_).S0,

Nitrosulfato Amonico (NH_).SO_,+ (NH_,NO,
Nitrato Amoénico NH_NO,

Urea (NH,)_.CO

Nitrato Amoénico Calcico NH_NO,+CaCO,
Nitrato de Chile NaNO,

Nitrato Calcico Ca(NO.),

Nitrato Magnésico Mg(NO.).

FERTILIZANTES BINARIOS

Fosfato monoamaénico H_NH_PO,
Fosfato diamonico H (NH_)_PO,
Nitrato potasico KNO,

FERTILIZANTES TERNARIOS: Presentan varias formulas quimicas

conteniendo diferentes porcentajes de N-P-K-Mg

El uso abusivo e incontrolado de fertilizantes en la agricultura, se destaca hoy en dia como
el principal agente causante de la contaminacion por NO;’ de nuestros acuiferos, sin embargo hay
que destacar que otros aspectos, como las caracteristicas y composicion del suelo, la irrigacion
del terreno o la pluviometria, que pueden influir en el mayor o menor arrastre de NO; hacia los
acuiferos (Hamilton y Helsel, 1995). Otro fenomeno a tener en cuenta son los procesos de
desnitrificacién en suelos, mas abundantes en presencia de fuentes de carbono, que pueden

eliminar parte del NO,™ presente (Adelmon y Tabidin, 1996).
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2.2.2.- Otros tipos de contaminacién por nitratos.

2.2.1.1-_Aporte de nitrégeno por las precipitaciones.

La presencia de compuestos nitrogenados en la atmosfera procede principalmente de las
emisiones industriales en forma de oxidos de nitrogeno (NOx). Lloyd y Heathcate (1985)
consideraban que su procedencia provenia de la oxidacién del nitrogeno en el funcionamiento de
los motores, segun la reaccion:

0, + H,0 + 4NO,” — 4HNO,

La presencia del acido nitrico en la atmosfera junto con otros como el H,SO, forma la
lluvia acida que puede afectar al pH del suelo y llegar como no a aguas de lagos o aguas
subterraneas. Este acido nitrico puede formarse también en la atmosfera por una reaccion

fotolitica , a partir de NOx (Gupta et al 1986):

NO, + 0, = NO, + 0,
NO, +NO, = N,0,
N,O;+ H,0 — 2HNO,

La concentracion de NO;” en el agua de lluvia es muy variable y dependera de la zona y
sobre todo de la actividad industrial, oscilando segun Custodio y Llamas (1976) entre valores

inferiores a 2 mg/l y 20 mg/l en zonas industriales.

Otra forma de aporte de nitrogeno a la atmésfera es de origen organico, fundamentalmente

el polen de regiones arboreas (Fried, 1985).

2.2.1.2- Aporte de nitrégeno por los residuos sélidos urbanos.

Seguin Sanchis (1990) se puede estimar que una tonelada de residuos solidos urbanos
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proporcionan unos 275 g. de nitrogeno. Este nitrogeno puede llegar a las aguas subterraneas,
proceso que estd unanimemente aceptado (LT.G.M.E. 1989). Este aporte es causado
principalmente por los lixiviados procedentes del vertedero, por varias causas como

sobresaturacion, mal sellado del vaso, defectos de ejecucion de los drenajes etc.

Hay que tener en cuenta que el mayor o menor grado de contaminacion de un acuifero por
un vertedero dependera del tratamiento que recibe este (controlado e incontrolado), de las
condiciones climaticas e hidrolégicas, de las caracteristicas hidrogeolodgicas de la zona, entre
otras. Es evidente que el gran niimero de vertederos incontrolados que existen no estan sellados

y la mayoria carecen de servicio, por lo que agudizan el problema.

Logicamente al ser los lixiviados un medio reductor, el principal aporte de nitrégeno sera
en forma de NH,". Este NH," al alcanzar un medio oxidante como es el agua no contaminada
pasaria facilmente a NO;. Un ejemplo de este tipo de contaminacion fue observado por Custodio
(1981) en el acuifero de Garraf, que comprobd que cerca del vertedero el acuifero presenta
concentraciones de NH,* elevadas y en zonas alejadas aparecen ya concentraciones de NO;” que

llegaban a valores de 28 mg/l.

2.2.2.3- Contaminacion por aguas residuales depuradas y no depuradas.

La Directiva 91/271 de la U.E. obliga a las poblaciones superiores a 2000 habitantes
equivalentes de los paises miembros a tratar sus aguas residuales e indica las caracteristicas del
vertido en lo que respecta a la DBO;, DQO y SS, haciendo referencia a los nutrientes (N y P) solo
en caso de vertido a zonas sensibles. Estos tratamientos exigidos son procesos de oxidacion por
lo que el nitrogeno presente en el agua residual se transformara mayoritariamente en NO;™ (forma
mas oxidada del nitrogeno). Atendiendo a esto, parece logico indicar que un agua residual
depurada mediante tratamiento biologico, puede contener cierta cantidad de nitrato. Muchos
autores han tratado de indicar los valores de Nitrogeno que una persona aportaria al agua,

oscilando éstos entre 4 y 5 Kg N/persona/afio (Porter, 1980; Lopez, 1982; Fried, 1985).

10
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En la actualidad se pretende la gestion integral del uso del agua, demandados por los
diferentes planes hidroldgicos de cuenca, asi como por el Plan Nacional, que unido a una
propuesta de directiva sobre reutilizacion se pretende dar la posibilidad de volver a usar las agua
depuradas. Atendiendo a los diferentes usos posteriores del agua, aparecen distintos procesos de

afino, pretendiendo con ello ajustar calidades a usos.

El problema de los NO;™ solo aparece en vertidos de aguas proximos a captaciones, de
aqui que en estos casos se exija a las estaciones depuradoras la eliminacion del nitrégeno, o bien
en vertidos proximos a estuarios, lagos o embalses (zonas sensibles) donde se demanda la

minimizacioén de nutrientes en los efluentes.

De cualquier forma el uso de las aguas depuradas, pues con el cumplimiento de la directiva
271/91 desaparece el vertido directo, en regadio no llega a contaminar acuiferos, puesto que la
utilizacion de sistemas de riego elimina los excesos y el nitrogeno aportado es insuficiente en la

mayoria de los casos para la demanda del cultivo.

2.2.2.4 -_Aportes por residuos industriales.

Segun Fried (1985) las industrias mas contaminantes en cuanto al aporte de nitrogeno
son: mataderos, destilerias, azucareras, textiles e industrias de levaduras, almidon y algunas
quimicas. Dentro de todas ellas destacarian las destilerias llegando a valores de 1900 mg/l de NO;
en sus vertidos o los mataderos que pueden llegar hasta 1500 mg/l. A la mayoria de estas plantas
se les exije la implantacion de una estacion depuradora, que minimizaria el problema, o bien son
vertidas a la red de saneamiento urbano, quedando regulado el vertido a las condiciones de dicho

nucleo.

2.2.2.5.- Aportes por actividades ganaderas.

Toda concentracion ganadera genera grandes cantidades de orina y excrementos que

11
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presentan una importante carga de nitrogeno. Estos residuos suelen almacenarse o bien aportarse
al terreno mediante el estercolado. Estas practicas han dado lugar a problemas no puntuales de
contaminacion por arrastre del nitrogeno de los residuos en los lixiviados, sobre todo cuando se

realiza en exceso. Casos como estos fueron descubiertos en los rios de Gales por Knappert y
Oskan (1987).

Un caso concreto de contaminacion por NO, , debido a las précticas ganaderas, se ha
registrado considerablemente en las provincias de Badajoz, Granada, Salamanca o Soria al igual
que en numerosos puntos de Europa. Estos problemas se han debido a la industrializacion de la
ganaderia porcina, con una posterior aplicacion sobre el terreno de los purines procedentes de esta

industria.

2.2.1.6.- Aportes de origen natural.

Aunque sus valores e importancia son dificiles de cuantificar hay que citar en este apartado
el aporte natural de nitrégeno al suelo dado por la Fijacion de Nitrogeno. Este proceso conocido
desde muy antiguo fue empleado en muchas ocasiones para enriquecer el suelo en nitrogeno

(Lopez, 1982).

Otros fenomenos puntuales pueden ser el lavado de minerales del terreno, como el caso
del Condado de El Fresno en California donde se alcanzaron 1150 mg de NO;™ /1 en el acuifero
por su origen mineral.

3.- EFECTOS ADVERSOS DEL NITRATO EN EL AGUA

3.1.- PROBLEMAS SANITARIOS

Podemos fijar la fecha de 1895 como la primera descripcidn de un caso mortal por ingesta

12
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de nitrato. La muerte de ejemplares de ganado bovino se asocio con el consumo de grandes
cantidades de maiz verde, debido al alto contenido de nitrato potasico que éste contenia. Ya en
1940 se identifico el nitrato como el verdadero causante de las muertes al acumularse en los
forrajes verdes y transformarse en nitrito en el rumen de estos mamiferos. Poco después, en 1945,
Comly describio la sintomatologia de la methemoglobinemia infantil vy la relacion6 con la ingesta
de nitrato del agua de pozo, iniciandose una larga controversia sobre la toxicidad de este anion.
La inquietud aument6 cuando Magel y Barnes (1956) evidenciaron la sintesis a partir del nitrito
y las aminas de la dimetilnitrosamina, una nitrosamina potencialmente cancerigena. Tras estos
descubrimientos, otros muchos autores han relacionado la ingesta de nitrato con otras patologias,
pero la Organizacion Mundial de la Salud (W.H.O., 1985) las rechazo, aceptando soélo la

methemoglobinemia y cancer por nitrosaminas como efectos de alta ingesta del nitrato.

Los nitratos son muy estables y no son en absoluto toxicos, tan solo se les reconoce un
marcado efecto diurético, lo cual los llevo a emplearlos como terapéutico desde el siglo XVIIL.
Los efectos toxicos que se les pueden achacar son debidos a una ingesta masiva o por su
transformacion en nitrito (Fritsch y De Saint Blanquat, 1990). Su metabolismo es sobradamente
conocido: se absorben rapidamente a nivel intestinal, una pequefia parte se recicla a nivel
enterohepatico y salivar y se eliminan rapidamente por via urinaria (Fritsch, 1982). El principal
peligro reside en su transformacion en nitrito. Esta reduccion es realizada por una enzima, la
Nitrato reductasa, presente en plantas y bacterias. El pH optimo para la actividad de esta enzima
es 6.0 a 6.4, que solo se da en la cavidad bucal. En el resto del tubo digestivo es dificil obtener
este pH, a no ser en el caso de patologias tales como aclorhidria gastrica y sobre todo en enteritis

graves con un fuerte desarrollo de flora bacteriana.
Por otro lado, hay dos categorias de organismos donde si se alcanza este pH:
— Los rumiantes con un pH neutro en el rumen y abundante flora bacteriana, por lo que
un exceso de nitrato les puede producir ta muerte, tras una masiva formacion de

nitrito, por methemoglobinemia.

13
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— Los bebés hasta los cuatro meses (Klaassen ef al, 1986).

3.1.1.- Methemoglobinemia

La hemoglobina es una heteroproteina de los eritrocitos, constituida de una parte proteica
(globulina) y un grupo prostético (el grupo Hemo). En la parte central del grupo prostético
aparece un atomo de hierro que para realizar su funcion de pigmento respiratorio precisa estar en

estado ferroso (Sanchez de Medina et al, 1992).

La methemoglobinemia se puede definir como una acumulacion anormal de
methemoglobina en los eritrocitos. Esta methemoglobina es una forma anormal de hemoglobina
en la que el hierro esta en forma férrica y no puede realizar la funcion de pigmento respiratorio.
Este proceso se puede dar de forma natural pero la diaforasa de los glébulos rojos la reduce al
estado ferroso. El problema se produce cuando las causas no son naturales. Hay diversos tipos
de methemoglobinas (Jaffe, 1981), siendo la molecular una de las mas graves. Otro tipo es la
producida por los denominados venenos methemoglobinizantes, tales como los percloratos,

aminofenoles, fenacetinas, anilinas, sulfamidas y nitritos (Fried, 1985).

El mecanismo de formacién de la methemoglobina es poco conocido, pero se estima que

sucede en dos fases:

—  Conversion de oxihemoglobina en methemoglobina segun la concentracion de nitrito.

—  Formacion del complejo methemoglobina - nitrito con posterior liberacion de nitrato.

Estas reacciones se producen segan Doyle ef al (1985) siempre que NO,/HbO,> 8.

4 HbO, + 4 NO, + 4 H' =» 4 Mhb +4NO; + O, +2 H,0

La sintomatologia es fundamentalmente cianosis que variara segun la cantidad de

14
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methemoglobina presente en los globulos rojos. La cianosis se nota a partir del 10% de
methemoglobina. Sobre el 20% aparecen cefaleas, vértigos, taquicardia, astenia, etc. Sobre el

60% vya da sintomas neurologicos y con valores superiores al 70% puede producir la muerte.

Este proceso puede frenarse por una neutralizacion del nitrito con sustancias como
Vitamina C 6 E, sulfamato o ciertos antioxidantes (Mirvish, 1983), o en casos mas graves usar

el azul de metileno por via endovenosa (Cornblath y Hartman, 1948).

Como se ha indicado anteriormente, es mucho mas grave en bebés por una serie de causas:

— La hemoglobina del recién nacido es un 70% hemoglobina fetal, que es muy oxidable.

— En los primeros dias, el estomago no tiene acido clorhidrico libre y el pH es casi
neutro.

— En casos de infeccion enteral, hay una fuerte proliferacion de Escherichia coli con

gran poder nitritogénico.

3.1.2.- Nitrosaminas

La formacion de nitrosaminas se produce por la reactividad del ion NO™ procedente del

NO,, tal como se puede observar en las figuras 2 y 3.

El i6n nitrito en medio acuoso puede suffir sucesivas protonaciones formando éacido
nitroso (HNO,) el cual a su vez forma el i6n del acido nitroso (H,ONO") el cual se puede
descomponer en tres compuestos. De los ires compuestos el halogenuro de nitrosilo, formado
facilmente con la presencia de halogenos, es capaz de reaccionar con una amina bien secundaria

o terciaria dando una nitrosamina.

Para la produccion de nitrosaminas, se precisa que coincidan diverso factores. Por un lado

es necesaria la presencia de nitrito asi como de aminas, las cuales pueden obtenerse por la
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alimentacion o por la medicacion y por otro lado, se precisa un pH acido. Es por ello que el Gnico
lugar del organismo donde pueden coincidir estos tres factores es el estémago y solo alli se

pueden producir las nitrosaminas ( Mirvish, 1977).

O-N=0 = > 0=N-O Nitrito
..+_
H H+
HONO Acido nitroso
+
H

+ . .

H2ONO Ién del Ac. nitroso

Figura 2. Formacion del ion del dcido nitroso a partir de nitrito y en medio dcido

No hay evidencias de cual es la dosis de nitrosaminas capaz de producir cancer de
estomago; algunos autores estiman que se puede formar sobre 7ug/dia de nitrosamina por el
proceso anteriormente descrito, ahora bien el hecho de que estas dosis produzcan cancer en
humanos es hipotético. Lo que si es sobradamente conocido es la capacidad de producir tumores
de estos compuestos, que en animales de experimentacion ronda el 75% de los casos ensayados

(Chambon et al , 1983).

3,2.- EUTROFIZACION

Todo ecosistema 16tico (masa acuosa estancada), desde su formacion, pasa por una serie
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de fases evolutivas hasta que desaparece. Estas fases fueron clasificadas inicialmente por el
botanico sueco Naumann (1919) en funcion de las concentraciones de P, N y Ca presentes en
dicha masa acuosa, considerandola como oligotréfica si contiene bajas concentraciones de estos
nutrientes, mesotrofica para concentraciones intermedias y eutrofica para altas concentraciones.
Seglin esto, la eutrofizacion es una fase natural de un ecosistema lotico a la cual se llega de forma
evolutiva y que puede tardar miles de afios en alcanzarse. Los diferentes aportes de agua arrastran
solidos, nutrientes, materia organica etc, que se acumula y enriquece el agua. Las masas acuosas

cerradas, como los lagos, acumulan estos compuestos dando lugar a las diferentes fases.

+
y o ‘{‘
yt = _
No' 1O | X O-N-O-N-0
I6n Nitrosonio Anbhidrido nitroso
0O=N-X
Halogenuro de nitrosilo
R R
N-H }\I—N=O
R/ R
Amina Nitrosamina

Figura 3. Formacion de nitrosaminas a partir del idn del dcido nitroso

Estos procesos evolutivos se ven alterados por la intervencion humana. Los vertidos de
aguas residuales, la actividad industrial y los nutrientes empleados de forma masiva en la
agricultura, pueden llegar hasta los ecosistemas l0ticos enriqueciéndolos en nutriéntes mas

rapidamente y acelerando el proceso evolutivo a solo unos pocos afios.
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La eutrofizacién artificial es un problema que comenzo a reconocerse por la comunidad
cientifica entre los afios 40 y 50, llegando a considerarse como uno de los mayores y mas
extendidos problemas que afectan al agua dulce, principalmente lagos, estuarios o aguas costeras.
Harper (1992) la definié como el efecto bioldgico de un incremento en la concentracion de
nutrientes, fundamentalmente N y P, en ecosistemas acuaticos, aunque se consideran también las

concentraciones de otros nutrientes como K, Ca, Si, Mn y Fe.

Una consecuencia directa del incremento en la concentraciéon de estos nutrientes es el
crecimiento masivo de los productores primarios. El crecimiento de estos productores se ve
limitado por la intensidad de la luz, la temperatura y los nutrientes. Precisan luz que aporte energia
a los procesos de reduccién de CO, a partir de los cuales se sintetizan compuestos Organicos,
precisan unos valores de temperatura optimos para la actividad enzimatica y una serie de
nutrientes que pueden estar limitados en la naturaleza ( Hutchinson, 1973). Tanto el P como el
N se han considerado como nutrientes limitantes para el crecimiento de la biomasa en ecosistemas
acuaticos (Thomas, 1969, Viner 1975), estando el P mas limitado. La no limitacion de estos
nutrientes por sus aportes al agua, princiapimente por accion humana, y la coincidencia de valores

optimos de luz y temperatura provoca este crecimiento masivo de productores primarios.

Como consecuencia de este efecto directo, surgen otros efectos indirectos que afectan a
todas las comunidades presentes en la masa acuosa asi como a las propiedades fisico-quimicas del

agua, llegando a afectar negativamente al ser humano.

Dentro de estos efectos indirectos podemos citar el descenso de la biodiversidad de todas
las comunidades, especialmente de los productores primarios. Cada especie presenta ciertas
limitaciones para su crecimiento que las mantienen en equilibrio, siendo una limitacion comin la
concentracion de P y N. La presencia de altas concentraciones de estos nutrientes hace que se
dispare el crecimiento de todos los productores primarios compitiendo entre ellos y destacando
los que presenten menos limitaciones para oOtros factores, dando lugar a un descenso de la

biodiversidad. En estas condiciones, organismos como las cianobacterias predominan sobre los
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demas, ya que presentan propiedades como la posibilidad de acumular P, capacidad para fijar N,,
precisan menos intensidad de luz para realizar fotosintesis o tienen mayor capacidad de captar
CO,. Estas propiedades hacen que las cianobacterias proliferen mas rapidamente que el resto de

productores primarios, desfavoreciendo a su vez el crecimiento del resto (Shapiro, 1990).

Estos incrementos de cianobacterias, denominados también como "Blooms", son los
responsables de fendmenos de estratificacion de lagos. La estratificacion sucede principalmente
en lagos con una profundidad superior a 10 metros, en €pocas o zonas en la que la temperatura
y la intensidad de la luz es adecuada para el crecimiento de los productores primarios. Se
presentan en estos casos una zona superficial denominada epilimnio muy diferenciada de las capas

profundas o hipolimnio, asi como una capa intermedia denominada mesolimnio (Brierley, 1985).

El epilimnio es una zona rica en oxigeno y con alta intensidad de luz donde hay una gran
produccion primaria. Debido a esto el oxigeno es consumido completamente en las capas
superficiales y no dejan pasar la luz, por lo cual las capas inferiores son zonas anoxicas, donde
predomina un ambiente reductor y donde se dan procesos de descomposicion de la materia

organica procedente de las capas superiores asi como fenémenos de sedimentacion.

Las condiciones de estratificacion afectan a todas las comunidades presentes en el
ecosistema lenitico. Asi en las capas superficiales desapareceran los productores primarios que
tengan mayores requerimientos para su crecimiento y en las capas mas profundas desapareceran

las algas unidas al sustrato al no llegarles la luz.

Otro factor que altera la supervivencia de ciertas comunidades es la limitacion de oxigeno.
Las especies que no toleran bajas tensiones de oxigeno desaparecen. Esto afecta al zooplacton,
bentos e incluso a los peces (Jénasson, 1969). La ausencia de oxigeno da lugar a un ambiente
reductor donde predominan bacterias anaerobias que generan malos olores y producen

compuestos solubles de N, P, Fe o Mn.
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Por otro lado hay que considerar que en el hipolimnio hay mayor abundancia de materia
organica, dando lugar a una zona de descomposicion donde pueden predominar nuevas especies
de todas las comunidades presentes en la masa acuosa. Esto afecta a los peces los cuales mantien
su biomasa gracias a la riqueza en alimento pero varian las especies, predominando otras de

menor interés econdmico (Regier and Hartman, 1973).

Todo este conjunto de cambios producidos en los ecosistemas 16ticos, como consecuencia
del incremento de la concentraciéon de nutrientes, afecta directamente a los usos que de dicha
masa acuosa tenga el ser humano. Las principales reservas de agua son sistemas loticos artificiales
que pueden suffir los mismos procesos que un lago natural. La eutrofizacion de un embalse de

agua puede generar importantes problemas sociales y econ6micos.

El agua una vez captada es tratada, previo a su empleo para abastecimiento de nucleos
urbanos, para lo cual debe cumplir con unos requisitos determinados. Un agua procedente de un
embalse eutrofizado precisa de mayores tratamientos ademas de generar una serie de problemas

tales como (Hayes y Greene, 1984):

- Posibilidad de quelacion de compuestos de Al y Fe adicionados en los procesos de
coagulacion, con mucopilisacaridos procedentes de la rotura celular de las algas. Estos
compuestos pueden precipitar a bajos pH causando problemas a algunas industrias. Por otro lado
incrementan las concentraciones de Al en el agua de abastecimiento, lo cual puede ser causante

de enfermedades.

- Hay acumulacion de compuestos reducidos solubles como el NH," que afecta a la
capacidad de desinfeccion del cloro, o bien sales de Fe y Mn que pueden causar problemas de

decoloracion de la ropa en el lavado o problemas de incrustaciones al oxidarse.

- Se pueden formar compuestos Organicos halogenados con el cloro empleado en la

desinfeccion, productos considerados como cancerigenos.
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- Hay problemas de olores causados por la putrefaccion de la materia organica, lo cual

precisa tratamientos mediante filtros de carbon activo para eliminarlos.

Otro importante problema se puede presentar por la produccion de toxinas por parte de
las cianobacterias o dinoflagelados. Actualmente se reconocen 25 especies de cianobacterias
capaces de producir toxinas tales como neurotoxinas o hepatotoxinas que pueden causar la
muerte de aves, mamiferos, anfibios y peces. Estas toxinas pueden llegar al ser humano por el

consumo de estas aguas o por el consumo de animales que las tomaron del agua (Edington and

Edington, 1986).

A estos problemas hay que sumarles otros como la limitacidn de usos de las masas acuosas
para la pesca por la pérdida de especies economicamente importantes o perdida de atraccion de

la zona para actividades recreativas

Como es 1ogico este tipo de problemas eausados por un aporte antropico de N y P, deben

de evitarse, limitando en todo lo posible la entrada de estos nutrientes a los ecosistemas leniticos.

4.- CICLO DEL NITROGENO

El Nitrogeno es uno de los elementos mas abundantes de la biosfera, constituyendo entre
el 8 al 10% de la materia viva (peso seco) y llegando a formar parte de los compuestos organicos
imprescindibles para la vida como son : acidos nucleicos, proteinas (donde destacan las enzimas)

o lipoproteinas (Martinez-Toledo, 1992).

Las plantas y animales, asi como la mayoria de los microorganismos, dependeran para su
nutricién de una fuente de nitrégeno combinado, el cual se presenta como amoniaco, nitrato o
compuestos organicos nitrogenados. Estas formas de nitrogeno son bastante escasas, por lo que

constituyen un factor limitante para el desarrollo de los organismos vivos (Stainer ez al, 1988).
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Todo el nitrogeno presente en la naturaleza se encuentra en equilibrio y solo por una serie
de transformaciones biologicas, fisicas o quimicas puede transformarse, variando asi el porcentaje

de sus diferentes formas quimicas (Hutzinger, 1982).

La forma mas abundante es el N, , presente en la atmosfera en casi un 80% (Stainer ef al,
1988), sin embargo esta forma no es asimilable y precisa transformarse para ello. EIN, es la
molécula diatomica mas estable conocida, precisando para su disociaciéon 225 Kcal/mol que solo
pueden proporcionarse por fuertes descargas eléctricas o altas presiones y temperaturas (Payne,
1981). Es por ello logico pensar que esta barrera energética puede salvarse en la naturaleza por
reacciones catalizadas enzimaticamente, que dan lugar a una serie de transformaciones y

combinaciones que forman el denominado Ciclo del Nitrogeno (Figura 4).
4,1.- FIJACION DE NITROGENO

La fijacion de nitrogeno es el proceso biologico mediante el cual el N, es transformado
en NH,". Esta transformacion es la principal entrada de nitrogeno de la biosfera y supone
aproximadamente 180 millones de toneladas al afio (Martinez-Toledo, 1992). Este proceso
bioldgico no es la unica entrada, ya que por fenomenos naturales, como los rayos de tormentas
6 la luz U.V. se puede transformar el N, en nitrogeno asimilable, aunque en un valor mas

insignificante que no llega a mas del 0.5% del total (Stainer et al, 1983).

La capacidad de fijar nitrégeno, no ha sido descrita hasta hoy en ningin organismo
eucariota, por lo que parece estar restringida solo a algunos procariotas denominados diazotrofos
(Sprent ef al, 1987). Actualmente estas bacterias se agrupan en 39 géneros muy heterogeneos y
alejados entre si filogeneticamente, aunque los genes responsables de la fijacion de nitrogeno estan

altamente conservados lo cual indica un origen coman ( Martinez-Molina y Velazquez, 1992).

La fijacién biologica de nitrogeno es realizada gracias a un complejo enzimatico

denominado nitrogenasa. Actualmente se conocen tres formas de nitrogenasa, genéticamente
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diferenciadas, el sistema molibdo-nitrogenasa y otros dos de descubrimiento mas reciente,:

vanadio-nitrogenasa y nitrogenasa-3 (Bishop, 1988).

< Proteolisis
Aminoacidos Proteinas

Stntesis proteica

Aminacién Amoniﬁcaa‘dn
Nitrificacién Fase I
+ > -
NHs NO:

Reduccion Asimilatoria

Reg, Nitrificacion
Fijacién de iy FaseIl
Nitrégeno i54'4"0,,21

N2 M0  NO NO2 «—NO3

Desnitrificacién

Figura 4. Ciclo del Nitrégeno

Los tres tipos de nitrogenasa conocidos constan de dos componentes. Ambos son dos
metaloproteinas, la dinitrogenasa que contiene el lugar de unién del sustrato y la dinitrogenasa-
reductasa o ferroproteina. La diferencia entre las tres nitrogenadas radica en la diferente

naturaleza del cofactor de la dinitrogenasa ( Newton, 1993).

La dinitrogenasa o componente 1 es la subunidad proteica de mayor peso molecular . En
la molibdo-nitrogenasa se denomina MoFeproteina y posee una estructura tetramérica cuyas
subunidades estan codificadas por genes nif (nifD y r'zg'fK)‘ En la biosintesis del centro catalitico
de la enzima estan involucrados varios genes nif (nifQ, nifV, nifB, nif E, y nifN ). En cuanto a
las otras dos nitrogenasas, estas son independientes del Mo y se expresan en déficit de dicho

metal, su dinitrogenasa es una proteina hexamérica codificada por los genes vafDGK para la
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vanadio-nitrogenasa y anfDGK para la nitrogenasa-3.

La ferroproteina contiene una secuencia de aminoacidos muy conservada entre las
nitrogenasas de diversas especies y estd codificada por el gen nifH en el caso de la

molibdonitrogenasa y viafH 6 anfH para las otras dos.

Ante un déficit de nitroégeno asimilable, se interpreta la informacion genética contenida en
los diferentes genes nif, que permite la formacion de las dos subunidades de la nitrogenasa. El
sustrato natural del complejo enzimatico es el N, que lo transformara en NH," mediante un

proceso irreversible, que ademas libera H,.

N,+ 16 ATP + 8 & + 10 H" = 2NH,” + H, + 16 ADP + 16 Pi

Como se observa en la reaccion, la fijacion de nitrogeno es un proceso con alto consumo
energético que precisa a su vez de un sistema de donacion de elctrones, papel asumido por la

ferredoxina ( Bedmar, 1992).

Ambas subunidades son sensibles al oxigeno, por lo que los microorganismos que la
contienen, desarrollan mecanismos de proteccion para evitar la inactividad de estos. Entre estas
mecanismos de proteccion podemos destacar: microaerofilia, consumo intenso de oxigeno,
proteccion conformacional de la enzima, Inhibicion reversible, No inhibicion de la sintesis dela

enzima, formacion de heterocistos o vesiculas que suponen barreras al oxigeno.

Dentro de los procariotas, la capacidad de transformar N, en nitrogeno asimilable esta
ampliamente distribuida. Los hay anaerobios obligados o ligeramente aerotolerantes, entre los que

destacan Clostridium, reductores de sulfato como Desulfatomaculum o las bacterias

metanogénicas. Dentro de este grupo hay que destacar una serie de fototrofos como Thiopedia.
Un segundo grupo estaria constituido por anaerobios facultativos que solo fijan N, en

condiciones de anaerobiosis y donde destacan algunas enterobacterias como Klebsiella.
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El tercer grupo lo formarian aerobios y microaerdfilos, que siempre fijan N, en
condiciones de microaerofilia y dentro de las cuales destacan géneros como Rhizobium que fija
N, en simbiosis y otros que lo hacen en vida libre como Azotobacter o Azomonas. dentro de este

tercer grupo se deben considerar fotdtrofos como las cianobacterias.

La mayor parte de las bacterias diazotrofas son capaces de fijar nitrogeno en vida libre,
sin embargo algunas de ellas lo realizan estableciendo asociaciones con plantas. Estas asociaciones
pueden ser de diversos tipos formando sistemas fijadores de nitrogeno de diferente capacidad,
entre los que se encuentran la Rizoendosimbiosis. En este tipo de asociacion la bacteria habita
en unos dganos especiales o nodulos desarrollados en la raiz de una planta y en los cuales se
produce la fijacion. Un ejemplo de esta asociacion es la producida entre bacterias del género

Rhizobium y plantas leguminosas ( Elkan, 1992).

Otras asociaciones son las simbiosis asociativas, como la formada por cepas del género

Anabaena con las hojas del helecho Azolla (Cervantes y Rodriguez Barrueco, 1992) 6 la

rizocenosis dada por cepas del género Azotobacter con las raices de algunas gramineas

(Dobereiner, 1992).

La fijacion de nitrogeno en asociacion es mds importante en cuanto a la cantidad de
nitrogeno fijado, la cual supera en mas de 10 veces al nitrogeno fijado por cianobacterias y 1000

veces al fijado por otras cepas de vida libre como Azotobacter (Stainer, ef al 1988).

Junto a este proceso biologico de vital importancia para el mantenimiento del ciclo del N,
hay que citar también la fabricacion de fertilizantes nitrogenados como otra entrada de nitrégeno
asimilable al medio, que hoy dia supone mas de 70 millones de toneladas (Martinez-Toledo,
1992). Este aporte antropico, produce un enriquecimiento de N en el medio y por lo tanto un

desequilibrio en el ciclo , causando problemas de eutrofizacion o contaminacion.

25



INTRODUCCION

4,2.- ASIMILACION DE NITROGENO

Podemos definir la asimilacién como la transformacion del nitrégeno asimilable inorganico
(NH," y NO;) a nitrogeno organico. Este proceso lo pueden realizar directamente los
microorganismos fijadores de nitroégeno al emplear el NH," producido, o bien los productores
primarios (plantas o algas) u otros microorganismos incorporando dicho NH," 0 NO;™ a moléculas

organicas.

El empleo de NO, como tal supone una reduccion desasimilatoria a NO, y de este a NH,"
realizado por enzimas como la nitrato y nitrito reductasa desasimilatorias, que aparecen en todas
las plantas y en la gran mayoria de microorganismos. Este proceso se pone en marcha en funcion
de las necesidades de desarrollo del organismo y no supone incrementos de NH," en el medio,

sino que este se asimila directamente.

Los productores primarios incorporan el NH," a esqueletos orgénicos, mediante diferentes
rutas metabolicas, siendo mas frecuente el proceso de aminacion de a-ceto acidos en el que
intervienen enzimas como la glutamato deshidrogenasa. Otros procesos de asimilacién de NH,"

serian los producidos por la glutamina sintetasa y glutamato sintasa.

Con procesos como los anteriores se forman aminoacidos como el glutamato y de este por
procesos de transaminacion, otros aminoéacidos, los cuales ya pueden aportar el nitrégeno que
contienen a otras moléculas organicas méas complejas. Al contrario que los productores primarios,
los animales toman el nitrogeno organico formando parte de moléculas complejas, las cuales

hidrolizan e incorporan a sus propias estructuras moleculares.

4,3.- AMONIFICACION

Al morir un organismo, sus macromoléculas, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis,

son susceptibles de biodegradarse mediante transformacion microbiana. En estos procesos actiian
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enzimas como proteasas o exonucleasas extracelulares que transforman las macromoléculas

nitrogenadas en sus monomeros.

Los microorganismos encargados de estas descomposiciones usan estas fuentes de
nitrégeno organico como alternativa al nitrogeno inorganico, incorporandolo a sus estructuras
celulares. Solo en situaciones en las que la relacion C/N de la célula bacteriana no esta en torno
a 10, los compuestos aminados son empleados como fuente de carbono mediante diferentes rutas
metabolicas. entre estos procesos se produce una desaminacion que produce NH," libre. Este
proceso de amonificacion se puede considerar como una mineralizacion al transformar el

nitrégeno organico en nitroégeno inorganico.

Hay que indicar que al contrario que las plantas, los animales excretan compuestos
nitrogenados procedentes de su metabolismo. Asi los invertebrados excretan NH," directamente,
las aves y reptiles acido trico y los mamiferos urea. Estos compuestos mediante la actividad

microbiana se transforman en didxido de carbono y amoniaco.

4,4.- NITRIFICACION

La nitrificacion se puede definir como un proceso biologico mediante el cual el NH,” pasa
aNO, yaNO; previa oxidacion. Este proceso realizado por bacterias denominadas nitrificantes,
evita la acumulacion de NH,” en el medio, permitiendo la formacion de NO;", la forma mas

soluble.

El proceso ha sido descrito en todo tipo de suelos y aguas y es realizado
fundamentalmente por bacterias aerobias estrictas, quimiolitotrofas. La nitrificacian ha sido

también descrita en bacterias heterotrofas como Alcaligenes faecalis (Papen, er al, 1989) 0

Thiosphaera pantotropha (Dalsgaard, 1995). Por otro lado hay que indicar que este proceso no
es exclusivo de bacterias ya que ha sido descrito en hongos como Aspergillus (Eylor and

Schmidt, 1959) y actinomicetes (Remocle, 1977).
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Dentro de las bacterias autotrofas se pueden diferenciar dos grupos:

- Nitrificantes de fase I, que son capaces de oxidar el NH," hasta NO,". Dentro de este

grupo hay cepas pertenecientes a los géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus,

Nitrosovibrio ¢ Nitrosolobus.

- Nitrificantes de fase II, que son capaces de oxidar el NO, hasta NO;". Dentro de este

grupo destacan los géneros Nitrobacter y Nitrococcus.

En la denominada fase I el NH,” por la accién de una monooxigenasa pasa a
hidroxilamina y esta por la accién de una hidroxilamina oxidoreductasa pasa a NO, (Wood,

1986).

NH,” + 1/2 0, = NH,0H + H’
NH,OH + NAD" + 1/2H,0 = 1/2NO, + NADH + 3/2H"

En la fase I no hay intermedios y el NO, pasa a NO; gracias a la catélisis de la nitrito

oxidoreductasa (Wood, 1986).

NO, + H,0 = NO, + 2H" + 2¢

Estos procesos de nitrificacion proporcionan una cierta cantidad de energia que las
bacterias autotrofas precisan para fijar CO, (Gnica fuente de C), mediante el ciclo de Calvin. Hay
que resaltar que algunas de estas bacterias cuentan con la enzima nitrito reductasa, descrita en
Nitrosomonas europaea (Poth and Focht,1985). Gracias a esta enzima y en condiciones de anoxia,

son capaces de reducir el NO,” a N;O, evitando asi el efecto toxico de este.

Dentro de los factores limitantes para la nitrificacion, el principal es el oxigeno. sin el no
se puede realizar los procesos de oxidacion. hay que destacar también que el proceso tiene un

6ptimo de temperatura en torno a los 30 °C y de pH que oscila entre 7.5y 8.5 inhibiéndose a pH
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6 (Bitton, 1994). Estos microorganismos, sobre todo Nitrosomonas son muy sensibles a toxicos,

destacando tiourea, fenol, anilina, metales pesados o cianuro.

5.- DESNITRIFICACION

Para completar el ciclo del nitrogeno, es preciso enviar de nuevo el nitrogeno a la
atmostera, en forma de N,. Este proceso es la desnitrificacion biologica, que segin Payne (1981)

consiste en la reduccion desasimilatoria de NO; y NO,™ a los gases N,O y N,.

Este proceso ha sido descrito por numerosos autores en multiples habitats, tales como
suelos (Parkin and Robinson, 1989), aguas superficiales (Martinez-Toledo ef al, 1996), aguas
subterraneas (Dahab and Lee, 1992) o residuales (Gerritse e al, 1995) y es realizada por

numerosas bacterias, principalmente heterétrofas, con amplia distribucion taxondémica.

El NO; o el NO, son empleados como ultimos aceptores de electrones en una cadena
respiratoria en ausencia de oxigeno, el cual puede inhibir el proceso, aunque se han descrito casos
de desnitrificacion en aerobiosis (Patureau ef a/, 1994). Influiran también el pH y la temperatura

entre otros.

Se estima que mediante la desnitrificacidn se pueden eliminar a la biosfera 2-10° toneladas
de nitrégeno, lo cual resalta la importancia del proceso en el mantenimiento del ciclo del
nitrogeno.

5,1.- ANTECEDENTES HISTORICOS.

La desnitrificacion es un proceso que se desarrolld desde los origenes de la biofesra.

Autores como Margalis y Lovelock (1974) postularon que fueron las bacterias las que generaron
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mediante procesos de desnitrificacion el N, presente en la atmosfera y que hoy en dia lo mantienen
en constante equilibrio. A pesar de esto su conocimiento ha avanzado en la historia, al igual que
otros procesos microbianos, de modo paralelo a los avances en las técnicas de analisis quimico
y microbiologico. Es por ello que los conocimientos actuales del desarrollo del proceso, asi como

su enzimologia o genética se han alcanzado en los tltimos 50 afios.

La identificacion del N, y del O, como compuestos que forman parte de la atmosfera, no
tuvo lugar hasta las tres ultimas décadas del siglo XVIII. Parece por ello dificil que con
anterioridad se tuviese consciencia del fenomeno de la desnitrificacion. Es mas hasta la mitad del
siglo XIX, los procesos de anlisis quimico no fueron lo suficientemente avanzados como para

revelar este proceso.

Ya en 1867 y de la mano de Smith, se hace publico el reconocimiento del proceso, al
afirmar este, que el nitrégeno del NO;™ desaparecia de las aguas con alto contenido en materia
organica. Durante esta época los estudios sobre diversos elementos como suelo, agua, agua
residual, fermentos, estiércol o vegetales en putrefaccion se multiplicaron y con ellos las
descripciones de desaparicion de NO; de estos elementos o la formacion de N, a partir de ellos.
Todos estos casos se asociaron a la presencia de microorganismos (Reiset, 1868; Schioesing,
1868; Meusel, 1876). Schloesing (1868) llegd incluso a interrelacionar la anoxia, consumo de

materia organica y NO, con la eliminacion de nitrégeno del medio.

E1 NO, ya era conocido en la época, e incluso se conocian sus efectos beneficiosos en la
agricultura. Es por ello, que el descubrimiento de los procesos de eliminacion de nitrogeno del
suelo, produjeron alarma entre los agricultores que no querian perder el NO; de los suelos. Todo
esto fue consecuencia suficiente para que los investigadores se lanzaran al estudio del fendbmeno,
dando importantes pasos en su conocimiento. Asi Gayan y Dupetit en 1882 asignaron el término
desnitrificacion a la destruccion anaerobica, productora de gas, del NO, realizada en el
laboratorio por microorganismos aislados del agua residual. Estos mismos investigadores

comenzaron a emplear fuentes de carbono sencillas en los medios de cultivo, para aislar
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desnitrificantes. En este mismo afio Deherain y Maquenne (1882) confirmaban que el proceso lo
realizaban microorganismos y 15 afios mas tarde (Deherain, 1897) se afirmé que se producia en

suelos ricos en materia organica en los cueles se detectaba la produccion de N,O.

1886, se puede considerar un afio clave en la historia de la investigacion del metabolismo
del N. En este afio Gayan y Dupetit aislaron dos cepas desnitrificantes del agua residual. Ambos
autores afirmaron que el proceso no era una fermentacion y que las bacterias usaban el oxigeno
del NO; en las rutas metabolicas conocidas. Dentro de estos mismos- estudios, reconocieron que

se producia N,O y N, por parte de una de las cepas aisladas.

Todos estos avances creaban un mayor clima de preocupacion entre los agricultores, que
demandaban una solucion para evitar este proceso. Con esta finalidad se empleo el descubrimiento
de que el proceso estaba atenuado en habitats acidos (Schneidewind, 1897). Esta aplicacion fue
poco empleada al confirmarse el caracter ubicuo de estos microorganismos (Deherein, 1897).
Varios microbidlogos de la época encontraron la solucion, al afirmar que la desnitrificacion la
realizaban bacterias aerobias que sobrevivian de este modo al no tener acceso al aire, por lo que

el aporte de aire al suelo evitaba el problema.

Podemos decir que el siglo XTX se cerro para la desnitrificacion con la diferenciacion que
Warington (1897) hizo entre la desnitrificacion y reduccion de NO,™. Ya en las puertas del siglo
XX comenzaron a cambiar los modelos de investigacion, pasando de determinaciones cualitativas
a las cuantitativas. Por otro lado se impuso el modelo taxondémico de Linneo y la nomenclatura
binomial, por lo que se pas6 a denominar a las bacterias por un género y especie tal como se hace
hoy. Con este sistema de nomenclatura se le dio nombre a numerosas bacterias desnitrificantes

que aun lo conservan: Pseudomonas aeruginosa o Pseudomonas fluorescens.

Las primeras cinco décadas del siglo XX pasaron sin un progreso favorable en el
conocimiento de la desnitrificacion. Si hay que decir que el desarrollo de otros ciencias como la

bioquimica o la fisiologia cambiaron algunos conceptos, destacando el hecho de que se afirmé que
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la desnitrificacion era un proceso respiratorio, donde el NO; era reducido al emplearlo como
ultimo aceptor de electrones en una cadena respiratoria. Este nuevo concepto puesto de

manifiesto por Barritt (1931) desmentia la anterior idea de que se tomase el oxigeno del NO;™ .

Es destacable también en esta época la identificacion de desnitrificantes quimiolitotrofos
como Thiobacillus denitrificans (Beijerinck, 1904), capaz de fijar CO, a expensas de la oxidacion
de tiosulfato 6 azufre, o la de Micrococcus ( hoy Paracoccus) denitrificans capaz de crecer
autotroficamente oxidando H, (Lebedeff, 1909), aunque los procesos no se conocieron hasta

mucho mas tarde.

Ya en la segunda mitad del siglo XX los trabajos se centraron en el conocimiento de los
intermediarios, empleando técnicas que van desde las antiguas de tipo manométrico, empleadas
antes de la 2* Guerra Mundial, hasta las modernas combinaciones de la cromatografia de gases,
espectrometria de masas o de emision, las cuales nos han permitido alcanzar los conocimientos

actuales de la desnitrificacion.

Hoy dia, el proceso es sobradamente conocido a nivel genético y se han descrito
numerosas especies bacterianas capaces de realizarloen multiples habitats, destacando su amplia
variedad taxonémica. La desnitrificacion es un proceso biolégico que completa el ciclo del
nitrogeno por el que se vuelve a formar N,, creciendo la inquietud por los efectos que sobre el
medio puedan tener las posibles alteraciones de la flora bacteriana responsable, tales como la

acumulacion o pérdida de NO;™ del medio (Martinez-Toledo et al, 1996)

Los procesos de contaminacion generados en los ultimos afios, por los aportes antropicos
de nitrogeno asimilable al medio, han dado un nuevo interés por los procesos de desnitrificacion
a la comunidad cientifica, ya que en ellos parece encontrase la solucion a la acumulacion de
compuestos nitrogenados en las masas acuosas. Este nuevo interés nos lleva a conocer nuevas
facetas de los microorganismos desnitrificantes asi como los factores que descienden o potencian

su actividad, con la idea de aplicarlos en la eliminacion de NO;". Entra de este modo la
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desnitrificacion biologica a formar parte de las nuevas técnicas de depuracion de aguas que si bien
ya tenia cierto interés en el campo de las agua residuales, surge como una alternativa de

potabilizacion de aguas como respuesta a la contaminacion de las aguas subterraneas.
5,2.- FASES DE LA DESNITRIFICACION

La desnitrificacion es un proceso complejo en el que intervienen numerosas reductasas con
los consiguientes sustratos y productos finales. En definitiva el proceso es una cadena respiratoria
en la que sus sustratos son aceptores de electrones procedentes, mediante otras rutas metabolicas,
de fuentes de carbono en microorganismos heterotrofos o bien de oxidaciones de productos

inorganicos en autotrofos.
2NO; +4e¢-2NO, +2¢ -2NO +2¢ - 2N,0+2 e - N,

Cada uno de los compuestos descritos en las reacciones anteriores se pueden comportar
como sustratos en la desnitrificacidon, dando como producto final el N,. Para cada fase varia el
equipo enzimatico implicado y supone un proceso de trasferencia de electrones con la
consiguiente produccion de energia. Hay que destacar que no todos los pasos enzimaticos se dan
en todos los microorganismos desnitrificantes los cuales podran emplearan diferentes sustratos

y dar diferentes productos.

5,2,1.- Reduccion de NO;” a NO,”

La reduccion de NO,” a NO, es un proceso catalizado por enzimas denominadas nitrato
reductasas. Bajo este nombre , aparecen un sin fin de enzimas muy distribuidas tanto en eucariotas
como en procariotas, encontrandose en plantas, hongos y muchas bacterias. Son las responsables
de reducir el NO;- de modo asimilatorio, es decir, con la finalidad de transformarlo en NH," para

posteriormente incorporarlo a sus estructuras moleculares.

Al margen de estas enzimas, estan las nitrato reductasas desasimilatorias, que son
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exclusivas de procariotas y a las que les influye la concentracion de oxigeno para su sintesis

estabilidad y funcionalidad.

Atendiendo al segundo grupo de enzimas, las podemos dividir a su vez en tres subgrupos,

en funcién de sus propiedades fisicas, fisiologicas y las bacterias que las producen:

a) Un primer subgrupo lo forman las producidas por bacterias aerobias que pueden crecer
de modo facultativo mediante fermentacion o bien empleando el NO;” como aceptor de
electrones en una cadena respiratoria. Este tipo de nitrato reductasas , que presentan un
mayor tamafio molecular, aparecen en enterobacterias como Escherichia coli y no estan

implicadas en procesos de desnitrificacion.

b) Un segundo subgrupo lo forman las nitrato reductasas producidas por bacterias
anaerobias que obtienen energia mediante fermentacion. este tipo de enzimas descritas en
especies de Bacteroides 6 Clostridium parecen tener como sustrato principal compuestos

como el fumarato y emplean de modo ocasional el NOj si est4 presente en el medio.

¢).El tercer subgrupo de nitrato reductasas desasimilatorias serian las producidas por
desnitrificantes. Este tipo de enzimas, son proteinas no hémicas que contienen en sus
grupos prostéticos Fe y Mo. Son de menor tamafio que las anteriores y se localizan en el

periplasma y membranas citoplasmaticas (Sawada ef e/, 1978).

Los dos primeros subgrupos de enzimas desasimilatorias no se inhiben por las altas
concentraciones de producto (NO;), el cual a su vez puede difundir al medio o bien lo pueden
transformar en NH,' si no tienen otra fuente de nitrogeno (Yordy and Delwiche, 1979). Asi
mismo algunos desnitrificantes también pueden obtener NH," mediante una ruta asimilatoria, tal
es el caso de Pseudomonas aeruginosa que tiene nitrato reductasas asimilatorias y
desasimilatorias. Ambas enzimas tienen el mismo sustrato y dan el mismo producto, pero se

regulan de diferente forma (Pichinoty ez al, 1969).
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La presencia o no de la nitrato reductasa desasimilatoria, no es determinativa de la
capacidad desnitrificante de una cepa. Hay casos descritos de desnitrificantes que no la sintetizan,
pero si emplean el NO,” como aceptor de electrones en la cadena respiratoria, tal es el caso de

Alcaligenes odorans que solo desnitrifica en presencia de NO, (Payne, 1973). Otro caso descrito

es el de Alcaligenes eutrophus que si es capaz de reducir el NO;™ a NO,’, pero empleando una
nitrato reductasa asimilatoria. el NO, obtenido tras la accion de esta encima puede seguir dos
rutas metabolicas diferentes, la asimilatoria o la desnitrificante. en el caso de estas cepas la ruta

asimilatoria se paraliza por las concentraciones de NH,".

5,2,2.- Reduccion de NO," a NO

Se han lanzado muchas hipotesis hasta llegar a la conclusion de que el NO es un
intermediario de la desnitrificacion. Ya en 1910 se sugirio como tal, pero no se acepto6 hasta 1973
cuando Payne lo confirmd, tras recopilar multiples investigaciones. Para llegar a esta conclusion,
en contra de que el N,O era producido desde el NO, por una misma enzima, se precisé aislar e
identificar las enzimas implicadas en el proceso, asi como el gen del que son originarias. Hoy en
dia se sabe que es el gen "nir" el que contiene la informacion genética responsable de este paso
tan especifico de desnitrificantes, por lo que la presencia de dicho gen en una cepa bacteriana

puede ser determinativo de su capacidad como desnitrificante.

Actualmente se conocen dos nitrito reductasas desasimilatorias, cuyo sustrato es el NO,
y el producto el NO. Hay que indicar que también producen aunque en muy bajo nivel N,O
(Weeg-Aerssens ef al, 1991). Estas dos enzimas son:

- Citocromo cd,: Es un tetramero que presenta dos grupos hemo (Coyne ef al, 1989).

- Cu-Nitrito reductasa: Un trimero con dos atomos de cobre en cada mondémero ( Ye ef

al, 1993).
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Ambas enzimas son tipicas de desnitrificantes, se suelen situar en el periplasma celular de
cepas gram negativas, encontrandose también ligadas a la membrana citoplasmatica de gram

positivas como Bacillus halodenitrificans (Zumft, 1993).

Al igual que en caso anterior, hay que citar la existencia de otras enzimas reductoras de
NO,, que en este caso toman como sustrato el NO, transformandolo en NH," via asimilatoria.
Estas enzimas aparecen en plantas, hongos y en la mayoria de las bacterias, pero no estan

relacionadas con la desnitrificacion (Payne, 1981).

El NO difunde fuera de la célula bacteriana en casi un 70% de total producido (Zafirau
et al, 1989). Es muy reactivo y muy toxico para la célula al reaccionar con grupos hemo o
proteinas de Cu o Fe , dando complejos metal-nitrosil (Henry ef al, 1991). Es por ello preciso
para la célula eliminar rapidamente el NO, realizandolo gracias a la alta velocidad de accion de

la 6xido-nitrico reductasa.

La activacion de la nitrito reductasa, se hace previa estimulacion de la informacion
genética contenida en el gen "nir", la cual se realiza en presencia de sustrato y en anaerobiosis
(Arai et al, 1991). El proceso de inhibicion realizado por el oxigeno para la interpretacion de la
informacion genética no es muy conocido en desnitrificantes. Se piensa que puede ser semejante
al descrito por Spiro y Guest (1990) para Escherichia coli, en el que interviene una proteina (fnr)

como activadora 6 no de la informacion genética.

5,2,3.- Reduccion de NO a N,O

Junto al gen "nir", en el mismo grupo genético, se encuentra el gen que porta la

informacion para la sintesis de la 0xido nitrico reductasa. Este gen se denomina "nor".

Hasta hoy se han aislado dos tipos de oxido nitrico reductasas, enzimas exclusivas de

desnitrificantes. Ambas se encuentran en la membrana citoplasmatica y son citocromos complejos
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que contienen grupos hémicos asi como Fe no hémico (Ye ef al, 1994). La actividad de estas
enzimas tiene una doble funcion. Por un lado, es detoxificante al reducir rapidamente el NO a N,O
evitando asi su efecto toxico en la célula, lo cual se realiza gracias a una baja Kmyauna V_,,
mucho mas alta que la de las nitrito reductasas (Remde and Conrad, 1991). Por otro lado el NO
se comporta como aceptor de electrones, al igual que el resto de los componentes de la cadena
respiratoria que supone la desnitrificacion. Esto provoca un gradiente de H™ conservando asi la

energia (Shapleigh and Payne, 1985).

El mecanismo de las 6xido nitrico reductasas no es del todo conocido, aunque se sabe que
estequiométricamente se deben reducir dos moléculas de NO para dar una de N,O, proceso en
el cual pueden intervenir los Fe no hémicos que porta la enzima, al igual que los hémicos (Ye et

al, 1994).

La reduccion de NOj;, al igual que la de N,O son procesos independientes dentro de la
desnitrificacion, sin embargo no sucede lo mismo con la reducciéon de NO,  y NO. Ambos
procesos estan interrelacionados tanto a nivel genético como funcional. De este modo la

reduccion de NO, hasta N,O parece realizarse por solo una unidad funcional.

La expresion de estas enzimas parece influirse por el oxigeno (Korner, 1993). Parte de
este control anaerdbico se ejerce a nivel genético. Justo antes de los genes "nir" y "nos" aparece
un homologo a la proteina fnr de Escherichia coli, obtenida de desnitrificantes como
Pseudomonas aeruginosa o Ps stutzeri (Ye ef a/, 1993). Esta proteina sensible al potencial rédox
es activadora de la transcripcion, regulando la interpretacion genética de los genes "nir" y "nos"
en funcion de la concentracion de oxigeno (Zumft, 1993). Por otro lado hay evidencias de una
uniéon a nivel proteina-proteina que acepta electrones del citocromo c, reduciendo asi
conjuntamente al NO, a NO y este a N,O. Los efectos sobre la nitrito reductasa no solo afectaran

a la reduccion del NO,, sino también a la reduccion del NO y viceversa.
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5,2,4.- Reduccion de N,O a N,

La reduccion de N,O a N, es el Gltimo paso de la desnitrificacion. En este paso, al igual
que en los anteriores, el N,0 actiia como aceptor de electrones, cedido en este caso a través de
un citocromo b en Ps denitrificans ( Matsubara, 1975), creando un gradiente de H" con la

consiguiente conservacion de energia.

La informacion genética de este proceso aparece en el denominado gen "nos" a partir de
la cual se forma una apo-proteina inactiva, que tras situarse en el periplasma celular e incorporar

como cromoéforo al Cu, es capaz de catalizar el proceso (Korner and mayer, 1992).

La sintesis de esta enzima se ve inducida por la presencia de NO;™, NO,” 6 N,O y no se
inhibe, como sucede con otras enzimas por la presencia de oxigeno (Korner and Zumtit, 1989).

Coyne y Tiedje (1990) observaron que para Achromobacter cycloclastes la enzima se produce en

presencia de altas concentraciones de oxigeno, aunque su actividad solo era detectable cuando

la concentracidn de oxigeno descendia de 23uM.

Knowles (1982) indicod que la actividad de esta enzima se podia afectar por el valor del
pH, la presencia de oxigeno y de sulfuros. Junto a esto hay que destacar el bloqueo que sobre la
enzima realiza el acetileno, efecto que ha sido aprovechado en multiples investigaciones sobre la
desnitrificacion (Sorensen, 1978; Yoshinari and Knowles, 1976; Lohse ef al, 1996; Bengtsson and
Bergwall, 1995). Otro efecto inhibidor lo realizan sustancias como cianuro, azida, dinitrofenol
(Payne, 1981) o los metales pesados e hidrocarburos aromaticos policiclicos (Richards and
Knowles, 1995). Todos estos efectos sitian a la enzima como una de las mas labiles del proceso.
Todos estos bloqueos e inhibicciones de la 6xido nitroso reductasa, son causa de un elevado
aporte de N,O, sin embargo y debido a que la enzima sigue un modelo cinético de Michaelis
Menten, siempre se acumula en pequefias concentraciones en los procesos de desnitrificacion

(Betlach and Tiedje, 1981).
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5,3.- LOS DESNITRIFICANTES

Atendiendo a la definicion de Payne (1981), la desnitrificacion es un proceso exclusivo de
procariotas. Dentro de estos son pocos los microorganismos capaces de respirar empleando
oxidos de nitrogeno como ultimo aceptor de electrones, sin embargo estan ampliamente

distribuidos a nivel taxonomico.

Como es logico pensar, los habitats tipicos de desnitrificantes serian ambientes
anaerobicos ricos en NO; 'y NO, 'y ciertamente en estos habitats se encuentran en mayor nimero,
como puede ser el caso de la rizosfera de suelos fuertemente fertilizados, las aguas residuales o
los sedimentos de masas acuosas (Tiedje, 1978). Sin embargo, la mayoria de los desnitrificantes
poseen mecanismos alternativos para producir ATP, tales como la respiracion anaerdbica,
fotosintesis 6 fermentacion. Estas propiedades hacen de los desnitrificantes unos microorganismos
ubicuos, aislados en innumerables habitats, tales como suelos (Pozo et al, 1995), incluidos los
articos y los antérticos (Delaporte, 1972) en sedimentos de rios y lagos (Rysguard et al, 1993),
en aguas superficiales (Martinez-Toledo et al, 1996) y subterraneas (Bengtsson and Bergwall,
1995), en habitats marinos (Lohse et al, 1996) o bien en aguas residuales (Oostrom and Russell,

1994).

Actualmente son mas de 70 géneros los que cuentan con especies capaces de desnitrificar
(Anon, 1984). De entre ellos el género Pseudomonas es el que cuenta con un mayor nimero de
especies, aisladas mayoritariamente de aguas o suelos, aunque hay especies como Pseudomonas
de humanos (Palleroni et al, 1970). Este género lo forman bacilos aerdbicos gram negativos
heterotrofos, sin embargo dentro de el hay cepas quimiolitotrofas facultativas como Ps.
pseudoflava Es frecuente tambien aislar Pseudomonas desnitrificantes de plantas como Ps.
caryophylli o Ps. solanacearum. Otros bacilos aerobios gram negativos aislados como

desnitrificantes pertenecen a los géneros Agrobacterium, Gluconobacter, Alcaligenes o

Rhizobium, donde destaca Rhizobium japonicum, una especie fijadora de nitrogeno que es capaz
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de desnitrificar en presencia de NO; y ausencia de O, (Zallolowicz and Focht, 1979).

Una caracteristica destacable de los desnitrificantes es su gran variedad morfologica, ya
que no solo hay descritos desnitrificantes entre los bacilos aerobios gram negativos, también
aparecen géneros como Neisseria, aisladas de muestra humanas o animales, los cuales la mayoria
no cuentan con la nitrato reductasa desasimilatoria y desnitrifican desde el NO, . Junto a este
género perteneciente a los cocos gram negativos, aparecen otros como Kingella o Paracoccus,

destacando especies como P. denitrificans o el halofilo P. halodenitrificans.

Junto a la variedad morfologica, se une la gran variedad fisiologica, existiendo

desnitrificantes entre los anaerobios facultativos como Chromobacterium y Flavobacterium, entre

las bacterias del azufre como Thiobacillus denitrificans, entre los terméfilos como Thermothrix
thioporus, o entre las bacterias fototroficas como Rhodopseudomonas sphaeroides, capaces de
realizar fotosintesis anoxigénica. Otros grupos fisiologicos dentro de los cuales se incluyen
desnitrificantes son las bacterias deslizantes como Cytophaga johnsonae, las bacterias con

apendices como Hyphomicrobium o las bacterias espirales o curvadas, donde destacan especies

como Aquaspirillum itersonii, Spirillum lipoferum ¢ Campylobacter sputorum.

Dejando atras las bacterias gram negativas, dentro de las gram positivas también
encontramos numerosas especies, aunque en menor cantidad y con menor variedad fisiologica que
Jas anteriores. Dentro de este grupo destaca el género Bacillus formado por bacilos aerobios gram
positivos formadores de esporas. Especies desnitrificantes de este género como B. polymysa, B.
stearothermophilus o B.azotoformans son aislados principalmente de suelos, aunque destacan
algunos aislados de larvas de abejas como B. pulvifaciens. Otros bacilos gram positivos

desnitrificantes son los no formadores de esporas como Corynebacterium nephridii y

Propionibacterium acidi-propionici.

La capacidad desnitrificante sin embargo esta ausente en otros grupos bacterianos como

las Enterobacterias. Estos microorganismos poseen enzimas como la nitrato reductasa
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asimilatoria, por lo que solo son capaces de reducir NO; a NO, para posteriormente reducirlo
a NH,". La ausencia del Citocromo ¢ (Oxidasa negativos), principal donador de electrones a la
cadena respiratoria de la desnitrificacion, parece reflejar la incapacidad para desnitrificar, sin
embargo se han descrito cepas como Serratia marcescens como posibles desnitrificantes al igual
que otras oxidasa negativas como Bacillus licheniformis (Lemille et al, 1969) o cepas de

Acinetobacter (Focht and Joseph, 1974).

Otros grupos bacterianos donde no se describen desnitrificantes son las bacterias
anaerobias gram negativas, las metanogénicas, los cocos gram positivos, las corynebacterias,

actinimicetales o Rickettsias.
3,4.- FACTORES QUE AFECTAN A LA DESNITRIFICACION
Segun Payne (1981) un sistema de desnitrificacion tiene cuatro componentes basicos:

a) Un donador de electrones.
b) Un aceptor de elctrones, que sera un 6xido de nitrogeno.
¢) Una baja tension de oxigeno.

d) Un microorganismo desnitrificante.

La conjugacion de estos cuatro elementos , logicamente da lugar a un descenso en la

concentracion del 0xido de nitrégeno y a una emision de gases, fundamentalmente N,

Hay otros factores como el pH, la temperatura o la presencia de otros compuestos en el
medio, que pueden afectar en mayor o en menor grado al proceso. Autores como Nammik (195 6)
observaron que bajo el 60% de humedad relativa no se apreciaba la desnitrificacion de suelos. Hay
por lo tanto que tener también en cuenta la influencia que tiene el grado de saturacion de agua en

la desnitrificacion de suelos.
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5,4,1.- Necesidad de un donador de electrones.

Podemos entender la desnitrificacion como un proceso alternativo, mediante el cual se
obtiene energia gracias a una reduccion de oxidos de nitrogeno. Para que esta reduccion se

produzca, se precisa de una oxidacion previa de otros compuestos , produciéndose con ella una

donacidn de electrones.

Dentro de la gran variedad fisiologica que caracteriza a los desnitrificantes, el grupo mas
abundante son los heterdtrofos. Este conjunto de microorganismos son capaces de emplear una
amplia gama de fuentes de carbono que pueden ir desde la materia organica que se encuentra en
el estiercol (Petersen et al, 1996), o en el agua residual (Hallin et al, 1996), hasta emplear
xenobiéticos como la anilina (Alexandra et al, 1994) o alquilbencenos (Hutchins, 1993). Sin
embargo, a pesar de poder emplear cualquiera de estas fuentes de carbono, las preferidas por los
microorganismos desnitrificantes son moléculas mas facilmente metabolizables como
carbohidratos, alcaloides o acidos organicos (Akunna et al, 1993; Nurizzo and Mezzanotte, 1992;

Dahab and Lee, 1992; Sison et al, 1996).

La presencia de estas fuentes de carbono es fundamental para que tenga lugar la
desnitrificacion por heterdtrofos. Algunos autores incluso estudian la magnitud con la que se da
la desnitrificacion, para tener idea de la cantidad de fuente de carbono disponible que hay
(Christensen, 1992). Sin embargo otros factores como el tipo de fuente de carbono o la
concentracion de esta influiran en la mayor o menor eliminacién desasimilatoria de NO;™. Clay et
al (1996) describian variaciones estacionales en la desnitrificacion producida en acuiferos poco
profiundos. Esta variacion se debia fundamentalmente a la diferente biodisponibilidad de materia
organica segun la estacion del afio. Casos semejantes se han descrito en suelos al encontrar una
influencia de la profundidad del suelo en la mayor o menor capacidad de eliminar NO;". Esta
influencia es debida principalmente a la diferente concentracion de materia organica que hay segun

la profundidad del suelo (Willens et al, 1997).

42



INTRODUCCION

S cwmommros — g rcomrss
§ * NADP
Ak N2
§ H2 = Fq —3 NAD
. T
8$:04 ——— FLAVINAS
+ ¢-CITOCROMO ——3» N20
2
g QUINONAS i
3 ¢-CITOCROMO ——> NO
§ s —)(X)n\)
b-CITOCROMO
2- 7 -
SOs —) n
™ \ cyd CITOCROMO__ Y NO»
\ Cu-PROTEINA
LUZ
Ac ORGANICOS

Fototrofos

(NaR(Mo(V)-Fe-S)) ——— NO;

Figura 5. Diagrama del transporte de electrones en la desnitrificacion.

En cuanto al tipo de fuente de carbono, Constantin y Fick (1997) destacaron una mayor
actividad desnitrificante al emplear 4acido acético en lugar de etanol. Esto se debe a un empleo
directo del 4cido acético por la bacteria, sin necesidad de otras transformaciones metabélicas que
si se precisarian al emplear otras fuentes de carbono, suponiendo un gasto energético al
microorganismo. Por otro lado hay que destacar que no todos los mICroorganismos
desnitrificantes son capaces de emplear las mismas fuentes de carbono, asi Thiosphaera
pantotropha es incapaz de desnitrificar en presencia de metanol (Egert et al, 1993), tal y como lo
hace Hyphomicrobium (Nyberg et al, 1992).

Dentro del grupo de los heterotrofos hay microorganismos que en ausencia de fuente de
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carbono organica pueden comportarse como quimioautotrofos, usando el CO, como fuente de
carbono, a partir del cual sintetizan las estructuras moleculares. Este CO, no se comporta como
un donador de electrones por lo que emplean el H, como tal. Algunos heterdtrofos que pueden
realizar esta desnitrificacion quimioautotrofa son Paracoccus denitrificans o Alcaligenes

eutrophus.

Como vemos, no solo las fuentes de carbono organico se pueden comportar como
donadores de elctrones. Otros compuestos quimicos como los derivados de azufre tiosulfato,
sulfuros o sulfitos, pueden oxidarse por microorganismos, cediendo asi sus electrones a la cadena
respiratoria de la desnitrificacion. Este proceso es realizado por algunos quimiolitotrofos con

capacidad desnitrificante como Thiobacillus desnitrificans o Thiomicrospira denitrificans.

Otra posible fuente de electrones para la cadena respitratoria desnitrificante es la realizada
por fotétrofos como Rhodopseudomonas sphaeroides. En este microorganismo la luz produce

una excitacion de moléculas de agua con la consiguiente cesion de electrones.

5,4,2.- Influencia del oxigeneo

La afirmacion que Payne (1981) daba sobre el efecto negativo que el oxigeno tenia sobre
la desnitrificacion, ha sido corroborada por muchos autores. Thauer et al (1977) afirmaban que
tedricamente la desnitrificacion producia menos energia que el empleo de oxigeno como Gltimo
aceptor de electrones, si a esto le unimos que otros autores afirmaban que el oxigeno inhibia la
sintesis de algunas enzimas implicadas en la desnitrificacion (John, 1977, Tiedje, 1982), se puede
pensar que este proceso solo se da en anaerobiosis. Esta influencia negativa del oxigeno se ha
observado en procesos de eliminacion de NO, mediante desnitrificacion realizados para aguas

residuales o subterraneas (Hagedorn-Olsen et al, 1993 ).

Este efecto negativo del oxigeno, no afecta por igual a todas las bacterias desnitrificantes.

Thiosphaera pantotropha, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas nautica 6 Camomonas se han
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descrito como microorganismos que son capaces de desnitrificar en presencia de oxigeno
(Robertson et al 1988; Bonin and Gilewick, 1991; Patureau et al, 1994). En estos casos, tanto el
oxigeno como el NO;™ se emplean como aceptores de electrones, disponiendo la bacteria de los
dos mecanismos enzimaticos. Como es logico la capacidad de eliminacion del NO; desciende de

modo proporcianal a la concentracion de oxigeno presente.

Como se aprecia para los microorganismos anteriores, el proceso no es totalmente
anaerobico. Otros microorganismos como Paracoccus denitrificans tampoco cesan su actividad
desnitrificante en presencia de oxigeno, pero si se observan cambios en su actividad que indican
que el oxigeno presenta una influencia a nivel enzimatico. Danies et al (1989) observaron como
en presencia de oxigeno descendia la cantidad de N, producido en la desnitrificacion realizada por
P. denitrificans, sin embargo aumentaba el N,O y se precisaban concentraciones muy altas de
oxigeno para que desapareciera por completo la produccion de N,. Estos datos sugieren que para
este microorganismo la 6xido nitroso reductasa es una enzima sensible al oxigeno. Esta enzima
se inactiva en presencia de oxigeno, inhibiéndose asi el Gltimo paso de la desnitrificacion. Un caso
semejante fue descrito por Thomas et al (1994) para cepas de Pseudomonas aeruginosa las cuales

en presencia de oxigeno aumentaban la relacion N,O/N, producidos.

Al contrario de lo que sucede con las cepas anteriores, para Pseudomonas fluorescens
Thomas et al (1994) observaron que era incapaz de desnitrificar en anaerobiosis, una vez crecida
en un ambiente aerobico. Algo parecido describieron Korner y Zumft (1989) al observar que
cepas de Pseudomonas stutzeri eran incapaces de producir la nitrito y la 6xido nitroso reductasa
si la concentraciones de oxigeno en el medio superaban los 5 mg/l. Surge aqui una sospecha de

una influencia del oxigeno a nivel genético.

Braun y Zumft (1992) observaron que la informacion genética que codifica las enzimas
nitrito reductasa y oxido nitroso reductasa se situa en Pseudomonas stutzeri de modo contiguo
en el mismo grupo genético. esto inplica que presentan una regulaciéon conjunta. Mas tarde

Cuypers y Zumft (1993) aislaron, previo a los genes de estas dos enzimas, un homélogo de Ia
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proteina fnr, un activador de la transcripcion sensible al potencial redox. Todo esto implica que
para esta cepa hay una regulacion de la sintesis de las enzimas de la desnitrificacion a nivel

genético y que puede ser influenciada por la concentracion de oxigeno en el medio.

Otra enzima que se afecta por las concentraciones del oxigeno es la nitrato reductasa
desasimilatoria. Sin embargo al igual que para otras enzimas esta influencia dependera de la cepa
bacteriana. Coyne y Tiedje (1990) afirmaban que la nitrato reductasa desasimilatoria de
Achromobacter cycloclastes se sintetizaba en mayor o menor concentracion dependiendo de la

concentracion de oxigeno, al igual que sucede con Pseudomonas stutzeri que para valores

superiores a 5 mg/l de oxigeno disuelto no se detecta la enzima (Korner and Zumft, 1989). Por
otro lado Costignetti y Hallocher (1982) afirmaban que Alcaligenes sp. sintetizaban esta enzima

en aerobiosis.

Atendiendo a lo descrito anteriormente, el oxigeno puede afectar a la desnitrificacion de

tres modos diferentes, dependiendo a su vez de la cepa bacteriana.
- Efecto competitivo. Desciende la reduccion desasimilatoria de oxidos de nitrogeno, al
aportar mas energia a la bacteria el empleo del oxigeno como ultimo aceptor de

electrones.

- Efecto inhibidor a nivel enzimatico, descendiendo la actividad de ciertas enzimas en

funcién de la concentracion en el medio.

- Efecto inhibidor a nivel genético al no permitir la sintesis de ciertas enzimas en funcion

de su concentracion.

Estos efectos no se detectan por igual en todos los microorganismos desnitrificantes,

destacando unos mas que otros en funcion de la cepa bacteriana.
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5,4,3.-Presencia de 6xidos de nitrogeno

Logicamente para que la desnitrificacion tenga lugar, es preciso la presencia de 6xidos de
nitrogeno que actien como aceptores de electrones. estos 6xidos de nitrogeno son a su vez los

responsables de la sintesis de las enzimas desnitrificantes.

Korner y Zumft (1989) observaron que cepas de Pseudomonas stutzeri eran incapaces de

sintetizar enzimas desnitrificantes en anaerobiosis si en el medio no aparecen éxidos de nitrogeno.
Asi la presencia de un 6xido de nitrégeno determinado, potencia la sintesis de su propia reductasa,
por lo que el N,O favorece la sintesis de la 6xido nitroso reductasa y el NO,” de la nitrito

reductasa.

La presencia de NO;, en el caso de Ps. stutzeri, supone una activacion de todas las
enzimas que intervienen en la desnitrificacion y su ausencia supone la no sintesis de reductasas

(Xu and Eufors, 1996). Este fenomeno fue tambien observado por Coyne y Tiedje (1990) en

Achromobacter cycloclastes con la variacion de que el NO, solo activa la nitrato y nitrito
reductasa, mientras que la oxido nitroso reductasa se activa por el NO, y el N,O. Como en otras

regulaciones el proceso no es igual en todos los casos y dependera de la cepa concreta.

A parte de esta activacion enzimatica producida por la presencia de los 6xidos de
nitrogeno, hay que destacar un efecto inhibidor que el nitrato produce en el proceso. Este anién
a grandes concentraciones inactiva la nitrito reductasa por lo que se produce una acumulacion de

NO, en el caso de Ps. stutzeri que puede llegar a ser toxico para la bacteria (Kérner y Zumft,

1989). Hay por ello que tener en cuenta que elevadas concentraciones de NO, pueden inactivar
el proceso y provocar acumulacion de NO, realizado por determinados microorganismos. Este
fenomeno no ha sido descrito a nivel medio ambiental, donde autores como Pfenning y McMahan

(1996) destacaron que la concentracion de NO; afectaba a la desnitrificacion.
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5,4,4.- Influencia del pH

La influencia del pH sobre la desnitrificacion se ha estudiado por numerosos
investigadores en diferentes habitats, que van desde el estudio de la desnitrificacion en suelos
(Davidson and Swank, 1986) hasta en sistemas de tratamiento de aguas residuales (Oenema y
Vethaf, 1993). En todos los casos se coincide que el pH optimo para la desnitrificacion esta

proximo a la neutralidad, aunque el valor optimo varia con la especie (Thomas et al, 1994).

Tanto un incremento como un descenso del pH provocan un descenso en la actividad
desnitrificante, llegando a pasar de un 100% de actividad a pH 7-8 hasta un 30% a pH inferiores
a 6.0 6 superiores a 9.0 (Beaubien et al, 1995). De todos modos se ha observado actividad

desnitrificante a pH 3.7 (Parkin et al, 1985) y pH 11.0 (Prakasan and Loehr, 1972).

El efecto del pH parece residir en su actividad frente a las enzimas responsables de la
desnitrificacién. Autores como Koskinen y Keeney (1982) observaron que en suelos acidos, €l
principal compuesto obtenido es el N,O. Algo parecido describian Thorn y Sorensen (1996) al
observar que el pH acido era el responsable de la produccion de N,O en aguas residuales. Ante
esto, parece que la 6xido nitroso reductasa no solo es sensible al oxigeno, sino tambi¢n al pH.
Segin Thomsen et al (1994) el efecto del pH repercute enla V,,, de la enzima. Por lo general a
pH neutro la V. de las reductasas implicadas en la desnitrificacion es mayor cuanto mas
reducido es su sustrato. Debido a esto no se aprecian intermediarios en la desnitrificacion. Sin

embargo al descender el pH desciende la V., y por lo tanto se aprecian los intermediarios.

A parte de este efecto a nivel enzimatico, hay que destacar otro a nivel de crecimiento
poblacional. Négele y Conrad (1990) observaron que las concentraciones de NO y N,O se
incrementaban a pH acido, produciéndose un descenso en la actividad desnitrificante. Sin embargo
al aumentar el pH hacia la neutralidad se descendian las concentraciones de NO y N,0,
aumentaba la actividad desnitrificante y se registraba un espectacular incremento de la poblacion

desnitrificante, incrementandose por ello la actividad.
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5,4,5.- Influencia de la temperatura

La desnitrificacion se puede considerar como un proceso biologico dependiente de la
temperatura. Payne (1981) afirmaba incluso que en aguas residuales el proceso se podria expresar

por la ecuacion de Arrhenius, al depender exponencialmente de la temperatura.

Hay un valor minimo de temperatura, bajo el cual no se produce una reduccion
desasimilatoria de 6xidos de nitrogeno. En el caso de las aguas residuales el minimo se estima en
valores inferiores a 5°C (Bitton, 1994) v en suelos se puede apreciar una actividad minima a 2°C
(Payne, 1981). A estas temperaturas solo se detectan valores infimos de N,O, los cuales se
incrementan al aumentar la temperatura. Segun las investigaciones de Nommik (1956) hasta
valores entre 12 a 13°C no se detecta produccion de N, en suelos. Esta misma temperatura ha sido
indicada como el inicio de la reduccion desasimilatoria de NO,;” en Camomonas testosteroni

(Bernet et al, 1995).

Atendiendo a estas variaciones de la desnitrificacion con la temperatura, se puede pensar
en una variacion estacional del proceso. Estas variaciones estacionales se detectan desde zonas
himedas (Pavel et al,1996), suelos (Willems et al, 1997), aguas residuales (Dawson and Murphy,
1972) 6 sedimentos de rios (Pfenning and McMahan, 1996), donde se observo un aumento del

77% en la desnitrificacion al pasar de 4°C a 22°C.

Como toda actividad bacteriana, la desnitrificacidn también tiene unos valores de
temperatura maximos. El valor méximo al cual se ha detectado la actividad desnitrificante es 75°C,
inhibiéndose el proceso a temperaturas superiores (Nommik, 1956). Bremner y Show (1958)
indicaron que los valores Optimos de la temperatura para la desnitrificacion eran 60 a 65°C. Estos
valores se consideraron como muy elevados para un proceso biologico por Mc Kenney (1979),
aceptando como maximo 50°C. Mc Kenney et al (1984) afirmaban que a estas temperaturas
podria predominar una reduccion quimica detectada en diferentes tipos de suelos a temperaturas

incluso de 80°C.
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A pesar de que las temperaturas consideradas como Optimas anteriormente realmente
pueden ser muy altas para un proceso biologico, hay que destacar que entre los desnitrificantes

hay descritos algunos termofilos como Pyrobaculum aerophilum (Volkl et al, 1993), capaces de

desarrollarse a temperaturas de 110°C y por lo tanto de desnitrificar.

Hay que destacar que la temperatura también afecta a la relacion N,O/N, descendiendo
al aumentar la temperatura. Es por ello posible una influencia enzimatica que no afecta por igual

a todos los pasos del proceso.

5,4,6.- Otros efectos sobre la desnitrificacion

Aparte de la influencia que sobre la desnitrificacion presentan los factores anteriormente
descritos, hay que tener en cuenta que sustancias que pueden aparecer en habitats normales de
desnitrificantes, pueden influir en la actividad. Estas sustancias pueden ser xenobi6ticos como

pesticidas, frecuentes en suelos agricolas o productos industriales como polifenoles.

El efecto que esta amplia gama de sustancias puede tener sobre la desnitrificacion es muy
variable. Puede suceder como en el caso del clorpirifos, un insecticida que no afecta al normal
desarrollo de la comunidad desnitrificante (Pozo et al, 1995) o bien emplearse como fuente de
carbono que proporciona electrones que posteriormente se cederan a la cadena desnitrificante

( Focht and Joseph, 1974; Arcangeli and Arvi, 1993).

Otras sustancia que pueden influir en la actividad son los metales pesados. Estas sustancias
pueden influir negativamente sobre los microorganismos desnitrificantes. Este efecto negativo ha
sido empleado por autores como Gumaelius et al (1996), el cual se basa en la viabilidad de cepas

desnitrificantes como ensayo de toxicidad para los metales pesados.

A parte de la influencia de estas sustancias, hay que indicar que estos microorganismos

precisan de ciertos factores de crecimiento que van desde grupos prostéticos de algunas enzimas
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como Fe, Mo o Cu, hasta vitaminas como la tiamina o cobalamina cuya ausencia en medios de
cultivo es la causa de posibles acumulaciones de NO, o de que no haya actividad desnitrificante

(Blaszczyz, 1993).

6.- TRATAMIENTOS DE AGUAS

Los Hititas y los Romanos fueron las primeras civilizaciones de las que se tiene constancia
que empleasen sistemas de tratamiento integral del agua. Estos tratamientos se perdieron en la
edad media, donde los sistemas de agua urbanos solo incluian el abastecimiento de agua,
eliminandose las aguas residuales de forma individual e incontrolada. Ya en el siglo XIX se
comenzod a tener clara la conexion entre higiene, patogenos y enfermedades, estableciéndose
firmemente la necesidad de controlar las aguas reiduales (Aspegren ef al, 1997) por sus posibles

efectos de contaminacion sobre los recursos de agua.

Ciertamente el agua es un vehiculo de elementos, algunos de los cuales pueden causar
enfermedades. Estos elemento pueden tener diversos origenes, siendo los mas problematicos los
de origen fecal, cuyo principal foco de transmision son las aguas residuales. El uso incontrolado
de estas aguas contaminadas ha llegado a ser causa de grandes epidémias, que aun en nuestros
dias se siguen produciendo, tal es el caso de las grandes epidémias de colera sufridas por paises

como Zaire o Marruecos.

El fuerte desarrollo demografico y econdmico, traen consigo un aumento de las
necesidades de agua, indispensables para mantenerlo. En la Carta Europea del Agua (Anon,
1992), quedo reflejada esta importancia del agua, considerandolo como un bien preciado

indispensable para la vida.

Este incremento del uso del agua tiene como consecuencia una alteracion en su calidad.
Realmente y con raras excepciones, el agua tal como se encuentra en el medio, no se presenta en

condiciones optimas para su empleo en abastecimiento. Las codiciones de potabilidad, que suelen
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estar marcadas por las autoridades (B.O.E. 1138/1990), tratan de regular estas condiciones
Optimas, evitando la presencia de elementos que puedan causar problemas de tipo socio-

econdémicos o de salud publica.

Los principales problemas planteados por el consumo de agua han sido las enfermedades
de transmision feco hidrica. Es por ello que uno de los tratamientos inprescindibles, previos al
abastecimiento, es la desinfeccion. Este proceso que consiste fundamentalmente en la eliminacion
de patdgenos del agua, se realiza por procesos de oxidacion-reduccion, empleando para ello

potentes oxidantes como el cloro o el ozono (Purschel, 1976).

Los patogenos no son el tmico elemento indeseable del agua que hay que tratar. Hay otra
serie de parametros como son los de caracter organoléptico, fisico-quimicos o las denominadas
sustancias indeseables (B.O.E. 1138/1990), que precisan de otros tratamientos adicionales para
adecuarlos a las cantidades consideradas como dptimas para su uso en abastecimiento. Todo esto
da lugar a las denominadas Estaciones Depuradoras de Aguas Potables (ETAP), encargadas de

la adecuacion del agua para su uso doméstico (Degremont, 1979).

Las mayores demandas de agua potable, junto con las prolongadas sequias que han
afectado a zonas como el sur de Espafia, han originado problemas de escasez de recursos hidricos.
Para solucionarlo se buscaron nuevos recursos, llegando al empleo de tecnologias como la
Hsmosis inversa o el intercambio i6nico. Debido a estos procesos se pueden emplear como recurso

hidrico agua salobres o marinas.

Junto con la escasez de agua, surgen otros problemas como la contaminacion de los
recursos hidricos. Esta contaminacion es originada generalmente por el propio desarrollo
econdmico. La fuerte expansion industrial y las nuevas practicas agricolas afactan negativamente
al agua, generando problemas como la eutrofizacion de embalses o la contaminacion de aguas
subterrineas. Estos efectos originan graves problemas socio-economicos, al no poder emplearse

los recursos o precisar un mayor gasto economico en su tratamiento.
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Estas nuevas practicas, originarias del fuerte desarrollo, dan lugar a la aparicion en el agua
de sustancias que alteran su calidad. Entre ellas se pueden citar los pesticidas (Kolpin and
Goolsby, 1995), metales pesados (Karpuzcu et al,1996) o nutrientes como N y P (Aoi and
Hayashi, 1996, Appan and Ting, 1996). La presencia de estas sustancias en el agua, demanda

soluciones técnicas para eliminarlas y son hoy dia preocupacion de la comunidad cientifica.

Nuevas técnicas como las ya nombradas 0smosis inversa, el intercambio i6nico (Afcharion
et al, 1997), los filtros de carbon activo (Schalz and Martin, 1997)o los procesos biologicos
(Volokita ef al, 1996), son aplicaciones que surgen como solucion a la presencia de estos nuevos

toxicos en el agua.

No podemos olvidar que entre los caracteres que priman para el empleo de un recurso
hidrico, no solo esta la posibilidad de potabilizarlo, sino también el coste economico del proceso.
Es por ello que los nuevos sistemas de depuracion demandados no solo han de ser viables
técnicamente, sino también econdmicamente. Con esta idea, los procesos biologicos, que ya dan
buenos resultados en el tratamiento de aguas residuales (Zamorano ef al, 1996a) surgen como una
alternativa viable técnica y economicamente a los procesos fisico-quimicos, en cuanto a la

eliminacion de los contaminantes del agua.

7.- PROCESOS BIOLOGICOS DE DEPURACION .

Las primeras aplicaciones de los procesos bioldgicos de depuracion fueron en Alemania
a principios de siglo (Bitton, 1994), empleandose los sistemas de biopelicula fija. A estas
biopeliculas se les han achacado muchos problemas que afectan al hombre tales como los procesos
de corrosion de tuberias (Odom, 1990), las corrosiones de la piedra en los edificios antiguos o
algunos efectos que pueden afectar a la salud como, la formacion de biopeliculas en sistemas de
conduccion de agua potable (Sobsey and Olson, 1983). Sin embargo su caracter depurador puede

aprovecharse por el hombre, aplicandolo en sistemas de depuracion mediante soporte fijo.
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Tras publicarse en 1914 una patente por Arden y Lockett denominada "Sewage
purification without filter", estos sistemas de biopelicula fueron desplazados por otro proceso
biologico denominado fangos activados, que hoy en dia es empleado en la mayoria de las grandes
plantas depuradoras de todos los paises. A mediados de la década de los 80, los sistemas de
biopelicula vuelven a tener un pequefio auge, incorporandose a los sistemas de tratamiento de

muchos niicleos, pero a niveles muy lejanos del sistema convencional de fangos activados.

Las grandes necesidades de espacio, asi como el alto coste de instalacion y mantenimiento
de los sistemas de fangos activados, da pie a nuevas investigaciones en el campo de los sistemas
de biopelicula fija. En la segunda mitad del siglo, se observa un progreso en las investigaciones,
apareciendo nuevos tipos de rellenos y un mejor conocimiento del sistema. Tras esto, muchos
investigadores se lanzan al estudio de los sistemas de biopelicula, destacando el centro de

investigacion de Anjoux en Francia (Lacamp ef al 1993).

Autores como Gras y Alvarez (1991) encontraron en los procesos de biopelicula fija

numerosas ventajas con respecto a los sistemas de fangos activados:

- Reduccion de la produccion de ruidos.

- Reduccion de los olores.

- Reduccidn de la superficie necesaria.

- Adaptacion a la eliminacion de sustancias biodegradables, presentes en bajas
concentraciones.

- Reduccion del tiempo de retencion del agua en planta.

- Menor riesgo de desequilibrios en la biomasa por accion de agentes contaminantes.

- Explotacion facil y segura.

Estas ventajas hacen que se avance en la investigacion de los sistemas de biopelicula fija,
para su uso en el tratamiento de aguas residuales. Dentro de este campo se emplean en sistemas

de oxidacion de materia organica (Zamorano ef al, 1996), nitrificacion (Thom et al, 1996),
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desnitrificacion (Hirata and Meutin, 1996), eliminacion de fosforo (Garzon-Zuiliga and Gonzélez-

Martinez, 1996) o digestion anaerdbica (Harremoes, 1978).

Hoy dia surgen nuevas aplicaciones como son el uso para la eliminacion de xenobioticos
presentes en el agua (Galil, 1994), la eliminacion de metales pesados (Liehr ez al, 1994) o los
procesos de potabilizacion de aguas contaminadas, mediante la eliminacion selectivas de
nutrientes como el nitrégeno (Hontoria ef al, 1993). Todos estos procesos abren nuevos campos
de investigacion, en los que las biopeliculas son las responsables directas del proceso depurador

del agua.

7,1.- SISTEMAS DE BIOPELICULA FIJA MAS EMPLEADOS.

De entre los diferentes sistemas de biopelicula fija , los mas empleados por su economia
y factible aplicacion son los lechos bacterianos, contactores biologicos rotativos, lechos fluidos

y filtros sumergidos ( Boller et al, 1994; Harremoes, 1978, Jansen et al, 1994).

Los lechos bacterianos se introdujeron en 1890 como uno de los principales sistemas para
el tratamiento biologico de aguas residuales. Estos métodos consisten en un material de relleno,
bien de tipo tradicional, como basaltos, coque o piedras siliceas trituradas o de tipo plastico sobre
el cual se desarrolla una biopelicula que permite una gran superficie de contacto con el agua a
tratar. El agua se adicionara al lecho mediante un distribuidor que permite mantener una carga
hidraulica uniforme. La biopelicula sera la responsable de eliminar la materia organica y nutrientes
al tomar contacto con el aguamanteniéndose la oxigenacion por el paso de aire de forma natural
entre los huecos del material soporte. El agua tratada se recoge en el fondo para enviarla a un

clarificador que separara por decantacion los restos de biopelicula desprendidos.

De entre los diferentes tipos de contactores biolégicos rotativos, los mas habituales
consisten en unos discos que giran alrededor de un eje horizontal dentro de un tanque, estando

los discos sumergidos aproximadamente un 60% en el agua a tratar. Sobre los discos se
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desarrollara una biopelicula responsable de la depuracion, la cual al salir del agua por la rotacion
del sistema retiene oxigeno, que en la fase de sumergido sera empleado por los microorganismos

para la oxidacion de la materia orgénica.

La biopelicula en estos sistemas crece al consumirse la materia organica y se desprende
al alcanzar cierto tamafio. Las partes internas de la biopelicula no captan nutrientes necesarios,
esto da lugar a un déficit de nutrientes en las capas internas que causan su muerte y posterior
desprendimiento. Esto permite una constante regeneracion de la biopelicula. Con estos sistemas

se logra un bajo tiempo de retencion y pocas operaciones para su mantenimiento.

Lecho tluido

Contactor biologico __, Efluente

Influente __;\v/ Efiuente
;

InﬂuenteT

Filtro sumergido Lecho bacteriano

Inflyente

Efluente

Influente,

Efluente

Figura 6.- Esquema de los reactores de biopelicula mds empleados.
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Los lechos fluidos se comenzaron a introducir en los afios setenta. Entos sitemas consisten
en un material de relleno sobre el cual se desarrolla la biopelicula, introducido en un reactor. Este

relleno es movido bien por el flujo ascendente del agua o por aire, formando un lecho fluidificado.

La principal aplicacion de estos sistemas esta destinada a la depuracion de aguas residuales
mediante procesos aerobicos, sin embargo presentan entre sus problemas, la necesidad de una

alta energia para movilizar todo el lecho y el gran volumen ocupado por el material de relleno

(30-40%).
7,2.- FILTROS SUMERGIDOS

En los afios ochenta se introduce en Francia y Japon un nuevo sistema de depuracion
biolégica denominado filtro sumergido. Este sistema se comenzo a emplear como sistema de
pretratamiento para aguas contaminadas 1til para eliminar NH,", carbono orgéanico, fitoplacton,
olor 6 sabor del agua (Takasaki, 1989). Este proceso destaco como alternativa mas econdmica
que los sistemas fisico-quimicos y hoy dia se investiga sobre sus posibilidades de reemplazar a los

sistemas de fangos activados.

Las ventajas que este sistema presenta frente a los procesos convencionales de depuracion
bioldgica de aguas residuales, han sido descritos por varios autores (Meany and Strickland, 1993,
Zamorano et al 1996). Dentro de estas ventajas destacan:

- Admite mayores cargas organicas, por lo que hay un menor volumen del reactor.

- Se suprime la decantacion secundaria, por lo que desciende la superficie precisada para

la instalacion.

- Facilidad de automatizacion del sistema.
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- Posibilidad de ubicarlo en superficies cerradas.

- El costo de instalacion y mantenimiento es bajo.

Estos sistemas consisten en material de relleno que actua como soporte de la biopelicula,
pero a diferencia de los otros, el material de relleno est4 inmoévil y completamente sumergido en
el agua. La biopelicula seré la encargada de la depuracion, pero a su vez el relleno actua como un

filtro (Rogalla, et al 1992; Zamorano et al, 1996).

Uno de los principales problemas que presenta este sistema son los atascos producidos

bien por el crecimiento de la biopelicula o por los solidos retenidos.

A parte de su uso como tratamiento secundario, ya a finales de los ochenta se propone
este sistema como un tratamiento terciario util para la eliminacion de nutrientes como el
nitrogeno, que se realiza via nitrificacion desnitrificacion, u otros como el fosforo 6 xenobidticos

(Jansen et al 1993).

El problema del nitrogeno se hace més patente a lo largo de los tltimos dos decenios. Esto
llevo a pensar en la aplicacion de sistemas que lo eliminasen de las aguas residuales tratadas e
incluso aplicarlo en la potabilizacion de aguas contaminadas con nitrato. Los sistemas aplicados
para este fin fueron los lechos fluidos y los filtros sumergidos, los cuales segun Lacamp (1993)
son el sistema mas factible para la eliminacion selectiva del nitrato en aguas subterraneas

contaminadas.

En estos sistemas la biopelicula se encarga, mediante desnitrificacion, de eliminar
selectivamente el NO; sin alterar el resto de componentes del agua. Esta aplicacion de los filtros
sumergidos a la desnitrificacion biologica de aguas potables, precisa en todo momento la adicion
de una fuente de carbono para su buen funcionamiento (Hontoria et al, 1993), presentandose

como una alternativa Gtil y economica a la descontaminacion de aguas subterraneas contaminadas
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con nitrato.

8.- BIOPELICULAS

El principal responsable de la depuracion realizada por los sitemas de biofiltros son las
biopeliculas. Estas se pueden considerar como agrupaciones de células simples o microcolonias
embebidas en una matriz polimerica de origen microbiano, formada sobre un sustrato (Zhang and
Bishop, 1994). Dichos sistemas pueden tener su origen en la adherencia de un microorganismo,
principalmente bacterias, a un sustrato mediante la produccion de polisacaridos. Sobre esta matriz
polimérica se pueden unir otros microorganismos tales como bacterias, hongos, protozoos, algas,
larvas, etc formando un sistema biolégico complejo. La diversidad bioldgica que forma las
biopeliculas, asi como la peculiar forma de organizarse la estructura, dan lugar a un sistema

singular cuya principal caracteristica es la heterogeneidad (Loodrecht et al, 1995).
8,1.- ESTRUCTURA DE LAS BIOPELICULAS

En cuanto a la estructura de las biopeliculas hay diferentes hipétesis que tratan de
explicarla. Algunos autores las consideran como sistemas estratificados que crecen de modo
perpendicular al sustrato (Bishop, 1996). En estos sistemas habria una transferencia de masas
desde la capa superficial a la interna. Otros autores como Lewandowski et al (1995), estudian las
biopeliculas mediante observaciones tridimensionales, llegando a la conclusion de que son
estructuras heterogéneas muy canalizadas, canales que estan llenos de agua, circulando por ellos

los nutrientes (Beer and Standley, 1995).

Wimpenng y Calasauti (1997) no solo aceptaron la posibilidad de darse los dos modelos
anteriormente descritos, sino que afladen uno mas, como son las biopeliculas densas, tales como
las que se forman en la dentadura. Tras observar la formacion de colonias en los medios de cultivo

por Bacillus licheniformis vieron que formaba colonias redondeadas y muy mucosas si el medio
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es rico en nutrientes y formas arracimadas si los nutrientes son escasos. Basandose en esto
achacan a la concentracion de nutrientes la formacion de biopeliculas méas o menos densas o

canalizadas.

Esta concentracion de nutrientes puede influir sobre propiedades estructurales de las
biopeliculas, tales como el espesor, densidad o la porosidad, propiedades que también varian por
las condiciones hidrodinamicas del sistema, tipo de microorganismos que la compongan o bien
por los diferentes grupos fisiolégicos presentes en la biopelicula (Lazarova, et al 1992; Loosdrech

et al, 1995).

Todos los factores anteriormente citados, se influencian a su vez entre si, asi la
concentracion de nutrientes y el tipo de estos, condicionaran el desarrollo de unos grupos
fisiologicos u otros. Un sistema con una alta carga organica dara biopeliculas con alto contenido
en heterétrofos en la superficie, que a su vez limitaran la difusion de nutrientes al interior (Okabe

et al 1995).

El espesor de una biopelicula se vera también limitado por la concentracion de nutrientes
y este a su vez puede influir en el mayor o menor numero de células vivas. Zhang and Bishop
(1994) observaron que las células vivas podian variar del 82 - 89% en la superficieaun 5 - 11%
en las capas profundas de una biopelicula espesa, sin embargo para una biopelicula poco espesa,

la variacién puede oscilar entre el 83-86% en la superficie al 57-63% en las capas mas internas.

Estas oscilaciones entre la superficie y las capas profundas afecta tambien a la actividad
metabolica, la cual est4 presente en la mayoria de las células vivas de la superficie y entre 1/4 a
1/7 de las células vivas en las capas profundas. Estas capas profundas se compondra de 2/3 de
material inerte y gran cantidad de células en estado latente. Estas capas internas son a su vez mas

densas y menos porosas que las superficiales (Bishop et al, 1995).

El crecimiento de toda biopelicula seré el resultado de la trasnferencia de masas y su
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posterior transformacion por parte de los componentes de la biopelicula. Los nutrientes circularan
a través de ella de dos modos, uno sobre los canales o las capas superficiales mediante difusion

o conveccion y en las capas celulares mediante fenémenos de trasporte de masas (Beer and
Stoodley, 1995).

La densidad limitaré el transporte de nutrientes al igual que el descenso de la porosidad,
por lo que las capas mas internas tendran limitado su paso incluido el del O, (Bishop, 1995). Este
fenomeno serd mas intenso cuanto mayor sea el espesor de la biopelicula , justificandose asi la

menor cantidad de células vivas y poca activadad metabdlica de las capas internas.

La limitacion de nutrientes provocara también una variacion en cuanto a las comunidades
microbianas que pueblan Ia biopelicula. Hay una estratificacion en los grupos fisiologicos debido
fundamentalmente a la limitacion en la trasferencia de O, asi como a la del resto de nutrientes. Asi
biopeliculas en contacto con agua con alta carga organica y alta concentracion de oxigeno
disuelto, presentaran unas capas superficiales mas ricas en heterotrofos aerobios y las capas més

profundas se formaran principalmente por microorganismos anaerobios.

8,2.- COMPOSICION MICROBIOLOGICA DE LAS BIOPELICULAS

Los principales componentes de una biopelicula son las bacterias, las cuales a su vez son
responsables de su formacion. Ahora bien, las diferentes comunidades microbianas que las

componen varian, influyendo en ello los factores ambientales que rodean a la biopelicula.

La presencia de bacterias heterétrofas o autétrofas, los nitrificantes y desnitrificantes, etc,
varian en funcion de la cantidad y tipo de nutrientes presentes en el medio donde se desarrollan.
Zhang and Bishop (1994a) estudiaron la composicion de diferentes biopeliculas en funcién de la
cantidad y tipo de nutrientes empleados. Si en el medio habia materia organica, las bacterias
heterdtrofas estaban presentes en gran cantidad en la biopelicula y sus recuentos no variaban con

la profundidad. Por lo contrario, los nitrificantes solo aparecian en grandes cantidades cuando
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el medio les era favorable y en ellas se apreciaba mayor variacion con la profundidad de la
biopelicula. Esta variacion responde a sus condiciones de desarrollo favorables, ya que en capas
intermedias hay menos materia orgdnica y una concentracion de oxigeno adecuada para su
actividad. Esto mismo sucede con otras comunidades como los desnitrificantes que se desarrollan
en biopeliculas nitrificantes, los cuales aparecen en las capas profundas, donde no hay oxigeno y
si nitrato procedente de la actividad nitrificante (Bishop ef al, 1995). Las variaciones de la
concentracion de oxigeno con la profundidad de la biopelicula, son responsables también de la

variacion con la profundidad de las bacterias facultativas.

La composicion bacteriana de una biopelicula varia pues, en funcion de la disponibilidad
y tipo de nutrientes, asi como en la capacidad de difusion de estos al interior de dicha biopelicula.
Hay que tener también en cuenta que dentro del mismo tipo de nutrientes (materia organica), la
presencia de unos u otros compuestos permiten la proliferacion de diferentes especies bacterianas
dentro del mismo grupo (Kavanaugh and Randall, 1994). Por lo tanto, la composicion
microbiologica de una biopelicula responde a la capacidad de de los diferentes grupos bacterianos

de adaptarse a las condiciones del medio donde se desarrollan estas.

No solo las bacterias componen la biopelicula. Otros microorganismos como los
protozoos, hongos, rotiferos, nematodos, anélidos e insectos, puden formar parte de ellas (Bitton,
1994). Su capacidad de desarrollo obedece a la posibilidad de adaptarse al medio, encontrando

en las biopeliculas los nutrientes que precisan para su desarrollo.

8,3.- COMPOSICION QUIMICA DE LAS BIOPELICULAS

La principal caracteristica a resaltar en cuanto a la composicion quimica de una biopelicula
es que son sistemas altamente hidratados. Presentan un contenido importante en agua la cual les
da una consistencia viscosa y supone una proteccion frente a la desecacion (Roberson and
Firestone, 1992). Este contenido en agua facilita la trasferencia de los nutrientes que contiene el

agua que contacta con la biopelicula.
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Segun Flemming (1995) el 90% del total de una biopelicula esta formado por
exopolisacaridos (EPS) de origen microbiano. Este EPS rodea a todos los grupos celulares y sirve
de nexo entre la biopelicula y el sustrato. La gran cantidad de grupos polares presentes en el EPS
le permiten jugar un papel importante en la captacion y trasferencia de nutrientes hacia las células.

Algunos de los grupos polares descritos en el EPS son:

- Grupos catidnicos de amino-aziicares y proteinas.
- NH'-
- Grupos anionicos de acidos uranicos y proteicos.
-COO0 - HPO,

- Grupos apolares de proteinas (Grupos arométicos de aminoacidos).

- Grupos con alto poder formador de puentes de hidrogeno (polisacaridos).

Estos grupos polares, asi como la composicion varia en funcion de los grupos fisioldgicos
0 microorganismos presentes en la biopelicula, asi el EPS producido por cepas gram - se compone
de lipopolisacaridos, polisacaridos capsulares y otros polisacaridos y proteinas excretadas. Las
cepas gram -+ sin embargo producen un EPS mas rico en proteinas y acidos organicos. Esta
composicion varfa incluso con el tiempo, al ser capaces la misma cepa de producir diferente tipo

de EPS segun la presencia de nutrientes o la fase del ciclo de vida.

Logicamente la presencia de estos grupos polares permitira un cambio catiénico y aniénico
en la biopelicula, en funcién del pH del sistema. Esto supone una capacidad de captacion de

nutrientespor parte de las células embebidas en la matrix polisacaridica.

Junto con los polisacaridos aparecen gran cantidad de proteinas, las cuales son tanto
extracelulares, secretadas por las células,o bien intracelulares y procedentes de la lisis celular. La
mayor o menor concentracion de proteinas afectara a la capacidad adherente de la biopelicula, que

aumentara si aumenta su concentracion. También se afectaran otras propiedades estructurales y
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pueden desempefiar ciertas funciones enzimaticas.

La concentracion de proteinas en una biopelicula dependera entre otros, del tipo de
microorganismos que compongan la biopelicula, asi como de factores nutricionales como la
concentracion en materia organica que aumentaran su concentracion o del O, disponible, cuya

limitacion desciende la concentracion en proteinas (Jonh et al, 1996).

También se describe en las biopelicula la presencia de ADN, debido a la lisis celular o a
la excrecion bacteriana (Jonh and Nielsen, 1995). Su concentracién puede variar por la

concentracion de O,, cuya ausencia la aumenta (Jonh et al, 1996).
Otros compuestos presentes en las biopeliculas son sustancias hidrolizadas de procedencia

celular, o bien productos de excrecion como acido uranico o acidos humicos. De la concentracion

de todos ellos dependeran propiedades tales como fuerza, elasticidad o capacidad de adsorcion.
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N OBJETIVOS

El ciclo del nitrogeno, al igual que el resto de los ciclos biogeoquimicos, se presenta en
la naturaleza en perfecto equilibrio, manteniendo las concentraciones adecuadas de cada una de
sus formas quimicas. La influencia humana sobre el ciclo es causa de alteracion y descomposicion

en los equilibrios (Martinez-Toledo, 1992).

EI N, es el compuesto mas abundante de la atmosfera, sin embargo no es asimilable por
los seres vivos, precisando para ello su transformacion en otras formas inorganicas como el NH,~
6 NO,". Estas trasnformaciones se dan en la naturaleza bien de forma espontanea, interviniendo
las descargas eléctricas de las tormentas o la radiacién UV, o bien por procesos biologicos de
fijacion de nitrogeno realizados por bacterias. Las diferentes formas de nitrogeno asimilable son
de nuevo devueltas a la atmdsfera en forma de N, por los procesos biologicos de la

desnitrificacion.

Debido a la utilidad del NO;™ en las industrias de armamento y al efecto beneficioso que
sobre la agricultura producen los fertilizantes nitrogenados, el hombre trato de sintetizar por
procesos fisico-quimicos compuestos asimilables de nitroégeno, lograndolo mediante €l proceso
de Haber-Bosch (Sanchis-Moll, 1990). Estos aportes antropicos al medio incrementan la entrada
de nitrégeno asimilable al ciclo, no siendo la naturaleza capaz de devolverlos a la atmosfera en
forma de N,,. Debido a esto se producen acumulaciones de compuestos nitrogenados en el medio,

que dan lugar a los fenomenos de contaminacion.

Junto con la eutrofizacion, la consecuencia mas inmediata de estos aportes antropicos de
nitrogeno es la contaminacion de los acuiferos con NO;. Este anion forma parte de la
composicion de muchos fertilizantes quimicos, aportandose en grandes cantidades en ¢l abonado.
Debido a su alta solubilidad, es un ion muy movil en el suelo, por lo que facilmente puede ser

arrastrado por los lixiviados que recargan los acuiferos (Coilins and Jenkins, 1996),

Un alto consumo de NO, por mamiferos v la reduccion que sobre el produce la thora

bacteriana intestinal, dan lugar a la formacion de altas concentraciones de NO. . el cual puade
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producir efectos nocivos sobre la salud (Fritsch y Saint-Blanquat, 1990). Es por ello que se debe
evitar el consumo de aguas contaminadas con este anion, quedando inutilizados para su empleo
en abastecimiento muchos acuiferos. Estos problemas son mas graves en épocas de sequia, en las
que el agua subterranea se convierte en el Gnico recurso hidrico disponible para muchas zonas.
Por otro lado se debe considerar que hay poblaciones que solo cuentan con este recurso, por lo

que la contaminacién de los acuiferos demanda una inmediata solucion.

Hoy dia hay procesos como la 6smosis inversa o el intercambio iénico (Sheng and Chang,
1996) capaces de eliminar cualquier i6n presente en el agua, sin embargo y debido a que los
nicleos urbanos mas afectados por estos problemas, suelen ser pequefias poblaciones con
recursos economicos limitados, estos sistemas no son los mas factibles, precisando de nuevos
procesos con menos coste de explotacion y mantenimiento. Por otro lado hay que indicar que
estos sistemas no transforman los compuestos asimilables de nitrégeno, tan solo los separan del

agua, obteniendo una salmuera que crea nuevos problemas para su vertido.

En vista de que el principal problema radica en una acumulacion de compuestos de
nitrogeno asimilables en el medio, por un incremento en la entrada de estos en el ciclo del
nitrogeno, se podria actuar de dos modos para evitarlo: limitando las entradas o bien

incrementando las salidas.

Las actuales practicas agricolas, responden a una economia de mercado que precisa mayor
produccidn con menor coste economico. Esta tendencia, asi como las necesidades de venta de los
fabricantes de abonos quimicos, hacen que sea dificil y costosa la limitacion del uso de estos
productos (Rohman and Sontheimer, 1985), a pesar de las restricciones legales. Se hace por ello
preciso idear sistemas de eliminacion del NOj disuelto en el agua contaminada, mediante

transformacion en compuestos no contaminantes.

La desnitrificacion bioldgica es una fase del ciclo del nitrogeno mediante la cual

compuestos como el NO; y el NO, son transformados en gas N, (Payne, 1981), ofreciendo este
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proceso una salida de compuestos asimilables del nitrégeno del ciclo biogeoquimico. Es un
proceso respiratorio exclusivo de procariotas, cuyos habitats principales suelen ser el agua y el
suelo, siendo sobradamente conocido el efecto inhibidor que produce el oxigeno, la influencia que

tiene el pH y la temperatura 6 las necesidades de una fuente de carbono que requiere (Knowles,

1982).

Al margen de los avances de la ciencia en el conocimiento de la desnitrificacion biologica,
desde principios de siglo surgieron los procesos de depuracion bioldgica del agua mediante
biopeliculas. Estas biopeliculas son agrupaciones bacterianas embebidas en una matriz polimeérica
mediante la cual se unen a un sustrato. En su interior se dan procesos de trasferencia de masas que
permiten el paso de nutrientes desde la superficie hasta el interior (Christensen and Characklis,

1990).

Las biopeliculas son formaciones naturales realizadas a partir de una bacteria capaz de
unirse a un sustrato, la cual al multiplicarse da lugar a la formacién de la biopelicula. Estas
adaptaciones bacterianas al medio, les permiten captar mayor numero de nutrientes, facilitando
asi su desarrollo (Percival et al, 1998). Su empleo en depuracién de aguas permite eliminar los
contaminantes presentes en esta, al consumirlos los microorganismos de la biopelicula. Los
avances dados en el ultimo cuarto de siglo en temas de depuracion de aguas, han llevado a aplicar
estos procesos a la eliminacion de una serie de contaminantes entre los que se incluyen los

nutrientes como el NO;.

Son variados los sistemas empleados para la aplicacion de las biopeliculas a la depuracion,
pero los que mejores resultados han ofrecido en la eliminacion de nutrientes para obtener aguas
potables son los denominados filtros sumergidos (Lacamp e7 a/, 1993). Estos sistemas consisien
en un material de relleno sobre el cual se desarrolla la biopelicula responsable de la depuracien,
manteniéndose esta constantemente inundada de agua. La aplicacion de las condiciones idoneas
para potenciar el desarrollo de los microorganismos desnitrificantes presentes en la biopebouiz,

facilitando asi su accion sobre el NO, disuelto en el agua contaminada, ofrece una altemainva de
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tratamiento a las aguas subterraneas contaminadas con este anion.

Siguiendo estas ideas y con la meta de obtener un sistema técnica y econdomicamente
viable, que nos permita solventar los problemas de contaminacion del agua de los acuiferos por
NO;’, nos planteamos este trabajo de investigacion titulado: Eliminacidn biolégica de NO; de

aguas subterrdneas mediante filtros sumergidos: Optimizacion del sistema.

En dicha investigacion nos planteamos estudiar la posible influencia que la fuente de
carbono (tipo y concentracion aplicada) puede tener en el rendimiento de eliminacion de nitrato
mediante filtros sumergidos. Para ello se planted una serie de ensayos comparativos de tres
diferentes fuentes de carbono, estudiando no solo sus rendimientos, sino también buscando la
causa de estos en la composicion de la biopelicula, tipo de bacterias desnitrificantes implicadas
y su actividad. Por otro lado y debido al efecto negativo que el oxigeno ejerce sobre el proceso,
se pretendi6 igualmente conocer de que modo podria afectar al proceso depurador y los posibles

cambios que la presencia de oxigeno producirian en la composicion de la biopelicula.

A modo de aproximacion a los parametros de disefio del filtro sumergido, se estudié la
influencia que sobre el rendimiento y la composicion de la biopelicula podrian tener las variaciones

de carga hidraulica y carga de nitrato.

Con este estudio se pretendia avanzar en el conocimiento del proceso de eliminacion de
NO;, mediante desnitrificacion bioldgica en filtros sumergidos a escala semi-técnica,
permitiéndonos mejorarlo técnica y econdomicamente, aplicandolo posteriormente a escala
industrial. Para abordar este trabajo con este objetivo principal, nos marcamos una serie de

objetivos parciales:

1° Estudio de la influencia de la concentracion y tipo de fuente de carbono en la
capacidad de eliminacion de NO,™ del agua subterrdnea contaminada, mediante

filtros sumergidos.
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Influencia del oxigena disuelto en el agua a tratar, sobre el rendimiento del filtro
sumergido en la eliminacion de NO;™. Estudio comparativo de su influencia segun

fuentes de carbono.

Estudio de la variacion en la composicion y tamafio de la biopelicula, en funcion

de la presencia de oxigeno, la concentracion y tipo de fuente de carbono empleada.

Caracterizacion de las especies bacterianas desnitrificantes que componen la

biopelicula.

Estudio de la actividad desnitrificante de las diferentes especies bacterianas aisladas

de la biopelicula.

Efecto de la variacion de carga de nitrato en el rendimiento del sistema, asi como
en el tamafio y composicion de la biopelicula. Estudio a diferentes alturas y en

presencia y ausencia de oxigeno.

Efecto de la variacion de caudal en el rendimiento del sistema, asi como en el
tamafio y composicion de la biopelicula. Estudio a diferentes alturas y en presencia

y ausencia de oxigeno.

La consecucion de estos objetivos nos aportara datos sobre la influencia de la composicion

microbiologica de la biopelicula en el rendimiento del filtro sumergido, asi como de las

condiciones de trabajo que permiten el desarrollo de una determinada biopelicula. Con ello se

pretende avanzar en el conocimiento de las caracteristicas de disefio asi como en las condiciones

de trabajo. Estos logros nos permitiran abordar posteriores ensayos a escala industrial. ofreciendo

una solucién viable al problema de la contaminacion de los acuiferos con NO;™
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MATERIALES Y METODOS

1.- PLANTA PILOTO.

1,1.- UBICACION

Para la ubicacion de la planta piloto a escala semi industrial, se precisaba disponer de un
volumen de agua tal, que se pudiese llevar a cabo la investigacion. Dentro de los objetivos
planteados se encontraba el estudio de la influencia de la carga hidraulica, para lo cual se varié
el caudal de entrada llegando a un maximo de 54 I/h, equivalente a un caudal diario de 1.3 m®.
Dado que la investigacion estaba destinada al tratamiento de aguas subterraneas, se precisaba

contar con agua de acuifero, que incluso presentase problemas de contaminacioén por NO;™.

El acuifero de la vega de Granada (Figura 7), registrd en los ultimo afios un incremento
importante en la concentracion de NOj;, llegando a catalogarse por la Junta de Andalucia como
contaminado por el uso abusivo de fertilizantes en la agricultura (Anom, 1995). Sobre este
acuifero se sitiia la Estacion Depuradora Puebte de los Vados, propiedad de la Empresa Municipal
de Aguas de Granada S.A. (EMASAGRA), la cual a su vez contaba con una captacion del

mencionado acuifero, siendo este el lugar de ubicacion.

Contando en todo momento con la colaboracién de la empresa, se construyd un habitaculo
mediante estructura metalica, de 10 m* de superficie por 5 metros de altura, dotado de toma de
energia, con potencia suficiente para poder instalar los sistemas de bombeo y con suministro

directo de agua procedente del acuifero, instalandose en su interior la planta piloto.

1,2.- DESCRIPCION DE LA PLANTA PILOTO

Los primeros trabajos en este campo, se realizaron por parte de nuesirc grupo O¢

investigacion, en las instalaciones que la empresa ALJARAFESA S A tiene en la marcomurmias

de municipios del Aljarafe (Sevilla), obteniendo unos resultados previos gue confirs i

viabilidad del proceso (Hontoria et a/ 1993). Con las ideas extraidas de estos primeras &0z08
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y basandonos en las experiencias de Lacamp ez al (1993) y Jansen ef al (1994), se opto por

emplear una planta piloto de filtros sumergidos para llevar a cabo la investigacion.

La planta piloto consisti6 en un sistema de vasos comunicantes (Figura 8), lo cual nos
permitié mantener constantemente inundado el filtro biolégico. Este filtro se componia de un
material soporte sobre el cual se desarroll una biopelicula enriquecida en desnitrificantes, siendo
esta la méxima responsable del proceso depurador. El agua contaminada se introdujo por un tubo
paralelo pasando al cilindro principal por vasos comunicantes, siguiendo una trayectoria

ascendente.

PIMOS FUENTE

UﬂLDERUBI RIO CUBILLAS
*FUEHTE IAQHERDS
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a1 2 2 4 5Km
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RIs DILRE

Figura 7. Ubicacién de la plania semi-técnica, sobre el acuifero de la vega de Granada

La planta piloto se fabricé en metacrilato, contando con un cilindro central formado por
tres cuerpos iguales unidos entre si por bridas. En la parte baja del sistema se incorpor6 un falso
fondo a través del cual se introdujo el agua mediante un tubo paralelo al principal. A lo largo del

cilindro principal se dispusieron tres muestreadores de material de relleno y otros tantos para
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muestreo de agua a diferentes alturas (Figura 10). Todo el sistema se instald sobre una mesa
metalica que a su vez sirvi6 de soporte del resto de instrumentos. Las dimensiones del sistema se

detallan en la figura 9.

Dado a que el agua a depurar era rica en N y la necesidad de afiadir P (0.06 mg/l), para
que no fuese limitante, era probable que dentro del sistema y al dejar pasar el metacrilato la luz,
se formasen algas que obstruyesen el sistema y aportasen cantidades no controlables de oxigeno

al agua. Para evitar esto toda la planta se recubri6 con un pléstico negro, completamente opaco.

El agua necesaria se tomo mediante bombeo de un pozo del acuifero de la vega,
almacenandola en dos depositos de 1.7 m’ de capacidad, cada uno. Este almacenaje nos permitid

Ja manipulacion del agua, previo a la entrada al sistema de tratamiento.

Para introducir el agua en la planta de tratamiento, se empled una bomba dosificadora,
tipo piston (OBL/TFB®), capaz de proporcionar caudales regulables entre 0 y 100 Lh. El agua fue
captada del fondo de los depositos de almacenaje y llevada hasta la parte superior del tubo

paralelo al reactor.

En el tubo de entrada a la planta piloto se dosifico la fuente de carbono, empleando para
ello una bomba dosificadora de membrana (Dosapro Milton Roy®) capaz de proporcionar
caudales regulables entre 0 y 25 ml/min. La fuente de carbono se almacen6 en un deposito de 301

del que la tomo la bomba.

La planta piloto se cerr6 herméticamente, para evitar la entrada de aire y a su vez
controlar el aire en su interior. Para facilitar la salida de gases, en la parte superior se dispuso de
un tubo de salida, que permitii el escape del gas al superar la presion ejercida por una columna
de agua situada al final del conducto. Esta columna de agua permitio controlar la presion al
interior del sistema. En el falso fondo se dispuso una purga de gases, evitando asi la acumulacion

de estos en la parte baja del sistema.
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Figura 9. Dimensiones de la planta piloto a escala semi-técnica.
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La salida de agua se situd justo por encima del material de relleno, colocando un sifon
para evitar la entrada de gases. Este agua se recogi6 en un depdsito de salida, empleandose como
agua de lavado. Tanto la salida como la entrada de agua al sistema estaban controladas por

electrovalvulas.

Para la eliminacion de posibles obstrucciones en la planta piloto, causados principalmente
por el crecimiento de la biopelicula, se instalo un sistema de lavado manual, ademas del
automatico del sistema, con inyeccion de agua y aire. Para introducir el agua de lavado se uso una
bomba sumergida de 7 m.c.a., regulando el caudal mediante un caudalimetro, siendo este de 60
m®/h/m?. El aire de lavado se aportd mediante un compresor (ABAKOM® HP-2) de 50 1 de
capacidad y capaz de proporcionar una presion de 10 Kg/cm?®. El caudal de aire de lavado se
controld igualmente por un caudalimetro y se establecid en 50 m’/h/m® Este compresor se
encargd también de proporcionar el aire necesario para el accionamiento de las electrovalvulas.

Tanto el aire como el de agua de lavado se introdujeron a través del falso fondo de la columna.

Los lavados se realizaron de forma manual tras observar excesivas pérdidas de carga en
el sistema. Para evitar roturas en el falso fondo de la columna se instalé una vélvula de seguridad

manual que se abriria si la presion interior excedia de 2 Kg/cm®.

El material de relleno empleado fueron arcillas expandidas, con una granulometria que
oscilaba entre 2 y 5 mm. Este material tenia una estructura porosa, que le permitia incrementar
considerablemente la superficie de contacto y una densidad seca de 1.75 g/em’ , por lo que se

evitaria que flotase en la superficie.

1,3.- INOCULACION DEL SISTEMA PARA LA FORMACION DE LA BIOPELICULA.

Debido a que el estudio se realizo sobre agua subterranea contaminada por NOj’, se hizo
preciso, previo a la realizacion de los ensayos, la formacion de una biopelicula responsable del

proceso depurador.
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Para la formacion de esta biopelicula, sobre el material soporte presente en el interior de
la columna, se utilizé licor mezcla procedente del reactor de fangos activados de la Estacion
Depuradora Puente de los Vados (Granada). Este licor mezcla contenia gran cantidad de MLSS

(13000 ) por lo que permiti6 una rapida colonizacién del material de relleno.

Debido a que el contenido en desnitrificantes del licor mezcla de un reactor de fangos
activados es bajo, este se enriquecié, en NO; asi como en la fuente de carbono a ensayar. Dicha
mezcla se mantuvo en recirculaciéon durante 7 dias, aportandole nuevas cantidades de NO, y
fuente de carbono de forma diaria. Tras la recirculacion se limpid6 el sistema mediante un ciclo
manual de lavado, consistente en el aporte de aire durante 30 segundos y de agua limpia
procedente del acuifero durante I minuto. Tras la limpieza se comenzo a aportar agua a tratar y

fuente de carbono.

Una vez terminada cada fase de la investigacién se procedio al lavado intenso del sistema,
para eliminar la mayor cantidad posible de biopelicula. Tras esta limpieza se procedio a la
formacion de una nueva biopelicula en iguales condiciones que para la fase anterior, variando

simplemente la fuente de carbono para enriquecerla.

2.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA INFLUENCIA DE TRES
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN LA CAPACIDAD DE
ELIMINACION DE NO, MEDIANTE FILTROS SUMERGIDOS.

2,1.- FUENTES DE CARBONO.
Para abordar este estudio, se seleccionaron una serie de fuentes de carbono, teniendo en

cuenta para ello su facil utilizacion por microorganismos desnitrificantes, su facilidad para

manejarlas y dosificarlas, asi como su coste econdémico.
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Tres fueron las fuentes de carbono empleadas en el estudio: Sacarosa (Azucarera de
Espafia S.A. Madrid), metanol quimicamente puro (Productos Quimicos Sevillanos S.A.) y etanol
con un 96%de pureza (Productos Quimicos Sevillanos S.A.). Estas fuentes de carbono ofrecieron
buenos resultados en ensayos previos para desnitrificacion (Nurizzo and Mezzanotte, 1992;
Akunna et al, 1993; Dahab and Lee, 1992; Hallin et al 1996; Constantin and Fick, 1997) frente

a los obtenido para otras fuentes de carbono como glucosa , melazas, metano etc.

2,2.- FUNCIONAMIENTO DE LA PLANTA PILOTO.

Para abordar el estudio, se mantuvo constante tanto la carga de nitrato como la carga
hidraulica, para ello el caudal de trabajo del bombeo de agua a tratar se fijo en 27 l/h y la
concentracion de NO; ™ en la entrada se fijo en 100 mg/l. Durante toda esta fase y el resto de la

investigacion, el flujo del agua se mantuvo de forma ascendente.

El agua procedente del acuifero de la Vega presentd una concentracion variable de NO;,
que durante la investigacion oscild entre 40 y 70 mg/l. Esta concentracion se ajusto adicionandole
a los 1.7 m® contenidos en cada depésito la cantidad estequiométrica necesaria de NaNO,
quimicamente puro (Sigma®) , aumentando el valor desde el determinado hasta 100 mg/l

aproximadamente.

La adicién de la fuente de carbono se realizé mediante dosificacion directa en el tubo de
agua de entrada. Esta fuente de carbono se introdujo en el sistema previamente diluida en agua
destilada y almacenada en el depdsito de 30 1. El estudio comparativo se realizo incrementando
la concentracion de fuente de carbono mediante un aumento del caudal aportado por la
dosificadora B. Las dosis variaron desde 0 mg/l hasta valores que permitirian eliminar
completamente el N presente en el agua a tratar, estos valores oscilaron en funcion de la fuente

de carbono aportada.

Debido al tamafio de la planta piloto y a su ubicacion, la temperatura fue dificil de
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controlar, sin embargo y debido a su efecto negativo sobre la desnitrificacion, se evito trabajar en
los meses en los que la temperatura del agua fue inferior a 14°C. Los valores de temperatura del

agua oscilaron entre 15 y 20 °C.

2,3.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL OXIGENO.

Debido al efecto negativo que sobre la actividad desnitrificante ejerce el oxigeno, se
realiz6 el estudio comparativo tanto en ausercia como en presencia de oxigeno. Al margen de
esto y con la idea de conocer como afectan diferentes dosis de oxigeno a la capacidad de
eliminacion de NO;, se estudi6 el comportamiento del filtro biologico manteniendo constante la

dosificacion de fuente de carbono y variando la concentracidén de oxigeno.

El agua procedente del acuifero presentd una concentracion de oxigeno disuelto de 4.5
mg/l, debido a la turbulencia producida por los sistemas de bombeo. Esta concentracion se
mantuvo en los denominados procesos con oxigeno y se eliminé para los procesos sin oxigeno

mediante la adicién de cantidades estequiométricas de Na,SO, quimicamente puro (Sigma®).

Para estudiar el efecto de diferentes dosis de oxigeno sobre el proceso desarrollado en la
planta semi-técnica, las condiciones de trabajo fueron semejantes a las anteriores, pero
manteniendo constante la concentracion de fuente de carbono. Esta se correspondia con la dosis
necesaria para eliminar todo el N en ausencia de oxigeno. Para enriquecer el agua en oxigeno se
le provoco turbulencia mediante agitacion a su entrada al depdsito, logrando unos valores

maximos de 7.5 mg/l, igualmente para descenderla se empled Na,SO;.

Todas las determinaciones de oxigeno se realizaron directamente en la cuba de contencion
de agua mediante un oximetro CRISOM® (0OXI-350) con autocalibracion y compensacion de
temperatura. Igualmente los ajustes de la concentracion de oxigeno se realizaron midiendo en

continuo su valor conforme se adicionaba el reductor.
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2,4.- TOMA DE MUESTRAS

En todos los ensayos se mantuvieron constantes las condiciones de trabajo durante tres
dias, tomando muestras de agua tanto de entrada y salida con una diferencia de tiempo de 24 h.
De este modo se obtenian tres muestreos para cada concentracion de fuente de carbono u oxigeno

establecida. Tras los tres dia se incrementaban las concentraciones.

Para este estudio se tomaron muestras tanto de entrada (justo tras la adicion de fuente de
carbono) como de salida del lecho biolégico, analizdndolas para NO, ,NO, , NH," y fuente de
carbono. Inmediatamente tras la toma, las muestras se trasladaron al laboratorio y se filtraron a
través de filtros bacteriologicos de 0.45um de tamafio de poro (Millipore®, HA). Se evitaba asi
que la flora bacteriana presente en las muestras pudieran seguir actuando sobre los parametros

a determinar. Para estas filtraciones se empled un sistema de filtracién por vacio (Millipore™).

Para cada muestra se filtraron 200 ml separados en dos alicuotas de 100 ml, una para la
determinacion de aniones o cationes y la otra para la determinacion de fuente de carbono. Las
muestras se congelaron a -20° C y se almacenaron en oscuridad hasta su andlisis. Para el

almacenaje se emplearon frascos de plastico, opacos, aclarados con agua bidestilada y secos.
Previo al analisis de cada muestra, estas se descongelaron manteniéndolas a temperatura

ambiente un tiempo apropiado. Se evitaba asi la posible evaporacion de las fuentes de carbono

de naturaleza alcoholica.

2,5.- DETERMINACION DE ANIONES MEDIANTE CROMATOGRAFIA IONICA.
Las determinaciones de los aniones NO, y NO, se realizaron mediante cromatografia

ionica siguiendo el proceso empleado por Hijnen et al (1995), asi como las indicaciones del

Standar Method for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWA and WPLF).
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2,5,1.- Descripcion del Cromatégrafo Iénico.

La cromatografia ionica consiste en la determinacion de diferentes iones mediante la
retencion en el tiempo de estos, en funcion de la mayor o menor afinidad por una fase
estacionaria. Esta separacion permite la determinacion individual de cada uno de los iones

separados en el tiempo.

Para la determinacion de los aniones se empled un cromatografo idénico Dionex® DX-300.
Dicho cromatografo estaba equipado de un sistema para la determinacién de aniones y cationes
mayoritarios. El sistema de deteccion de aniones consistia en una columna protectora Ion Pac®
A614 de 4mm una columna separadora I6n Pac® A514 de 4 mm y un autosupresor de cationes
I6n Pac® Anw5-11 . El equipo estaba dotado igualmente de un detector de conductividad i6nica
Cdn, con 11 rangos de sensibilidad (0.01 a 1000 xS/cm) un integrador (Dionex ®4400 Integrator)

y un muestreador automatico (Dionex® Autosampler).

La solucion regenerante de aniones fue H,SO, 36 mN y el eluyente de aniones Na,CO,
200mM/ NaHCO; 75 mM el cual mantenia una linea base de aproximadamente 14.5 1S/cm. Para
el arrastre de regenerante de aniones se-empleo una corriente de N, a 6 p.s.i de presion y para el

arrastre de la muestra y el eluyente se preciso una corriente de He de 2 p.s.i..

Las seflales registradas por el integrador reflejaban las diferentes conductividades,
medidas a diferentes tiempos. El propio integrador calculaba las areas correspondientes a cada
pico obtenido. Mediante la comparacion de las areas registradas para cada anién con las

detectadas para un patrén, se obtenian las concentraciones.

Mediante un mismo cromatograma se obtenian los valores de NO,” y NO,", detectandose
el NO,” a un tiempo de retencion de 1.6 minutos y el NO;™ a 2.1 minutos. El NO,” presentaba
interferencias con el pico detectado en las muestras para el CI', que llegaba a falsear los datos,

para evitar este problema las muestras se pasaban a través de un filtro de Ag” que precipitaba el
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CI' como AgCL

2,5,2.- Preparacion de los patrones.

Las concentraciones esperadas en las muestras oscilaban entre 0 y 100 mg/l para el NO;’
y para valores inferiores en el caso del NO,". Debido a esto se prepard una solucion patron con
10 mg/l de NO; y 5 mg/l de NO,", cuyas areas obtenidas eran repetitivas trabajando con una

sensibilidad en el rango de 1 a 30 »S/cm.

Para la preparacion de esta solucién patron se elaboraron previamente dos soluciones
madres de NO;" y NO, con una concentracion de 1 mg/ml. Estos patrones madre se elaboraron

con NaNO, y NaNO, quimicamente puros (Panreac”) en agua bidestilada.

NaNQ; 1,3707 g.
Agua bidestilada 1000 ml

NaNO, 1, 4998 g.
Agua bidestilada 1000 ml

Las soluciones madres se guardaron en frascos de cristal topacio de 100 ml

conservandolas a 4°C.

De la solucion madre de NO,™ se tomaron 10ml y de la de NO, 5 ml, enrasando hasta

1000ml. Esta solucion patrdn se almaceno en la oscuridad y a 4°C.

Previo a cada analitica se empleo el patron, analizandolo al igual que cada muestra. Cada
10 muestras analizadas se intercald un patrén, empleando su area para determinar las
concentraciones de las diferentes muestras realizadas, asi como para conocer cualquier anomalia

en el equipo.
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2,5,3.- Preparacion y analisis de las muestras.

Las muestras perfectamente filtradas y descongeladas se diluyeron en agua bidestilada,
ajustando la concentracion estimada para el NO;” y NO, ™ a la del patron empleado. Las muestras
de entrada presentaban una concentracion de NO;™ aproximada a 100 mg/l y casi nula para el
NO, por lo que precisé determinarlas sin diluir para el NO, y con una dilucion 1/10 para el
NO;". Las muestras de salida variaban las concentraciones en funcidn del rendimiento del sistema,

precisando diferentes ensayos de dilucion para determinar correctamente sus valores.

5ml de cada dilucion, preparada para cada determinacion y por triplicado, se colocaron
en unos cartuchos de muestreo especiales para el automuestreador (Dionex®), los cuales
presentaban nuevamente un filtro de 0,22 um de tamafio de poro. Conocidas las areas para cada
muestra y obtenido el valor en mg/l por comparacion con el patrén, se hallo la media y desviacion
estandar para cada triplicado de la misma muestra. Aquellos valores con una desviacion estandar

alta se despreciaron volviendo a realizar su determinacion.
2,6.- DETERMINACION DE NH,'

Para la determinacién de NH," se opt6 por un método espectrofotométrico, empleando

un espectrofotometro Hitachi® 2000.

El método empleado fue el de la sal de fenol, basado en la reaccion del amoniaco con el
hipoclorito y el fenol, catalizada por una sal manganosa, dando como resultado un compuesto azul

(indofenol).

Para la determinacion se prepard una curva de calibrado, empleando para ello cinco
soluciones patron de NH," con 0.1, 0.5, 1, 2 y 3 mg/l. Para la elaboracion de estos patrones se
preparé una solucion madre de 1 mg/ml de la cual se tomaron 0.1, 0.5, 1,2 y 3 ml

respectivamente, llevandolos hasta 1000 ml con agua bidestilada.
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NH,C] ' 3.819 g.
Agua Bidestilada 1000 ml

Con los patrones se realizaron las mismas operaciones que con las muestras, obteniendo

una curva de calibrado en la cual, por interpolacion, se obtenia los valores de concentracion para
el NH,"

Para la determinacion se tomaron 10 ml de la muestra perfectamente filtrada y
descongelada. Sobre esta se adicionaron 0.05 ml de una solucién de MnSO, (0.003 M) y en
agitacion se afiadieron 0.5 ml de un reactivo de C1O™ y 0.6 ml del reactivo de la sal de fenato,

midiendo la absorbancia a 630 nm.

Previo a la determinaciéon de las muestras se realizo un blanco para ajustar a O la

absorbancia del espectrofotometro.
Los reactivos empleados fueron:

a) Reactivo de acido htpocloroso.

NaOCl (5%) 40 ml
Agua bidestilada 40 ml
pH 6.5-7.0

b) Reactivo sal de fenato.
NaOH 25¢g

CH.OH 10g
Agua Bidestilada 100 ml
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Al igual que en determinaciones anteriores, se realizaron tres réplicas para cada muestra,
determinando el valor medio y la desviacion estandar. Cuando esta desviacion fue alta se repitio

el analisis.

2,7.- ANALISIS DE FUENTES DE CARBONO.

2,7,1.- Sacarosa.

Para la determinacion de sacarosa se empleé el método espectrofotométrico de Roe y

Papadopoulos (1954) utilizando un espectrofotémetro Hitachi® 2000.

Previo a la determinacion de las concentraciones de sacarosa, se prepard una curva patron
empleando fructosa. Para dicha curva se prepararon patrones que contenta 0, 10, 30,50, y 70 mg/!
de fructosa que se equivalian a 0, 18.55, 55.66, 92.77 y 129.90 mg/1 de sacarosa. A cada patron
se le adicionaron iguales reactivos que a las muestras, obteniendo la absorbancia correspondiente

a cada concentracion. Para cada determinacidn se realizo una curva de calibrado nueva.

De cada muestra perfectamente filtrada y descongelada, se tomaron 0.5 ml y se le
afiadieron 0.5 ml del reactivo de Roe y Papadopoulos y 1.5 ml de CIH al 35%. Las muestras asi
preparadas se incubaron a 80°C durante 13 minutos, se enfiiaron y se les determiné la absorbancia
a 515 nm. Conjuntamente con las muestras se prepard un blanco empleando 0.5 ml de agua

bidestilada en lugar de la muestra. Con este blanco se ajusto el cero del espectrofotometro.
La composicion del reactivo de Roe y Papadopoulos fue:
Resorcinol 0.1 g.

Tiourea 0.25 g.
Ac. Acético glacial 100 ml
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Este reactivo se guardo a temperatura ambiente y en frasco topacio que lo resguardo de

la luz. Una presencia de color en el reactivo suponia su alteracion.

Al igual que para otras determinaciones se realizaron tres réplicas por cada muestra, se
determiné su media y desviacion estandar, volviendo a analizar aquellas que presentaban una alta

desviacion estandar.
2,7,2.- Determinacion de Etanol y Metanol.

La determinacion analitica de estos dos alcoholes se realizo por cromatografia gaseosa
empleando un cromatégrafo de gases Perkin Elmer® Autosystem GC. El equipo estaba dotado
de una columna de separacion SGL 20 de polietilenglicol, con una longitud de 60 metros, un
didmetro de 0.53 mm y un espesor de pelicula de 2um. El detector empleado fue de ionizacion

de llama de H, (FID) y se conect6 a un integrador Perkin Elmer ® LCI 100.

El gas empleado como transportador fue el N,, con un flujo de 30ml/min. La temperatura
del detector fue de 250°C y el flujo de aire e H, fue de 300ml/min y 20 ml/min respectivamente.

El inyector se mantuvo a una temperatura de 250°C.

La programacion de temperaturas del horno fue, una primera fase con 35°C durante 3
minutos con una rampa de 3°C/min. La segunda fase de temperatura fue de 120° C durante 10

minutos con una rampa de 6°C/min. La temperatura final del horno fue de 200°C.

| Para la preparacion de rectas de calibracion se emplearon soluciones de metanol y etanol
quimicamente puros (Merck®™ ) en agua bidestilada, obteniendo un rango de concentraciones
comprendidas entre 0.25 y 250 mg/l. Como estandar interno se emple6 una solucion de n-butanol
(solucion madre de 19.995 g/l). Para cada concentracion empleada, se obtuvieron areas con las

que se realizaron las rectas de calibrado.
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Sobre 100 ml de la solucién problema, previamente termostatada a 20°C, se afiadid 1 ml
de estandar interno, se agitd y se tomé 1.1 mediante una jeringa Hamilton®. Para cada compuesto
se obtenia un diferente tiempo de retencion, siendo aproximadamente de 3 minutos para el

metanol de 4.75 para el etanol y sobre 11.5 minutos para el estandar interno (n-butanol).

3.- ESTUDIO COMPARATIVO DEL TAMANO Y COMPOSICION DE LA
BIOPELICULA DESARROLLADA EN EL FILTRO BIOLOGICO,
EMPLEANDO DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.

3,1.- CONDICIONES DE TRABAJO.

Este estudio se realizo de forma conjunta con el estudio de rendimientos de la planta
piloto, lo cual nos permitié comparar los valores de rendimiento del proceso con los obtenidos
para la biopelicula. Igualmente se estudio en ausencia de oxigeno y en presencia de este (4.5

mg/1).
3,2.- TOMA DE MUESTRA.

Las muestras de biopelicula se tomaron una vez formada esta, justo en el comienzo de la
adicion de fuente de carbono y posteriormente con una periodicidad de 2 semanas, hasta

conseguir en la planta la eliminacion total del N.

Para la toma de muestra se par6 tanto la dosificacion de fuente de carbono como la
entrada de agua al sistema. Se vacio el contenido de agua de la columna por su parte inferior e
inmediatamente se tomaron las muestras de relleno. Estas muestras de relleno se tomaron a tres
diferentes alturas (16, 63 y 123 cm ). De cada altura se tomaron 5g del relleno, se mezclaron
entre ellas, realizando las determinaciones con la mezcla. Todos los ensayos correspondientes a

estudios de tipo microbioldgico se realizaron a partir de estas muestras.
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Inmediatamente tras la toma de muestra se continud adicionando agua y dosificando

fuente de carbono al sistema.

3,3.- DETERMINACION DEL TAMANO DE LA BIOPELICULA

El método seleccionado para la determinacion del tamaifio de la biopelicula fue el analisis
del peso seco previa sonicacion (Lazarova, et al 1994a). Para esta determinacion se hizo preciso

extraer la biopelicula adherida al material de relleno y filtrarla para retenerla en un filtro.

Los filtros empleados en el proceso fueron filtros de fibra de vidrio (Schleicher &
Schuell®) con un tamafio de poro de 0.45um. En estos filtros se retenia la practica totalidad de

las bacterias, principal componente de la biopelicula.

Para la extraccion de la biopelicula se prepararon erlenméyer con 100 ml de solucion salina
(0.9% en NaCl) adicionada de un 1% de tween 80. Con este medio se facilitaba la separacion de
la biopelicula del material soporte. Sobre estos erlenméyer se adicion6é un gramo de material de
relleno y se sonic6 durante 5 minutos manteniéndolo posteriormente en agitacion (700 r.p.m.)

durante 3 horas.

Tras la separacion de la biopelicula se eliminé el material de relleno pasandolo a través de
una malla de 1mm de luz y aclarando los esquistos con agua bidestilada. El volumen de agua que
contenia la biopelicula se filtrd a través de un filtro tarado, empleando para ello un sistema de
vacio (Millipore®). Los filtros se secaron en una estufa de desecacion a 105 °C, se enfriaron en
un desecador y se pesaron. La diferencia entre el peso del filtro con la biopelicula y su tara se

correspondia con la cantidad de biopelicula formada sobre un gramo de relleno.

Al igual que en el resto de los procesos analiticos, la determinacién se realizo por

triplicado, repitiendo el anélisis si la desviacion estandar obtenida era muy alta.
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3,4.- RECUENTO DE BACTERIAS HETEROTROFAS CAPACES DE CRECER EN
AUSENCIA DE OXiGENO (HAO).

Debido a las condiciones de trabajo ( adicién de fuente de carbono, limitacién de oxigeno
y presencia de NO;™ ) las bacterias que principalmente se desarrollaron en la biopelicula fueron
heterdtrofos capaces de crecer en ausencia de oxigeno. Dentro de este amplio grupo se

encuentran bacterias capaces de emplear el NO;’ bien por via asimilatoria como desasimilatoria.

Para el recuento de bacterias se emple6 el método de recuento en placa. El medio de
cultivo empleado debia contener una fuente de carbono y NOy, asi como otros nutrientes, de
modo que no se limitase el crecimiento de las bacterias. El medio empleado fue el agar-sacarosa-

nitrato (Rodina, 1972) adicionado de extracto de levadura.

Na NO, 2g.
K,HPO, 1g.
MgSO, X 7H,0 0.5g.
KCl1 05g.
FeSO, X 7H,0 tr.
Sacarosa 30 g.
Ext. Levadura 1g.
Agar 20 g.
Agua destilada 1000 ml

El pH se ajust6 a 7.0 empleando CIH IN. El medio asi preparado se esterilizo en autoclave

de vapor a 112 °C durante 30 minutos y se verti6 en placas Petri estériles.

Para los recuentos se separ la biopelicula del material de relleno de igual modo que en
el caso anterior, pero sin emplear sonicacion. El proceso debia de ser mas suave ya que se

precisaba no alterar la viabilidad de las bacterias. En este caso se emplearon 100 ml de solucion
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salina (0.9% CINa) estériles sobre los cuales se afiadié un gramo de relleno. Tras la agitacion

(700 r.p.m.) no se separaron los esquistos y sobre la suspension bacteriana empleada se realizaron

los recuentos.

Debido a la alta concentracion bacteriana esperada, por gramo de relleno, se preciso
realizar diluciones, previo al cultivo. Para estas diluciones se emplearon tubos de ensayo con 9
ml de solucion salina estéril (0.9 % CINa) haciendo diluciones seriadas hasta valores de 107 y 10,
De estas diluciones se sembraron 0.1 ml en placas Petri mediante una espatula de Diglasky y se

incubaron en anaerobiosis.

Para la incubacion en anaerobiosis se empleo el sistema Anaerogen® (OXOID). Las placas
se introdujeron en una campana de anaerobios de 3.5 | de capacidad, equipada de catalizador de
temperatura baja. Al interior de la jarra se introdujo un sobre de Anaerogen® y un indicador de
anaerobiosis, cerrandola inmediatamente y asegurandonos que todas las valvulas estaban
correctamente cerradas. Este sistema, que emplea acido ascorbico como principio activo,
eliminaba el oxigeno del interior, virando en este punto el indicador de anaerobiosis del color

rosaceo a incoloro.

Una vez conseguida la anaerobiosis la campana se incubo en la oscuridad a 30+2 °C
durante un periodo de tres semanas. Tras este tiempo la campana se abri6 y se contaron todas las
colonias crecidas en las placas, con la ayuda de un contador de colonias (COMECTA S.A.),

dotado de lupa de aumento y contador digital por contacto.

Se analizaron a la vez tres rellenos diferentes. Para cada muestra se ensayaron dos
diluciones diferentes, contando los valores de aquellas que presentaban mayor facilidad en el
recuento (menos de 200 ufc). Para cada recuento se calcul6 la media y su desviacion estandar,

despreciando los recuentos con alta desviacion estandar.
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3,5.- RECUENTO DE BACTERIAS DESNITRIFICANTES.

Dentro del grupo bacteriano anteriormente determinado, se encontaban las bacterias
desnitrificantes, que en su mayoria son heterétrofos aerobios, pero capaces de utilizar el NO; en
ausencia de oxigeno. Para determinar estas bacterias, dentro de las presentes en las placas
anteriores, se observaron todas las diferentes morfologias coloniales, se anoté el mimero de cada
una de ellas, obtenido en cada placa y se sembraron tres cepas de cada morfologia en un medio

de cultivo con la idea de conocer su posible actividad desnitrificante.

El medio de cultivo empleado en este ensayo fue semejante al usado en la determinacién
anterior, pero se descendié su concentracion en agar a 6 g/l, obteniendo asi un medio semisélido.
Una vez suspendido el agar, se calenté a 100°C para fundirlo y se vertié en tubos de hemolisis a
razon de 3ml por tubo. El medio se esterilizé mediante autoclave de vapor a 112°C durante 30

minutos.

Previo al cultivo del medio, este se regenerd. Para ello se calento al bafio maria, licuando
el medio, durante 2 minutos. Una vez licuado se enftié de modo brusco, consiguiendo una rapida
solidificacion. De este modo se eliminaba gran parte del oxigeno disuelto presente en el medio,
debido a su calentamiento y rapido enfriamiento, que evitaria nuevas disoluciones de oxigeno.
Tras la solidificacion se inoculé por picadura y se sello con parafina liquida estéril. Este medio se

incubd en la oscuridad a 30+2°C durante 7 dias.

Para conocer si las cepas bacterianas correspondientes a cada morfologia, eran
desnitrificantes, los tubos inoculados se observaron cada 24 h. Para estas condiciones de cultivo,
las cepas desnitrificantes producian abundante N, a partir del NO;™ presente en el medio de
cultivo, por lo cual aquellos tubos que manifestaban rotura del medio, por produccién de gas, se
consideraron positivos. La prueba se repitio para tres cepas diferentes de la misma morfologia,

asegurando de este modo que la produccién de gas se debia a su actividad desnitrificante.
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Los valores de desnitrificantes fueron los recuentos obtenidos en el ensayo anterior para

las morfologias consideradas como positivas en produccion de N, a partir de NO,".

3,6.- RECUENTO DE REDUCTORES DE NITRATO.

Al igual que los desnitrificantes, dentro de las cepas presentes entre los heterotrofos
capaces de crecer sin oxigeno, también se encontraban cepas capaces de reducir
desasimilatoriamente el NO;", transformandolo en NO,". Para conocer su numero, se ensayo esta
capacidad del mismo modo que se realizo para los desnitrificantes, empleando en este caso la

técnica descrita por Mac Faddin (1976). El medio de cultivo empleado para esta determinacion
fue:

Peptona Sg.
Extracto de carne 3g.
NO;K 1g.
Agua Destilada 1000 ml

Al medio se le ajustd el pH a 7.2 empleando CIH 1N, se repartié en tubos de hemolisis a

razon de 2 ml por tubo y se esterilizd en autoclave a 112°C durante 30 minutos.

Los tubos se inocularon por triplicado, igualmente con tres cepas diferentes para cada

morfologia. Se incubaron en oscuridad a 30+2°C durante 48 h procediendo a su lectura.

En la lectura de los tubos se determino si en ellos aparecia NO,". Para ello se adicionaron
dos reactivos que contenian acido sulfanilico y N-N dimetil - I- naftilamina en 4cido acético SN
(0,8 g/100ml y 0,6 g/100ml respectivamente) que dan color rojo en presencia de NO,". Las cepas
que dieron positiva esta prueba se consideraron como reductoras de nitrato y se tomo como

recuento el valor obtenido para cada morfologia.
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3,7.- CONSERVACION DE CEPAS DESNITRIFICANTES.

Las diferentes cepas consideradas desnitrificantes se conservaron para su posterior
identificacion y determinacion de su actividad desnitrificante. Para esta conservacion se empled

la liofilizacion.

Para liofilizar las cepas se empleé un medio nutritivo, Tripticasa-soja-agar (TSA, Difco®),
preparado en tubos de forma inclinada. Para la preparacion del medio, se resuspendié en agua el
preparado comercial (40 g/1), se calenté a 100°C para fundir el agar que contenia y se repartié en
tubos a razon de Sml por tubo. El medio asi preparado se esterilizé en autoclave a 112°C durante
30 minutos. Antes de que solidificara, el tubo se dispuso inclinado con un 4ngulo de 30°,
consiguiendo asi que solidifacara de forma inclinada. Sobre este medio de cultivo se sembraron
las diferentes cepas, incubandolas en oscuridad a 30+2°C durante 18 h. De este modo se obtenia

un cultivo puro en fase exponencial de crecimiento.

Para la liofilizacion se precisd un crioprotector, empleando en este caso un medio de
cultivo a base de leche desnatada (Difco®™). Este medio se prepar6 resuspendiendo el preparado
comercial en agua (76 g/l) y repartiéndolo a razén de 4 ml por tubo. Se esterilizo al autoclave a
112°C durante 15 minutos y evitando posteriores recalentamientos, debido a su posible

caramelizacion.

En cada uno de los tubos donde crecio el cultivo en fase exponencial, se vertieron los 4
ml de leche desnatada. Con una pipeta estéril se resuspendio el cultivo en la leche desnatada,
ayudandonos igualmente de agitacion. Una vez suspendido el cultivo se dispusieron 0.7 ml de

leche desnatada en viales estériles y se cerraron con tapones de goma estériles.

Los viales con la leche desnatada se congelaron durante toda la noche a - 20°C y
posteriormente se liofilizaron en un liofilizador (LABCOMCO), empleando -43°C y alto vacio

durante 24 h. Tras cerrar los viales dentro del propio liofilizador, se sellaron con una tapa de
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aluminio y se conservaron a 4°C en la oscuridad.

Para la recuperacion del cultivo se prepard un medio nutritivo, Caldo de Tripticasa-soja
(TSB, Difco®) esterilizandolo en autoclave a 102°C durante 30 minutos. Se afiadi6 a los viales
empleando jeringuilla y aguja estériles, se resuspendio el liofilizado y se afiadié a tubos que
contenian igual medio de cultivo, incubandolo a 30+2°C en oscuridad durante 48 h. Una vez
crecidas las cepas, se aislaron en Placas Petri que contenian T.S.A. (Difco®), obteniendo

nuevamente un cultivo puro.

4.- CARACTERIZACION TAXONOMICA Y DE LA ACTIVIDAD DE LOS
MICROORGANISMOS DESNITRIFICANTES AISLADOS DE LA
BIOPELICULA.

4,1.- IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS CEPAS DESNITRIFICANTES
AISLADAS.

Todas las cepas aisladas se identificaron como bacilos Gram-negativos, por lo que para
su determinacion a nivel de especie se empled una serie de pruebas bioquimicas realizadas
mediante kits de identificacion para no enterobacterias API 20NE (BioMerieux S.A., Marcy

I'Etoile, Francia).

Mediante esta galeria se obtuvo informacion sobre la asimilacion de fuentes de carbono
por parte de las cepas, concretamente: Glucosa, Arabinosa, Manosa, Manitol, N-acetil-
glucosamina, Maltosa, Gluconato, Caprato, Adipato, Malato, Citrato y Fenil-acetato.
Conjuntamente con estas pruebas se obtuvo informacion sobre la posibilidad de formacion &e
indol desde triptofano, la fermentacion de glucosa y la presencia de enzimas como Arginmz

dihidrolasa, Ureasa, B-glucosidasa, proteasa y -galactosidasa.

Para algunas cepas basto con estas pruebas para conocer su especie, pero en la mayona
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de los casos no fue suficiente, precisando realizar algunas pruebas complementarias. La seleccion
de las pruebas se realizd a través de las indicaciones de Bergey's Manual of Determinative

Bacteriology (1974). Las pruebas seleccionadas son las siguientes:
4,1,1.-Determinacion de la presencia de la enzima Citocromo Oxidasa.

Esta enzima responsable de los procesos oxidativos de las bacterias, esta intimamente
relacionada con la cadena de transporte de electrones que interviene en los procesos de
desnitrificacion. Para su determinacion se empled un reactivo facilmente oxidable como el
Tetrametil-p-fenilen diamina (Sigma®), con una concentracion de 1 g/l en agua destilada, que en
contacto con la masa bacteriana y en presencia de la enzima, viraba inmediatamente de incoloro

a color azul intenso.
4,1,2.- Determinacion de la produccion de Fluoresceina.

Algunas cepas desnitrificantes, concretamente algunas especies del género Pseudomonas
producen fluoresceina, siendo esto caracteristico de estas especies, que en algunas ocasiones es
dificultoso determinarla por medio del kit comercial. Para su determinacion se hizo crecer en el

medio KING B (Difco®).

Proteasa-peptona 20 g.
MgSO, 15¢g.
K;PO X3H,0 1.8¢g.
Agar-agar 10 g.
Glicerina 10 g.
Agua destilada 1000 ml

Para prepararlo, se resuspendio en agua, se calenté a 100°C para fundir el agar, se repartio

en tubos (5 ml/tubo) y se esterilizé al autoclave a 112°C durante 30 minutos. El medio se dejo
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enfriar en forma inclinada, se sembré abundantemente con la cepa problema y se incubd en la
oscuridad a 30+2°C durante 24 h. Las cepas que presentaron color amarillo-verdoso fluorescente

se consideraron positivas.

4,1,3.- Produccion de Poli-B-Hidroxibutirato (PHB).

Muchas cepas desnitrificantes acumulan PHB, siendo esto determinativo para su

identificacion.

Para su determinacidn se realizd una coloracion con sudén negro ( 0.3% en alcohol de
60%), sobre un cultivo fijado en un portaobjetos, durante 10 minutos y tras lavarlo, se afiadid
safranina durante 10 segundos como colorante de contraste (Murray, 1981). La tincion se observd
al microscopio optico (1000X), empleando aceite de inmersidén. Las células que presentaban

granulos internos de color azul oscuro con citoplasma de color rosaceo se consideraron positivas.

4,1,4.- Crecimiento a 40°C.

La mayoria de las cepas desnitrificantes del género Pseudomonas son capaces de crecer

a 40°C a excepcion de una pocas especies, siendo esto factor diferenciador del resto.

Para la realizacion de la prueba, se prepard T.S.A. (Difco®) en placas Petri y se sembro
incubandolos en oscuridad a 40°C durante 48 h. Las cepas que manifestaron crecimiento se

consideraron como positivas.

4,1,5.- Hidrolisis del almidon.

La capacidad para hidrolizar el almidon es caracteristico de ciertas especies de bacilos
Gram-negativos desnitrificantes, por lo que esta prueba acerca mas la identificacion taxonémica

de estas cepas.
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Para esta prueba se empled el medio de cultivo Bacto-Almidon-Agar (Difco®). Para su
preparacion se resuspendio el preparado comercial en agua (25 g/l) y se esterilizé al autoclave a

121°C durante 15 minutos vertiéndolo posteriormente en placas Petri.

Extracto de carne 3g.
Almidén soluble 10 g.
Agar 12 g.
Agua Destilada 1000 ml

Una vez sembrada la placa con la cepa problema se incubd en la oscuridad a 30+2°C
durante 48 h. Tras la incubacion se le afiadid una solucion de iodo sobre el medio de cultivo,
considerando positivas aquellas cepas que presentaban a su alrededor un halo de coloracion mas

clara que el color ptrpura del resto de la placa.

4,1,6.- Empleo de fuentes de carbono.

Como complemento a las fuentes de carbono ensayadas en el Kits comercial y siguiendo
los pasos marcados para la diferenciacion de cepas desnitrificantes del género Pseudomonas del
manual Bergey's, se emple6 D-xylosa, etilén glicol, 2,3 butilén glicol, geraniol, levulinato,

glicolato, 1-histidina, betaina, y sarcosina.

El medio de cultivo empleado para esta determinacion fue el modificado de Grahan y

Parker (1964), un medio sobre el cual se afiadié un 1% de la fuente de carbono a ensayar.

Tras disolver todos los compuestos del medio, se ajusté el pH a 7.0 empleando CIH 0,1N.
El medio se afiadio a tubos estériles a razon de 5 ml/tubo. Para esterilizarlo se filtr6 a través de
filtros de celulosa de 0,22 pm de tamafio de poro, empleando un dispositivo Swinex (Millipore®).
Los tubos se inocularon con un cultivo crecido tras 18 h en TSA (Difco®) y se incubo en la

oscuridad a 30+2°C durante 48 h. Las cepas que dieron turbidez al medio se consideraron
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positivas.

Tabla 2. Medio de cultivo modificado de Grahan y Parker.

MgSO, X 7H,0 0.25 g.
Ca(Cl, X 2H,0 0.025 g.
Na,HPO, X7H,O 0.9 g.
KH,PO, 0.55g.
NaCl - 0,25 g.
Fe(SO,),(NH,), X6H,0 4 mg.
ZnSO, X 7H,0 0.16 mg.
CuSO, X SH,0 0.08 mg.
H;BO;, 0.5 mg.
MnSO, X H,O0 0.4 mg.
PO,NH H, 0.5¢g.
Extracto de levadura tr.
Fuente de carbono 10 g.
Agua destilada 1000 ml

Con todas las pruebas realizadas, junto con las observaciones coloniales (pigmentos y
morfologia colonial) y siguiendo las indicaciones del Manual Bergey's de taxonomia, para bacilos

y cocos Gram-negativos se llego a la identificacion a nivel de especie.

4,2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE DE LAS CEPAS
AISLADAS.

Para el estudio de la actividad desnitrificante se determiné la produccion de N,O a partir
de NO,", empleando el método de inhibicion del acetileno descrito por Yoshinari y Knowles
(1976). El método consisti6 en hacer crecer la cepa en un medio herméticamente cerrado con una

atmosfera inerte que no contenia oxigeno. La concentracion de NO;” era conocida y se media el
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N, O producido tras inhibir la actividad enzimatica de la 6xido nitroso reductasa con acetileno.
Este método fue ampliamente empleado para este fin (Probanza et al, 1996; Bengtsson and

Beergwall, 1995; Lohse, et al, 1996; Almeida et al, 1995).

4,2,1.- Preparacion del medio de cultivo.

El medio de cultivo empleado para esta prueba fue un modificado del Nitrato-Sacarosa
descrito por Rodina (1972). Para esta prueba se aument6 la concentracion de NO; y se
descendio la de la fuente de carbono, lo cual permitiria una mayor formacion de N,O y menor de

CO,, facilitando asi la posterior determinacion del N,0O. El medio empleado fue:

Na NO; 3g.
K,HPO, 1g.
MgSO, X 7H,0 0.5 g.
Kcl 05g.
FeSO, X 7H,0 tr.
Sacarosa 2g.
Agua destilada 1000 mi

Al medio se le ajusté el pH a 7.2 empleando CIH 0.1 N. Una vez preparado se afiadi6 en
tubos estériles de tapon de rosca y sellados con silicona de 3 mm de espesor, a través de un

sistema Swinex (Millipore®) con filtro de celulosa de 0,22 pm.

Para eliminar el oxigeno del interior del tubo se recircul6 durante 10 minutos Helio 5.0
(Abell6 Linde S.A.) empleando una aguja de 15 cm pinchada a través de la silicona y conectada
a un dispositivo Swinex (Millipore®) con filtro de celulosa de 0,22 pm. De este modo se
conseguia esterilizar el aire que se recirculaba a la vez que se mantenia un burbujeo en el medio

de cultivo, facilitando asi la eliminacion del oxigeno disuelto. Como salida de aire se empleo una
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aguja de 5 cm igualmente pinchada a través de la silicona.

4,2,2.- Inoculacion.

La cepa a ensayar se hizo crecer en el mismo medio de cultivo empleado en la prueba,
pero adicionado de un 0.1% de extracto de levadura y agar para solidificarlo. La cepa se sembro
en este medio y se hizo crecer en la oscuridad a 30+2°C durante 18 h, consiguiendo asi un cultivo
en fase exponencial. Tras el crecimiento se realizé una suspension bacteriana en solucion salina
estéril (0.9%), equivalente al 0.5 de la escala de Mc Farland y se inoculo el tubo anterior con 0.25

ml de esta suspension, empleando para ello jeringuillas estériles.

Justo tras la inoculacién se elimind el 10% de la atmosfera interior del tubo y se repuso

con acetileno puro. Para ello se emplearon igualmente jeringuillas estériles.

Los tubos de cultivo asi preparados se incubaron en la oscuridad a 30+2°C durante 6,
12,24,48,72 y 96 horas. Para cada hora se prepararon tres réplicas, resultando un total de 138

tubos mas un tubo t, para cada cepa.

4,2,3.- Determinacion del N,O.

Para la determinacion del N,O se empled un Cromatografo de gases Varian® Star 3400
CX, equipado de un horno universal para termostatizacion de los inyectores, inyector "On Colum"
para columnas empaquetadas (1040), columna empacada Porapack®N 1/8"'SS de 2 metros de
longitud, detector de conductividad térmica (TCD) y linea auxiliar de gas de referencia para

TCD. El equipo estaba conectado a un integrador /registrador incorporado IBDH.

Como condiciones de trabajo se mantuvieron, la temperatura del inyector en 150°C,
debido a que las muestras a analizar eran gaseosas. La temperatura del horno fue de 50°Cyla

detector de 150°C. El gas de arrastre fue el He con una presion de 14 p.s.i.
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Las muestras de gas de los tubos en incubacion se tomaron, tras el tiempo
correspondiente, pinchando con una jeringa con aguja de 0.33 x 13 mm (Becton Dickinson® ) a
través de la silicona e inmediatamente se pincharon (250 pl) en el cromatografo a través de un
"septun” de teflon (3/8 ). Las muestras se arrastraron por el He a través de la columna
empacada, separando los gases en funcién de la afinidad de estos por el relleno. El detector
enviaba una sefial al integrador, el cual la registraba en forma de areas. El pico del N,O se
registraba a 3.2 minutos de tiempo de retencion, dando un 4rea que se comparaba con la obtenida
para un patron. Sobre 7 minutos se registro el pico del acetileno el cual nos indicaba si dentro del

tubo se mantenia la concentracion del 10%, desechando los tubos que no la registraban.

Para la preparacion del patrén se pinché 1 ml de N,O purisimo (Abell6 Linde S.A.) en un
tubo de 10 ml cerrado herméticamente. El tubo estaba lleno de aire y previo a la incorporacion
del N,O se extrajo 1 ml de este. Con esta mezcla se conseguia un patron de 4464 pmoles/l del

cual se pinché en iguales condiciones de trabajo 250 pl en el cromatografo de gases.
4,2,3.- Recuento de bacterias por tubo.

La actividad desnitrificante se expresé como umoles de N,O producidos por unidad
bacteriana y por horas. Para esto se precisaba conocer la cantidad de bacterias presentes en el

tubo en el momento de la medida. La técnica empleada fue el recuento directo en placa.

El medio de cultivo empleado fue el descrito anteriormente para los recuentos de
heterdtrofos capaces de crecer sin oxigené, preparado de igual modo. Debido a la alta
concentracién bacteriana desarrollada en el tubo se prepararon previamente diluciones en solucion
salina estéril (0.9%). Las diluciones empleadas fueron 107 y 10°® realizando tres recuentos en
placa Petri para cada dilucion. Aquellas placas que presentaron recuentos posibles de contar se
emplearon para obtener el resultado. La siembra en placas se hizo mediante espatula de Diglasky

al igual que en recuentos anteriores.
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Tras obtener el valor del recuento, ayudandonos de un contador de colonias (COMECTA
S.A)), se calculo la media y desviacion estandar para cada determinacion, despreciando los valores

con alta desviacion estandar y repitiendo el analisis.

Los valores de N,O obtenidos en pmoles/l se transformaron en pmoles, al conocer el
volumen de todos los tubos empleados en el ensayo. Conocido el nimero total de bacterias por

tubo se calcul6 la actividad en pmoles/bacteria por unidad de tiempo.

5.- INFLUENCIA DE LA CARGA DE NO, EN LA CAPACIDAD DE
ELIMINACION DE NITROGENO POR EL FILTRO INUNDADO ASi
COMO EN LA COMPOSICION DE LA BIOPELICULA.

Para conocer como afectaba la carga al rendimiento en la eliminacion de nitrogeno asi
como al tamafio de la biopelicula y su composiciéon de microorganismos, relaccionados con esta
eliminacion, se plante6 esta fase del trabajo en la que se mantenian constantes todos los

parametros a excepcion de la concentracion de NOj'.

Este estudio se realizd con una sola fuente de carbono, seleccionandose en este caso el
etanol. El caudal de agua de entrada se fij6 en 27 V/h y se elimind por completo el oxigeno

disuelto en el agua.

Las diferentes cargas de nitrato ensayadas se variaron en funcion del NO;™ disuelto en el
agua de entrada, oscilando este entre 50 mg/l y 300 mg/l. La fuente de carbono adicionada fue
la necesaria para eliminar la maxima cantidad posible de NOj", variandose esta el funcion del

caudal aportado por la dosificadora B.

Los muestreos fueron semejantes al los realizados en la fase anterior, con la salvedad de
que las muestras de agua se tomaron de entrada, salida y a tres diferentes alturas ( 10, 66 y 123

cm). Los muestreos de relleno se tomaron tras 2 semanas desde la formacion de la biopelicula,
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para cada carga de nitrato ensayada. En este caso las muestras tomadas a diferentes alturas se

analizaron por separado sin mezclarse.

Para las muestras de agua se analizaron las concentraciones de NO;", NO, y fuente de
carbono, observando su variacion a lo largo de la columna. Para las muestras de relleno se analizo
el tamafio de la biopelicula, la composicion en heterotrofos capaces de crecer sin oxigeno,

desnitrificantes y reductores de nitrato. Las técnicas analiticas han sido descritas anteriormente.

6.- INFLUENCIA DEL CAUDAL DE AGUA DE ENTRADA EN LA
CAPACIDAD DE ELIMINACION DE NITROGENO POR EL FILTRO
INUNDADO Y SUS EFECTOS EN LA COMPOSICION DE LA
BIOPELICULA.

Aligual que en el estudio anterior se estudio los posibles efectos que sobre el rendimiento
del sistema y la composicién de la biopelicula tenia la variacion del caudal. Con esta variacion no
solo se variaba la carga de NO;, sino también la carga hidraulica y el tiempo de retencion. Con

estos resultados se obtenian parametros orientativos para obtener los de disefio del sistema.
Las condiciones de trabajo asi como los muestreos y las técnicas analiticas, fueron

semejantes a las de la anterior fase, pero fijando el NO; de entrada en 100 mg/l y variando el

caudal desde 13.8 I/h hasta 54 l/h.

7.- ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos obtenidos en la fase experimental se sometieron a tratamiento estadistico

asistido por ordenador. Los tratamientos estadisticos realizados consistieron en:

- Ajustes lineales para comparar los diferentes rendimientos segun fuente de carbono ¢
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influencia del oxigeno. Igualmente se aplico a los crecimiento de la biopelicula, asi como

en la variacion en la composicion de la biopelicula.

- Coeficientes de Pearson de correlacion lineal entre las diferentes variables empleadas en

los ensayos.

- Analisis de la Varianza (ANOVA) de una via o multifactorial.

- Test de Minimas Diferencias Significativas (LSD) entre medias y test de rango multiple
(t de Studen’t) para la comparacion por separado de las fuentes de variacion en los
analisis multifactor.

Para todos los casos se considerd el 95% (p< 0.05) como nivel de significancia.

Todos los resultados se presentaron en gréaficas comparativas o bien en tablas

representativas, en funcion del analisis estadistico realizado.
Para este tratamiento se empleo el paquete informatico STATGRPHICS® Version 5.0

(STSC Inc., Rockville, Maryland, USA 1989) con licencia N° 10624, propiedad de la universidad
de Granada.
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1.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA FUENTE DE CARBONO.

El objetivo de esta fase de la investigacion fue comparar la capacidad de eliminacion de
nitrégeno del sistema de filtros sumergidos,' empleando tres diferentes fuentes de carbono,
previamente seleccionadas (sacarosa, metanol y etanol). Para ello se mantuvo constante la
concentracion de NO; en el agua de entrada, siendo esta de 100 mg/l y se dosificaron
concentraciones crecientes de fuente de carbono hasta obtener un agua de salida sin compuestos

de nitrégeno.

Para evitar la influencia del oxigeno en la actividad depuradora del sistema se elimind por

completo el oxigeno disuelto en el agua a tratar, adicionando cantidades estequiométricas de

Na,S0;.
1,1.- SACAROSA

Los valores de eliminacion de nitrogeno obtenidos, empleando sacarosa como fuente de
carbono, presentaban diferencias estadisticamente significativas (p<0.001), para cada
concentracion de fuente de carbono adicionada. Se observé una relacion directa entre la
concentracion de sacarosa adicionada y la cantidad de nitrogeno eliminada del agua tratada,

ajustandose los datos a una regresion lineal tal como se aprecia en la tabla 3.

El valor del nitrogeno eliminado en el origen, deducido del ajuste lineal, fue mayor que
el obtenido para los ensayos realizados con las otras dos fuentes de carbono. Sin embargo la
pendiente de la recta obtenida en el ajuste lineal fue la menor de los tres ensayos, lo cual indicaba
que para eliminar la misma cantidad de nitrogeno del agua a tratar, se precisaban mayores

dostificaciones de fuente de carbono.

La figura 11 representa el ajuste lineal que se obtenia para este ensayo. Por interpolacion
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en dicha representacion grafica, se obtenia la concentracion de sacarosa necesaria para eliminar
los 100 mg/l de NO; presentes en el agua contaminada, dicho valor fue de 133.35 mg/l,
obteniendo una relacion de 1.33 unidades de sacarosa para eliminar una unidad de nitrato. Esta
relacion descendia un 27% (0.97) si la interpolacion se realizaba para eliminar solo la mitad del

nitrogeno presente en el agua de entrada (11.29 mg/l).

Tabla 3.- Ajuste lineal obtenido para los ensayos con sacarosa en ausencia de O.D.

Ajustelineal y=a+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Sacarosa adicionada

Parametro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 4.81695 0.220054 21.8899 <0.001
Pendiente 0.133206 0.00265591 50.1545 < 0,001
Coeficiente de correlacion: 0.988283 r*: 97.67 %

Error estandar de la estimacion: 0.816638

Las concentraciones de NO;” y NO, que se observaban en el agua de salida, en funcion
de la concentracion de sacarosa adicionada (figura 12) variaban de forma diferente, conforme se
aumentaba esta. La concentracion de NO;™ seguia una tendencia descendente, conforme se
incrementaba la dosificacion de fuente de carbono, hasta llegar a desaparecer. Por lo contrario,
el NO, seguia una tendencia ascendente hasta una concentracion media maxima de 5.5+0.5 mg/l,
para una dosificacion de 59 mg/l de sacarosa, descendiendo posteriormente hasta eliminarse por
completo. Esta maxima concentracion de NO,™ se alcanzaba cuando el sistema presentaba un
rendimiento del 54% en eliminacion de nitrogeno del agua a tratar. Hay que indicar que la
concentracion de NO; en el agua de salida, sin adicion de sacarosa, fue inferior que la obtenida
para pequeiias concentraciones de la fuente de carbono, lograndose un rendimiento de casi el

30% en este punto inicial del ensayo.
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Figura 11. Ajuste lineal entre sacarosa adicionada y nitrogeno eliminado. Ensayo sin O.D.

NO3 y NO2 salida mg/l
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Figura 12. Concentracién de NO; y NO; en el agua tratada en funcion de la concentracion

de sacarosa adicionada. Proceso sin 0.D. y con 100 mg/l de NO; en el agua a tratar.
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La fuente de carbono dosificada no se consumia completamente por los microorganismos
de la biopelicula, quedando cierta cantidad en el agua de salida. Estas concentraciones de salida,
tal como se puede apreciar en la figura 13, seguian una tendencia ascendente conforme mayor era
la dosificacion. Para el caso de la sacarosa, el valor medio maximo registrado en el agua de salida,
fue de 6.73+0.68 mg/l, para una dosificacion de sacarosa que permitia un rendimiento en
eliminacion de nitrogeno del 100%. Esto suponia un consumo del 95% de la fuente de carbono
adicionada, quedando el resto en el agua de salida. Entre las relaciones C/N 0.5y 1.2 no se

apreciaba sacarosa en la salida.

Sacarosa salida mg/l
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Figura 3. Concentracion de sacarosa en el agua de salida. Proceso sin O.D.

1,2.- METANOL

Al igual que los datos que se obtenian para la sacarosa, en los ensayos con metanol
también se registraban valores de eliminacion de nitrogeno con diferencias estadisticamente

significativas (p<0.001) para cada concentracion de fuente de carbono adicionada. Igualmente los
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valores se ajustaban perfectamente a una regresion lineal (tabla 4).

Para este ensayo, los rendimientos de eliminacidén de nitrogeno para bajas concentraciones
de fuente de carbono fueron despreciables, obteniéndose un valor nulo para la ordenada en el
origen. A excepcion de estos puntos de baja adicion de fuente de carbono, con el metanol se
lograban mejores rendimientos en la eliminacion de nitrogeno del agua a tratar, que para la

sacarosa, tal como lo refleja su mayor pendiente de la recta.

Tabla 4.~ Ajuste lineal obtenido para los ensayos con metanol en ausencia de O.D.

Ajuste lineal y=a-+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Metanol adicionado

Parametro Estimacion Error estindar T-estadistica P-valor
Ord. Origen - 0.43154 0.371595 -3.85241 <0.04
Pendiente 0.378989  0.00878982 43.1168 <0.01
Coeficiente de correlacion: 0.988112 r’: 97.6366 %

Error estandar de la estimacién: 1.1613

La concentracién de metanol que se precisaba para eliminar por completo todo el
nitrégeno disuelto en el agua de entrada fue, segin la regresion lineal (figura 14), de 63.35 mg/l
obteniendo una relacion de 0.63 unidades de metanol por unidad de nitrato a eliminar. Esta
relacion fue inferior a la obtenida para el proceso con sacarosa, sin embargo, al pretender solo
eliminar el 50% del nitrogeno de entrada, la relacion se mantenia. En este caso para eliminar
menor concentracion de nitrogeno, la cantidad de metanol necesaria por unidad de nitrato no

variaba, debido a que la recta obtenida en el ajuste lineal partia desde 0.

La tendencia de las concentraciones de NO; y NO, en el agua de salida (figura 15), fue
semejante a la que se observaba para la sacarosa, con la diferencia de que el maximo valor

obtenido para el NO, fue algo menor. En el ensayo, la concentracion de NO,’ creciod levemente,
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llegando a unos valores cercanos a 1 mg/l, para posteriormente descender. Hay que destacar que
se llegaron a registrar dos picos anémalos por su mayor concentraciéon, uno de media
3.083+0.38 mg/l para una concentracién de metanol que daba un rendimiento en eliminacion de

nitrogeno del agua a tratar cercano al 53% y otro de 3.72+0.43 mg/l para una adicién de metanol

que daba un rendimiento del 78%.
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Figura 14. Ajuste lineal entre metanol adicionado y nitrégeno eliminado. Ensayo sin O.D.

Nuevamente la concentracion total aplicada de la fuente de carbono, no se consumia
totalmente por parte de los microorganismos que componian la biopelicula (figura 16). En el caso
del metanol, la concentracion media maxima obtenida en el agua de salida fue 4.02+0.53 mg/l,
cuando la dosificacion de fuente de carbono era la necesaria para eliminar totalmente los 100 mg/1
de NO; del agua de entrada, esto suponia una concentracion en la salida de casi un 6% del total
adicionado, valor algo superior al obtenido para los ensayos con sacarosa. Cabe destacar que en

todos los casos existia metanol en la salida.
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NO3 y NO2 salida mg/l
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Figura 15. Concentracion de NO; y NO; en el agua tratada en funcion de la concentracion

de metanol adicionada. Proceso sin O.D. y con 100 mg/l de NO; en el agua a tratar.
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Figura 16. Concentracion de metanol en el agua de salida. Proceso sin O.D.
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1,3.- ETANOL

Los valores de eliminacion de nitrogeno, con respecto a la concentracién suministrada de
etanol, se ajustaban a una regresion lineal (tabla 5) tal como sucedia con el metanol y la sacarosa.
Igualmente todos los datos de eliminacion de nitrogeno presentaban diferencias estadisticamente
significativas para cada dosificacion de fuente de carbono (p< 0.001), tal como lo reflejaba el

analisis de varianza correspondiente.

Tabla 5.- Ajuste lineal obtenido para los ensayos con etanol en ausencia de O.D.

Ajuste lineal y=a+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Etanol adicionado

Parametro Estimacién  Error estindar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 3.28962 0.349087 9.42384 <0.01
Pendiente 0.41606 0.0117665 35.3596 <0,01
Coeficiente de correlacion: 0.983616 r*: 96.75 %

Error estandar de la estimacion: 1.04447

Para este caso, el valor de nitrégeno que se eliminaba sin adicién de fuente de carbono
(ordenada en el origen) fue de 3.27 mg/l de nitrogeno, algo menor que para la sacarosa y superior
al obtenido para el metanol. En cuanto a la pendiente obtenida, fue la mayor de los tres ensayos
realizados, ya que en este caso se precisaba menos concentracion de fuente de carbono para igual

eliminacion de nitrogeno.

Si se interpolaba en la representacion del ajuste lineal (figura 17), se observaba que la
cantidad de etanol necesaria para eliminar los 100 mg/l de NO, del agua de entrada era de 46.36
mg/l, 1a menor de las tres fuentes de carbono estudiadas. La relacion obtenida para este estudio

fue de 0.46 unidades de etanol por cada unidad de nitrato eliminado.
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Al contrario de lo que sucedia para el metanol, si se pretendia solo eliminar el 50% del
nitrogeno presente en el agua de entrada, la relacion descendia casi un 16.4% (0.38). Este
descenso fue menor que el obtenido para la sacarosa, pero debido a la mayor pendiente de la recta
de ajuste, las concentraciones requeridas para eliminar igual concentracion de nitrogeno fueron

menores para el etanol, a excepcion de los valores cercanos a la ordenada en el origen.
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Figura 17. Ajuste lineal entre etanol adicionado y nitrogeno eliminado. Ensayo sin O.D.

A excepcion de los valores que se obtenian para pequefias dosificaciones de etanol, la
tendencia del la concentracion del NO; en el agua de salida fue descender conforme se

incrementaba la dosificacion de fuente de carbono (figura 18).

El NO, al igual que lo sucedido para la sacarosa y el metanol presentaba una tendencia
ascendente, para posteriormente descender conforme se adicionaba mas fuente de carbono. La
concentracion media maxima alcanzada fue de 4.96+0.378 mg/l para una dosificacion de etanol

que permitia un rendimiento de eliminacion de nitrogeno, presente en el agua a tratar, del 77%.
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Figura 18. Concentracion de NO; y NO; en el agua tratada en funcion de la concentracion

de etanol adicionada. Proceso sin O.D. y con 100 mg/l de NO; en el agua a tratar.
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Figural9. Concentracion de etanol en el agua de salida. Ensayo sin O.D.
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Los valores de fuente de carbono en el agua de salida se mantuvieron en un valor muy bajo
(figura 19), manifestando en este caso un consumo de casi el 100% del adicionado. Solo en
puntos donde la dosificacion de fuente de carbono permitia la eliminacion casi total de nitrogeno
presente en el agua de entrada, se registraban valores significativos de etanol en la salida, siendo
estos nulos para la relacion C/N 0.8. Hay que indicar que la concentracion maxima registrada fue
de 1.55+0.2 mg/l, un valor muy inferior al que se detectaba para los ensayos con metanol y

sacarosa.

2.- INFLUENCIA DEL OXIGENO

Este estudio se realizd desde dos puntos de vista diferentes. Por un lado se mantuvieron
las condiciones de trabajo de la fase anterior, pero con una concentracion de 4.5 mg/l de oxigeno
disuelto en el agua de entrada. Esto nos permitié comparar los proceso en presencia o ausencia
de oxigeno. Por otro lado y con la idea de analizar la influencia de la mayor o menor
concentracion de oxigeno en el rendimiento del sistema, esta se incrementd manteniendo

constante la concentracion de fuente de carbono.

2,1.- ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DEL SISTEMA, CON INCREMENTO DE
FUENTE DE CARBONO, EN PRESENCIA O AUSENCIA DE OXIGENO.

En este ensayo y al igual que en el anterior, para cada fuente de carbono se realizd un
ajuste lineal, permitiéndonos comparar los procesos con y sin oxigeno disuelto en el agua a tratar.
Se estudiaron igualmente las concentraciones de NO;", NO, "y fuente de carbono en el agua de

salida.
2,1,1.- Sacarosa

Los datos de eliminaciéon de nitrogeno obtenidos para cada concentracion de sacarosa

adicionada, presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos (P<0.001), segin
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lo obtenido en el analisis de varianza correspondiente.

Tabla 6.- Ajuste lineal obtenido para los ensayos con sacarosa en presencia de O.D. (4.5
mg/l).

Ajuste lineal y=a+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Sacarosa adicionada

Parametro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 495223 0.379406 13.0526 <0.01-
Pendiente 0.110569 0.0045438 243337 <0,01
Coeficiente de correlacion: 0.949978 r’: 90.2458 %

Error estandar de la estimacion: 1.67293

Como se puede apreciar en la tabla 6, existia una correlacion entre los datos de
eliminacion de nitrogeno y la concentracion de sacarosa adicionada, ajustandose dichos valores
a una regresion lineal. Al igual que en el estudio sin oxigeno, se obtuvo un valor alto de
eliminacion de nitrégeno en ausencia de fuente de carbono (ordenada en el origen). Sin embargo
la pendiente de la recta fue menor, por lo que para eliminar igual cantidad de nitrogeno se
precisaban mayores concentraciones de sacarosa. Al igual que en los estudios sin oxigeno, la
sacarosa presentaba una pendiente de la recta inferior a la de los alcoholes etanol y metanol, con

una relacion de 1.59 unidades de sacarosa por cada unidad de nitrato a eliminar.

Al comparar los ajustes lineales obtenidos con y sin oxigeno para la sacarosa (Figura 20),
se observaba como en todo momento el proceso sin oxigeno ofrecia mejores rendimientos para
igual dosificacion de fuente de carbono. Asi para eliminar por compieto los 100 mg/l de NO;
(22.58 mg N/I) que contenia el agua de entrada, se precisaba una dosificacion de 159.4 mg/l de
sacarosa en presencia de oxigeno, mientras que en el ensayo sin oxigeno disuelto en el agua a
tratar, la dosificacion fue de 133.35 mg/l, un 16.3% menos. Esta diferencia fue inferior, si se

eliminaba menos cantidad de nitrogeno del agua de entrada. Asi para eliminar el 50% del
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nitrogeno de entrada se precisaba una concentracion de 57.3 mg/l de sacarosa, mientras que en

ausencia de oxigeno esta concentracion descendia un 15% ( 48.6 mg/l).
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Figura 20. Ajustes lineales obtenidos para sacarosa en presencia 6 ausencia de O.D.

Si atendemos a las concentraciones de NO;” y NO, en el agua de salida, para el proceso
con oxigeno en el agua de entrada (figura 21), podemos observar como habia una variacion en
cuanto a las concentraciones de ambos en el agua de salida para las diferentes dostficaciones de
fuente de carbono, con respecto al proceso sin oxigeno. Las mayores variaciones se observaron
para la concentracion de NO, , llagandose a registrar valores medios maximos de 27.8 +1.22 mg/l
para dosificaciones de sacarosa que permitian la eliminacion del 50.7% del nitrogeno presente en
el agua a tratar. Para mayores porcentajes de eliminacion, la concentracion de NO, se mantenia

por encima de la de NO;, hasta eliminarse por completo todo el nitrogeno contenido en el agua

de entrada.

En lo que respecta a las concentraciones de sacarosa en el agua de salida (figura 22), se
observaba que a pesar del incremento en la dosificacion de sacarosa, en el agua de salida se

registraban valores semejantes, que oscilaban en torno a la concentracion de 1 mg/l de sacarosa.
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Estos valores fueron mayores que los registrados en el proceso sin oxigeno, sin embargo,
experimentaban un incremento a partir de la relacion C/N 2 hasta llegar a un valor medio maximo
de 4.43+0.28 mg/l para una dosificacion de sacarosa que permitia la eliminacion de todo el
nitrogeno presente en el agua de entrada. Este valor fue inferior al maximo obtenido en los

ensayos sin oxigeno.
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Figura 21. Concentracion de NO; y NO; en el agua tratada en funcion de la concentracion
de sacarosa adicionada. Proceso con O.D. (4.5 mg/l) y con 100 mg/l de NO; en el agua a

tratar.

2,1,2.- Metanol

Los valores de eliminacion de nitrogeno se correlacionaban con las concentraciones
dosificadas de metanol, ajustandose, al igual que en el estudio sin oxigeno, a una regresion lineal
(tabla 7). Para cada concentracion de metanol dosificada, se obtenian valores de nitrogeno

eliminado, que presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p<0.001).
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Figura 22. Concentracion de sacarosa en el agua de salida. Proceso con O.D. (4.5 mg/l).

Tabla 7.- Ajuste lineal obtenido para los ensayos con metanol en presencia de O.D. (4.5 mg/l).

Ajuste lineal y=a-+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Metanol adicionado

Parametro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 1.71076 0.234347 7.30012 <0.01
Pendiente 0.286666 0.005142 55.7442 <0,01
Coeficiente de correlacién: 0.990483 r*: 98.1057 %

Error estandar de la estimacion: 0.908946

Si observamos la comparacion de las regresiones lineales obtenidas en ausencia y presencia
de oxigeno (figura 23), podumos apreciar como para eliminar valores altos de nitrogeno se
precisaba menor concentracion de metanol, en ausencia de oxigeno, que si este estaba presente

en el agua a tratar. Estos valores llegaron a ser un 13% menos, para eliminar los 100 mg/1 de NOy
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del agua de entrada. Ahora bien, para eliminar solo el 50% de nitrogeno presente en el agua de
entrada las concentraciones de fuente de carbono fueron practicamente iguales. Si la
concentracion de nitrogeno a eliminar era inferior a los 50 mg/l, la concentraciéon de metanol que
se necesitaba era superior en ausencia de oxigeno. Esto era debido a la mayor pendiente de la

recta obtenida en el proceso sin oxigeno y a la mayor ordenada en el origen, manifestada por el

ensayo con oxigeno.
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Figura 23. Ajustes lineales obtenidos para metanol en presencia 6 ausencia de O.D.

Al igual que sucedia en el ensayo de metanol sin oxigeno, los valores de NO;™ en el agua
de salida fueron menores cuando no se empleaba fuente de carbono, que para pequefias dosis de
esta (figura 24). Igualmente, las concentraciones de este anién descendian conforme se

incrementaba la dosificacion de fuente de carbono.
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Figura 24. Concentracion de NO; y NO, en el agua tratada en funcion de la concentracion
de metanol adicionada. Proceso con O.D. (4.5 mg/l) y con 100 mg/l de NO; en el agua a

tratar.

La tendencia de los valores de NO, ", tal y como sucedia para el proceso sin oxigeno, no
fue claramente de ascenso con posterior descenso. Los valores registrados fueron, por lo general
semejantes, manteniéndose cercanos a 0.5 mg/l. La media maxima registrada fue de 3.76+0.59

'mg/l para una dosificacion de 41.15 mg/l de metanol, con la que se lograba un 56.4% de

eliminacion de nitrogeno del agua de entrada.

Los valores de metanol obtenidos en la salida siguieron una tendencia ascendente,
conforme aumentaba la concentracion de fuente de carbono dosificada. Para este caso los valores
fueron algo inferiores a los que se registraban en el estudio sin oxigeno, pero experimentaban un
incremento en los puntos donde se alcanzaba el 100% de eliminacion de nitrogeno llegando a un

maximo de 3.43+0.6 mg/l (figura 25).
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Figura 25. Concentracion de metanol en el agua de salida. Proceso con O.D. (4.5 mg/l).
2,1,3.- Etanol

Al igual que para el resto de ensavos. en el caso del etanol se obtenia un perfecto ajuste
tineal (tabla 8). Los valores de eliminacion de nitrogenc del agua de entrada, obtenidos parz cada
concentracion de etanol. presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos
{(P<0.001). Al 1gual que sucedia en los ensavos en ausencia de oxigeno. el etancl presentaba los
mejores resultados en ebminacion de mitrogeno, destacando sobre los rendimientos obtenidos para

la sacarosa y siendo semejante al metanol.

La ordenada en el ongen. al igual que la pendiente, fueron menores que para &l proceso
en ausencia de oxigeno. por lo que tambien se observabea una influencia negativa, aungue menos

acentuada que para la sacarosa v parecidz a la del metanol.
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Tabla 8.- Ajuste lineal obtenido para los ensayos con etanol en presencia de O.D. (4.5 mg/l).

Ajustelineal y=a+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Etanol adicionado

Parametro Estimacion  Error estindar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 2.67335 0.426137 6.27345 <0.01
Pendiente 0.382089 0.0108904 35.0848 < 0,01
Coeficiente de correlacion: 0.981823 r’: 96.3977 %

Error estandar de la estimacion: 1.48095

Si comparamos las dos representaciones graficas obtenidas de las regresiones lineales
(figura 26), vemos que en todo momento, en el proceso sin oxigeno, la eliminacion de nitrogeno
fue superior para igual adicion de fuente de carbono. Asi, mientras que en el proceso con oxigeno
se precisaban 52.1 mg/l de etanol para eliminar los 100 mg/l de NO,, en ausencia de este solo se
necesitaban 46.36 mg/1 de fuente de carbono, un 11% menos. Debido a la semejante ordenada cn
el origen, las dos rectas tendian a acercarse, cuanto menor cantidad de nitrogeno se pretendia
eliminar. Asi para obtener un rendimiento del 50% en el proceso con oxigeno se necesitaba una

concentracion de 22.5 mg/l de etanol, mientras que en ausencia de oxigeno este valor era de 19.22

mg/l.

La tendencia de los valores de NO,"y NO, fue muy semejante a la que se observaba en
el estudio sin oxigeno, aunque el descenso fue mas lento (figura 27). EI NO, volvio a presentar
una tendencia ascendente llegando a un valor medio maximo de 3+0.028 mg/l, para una
dosificacion de etanol de 49.21 mg/l con la que se obtenia un rendimiento en eliminacion de
nitrégeno del 85%. Nuevamente aparecié en la salida cierta cantidad de fuente de carbono (figura
28), cuya tendencia fue semejante al estudio sin oxigeno. Los valores maximos se registraban para

las dosificaciones de fuente de carbono que eliminaban todo el mtrato presente en el agua de

entrada, siendo su valor medio maximo de 1.713+0.015 mg/l.
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Figura 26. Ajustes lineales obtenidos para etanol en presencia 6 ausencia O.D.
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Figura 27. Concentracion de NO; y NO; en el agua tratada en funcion de la concentracion

de etanol adicionada. Proceso con O.D. (4.5 mg/l) y con 100 mg/l de NO; en el agua a tratar.
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Figura 28. Concentracion de etanol en el agua de salida. Proceso con O.D. (4.5 mg/l).

2,2.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE OXIGENO EN LA CAPACIDAD DE
ELIMINACION DE NITRATO.

Para estudiar el comportamiento del sistema, en funcion de las diferentes concentraciones
de oxigeno disuelto en el agua a tratar, se estudio la capacidad de eliminar nitrogeno manteniendo
constante la concentracién de fuente de carbono y variando de forma creciente las
concentraciones de oxigeno disuelto. Para cada fuente de carbono se adiciono aquella

concentracion capaz de eliminar los 100 mg/l de NO; contenidos en el agua de entrada. en

ausencia de oxigeno, segun los ensayos anteriores.

Con el objeto de conocer si existia influencia de la concentracion de oxigeno en e
rendimiento del sistema, asi como en las concentraciones de NO;" v NO, del agua de sahida v

a su vez conocer si el efecto era indiferente o no para cada fuente de carbono, se rezhzo un
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analisis de varianza de doble via (ANOVA) para los tres factores, empleando como variables la

concentracion de oxigeno y el tipo de fuente de carbono.

Tabla 9. Andlisis de varianza realizado para el rendimiento y concentraciones de NO; y NO;

del agua de salida en funcion de la concentracion de O.D. y tipo de fuente de carbono.

Analisis de varianza para el rendimiento

Suma de Media de Nivel de
Fuente de variacion el Cuadrados Cuadrados F calculada Significancia
Concentracion de O, 9 3130.36 347818 99.13 P<0.01
Tipo de Fuente de C 2 1053.51 526.756 150.14 P<0.01
Total (corregido) 89 4457.54
Andlisis de varianza para la concentracion de NO; en el agua de salida

Suma de Media de Nivel de
Fuente de variacion gl Cuadrados Cuadrados F calculada Significancia
Concentracion de O, 9 1319.39 146.599 146.4 P<0.01
Tipo de Fuente de C 2 318.406 159.206 158.98 P<0.01
Total (corregido) 89 1715.90
Analisis de varianza para la concentracion de NO, en el agua de salida

Suma de Media de Nivel de
Fuente de variacién gl Cuadrados Cuadrados F calculada Significancia
Concentracion de O, 9 247579 27.5088 16.68 P<0.01
Tipo de Fuente de C 2 144.396 72.1978 43.78 P<0.01
Total (corregido) 89 520.595

La tabla 9 refleja los tres analisis de varianza realizados, apreciandose que tanto para los

valores obtenidos del rendimiento del sistema, como para las concentraciones de NO; y NO,

del agua de salida, en funcion de la concentracion de oxigeno disuelto en el agua a tratar, existian

diferencias estadisticamente significativa. Se apreciaba de este modo que existia una influencia del
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oxigeno no solo para la capacidad de eliminacién de nitrogeno, sino también para las
concentraciones de NO; y NO, en el agua de salida. Por otro lado se observaba que la influencia
del oxigeno no fue igual para cada una de las fuentes de carbono ensayadas, apreciandose también

diferencias estadisticamente significativas en los valores obtenidos para cada fuente de carbono.

La figura 29 muestra la capacidad de eliminar nitrégeno de la planta piloto para cada
fuente de carbono en funcion del oxigeno disuelto en el agua a tratar. En ella se observa que la
influencia de la concentracion de oxigeno disuelto en el agua a tratar fue diferente para cada

fuente de carbono ensayada afectando mas negativamente a la sacarosa que a los alcoholes etanol

y metanol.
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Figura 29. Influencia del oxigeno en la capacidad de eliminacién de nitrégeno para cada

fuente de carbono ensayada: Regresiones lineales.

130



RESULTADOS

2,2,1.- Sacarosa

La sacarosa fue la fuente de carbono mas afectada por el incremento en las
concentraciones de oxigeno disuelto. La pendiente obtenida en el ajuste lineal, fue negativa, al
igual que para el resto, pero su valor fue el mas alto (tabla 10). Esto indicaba una disminucion de
la cantidad de nitrogeno eliminado conforme aumentaba la concentracion de oxigeno disuelto en
el agua a tratar. La presencia de oxigeno descendia el rendimiento para este caso desde un 100%

en ausencia total de oxigeno, hasta un 50% para valores de 7.5 mg/l de oxigeno disuelto.

La mayor o menor presencia de oxigeno disuelto en el agua, afectaba negativamente tanto
a la concentracion de NO;” como de NO, (figura 30), llegando a variar desde 0 mg/I para cada
uno en ausencia de oxigeno disuelto, a valores de 26.5 mg/l y 17.1 mg/l para NO, y NO,
respectivamente, en presencia de 7.5 mg/l de oxigeno disuelto. Estas concentraciones fueron las

mas altas de las tres fuentes de carbono ensayadas.

Tabla 10.- Ajuste lineal obtenido para la influencia del O.D. en la capacidad de eliminar

nitrogeno, empleando sacarosa .

Ajuste lineal y=a+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Oxigeno disuelto

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 23.5129 0.445508 52.7777 <0.01
Pendiente -0.959244 0.103187 -9.29616 <0,01

Coeficiente de correlacion: -0.807847 r’: 65.2617 %

Error estandar de la estimacion: 1.71063

2,2,2.- Metanol

La pendiente de la recta para el caso del metanol (tabla 11) fue menos pronunciada que
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la obtenida para la sacarosa, pero algo superior a la del etanol, por lo que la eliminacién de

nitrogeno se veia mas influenciada para este caso por los incrementos de oxigeno disuelto.

30

(2] - /
E L /
= a _ /’
g 20 | NG
& 15 v
8 E /‘\ ~. /‘ .//
Z 1 0 :— ./ . ’/
oy j A ] A &
o i g X " // I N&
E e N

- - S g

0 | L T [ |
0 2 4 6 8
Oxigeno disuelto (mg/l)

Figura 30. Valores de NO; y NO; en el agua de salida, en funcion de la concentracion de

O.D. Ensayo realizado con sacarosa.

Tabla 11.- Ajuste lineal obtenido para la influencia del O.D. en la capacidad de eliminar

nitrogeno empleando metanol.

Ajuste lineal y=a+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Oxigeno disuelto

Parametro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 23.3175 0.083807 278.228 <0.01
Pendiente -0.522782 0.0178656 -29.262 < 0,01

Coeficiente de correlacion: -0.974715 r’: 95.007 %

Error estandar de la estimacion: 0.294546
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Las concentraciones registradas para NO;" y NO,’, a valores altos de oxigeno eran muy
inferiores, con respecto a las registradas para la sacarosa (figura 31). En este caso y para 7.5 mg/l

de oxigeno disuelto se detectaban valores maximos de 10.97 mg/l y 4 mg/l respectivamente.
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Figura 31. Valores de NO; y NO; en el agua de salida, en Juncion de la concentracion de

O.D. Ensayo realizado con metanol.

2,2,3.- Etanol

Esta fuente de carbono se vio afectada igualmente por la mayor concentracién de oxigeno
disuelto en el agua a tratar, aunque su efecto fue diferente con respecto a las otras dos fuentes de
carbono ensayadas, dandose en menor proporcion. La pendiente de la recta obtenida en el ajuste
lineal fue la de menor valor de las tres fuentes de carbono ensayadas (tabla 12), por lo que a
mayor concentracion de oxigeno, el descenso en la cantidad de nitrogeno eliminado se afectaba
en menor proporcion al emplear etanol. A pesar de ello el rendimiento descendia desde el 100%

en ausencia de oxigeno hasta un 86% para 7.0 mg/l de oxigeno disuelto.
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Tabla 12.- Ajuste lineal obtenido para la influencia del O.D. en la capacidad de eliminar

nitrogeno empleando etanol .

Ajuste lineal y=a-+bx

Variable dependiente: N eliminado

Variable independiente: Oxigeno disuelto

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 23.6809 0.130177 181.913 <0.01
Pendiente -0.48854 0.0300243 -16.2715 <0,01
Coeficiente de correlacion: -0.929024 r’: 86.3086%
Error estandar de la estimacion: 0.421496
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Figura 32. Valores de NO; y NO; en el agua de salida, en funcién de la concentracion de

O.D. Ensayo realizado con etanol.
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Las concentraciones de NO;" y NO, en el agua de salida se incrementaban, al igual que
sucedia para el resto de fuentes de carbono ensayadas, con el incremento del oxigeno disuelto en
el agua a tratar. Las concentraciones obtenidas eran inferiores que para la sacarosa, asemejandose
mas a las obtenidas para el metanol. En este caso las méximas concentraciones en la salida, se
registraban para 7 mg/l de oxigeno disuelto en el agua a tratar, obteniéndose 11.5 mg/l y 2.1 mg/1
para NO;” y NO, respectivamente (figura 32).

3.- VARIACIONES EN EL TAMANO Y COMPOSICION DE LA
BIOPELICULA.

Las comunidades bacterianas estudiadas en la composicion de la biopelicula fueron los
heteroétrofos capaces de crecer en ausencia de oxigeno (HAO), los reductores de nitrato y los
desnitrificantes. Estas tres comunidades estan implicadas en los usos del nitrégeno, bien por via
asimilatoria como desasimilatoria, por lo que formarian parte de la biopelicula desarrollada en el
reactor biologico, pudiendo influir en las diferentes transformaciones de compuestos nitrogenados

que tenian lugar en la planta piloto.

Por otro lado y debido a que en el sistema se adicionaba una fuente de carbono facilmente
asimilable por los microorganismos de la biopelicula y al no ser limitantes el nitrégeno ni el
fosforo, esta biopelicula podia crecer, influyendo en el rendimiento del proceso asi como en el

funcionamiento del reactor bioldgico.

Las condiciones de trabajo establecidas fueron las empleadas en los estudios anteriores.
Se utilizaron tres diferentes fuentes de carbono (sacarosa, metanol y etanol), las cuales se
adicionaron en concentraciones crecientes. Los ensayos se realizaron en ausencia de oxigeno en

el agua a tratar y con una concentracion de 4.5 mg/l.
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3,1.- SACAROSA

3,1,1.- Tamaiio de la biopelicula.

Los ensayos con sacarosa se realizaron en ausencia y presencia de oxigeno. Para cada
ensayo se obtuvieron valores del tamafio de la biopelicula con diferencias estadisticamente
significativas (P< 0.01) para cada relacion C/N ensayada. Se aprecid en todo momento un
incremento de la biopelicula conforme se aumentaba la dosificacion de fuente de carbono

(incremento de la relacion C/N), ajustandose los datos a una regresion lineal.

Tabla 13.- Ajustes lineales obtenidos entre el tamario de la biopelicula y la relacién C/N, para

los ensayos con sacarosd.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Tamafio de la biopelicula

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 10.0267 1.86328 5.38121 <0.01
Pendiente 25.868 1.29781 19.9321 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.98403 r*: 96.8315 %

Error estandar de la estimacion: 430681

R
Ajuste lineal con oxigeno y=a+bx

Variable dependiente: Tamafio de la biopelicula

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 11.6662 0.591392 19.7267 <0.001
Pendiente 8.74759 0.335677 26.0595 < 0.001

Coeficiente de correlacion: 0.990564 r’: 98.1217 %

Error estandar de la estimacion: 1.39387
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En la tabla 13 se refleja el ajuste lineal que se obtenia entre los valores del tamafio de la
biopelicula (mg/g relleno) y la relacion C/N, empleando sacarosa como fuente de carbono, tanto
para el ensayo con oxigeno disuelto en el agua a tratar como sin el. La pendiente de la recta
obtenida para el ensayo sin oxigeno presentaba un valor mucho mas alto que para el caso de

presencia de oxigeno, siendo dicha pendiente la mayor de entre todos los ensayos realizados.

El valor de biopelicula obtenido para los dos ensayos en su fase de formacion, fue
semejante, siendo este de 13.43+0.32 mg/ g relleno, para los ensayos con oxigeno disuelto en el
agua de entrada y de 13.4+0.36 mg/ g relleno, para los estudios sin el. Conforme se aumentaba
la dosificacion de fuente de carbono estos valores también aumentaban, separandose cada vez

mas, tal como se aprecia en la figura 33.

El maximo valor de tamafio de biopelicula, para el proceso sin oxigeno, se registraba para
una relacion C/N de 2.5, el cual alcanzaba un valor medio de 73.2 + 4.56 mg/g relleno de peso
seco. Esto suponia un incremento de 5.5 veces el valor de formacion, llegando a dar problemas

de atasco del sistema.

En el proceso con oxigeno se observaba un comportamiento similar, pero el valor maximo,
que se obtenia para una relacion C/N de 2.85, solo fue de 37.38+0.56 mg/g relleno. Esto suponia
un incremento de 2.8 veces el valor inicial, casi la mitad de lo que se incrementaba la biopelicula
en ausencia de oxigeno. A pesar del menor valor obtenido, este fue superior a los que se

registraban para los alcoholes.
3,1,2.- Heterotrofos capaces de crecer en ausencia de oxigeno (HAO).
Al igual que para los ensayos de biopelicula, los datos obtenidos para los HAO

presentaban diferencias estadisticamente significativas, en funcion de cada relacion C/N ensayada,

tanto para los estudios en presencia de oxigeno (P< 0.04) como en ausencia (P< 0.01).
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Figura 33. Tamario de la biopelicula (mg/g relleno) en funcién de la relacion C/N. Ensayos

realizados con y sin O.D. y empleando sacarosa.

Tanto para el ensayo con oxigeno como sin el se ajustaban a una regresion lineal (tabla
14), presentando valores de pendiente muy diferentes, que al igual que sucediera con el estudio

del tamafio de la biopelicula fue mucho mayor para el proceso con oxigeno.

En la figura 34 se representan graficamente los valores de recuentos, asi como sus ajustes
lineales para los dos ensayos. En ellos se observa como la tendencia fue semejante a lo sucedido
para el tamafio de la biopelicula. Los valores de recuento de HAOQ para el estudio sin oxigeno
variaban de un valor de 2.7+0.4-10° ufc/g relleno, que se obtenia en la fase de formacion de la

biopelicula, hasta 6.5+0.46-10° para una relacion C/N de 2.5. En este caso se observaba un

incremento en el nimero de HAO que duplicaba su valor inicial.
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Tabla 14.- Ajustes lineales obtenido entre el recuento de HAO (ufc/g relleno) y la relacion

(/N, para los ensayos con sacarosa.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ hx

Variable dependiente: Heterdtrofos capaces de crecer sin oxigeno.

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimaciéon Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 2.3513¢" 1.1838¢’ 19.862 <0.001
Pendiente 3.1316¢* 6.7195¢° 4.66044 <0.04
Coeficiente de correlacién: 0.790932 r’: 62.5573 %

Error estandar de la estimacion: 2.79021¢’

]
Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Heterdtrofos capaces de crecer sin oxigeno

Variable independiente: Relacién C/N

Parimetro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 1.9131¢® 2.8314¢’ 6.75692 <0.001
Pendiente 1.5991¢® 1.9721¢’ 8.10841 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.91374 r’: 83.4913 %

Error estandar de la estimacion: 6.54461¢’

El incremento que se detectaba para los estudios con oxigeno fue inferior, pasando de un
valor de 2.66+0.14 ufc/ g relleno en la formacion de la biopelicula hasta 3.42+0.17-10° ufc/g
relleno para una relacion C/N de 2.85. Al igual que sucedia para la biopelicula, a mayor

dosificacion mas se separaban las rectas que se obtenian para ambos ensayos.

Estos valores fueron superiores a los obtenidos para el etanol y semejantes a los que se

registraban para el metanol.
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Figura 34. Recuentos de HAO (ufc/g relleno) en funcion de la relacion C/N . Ensayos

realizados con y sin 0.D. y empleando sacarosa.

3,1,3.- Desnitrificantes.

Tanto para el ensayo con oxigeno como en ausencia de el, los recuentos obtenidos para
las bacterias desnitrificantes en funcion de la relacién C/N, presentaban valores con diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (P<0.001). En este estudio se observaba un incremento
en la cantidad de bacterias desnitrificantes presentes en la biopelicula ( ufc/g relleno), conforme
se incrementaba la dosificacion de fuente de carbono, ajustandose los datos obtenidos a una

regresion lineal (tabla 15), tanto para el estudio con oxigeno como sin el.

Al igual que para los recuentos de HAO y el tamafio de la biopelicula, se obtenian
diferentes valores de pendientes para los estudios con y sin oxigeno, siendo mayor en el ensayo
sin oxigeno. Esto implicaba que los recuentos de desnitrificantes, para iguales dosificaciones de

sacarosa, eran mayores en el estudio sin oxigeno disuelto en el agua a tratar.
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Si se comparaban las pendientes con las que se obtenian para las otras fuentes de carbono

ensayadas, estas eran las menores, tanto en los estudios con y sin oxigeno.

En la figura 35 se representan los valores de recuentos de bacterias desnitrificantes y sus
ajustes lineales, en funcion de la relacion C/N, tanto para los ensayos con oxigeno disuelto como
sin el. Los valores obtenidos para el proceso sin oxigeno fueron mayores que los obtenidos en el
ensayo con el, incrementandose, conforme se aumentaba la dosificacion de fuente de carbono, la

diferencia entre las dos rectas.

Tabla 15.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de desnitrificantes (ufc/g relleno) y

la relacion C/N, para los ensayos con sacarosa.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Desnitrificantes.

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 3.4251¢° 9.1291¢° 0.37518 <0.05
Pendiente 1.1775¢€° 6.3586¢° 18.5182 < 0.001
Coeficiente de correlacién: 0.98157 r’: 96.3475 %

Error estandar de la estimacion: 2.11012¢’

-
Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Desnitrificantes

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion  Error estindar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 9.3192¢° 6.2936¢€° 1.48072 <0.05
Pendiente 6.6385¢’ 3.5723¢° 18.5833 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.98169 r’: 96.3722 %

Error estandar de la estimacién: 1.48337¢’
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El méaximo valor obtenido para los recuentos en ausencia de oxigeno fue de 3.16+0.2-10°
ufc/g relleno para la relacion C/N 2.5, con la que se obtenia un 100% de rendimiento. En este
ensayo se obtenia un incremento de 10 veces el valor obtenido en la fase de formacion de la
biopelicula. Este incremento fue mucho mayor para el proceso con oxigeno, el cual pasaba de
0.036+0.0049-10° ufc/g relleno hasta 1.99+0.078-10% ufc/ g relleno, un valor 66 veces superior

al obtenido en la fase de formacion de la biopelicula.
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Figura 35. Recuentos de desnitrificantes (ufc/g relleno) en funcion de la relacion C/N .

Ensayos realizados con y sin 0.D. y empleando sacarosa.

3,1,4.- Reductores de nitrato.

Los valores obtenidos para los recuentos de reductores de nitrato, respecto de cada
relacion C/N, presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos, para el ensayo
de sacarosa en ausencia de oxigeno (P<0.001). No sucedié lo mismo para el ensayo con oxigeno,
para el cual el analisis de varianza no indicaba diferencias significativas entre cada recuento

(P<0.95).
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En la tabla 16 se representan los ajustes lineales para cada ensayo, observando como el
proceso sin oxigeno si se ajustaba a una regresion lineal, pero no sucedia lo mismo para el estudio

en presencia de oxigeno.

La tendencia de los recuentos también variaba, siendo esta de crecimiento a mayor
dosificacion de fuente de carbono en los ensayos sin oxigeno en el agua a tratar, segun lo
demostraba su pendiente positiva. La pendiente estimada para el proceso con oxigeno era
negativa, por lo que a pesar de no ajustarse los valores a una regresion lineal, si se demostraba
su tendencia a descender conforme se incrementaba la concentracion de fuente de carbono, algo

que solo se manifestaba en este ensayo.

Tabla 16.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de reductores de nitrato (ufc/g

relleno) y la relacion C/N, para los ensayos con sacarosa.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Reductores de nitrato.

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimaciéon  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 5.9453¢’ 8.7174¢° 6.8201 <0.001
Pendiente 3.8263¢’ 6.0718¢° 6.30185 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.867976 r’: 753383 %

Error estindar de la estimaciéon: 2.01495¢’

_

Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Reductores de nitrato

Variable independiente: Relaciéon C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 1.8461¢® 1.1974¢’ 15.4174 <0.01
Pendiente -2.066¢€’ 6.7965¢° -3.04045 <0.9

Coeficiente de correlacion: -0.644657 r’: 41.5582 %

Error estandar de la estimacion: 2.8222¢7
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En la figura 36 se representan los recuentos obtenidos para los reductores de nitrato en
presencia y ausencia de oxigeno en el agua a tratar. Hay que destacar la diferencia de valores que
se obtenian para los recuentos a bajas concentraciones de fuente de carbono, siendo este muy
superior en el caso del ensayo con oxigeno, que alcanzaba un valor de 1.574+0.31-10° ufc/g
relleno, frente a 0.43+0.06-10® ufc/g relleno, un valor casi cuatro veces inferior. Para estos
estudios con oxigeno se observo una tendencia descendente de los valores, totalmente al contrario

que para el ensayo sin oxigeno en el cual los recuentos aumentaban.

Debido a estas diferentes tendencias y a los diferentes recuentos obtenidos para bajas
concentraciones de sacarosa, los recuento para altas relaciones C/N se fueron aproximando,
alcanzando un valor de 1.5+0.17-10° ufc/g relleno para una relacion C/N de 2.5 en los estudios

sin oxigeno y de 1.1+0.035-10° ufc/g relleno para una relacién de 2.85 en el ensayo con oxigeno.
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Figura 36. Recuentos de reductores de nitrato (ufc/g relleno) en funcion de la relacion C/N.

Ensayos realizados con y sin O.D. y empleando sacarosa.
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3,1,5.- Matriz de correlacién

Para cada uno de los ensayos realizados se obtuvo una matriz de correlacion (tabla 17 y
18) entre las comunidades bacterianas estudiadas, el tamafio de la biopelicula, el rendimiento del
sistema en eliminacién de nitrogeno, la presencia de nitrato, nitrito y fuente de carbono en la

salida, asi como la relacién C/N.

Tabla 17. Coeficientes de correlacién obtenidos para el ensayo con sacarosa sin O.D.: C/N:

Relacion C/N; REND: Rendimiento en eliminacién de N; NO, Sal: Nitrato en la salida; NO, Sal: Nitrito en la
salida; Csal: Carbono en la salida; Bio: Biopelicula; HAO: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno; Des:

Desnitrificantes; Red: Reductores de nitrato.

C/N REND NO;Sal NO,Sal Csal  Bio HAO  Des Red-

C/N 1.00

REND 0.993 1.00

NO;Sal -0.984 -0.997 1.00

NO,Sal -0.094 -0.128 -0.061 1.00

Csal 0.031 0.112 -0.169 0.840 1.00

Bio 0.985 0983 -0.980 -0.008 0.111 1.00

HAO 0914 0888 -0.857 -0.375 -0.103 0.876 1.00

Des 0.982 0978 -0.967 -0.104 0.104 0969 0937 1.00

Red 0.868 0.863 -0,862 -0,023 -0.054 0826 0.744 0838 1.00
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Tabla 18. Coeficientes de correlacion obtenidos para el ensayo con sacarosa y con O.D.: CIN:
Relacion C/N; REND: Rendimiento en eliminacion de N; NO, Sal: Nitrato en la salida; NO, Sal: Nitrito en la
salida; Csal: Carbeno en la salida; Bio: Biopelicula; HAO: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno; Des:

Desnitrificantes; Red: Reductores de nitrato.

C/N REND NO,Sal NO,Sal Csal Bio HAO  Des Red-

C/N 1.00

REND 098 1.00

NO,;8al -0.931 -0974 1.00

NO,Sal -0.142 -02 021 1.00

Csal 0.703 0.728 -0.729  0.100 1.00

Bio 0991 0962 -0883 -025 0659 100

HAO 0791 0713 -0614 -0347 0518 0811 1.00

Des 0934 0926 -08% -0.053 0672 0925 0783 1.00

Red -0.644 -0.591 0.52 0.178 -0.527 -0.638 -0.606 -0488 1.00

Atendiendo a los coeficientes de correlacion obtenidos se observaba que, a excepcion de
las bacterias reductoras de nitrato, en el estudio con oxigeno en el agua a tratar, para el resto de
las comunidades bacterianas habia una alta correlacion con la relacion C/N. Igualmente sucedia
con el rendimiento en eliminacidén de nitrato del agua a tratar, destacando sobre todo las
correlaciones obtenidas con las bacterias desnitrificantes con valores mas proximos a la unidad,

tanto en el proceso con oxigeno como sin el.

El tamafio de Ia biopelicula estaba también fuertemente correlacionado con la relacion C/N

para el que se obtenian valores mas altos que para las comunidades microbianas estudiadas.
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También se correlacionaba con estas comunidades bacterianas, a excepcion nuevamente de los
reductores de nitrato en presencia de oxigeno. Destacaban nuevamente las correlaciones entre

biopelicula y desnitrificantes

Parametros como la concentracion de nitrito y sacarosa en el agua de salida no
presentaban coeficientes de correlacion muy significativos con el resto de los parametros. Justo
lo contrario sucedia con la concentracion de nitrato en la salida, para el cual se obtenian
coeficientes con signo negativo, siendo mas significativos los obtenidos con los recuentos de
bacterias desnitrificantes y biopelicula tanto en presencia como en ausencia de oxigeno disuelto

en el agua a tratar.

Dentro de los coeficientes de correlacion calculados para cada comunidad microbiana, los
mas significativos fueron los obtenidos entre los desnitrificantes y los heterotrofos capaces de

crecer sin oxigeno, tanto en los ensayos con oxigeno como sin el..
3,2.- METANOL
3,2,1.- Tamaiio de la biopelicula.

Los valores obtenidos para el tamafio de la biopelicula en funcion de la relacion C/N
ensayada presentaban diferencias estadisticamente significativas (P<0.001) entre ellos, tanto para
los estudios realizados en presencia como en ausencia de oxigeno. En ambos casos la biopelicula
incrementaba su tamafio al aumentar la dosificacion de metanol, ajustandose los datos a una

regresion lineal, tal como se aprecia en la tabla 19.

Al igual que lo sucedido para los ensayos con sacarosa, el crecimiento de la biopelicula
fue mayor para los ensayos en ausencia de oxigeno en el agua a tratar, tal como se refleja en las
pendientes obtenidas en el ajuste lineal. Si comparamos estas pendientes, con las obtenidas para

los ensayos con otras fuentes de carbono, fuero, tanto en el ensayo con oxigeno como sin el,
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inferiores a las obtenidas para la sacarosa. Para el ensayo con oxigeno la diferencia no fue tan
acusada, observandose sin embargo que su valor era mas alto que el del etanol, al contrario de

lo que se apreciaba en los estudios sin oxigeno.

Tabla 19.- Ajustes lineales obtenido entre el tamario de la biopelicula y la relacién C/N, para

los ensayos con metanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Tamafio de la biopelicula
Variable independiente: Relacion C/N

Pariametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 12.08 0.552134 21.8788 <0.001
Pendiente 12.3382 0.758067 16.2759 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.981643 r’: 96.3624 %

Error estandar de la estimacion: 1.03292

]
Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Tamafio de la biopelicula

Variable independiente: Relacién C/N

Parametro Estimacion Error estindar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 11.7365 0.634272 18.504 <0.001
Pendiente 7.34238 0.801157 9.16473 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.945309 r’: 89.3608 %

Error estandar de la estimacion: 1.21869

En la figura 37 se representan los valores de tamafio de biopelicula asi como sus ajustes
lineales, tanto en anoxia como con oxigeno disuelto en el agua a tratar. El maximo valor de
biopelicula alcanzado en el ensayo con oxigeno fue de 20.33+1.01 mg/g relleno, para una relacion
C/N de 1.27 con la que se eliminaba completamente el nitrato del agua de entrada. Teniendo en

cuenta que la biopelicula en la fase de formacion alcanzaba un peso seco de 11.15+0.65 mg/g
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relleno, suponia un crecimiento de 1.8 veces el tamafio inicial, crecimiento inferior al obtenido

para la sacarosa.

En los ensayos sin oxigeno el valor crecia desde 13.34£0.57 mg/g relleno en la formacién
de la biopelicula, hasta 26.72+0.25 mg/ g relleno, para una relacion C/N de 1.1. En este caso el
incremento fue del doble, algo superior al del ensayo con oxigeno y muy inferior al obtenido para

la sacarosa.
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Figura 37. Tamafio de la biopelicula (mg/g relleno) en funcion de la relacion C/N. Ensayos

realizados con y sin O.D. y empleando metanol.

3,2,2.- Heterotrofos capaces de crecer en ausencia de oxigeno (HAO).

Los valores obtenidos para los recuentos de HAO en funcién de la relacion C/N,
presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos, tanto para el estudio realizado

en presencia de oxigeno (P<0.001), como para el realizado en ausencia (P<0.05).
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Para ambos ensayos se observaba una correlacion entre los recuentos de HAO y la
relacion C/N, ajustandose los datos a una regresion lineal, tal como se puede apreciar en la tabla
20. La pendiente de la recta obtenida fue superior para los estudios sin oxigeno que para los
realizados en presencia de el, tal y como sucedia en los ensayos realizados con sacarosa y etanol.
Los valores de las pendientes fueron semejantes a los obtenidos con la sacarosa, observandose
una tendencia ascendente muy parecida, a pesar del diferente incremento del tamafio de la

biopelicula.

Tabla 20.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de HAO (ufc/g relleno) y la relacion

C/N, para los ensayos con metanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno.

Variable independiente: Relacién C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 1.91745¢ 4.1360¢’ 4.63596 <0.05
Pendiente 3.3674¢" 5.6787¢’ 5.92988 <0.05
Coeficiente de correlacion: 0.882373 r’: 77.8582 %

Error estindar de la estimaciéon: 7.73762¢’

-
Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 2.5504¢® 1.2343¢’ 20.6633 <0.001
Pendiente 1.5995¢8 1.5591¢€’ 10.9524 <0.001

Coeficiente de correlacion: 0.955634 r: 913237 %

Error estandar de la estimacion: 2.37162¢’

En la figura 38 se representan graficamente los valores obtenidos para cada recuento y sus

ajustes lineales. Para estos ensayos se observaba una tendencia ascendente tanto en presencia
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como en ausencia de oxigeno. En el estudio en anoxia se registraba un crecimiento desde
2.61£0.03-10° ufc/g relleno para una relacion C/N de 0.062 que crecia conforme se aumentaba
la dosificacion de carbono hasta un valor méximo de 6.45+0.34-108 ufc/ g relleno para la relacion
C/N 1.1 con la que se eliminaba el 100% del nitrogeno presente en el agua de entrada. Esto
suponia un crecimiento de 2.5 veces el valor inicial, practicamente lo mismo que se obtenia para

la sacarosa.

El comportamiento del sistema para los estudios en presencia de oxigeno presentaba
igualmente un incremento en los recuento parecido igualmente al que se obtenia para la sacarosa.
En este caso se pasaba de un recuento de 2.66+0.14-10° ufc/g relleno para una relacién C/N de
0.065 hasta un valor de 4.57+0.29-10° ufc/g relleno para la relacion C/N 1.27, lo que suponia un

crecimiento de 1.8.

80r SIN OXIGENO
~O i s T

X 60f S
O - - e
c - e
9 e e
[ [ ey
o 40| e ETT CON OXIGENO
g | e
o , v 7
< 20
T L

0 | PR R TR VA T S | | R AT R T R | 2]

0 6,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Relacién C/N

Figura 38.Recuentos de HAQ (ufc/g relleno) en funcion de la relacién C/N . Ensayos

realizados con y sin O.D. y empleando metanol.

151



RESULTADOS

3,2,3.- Desnitrificantes.

Los valores que se obtenian para los recuentos de bacterias desnitrificantes, en funcién
de la relacion C/N ensayada, presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos,

tanto en el ensayo con oxigeno en el agua a tratar (P<0.001) como el que se realizd en ausencia

de oxigeno (P< 0.05).

Tabla 21.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de desnitrificantes (ufc/g relleno) y

la relacion C/N, para los ensayos con metanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Desnitrificantes.

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen -1.9833¢’ 3.1079¢’ -0.6381 <0.05
Pendiente 2.6246¢° 4.2671€’ 6.15082 <0.05
Coeficiente de correlacion: 0.88935 r*: 79.0938 %

Error estandar de la estimacion: 5.81433¢’

e _________________________________________________________________________________|
Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Desnitrificantes

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion Error estindar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 1.4559¢’ 1.3951¢’ 1.04363 <0.05
Pendiente 1.6374¢° 1.7621¢’ 9.29198 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.94668 r*: 89.6202 %

Error estandar de la estimacion: 2.68059%’

Los datos obtenidos en los dos ensayos se ajustaban perfectamente a una regresion lineal,
tal como aparece en el ajuste lineal mostrado en la tabla 21. La pendiente de la recta obtenida

variaba dependiendo de la presencia de oxigeno, siendo esta mayor en los estudios realizados en
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anoxia. En cuanto a los valores de la pendiente hay que indicar que fueron superiores a los
obtenidos para los dos ensayos con sacarosa, destacando especialmente los ensayos sin oxigeno

que presentaban la mayor pendiente obtenida, de los seis ensayos realizados.

La tendencia de los valores fue ascendente en los dos casos, incrementandose el niimero
de bacterias desnitrificantes en la biopelicula conforme se aumentaba la dosificaciéon de metanol.

El crecimiento bacteriano fue para estos ensayos mayor que el que se producia en los ensayos con

sacarosa.
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Figura 39.Recuentos de desnitrificantes (ufc/g relleno) en Juncion de la relacion C/N.

Ensayos realizados con y sin O.D. y empleando metanol .

En la figura 39 se representan los valores obtenidos para los recuentos de bacterias
desnitrificantes y sus ajustes lineales. EI méaximo valor que se obtenia, para los recuentos en
ausencia de oxigeno, fue de 3.28+0.27- 10° ufc/ g relleno para una relacion C/N de 1.1. Este valor
fue semejante al obtenido para la sacarosa y el etanol en iguales condiciones de rendimiento. Los

crecimientos experimentados fueron también semejantes, oscilando en torno a 10 veces su valor
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inicial.

El valor obtenido en presencia de oxigeno fue menor, alcanzando un recuento de
2.45+0.056-10° ufc/ g relleno para obtener igual rendimiento, pero con mayor dosificacion de
fuente de carbono. Este valor fue semejante al obtenido para iguales condiciones de trabajo con
el etanol y sacarosa, sin embargo el incremento experimentado fue menor, al tener un mayor

namero de bacterias desnitrificantes en la fase de formacion.

3,2,4.- Reductores de nitrato.

Al igual que para la sacarosa los valores obtenidos para los recuentos de reductores de
nitrato presentaban valores diferentes al comportamiento general de los otros grupos microbianos

ensayados.

Los recuentos obtenidos para cada relacion C/N, presentaban diferencias estadisticamente
significativas entre ellos, tanto en el ensayo en ausencia de oxigeno (P<0.05), como para el ensayo
con oxigeno (P< 0.001). Para este estudio se observaba una correlacion entre los recuentos y la
relacion C/N, ajustandose los valores obtenidos, tanto en presencia como en ausencia de oxigeno
disuelto, a una regresion lineal (tabla 22). Las pendientes de la recta obtenidas presentaban valores
diferentes a los obtenidos para las otras comunidades estudiadas. En este caso la pendiente de

mayor valor era la obtenida en el proceso con oxigeno.

En la figura 40 se representan los recuentos y sus ajustes lineales, obtenidos para los
reductores de nitrato en presencia y ausencia de oxigeno en el agua a tratar. A diferencia de lo
obtenido en los estudios con sacarosa, para el metanol existia una tendencia ascendente de las
bacterias reductoras de nitrato conforme se incrementaba la fuente de carbono,

independientemente de la presencia o no de oxigeno en el agua a tratar.

Para el ensayo con oxigeno, los valores variaban desde 0.76+0.04-10° ufc/ g relleno para
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una relacion C/N 0.065 hasta 1.37+0.025-10° ufc/g relleno para una relacion C/N de 1.27, valor

que suponia casi el doble que el inicial.

Tabla 22.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de reductores de nitrato (ufc/g

relleno) y la relacion C/N, para los ensayos con metanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Reductores de nitrato.

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacién Error estindar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 4.1844¢7 3.5060¢° 11.9349 <0.001
Pendiente 3.4593¢7 4.8137¢° 7.18642 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.915303 r*: 83.778 %

Error estiandar de la estimacion: 6.55903¢°
—

Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Reductores de nitrato

Variable independiente: Relacién C/N

Parametro Estimaciéon Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 7.4118¢€’ 2.18644¢° 33.899 < 0.001
Pendiente 5.0548¢’ 2.7617¢° 18.3032 <0.001

Coeficiente de correlacion: 0985401 r’: 97.1015 %

Error estandar de la estimacién: 4.2010¢°

En el ensayo sin oxigeno el incremento fue semejante, aunque los valores de los recuentos
eran inferiores, variando desde 0.39+0.02-10° ufc/g relleno para una relacion C/N 0.062 hasta

0.77+0.037-10° ufc/g relleno para una relacion C/N de 1.1.
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Figura 40. Recuentos de reductores de nitrato (ufc/g relleno) en funcion de la relacién C/N . Ensayos realizados

con y sin O.D. y empleando metanol.
3,2,5.- Matriz de correlacion

Los datos obtenidos en los recuentos de HAO, desnitrificantes y reductores de nitrato
estaban altamente correlacionados con la relacion C/N, tanto para el ensayo con oxigeno (tabla
24) como sin el (tabla 23), siendo esta correlacion mas acentuada en el estudio con oxigeno.
Iguales correlaciones se encontraban con respecto a los valores de rendimiento en la eliminacion

de nitrogeno del agua de entrada y con las concentraciones de nitrato en el agua de salida.

El tamafio de la biopelicula estaba también altamente correlacionado con la relacion C/N

las comunidades microbianas estudiadas, el rendimiento y la concentracion de nitrato en el agua

de salida.

Al igual que sucedi6 con la sacarosa, los valores de concentracion de nitrito en el agua de

salida no se correlacionaban con ningun otro parametro de los ensayados.
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Tabla 23. Coeficientes de correlacion obtenidos para el ensayo con metanol y sin O.D. C/N:

Relacién C/N; REND: Rendimiento en eliminacién de N; NO,Sal: Nitrato en la salida; NO, Sal: Nitrito en la
salida; Csal: Carbono en la salida; Bio: Biopelicula; HAO: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno; Des:

Desnitrificantes; Red: Reductores de nitrato.

C/N REND NO;Sal NO,Sal Csal Bio HAO Des Red -

C/N 1.00

REND 0991 1.00

NO;Sal -0.988 -0.998 1.00

NO,Sal 0272 0287 -0.334 1.00

Csal 0867 0876 -0.857 -0.159 1.00

Bio 0.981 0976 -0.968 0.115 0936 1.00

HAO 0882 0.89% -0.879 -0.124 0990 0946 1.00

Des 0.890 0911 -0.898 -0.059 0979 0.947 0993 1.00

Red 0915 0873 -0.866 0.236 0719 0879 0738 0714 1.00

En lo que respecta a la concentracion de fuente de carbono en la salida, esta aparecia muy
correlacionada con la relacion C/N, al igual que con el resto de parametros correlacionados con

esta.
En este caso las tres comunidades bacterianas estudiadas se correlacionaban entre si,

siendo menos significativos los coeficientes obtenidos para los reductores de nitrato respecto a

los desnitrificantes y HAO en los ensayos realizados sin oxigeno.
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Tabla 24. Coeficientes de correlacion obtenidos para el ensayo con metanol y con O.D. C/N:
Relacion C/N; REND: Rendimiento en eliminacion de N; NO; Sal: Nitrato en la salida; NO, Sal: Nitrito en la

salida; Csal: Carbono en la salida; Bio: Biopelicula; HAO: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno; Des:

Desnitrificantes; Red: Reductores de nitrato.

C/N REND NO;Sal NO,Sal Csal Bio HAO Des Red-

C/N 1.00

REND 0.994 1.00

NO,Sal -0.997 -0.993 1.00

NO,Sal -0.013 -0.039 0.016 1.00

Csal 0825 0849 -0807 -0.236 1.00

Bio 0945 0916 -0.946 -0.007 0.666  1.00

HAO 0955 0952 -0.953 -0.068 0744 0914 1.00

Des 0946 0963 -0.934 -0.047 0920 0.810 0901 1.00

Red 0985 0974 0977 -0,056 0806 0.940 0948 0915 1.00

3,3.- ETANOL

3,3,1.- Tamaiio de la biopelicula.

Los valores de tamafio de biopelicula aumentaban conforme se incrementaba la

dosificacién de fuente de carbono al igual que sucedié para el metanol y la sacarosa. Este
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incremento se observaba tanto para los estudios con oxigeno disuelto en el agua a tratar como sin

el, siendo mayores para los ensayos sin oxigeno (figura 41).

Los valores del tamafio de la biopelicula obtenidos para cada relacion C/N, tanto en
presencia como en ausencia de oxigeno, presentaban diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (P< 0.001). En la tabla 25 se reflejan los ajustes lineales realizados, observandose como
ambos se ajustaban a una regresion lineal, con diferencias en cuanto al valor de la pendiente

obtenida.

Tabla 25.- Ajustes lineales obtenidos entre el tamaiio de la biopelicula y la relaciéon C/N, para

los ensayos con etanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Tamafio de la biopelicula

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 10.175 0.67623 15.0468 <0.001
Pendiente 16.7993 0.97921 17.1559 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.983433 1’: 96.7144 %

Error estandar de la estimacion: 1.34694

e

Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Tamafio de la biopelicula

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 12.2071 0.430871 28.3312 <0.001
Pendiente 5.20691 0.512027 10.1692 <0.001
Coeficiente de correlacién: 0.954896 r*: 91.1827 %

Error estandar de la estimacién: 0.873125
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La pendiente de la recta obtenida para el proceso sin oxigeno, fue superior a la obtenida
para el metanol, aunque se asemejaba mas a este que al obtenido para la sacarosa, proceso que
manifestaba el mayor crecimiento de biopelicula. Por otro lado, para el proceso con oxigeno, la
pendiente obtenida fue la menor de todos los ensayos , volviendo a ser la sacarosa la que

presentaba el mayor incremento.

E] méaximo valor alcanzado por la biopelicula para los estudios en ausencia de oxigeno
fue de 27.2 + 0.66 mg/g relleno. Este valor fue muy inferior al registrado para los estudios con
sacarosa, y semejante al obtenido para el metanol, consiguiendo en los tres casos eliminar el 100%
del nitrgeno presente en el agua de entrada. Es crecimiento experimentado fue de 2.8 veces el

valor de biopelicula que se obtenia en la fase de formacion de esta.
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Figura 41. Tamaiio de la biopelicula (mg/g relleno) en funcion de la relacion C/N. Ensayos

realizados con y sin O.D. y empleando etanol.
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Para los estudios en presencia de oxigeno el maximo valor, obtenido igualmente para un
100% de rendimiento del sistema, fue muy semejante al metanol, alcanzando el valor de
19.46+0.24 mg/g relleno. El crecimiento experimentado por la biopelicula en esta fase fue el

menor de todos suponiendo solo 1.5 veces por encima del valor de formacion de la biopelicula.

3,3,2.- Heterotrofos capaces de crecer en ausencia de oxigeno (HAO).

Los recuentos de HAO obtenidos para el etanol presentaban un incremento conforme se
aumentaba la dosificacion de fuente de carbono, al igual que lo sucedido en los ensayos con otras
fuentes de carbono. Los diferentes valores obtenidos para cada relacion C/N presentaban

diferencias estadisticamente significativas (P< 0.001) tanto para los ensayos con y sin oxigeno.

Tabla 26.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de HAO (ufc/g relleno) y la relacién

N, para los ensayos con etanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno.

Variable independiente: Relaciéon C/N

Parametro Estimacién  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 2.6917¢* 1.2662¢’ 21.2571 <0.001
Pendiente 1.9821¢* 1.8336¢’ 10.8102 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.959777 r’: 92.1173 %

Error estandar de la estimacion: 2.52222¢’

L

Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Heterotrofos capaces de crecer sin oxigeno

Variable independiente: Relaciéon C/N

Parimetro Estimacion  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 2.1526¢® 8.4522¢° 25.4681 <0.001
Pendiente 1.2441¢® 1.0044¢’ 12.3852 <0.001
Coeficiente de correlacién: 0.968916 r’: 93.8798 %

Error estandar de la estimacién: 1.71279¢’
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En la tabla 26 se representan los ajustes lineales obtenidos para cada caso. Los valores de
pendiente seguian la misma tendencia que para el resto de comunidades bacterianas ensayadas,

obteniéndose un mayor valor para los procesos sin oxigeno.

Los valores de pendiente de la recta fueron los mas bajos de las tres fuentes de carbono

ensayadas, al igual que sucedia con el tamafio de la biopelicula.

En la figura 42 se representan los valores de los recuentos y sus ajuste lineales, tanto para
el proceso con oxigeno como sin el. El mayor crecimiento se manifestd para el proceso sin
oxigeno que pasaba desde 2.86+0.18-10° ufc/g relleno, en la fase de formacion de la biopelicula
hasta 4.93+0.15-10°® ufc/g relleno para una relacion C/N de 1.08. Este incremento fue menor en
los ensayos con oxigeno que variaba desde 2.06+0.14-10° ufc/g relleno hasta 3 .64+0.075-10° ufc/g

relleno para la relacion C/N 1.3.
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Figura 42. Recuentos de HAO (ufc/g relleno) en funcidn de la relacion C/N. Ensayos

realizados con y sin O.D. y empleando etanol.
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3,3,3.- Desnitrificantes.

Los recuentos obtenidos para los desnitrificantes presentaban igualmente un incremento,
conforme se aumentaba la dosificacion de etanol. Los valores obtenidos para cada relacion C/N,
tanto en el proceso con oxigeno como sin el, presentaban diferencias estadisticamente
significativas (P<0.001), ajustandose perfectamente a una regresion lineal, tal como se refleja en
la tabla 27.

Tabla 27.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de desnitrificantes (ufc/g relleno) y

la relacion C/N, para los ensayos con etanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Desnitrificantes.

Variable independiente: Relacion C/N

Parimetro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 2.61153¢’ 1.2016¢’ 2.17324 <0.05
Pendiente 2.4566¢° 1.7400¢’ 14.118 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.975821 r’: 95.2226 %

Error estandar de la estimacion: 2.39356¢’

e

Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Desnitrificantes

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimaciéon  Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen -9.248¢° 1.8424¢’ -0.501964 <0.05
Pendiente 1.8534¢* 2.1895¢7 8.46509 <0.001
Coeficiente de correlacién: 0.93677 r*: 87.7538 %

Error estandar de la estimacion: 3.73362¢’

Los valores de pendiente de la recta que se obtenian en los ensayos con etanol fueron muy

semejantes a los del metanol, observandose para cada fuente de carbono un incremento muy
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parecido. Los valores obtenidos para los alcoholes diferian, sin embargo, de los obtenidos para

la sacarosa, los cuales fueron muy inferiores.

Para el proceso sin oxigeno habia un incremento en los recuentos que iba desde
0.36+0.057-10% ufc/g relleno, en la fase de formacion de la biopelicula hasta 3.13+0.15+ 10® ufc/
g relleno para una relacion C/N de 1.08 (figura 43), lo que suponia un incremento de casi 9 veces

el valor inicial, semejante al experimentado para las otras fuentes de carbono.
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Figura 43. Recuentos de desnitrificantes (ufc/g relleno) en funcion de la relacion C/N del

agua a tratar. Ensayos realizados con y sin O.D. y empleando etanol.

Para el proceso con oxigeno el incremento fue mayor, aunque los valores fueron
inferiores, pasando desde 0.045+0.004-10* ufc/g relleno para C/N nulo, hasta 2.16+0.2910° ufc/g

relleno, para la relacion C/N 1.3.

Los valores obtenidos para los diferentes recuentos de bacterias desnitrificantes, en los

puntos donde se obtenia un rendimiento del 100%, fueron muy semejantes para las tres fuentes
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de carbono ensayadas, tanto en presencia como en ausencia de fuente de carbono.

3.3,4.- Reductores de nitrato.

Los recuentos de reductores de nitrato manifestaban una tendencia ascendente conforme
se incrementaba la dosificacion de fuente de carbono. Los valores obtenidos para cada relacion
C/N presentaban diferencias estadisticamente significativas (P<0.001), tanto en los ensayos con

oxigeno como los realizados sin el.

Tabla 28.- Ajustes lineales obtenidos entre los recuentos de reductores de nitrato (ufc/g

relleno) y la relacion C/N, para los ensayos con etanol.

Ajuste lineal sin oxigeno y=a+ bx

Vanable dependiente: Reductores de nitrato.

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 2.5089¢’ 5.4823¢° 4.57639 <0.05
Pendiente 8.1331¢’ 7.9387¢° 10.2449 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.955516 *: 91.3011 %

Error estandar de la estimaciéon: 1.092¢’

]
Ajuste lineal con oxigeno y=a+ bx

Variable dependiente: Reductores de nitrato

Variable independiente: Relacion C/N

Parametro Estimacion Error estandar T-estadistica P-valor
Ord. Origen 4.2096¢’ 6.6535¢° 6.32688 <0.05
Pendiente 6.5499¢’ 7.9067¢° 8.284 <0.001
Coeficiente de correlacion: 0.934245 r*: 87.2813 %

Error estandar de la estimaciéon: 1.34829¢’

En la tabla 28 se representan los ajustes lineales, obtenidos para cada ensayo, observando
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como ambos procesos se ajustaban a una regresion lineal.

La pendiente obtenida para el proceso sin oxigeno, al igual que sucedi6 para los recuentos

realizados a las otras dos comunidades bacterianas, fue mayor que la del proceso en ausencia de

oxigeno. Ambas pendientes fueron superiores a las obtenidas para los ensayos realizados con

metanol y sacarosa.

Los datos de los recuentos de reductores de nitrato y sus ajustes lineales se representan

en la figura 44. Estos valores pasaban desde 0.3340.057-10° ufc/g relleno en la fase de formacion

de la biopelicula, hasta un valor de 1.23+0.057-10° ufc/g relleno para una relacion C/N 1.08, en

el ensayo realizado sin oxigeno. El valor maximo fue superior al obtenido para el metanol y

semejante al de la sacarosa en el punto donde se obtenia un 100% de rendimiento.
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Figura 44. Recuentos de reductores de nitrato (ufc/g relleno) en funcion de la relacion C/N.

Ensayos realizados con y sin O.D. y empleando etanol.
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Para el ensayo con oxigeno el incremento fue semejante, pasando de un valor de
0.37£0.069-10° ufc/g relleno, hasta 1.24+0.22-10° ufc/g relleno para una relacion C/N de 1.3, un

valor tres veces superior.

3.3,5.- Matriz de correlacién

Las tablas 29 y 30 muestran las matrices de correlacion obtenidas para los parametros

determinados en los estudios con etanol.

Tabla 29. Coeficientes de correlacion obtenidos para el ensayo con etanol sin O.D. C/N:
Relacién C/N; REND: Rendimiento en eliminacion de N; NO, Sal: Nitrato en la salida; NO, Sal: Nitrito en la
salida; Csal: Carbono en la salida; Bio: Biopelicula; HAO: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno; Des:

Desnitrificantes; Red: Reductores de nitrato.

C/N REND NO;8Sal NO,Sal Csal  Bio HAO  Des Red"-

C/N 1.00

REND 0981 1.00

NOySal -0.984 -0.999 1.00

NO,Sal -0.299 -0.410 0.373 1.00

Csal 0.746 0.847 0.829 -0.754 1.00

Bio 0983 0946 -0.955 -0.148 0.635 1.00

HAO 0960 0974 -0.981 -0.246 0.773  0.943 1.00

Des 0976 0989 -0984  -0.463 0847 0930 0944 1.00

Red 0955 0987 -0984 -0.463 0.885 0906 0958 0974 1.00

167



RESULTADOS

Nuevamente la relacion C/N se correlacionaba con los recuentos realizados para las
comunidades bacterianas ensayadas, el tamafio de la biopelicula y el rendimiento, tanto en los
ensayos con oxigeno como sin el. También se apreciaba correlacion, aunque negativa, con las
concentraciones de nitrato en la salida, no sucediendo lo mismo con las concentraciones de nitrito.
Los valores de carbono en la salida también presentaban cierta correlacion con la relacion C/N,

aunque no tan significativa.

Tabla 30. Coeficientes de correlacion obtenidos para el ensayo con etanol y con O.D.CIN:
Relacion C/N; REND: Rendimiento en eliminacion de N; NO; Sal: Nitrato en la salida; NQ, Sal: Nitrito en la
salida; Csal: Carbono en la salida; Bio: Biopelicula; HAO: Heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno; Des:

Desnitrificantes; Red: Reductores de nitrato.

C/N REND NO,;Sal NO,Sal Csal Bio HAO  Des Red -
C/N 1.00

REND 0994 1.00

NO;Sal -0.983 -0.996 1.00

NO,8al 0.283 0.347 -0.375 1.00

Csal 0.751 0.721 -0.716 -0.360 1.00

Bio 0956 0965 -0.936 0.152 0.811 1.00

HAO 0966 0967 -0.952 0.407 0.609 0.920 1.00

Des 0.935 095 -0.969 0.501 0.608 0.865 0916 1.00

Red 0933 0918 -0,898 0,296 0644 0901 0.893 0.826 1.00

Al igual que para las otras fuentes de carbono, no se apreciaba correlacion entre los

valores de nitrito en el agua de salida y el resto de parametros ensayados.
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Los recuentos obtenidos para las tres comunidades bacterianas estudiadas se
correlacionaban entre si, siendo menos significativos los coeficientes obtenidos para los reductores
de nitrato respecto a los desnitrificantes y HAO en los ensayos realizados con oxigeno. Igual

grado de correlacion se manifestaba entre los valores del tamafio de la biopelicula y los recuentos

Los valores de rendimiento, al igual que para los ensayos realizados con otras fuentes de
carbono, estaban altamente correlacionados con las comunidades bacterianas ensayadas y la
biopelicula. Igualmente las concentraciones de nitrato en el agua de salida se correlacionaban

aunque con signo negativo con las comunidades bacterianas.

4.- IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS CEPAS
DESNITRIFICANTES AISLADAS.

Cada una de las diferentes morfologias coloniales aisladas e identificadas como
desnitrificantes, se conté por separado, independientemente de los valores totales de
desnitrificantes obtenidos en los recuentos. Posteriormente se identificaron taxonémicamente,
conociendo de este modo la evolucion de cada una de las especies bacterianas desnitrificantes,

presentes en la biopelicula, en funcion del incremento en la concentracion de fuente de carbono.

El estudio se realizo para cada una de las tres fuentes de carbono ensayadas y en presencia

(4.5 mg/l) y ausencia de oxigeno disuelto en el agua a tratar.

En los seis ensayos realizados se observo como el incremento de fuente de carbono, no
solo aumentaba el nimero total de bacterias desnitrificantes presentes en la biopelicula, sino que
aumentaba también la diversidad de especies. Las diferentes especies identificadas incrementaban,
por lo general, su cantidad en la biopelicula o la descendian conforme se aumentaba la

dosificacion de fuente de carbono.
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4,1.- SACAROSA

Las identificaciones realizadas sobre las cepas aisladas en los ensayos con sacarosa y
ausencia de oxigeno (realizado en primavera de 1995), mostraban como especie desnitrificante
predominante a Pseudomonas fluorescens. Esta especie aumentaba su presencia en la biopelicula,
variando desde 2.16+0.28-107 ufc/g relleno para una relacion C/N de 0.12, hasta valores de
18.9+0.46:107 ufc/g relleno, para una relacion C/N de 2.5 (figura 45). Para la mayoria de los
recuentos realizados, esta especie se encontraba en un porcentaje algo superior al 50% del total

de los desnitrificantes presentes en la biopelicula.
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Relacién C/N

Figura 45. Nimero de bacterias desnitrificantes en funcion de la relacion C/N, obtenidos en

los ensayos con sacarosa y sin O.D. Recuentos para cada especie identificada.
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Otra de las especies mayoritarias en los ensayos sin oxigeno fue Agrobacterium
radiobacter, la cual no se identifico hasta los recuentos realizados para la relacion C/N 0.48, en
los que alcanzaba un valor de 1.126+0.6-:107, lo que suponia un 21.6% del total de los
desnitrificantes para esa relacion C/N. Conforme se incrementaba la dosificacion de fuente de
carbono, crecia el niimero de bacterias, llegando a un valor de 6.67+1.1-107 ufc/g relleno para la

relacion C/N 2.5.

Otras especies identificadas en los ensayos sin oxigeno fueron Moraxella spp, que
desaparecia para una relacion C/N 0.48, Pseudomonas pickettii que aparecia en los recuentos
realizados para la relacion C/N 1.7 o Alcaligenes denitrificans, aislado en los recuentos realizados
para la relacién C/N 0.96 y que llegaba a alcanzar un recuento de 5.16+0.76+107 ufc/g relleno, lo

cual suponia el 16.3% de los desnitrificantes presentes en la biopelicula para la relacion C/N 2.5.

En los ensayos con oxigeno disuelto en el agua a tratar (realizado en verano de 1996), a
excepcion de Al denitrificans, aislado para la relacion C/N 0.5, y Ag. radiobacter , las cepas

presentes en la biopelicula eran diferentes a las obtenidas en el proceso sin oxigeno.

Para estos ensayos con oxigeno, la especie dominante fue Kingella denitrificans, la cual
se aislaba a partir de la relacion C/N 1.0 con un recuento de 5.0+0.5- 107 ufc/g relleno (48.45%
del total de los desnitrificantes aislados) y que para la relacion C/N 2.85 alcanzaba un recuento
de 11.16+0.21-107 ufc/g relleno, lo cual suponia un 56% del total de los desnitrificantes presentes

en la biopelicula (figura 46).

Fue también significativa la presencia de cepas de Ag. radiobacter, que pasaban de un
recuento de 0.36+£0.048-10 ufc/g relleno, en la fase de formacion de la biopelicula, hasta valores
de 5.53+0.51-107 ufc/g relleno para la relacion C/N 2.85, lo cual suponia un total del 27.8% del
total de los desnitrificantes presentes en la biopelicula, valor semejante al obtenido en la fase sin

oxigeno.
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Figura 46. Niumero de bacterias desnitrificantes en funcion de la relacion C/N, obtenidos en

los ensayos con sacarosa y sin O.D. Recuentos para cada especie identificada.

Otra especie para la que se obtenian recuentos significativos fue Pseudomonas stutzeri,

la cual se aisl6 para la relacion C/N 0.5 con un recuento de 1.26+0.46-107 ufc/g relleno, llegando
a alcanzar en la relacion C/N 2.85 un valor de 2.63+0.55-10" ufc/g relleno, lo cual suponia un total

del 13.23% de los desnitrificantes aislados.

También se aislaron cepas de la especie Pseudomonas solanacearum para la relacion C/N

2.85, alcanzando solo un 2.89% del total de los desnitrificantes presentes en la biopelicula.
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4,2.- METANOL

Aligual que lo sucedido para los ensayos realizados con sacarosa, tanto los recuentos de
cepas desnitrificantes como la diversidad de especies, aumentaban conforme se incrementaba la
relacion C/N. Hay que destacar que las especies dominantes que se obtenian en el ensayo con
oxigeno fueron diferentes a las aisladas para el ensayo sin el. La formacion de la biopelicula fue
en diferente época del afio, a pesar de ello en estos ensayos se encontro cierta homologia entre

las especies presentes en la biopelicula, para los dos ensayos.
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Figura 47. Niumero de bacterias desnitrificantes en funcion de la relacion C/N, obtenidos en

los ensayos con metanol y sinQ.D. Recuentos para cada especie identificada.
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En los estudios realizados sin oxigeno (figura 47), la especie mayoritaria variaba conforme
se incrementaba la relacion C/N. Ag. radiobacter destacaba como mayoritario para la fase de
formacion de la biopelicula y para la relacion C/N 0.45, alcanzando en este punto un valor cercano
al 50%. Este porcentaje descendia para mayores dosificaciones de fuente de carbono, aunque los
recuentos se incrementaban, pasando de un valor de 2.92+0.17-107 ufc/g relleno en la fase de
formacion de la biopelicula, hasta 6.5+0.48-10 ufc/g relleno para la relacion C/N 1.1, en la que

se lograba el 100% de eliminacion del nitrogeno presente en el agua a tratar.

Ps. stutzeri, que se aislaba para los recuento realizados en la relacion C/N 0.84, alcanzaba
un recuento de 11.17+1.5-107 ufc/g relleno para la relacion C/N 1.1, por lo que destacaba como

especie dominante con un 34% del total de los desnitrificantes presentes en la biopelicula.

Junto con las dos especies descritas anteriormente, destacaba también Ps. pickettii, aislada
para la relacién C/N 0.45 con un recuento de 2.19+0.15-107 ufc/g relleno, la cual alcanzaba un
valor de 9.47+0.58-107 ufc/g relleno para la relacion C/N 1.1, lo cual suponia un 28.8% del total

de los desnitrificantes.

Otras especies aisladas fueron Al. denitrificans que no se llegd a identificar para la relacion
C/N 1.1, asi como Pseudomonas mallei y Pseudomonas denitrificans . Esta tltima especie llego
a alcanzar el 14.5% del total de los desnitrificantes presentes en la biopelicula para la relacion C/N

1.1.

Para los ensayos con oxigeno (figura 48), la bacteria desnitrificante predominante fue Ag.
radiobacter. Esta especie se aislo en la fase de formacion de la biopelicula, alcanzando un valor
de 1.49+£0.034-10” ufc/g relleno, creciendo posteriormente hasta valores de 9.37+0.24-107 ufc /g
relleno, para una relacion C/N de 1.27. Este valor suponia un 38.2% del total de los

desnitrificantes aislados en esta fase.
Junto con Ag. radiobacter, se aisl6, también en gran porcentaje, la especie Ps. fluorescens,
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que se obtenia anteriormente para los ensayos con sacarosa sin oxigeno. Esta especie apareci6 en
la fase de formacion de la biopelicula con un valor de 2.15+0.205-107 ufc/g relleno, creciendo
conforme se incrementaba la dosificacion de fuente de carbono hasta valores de 7.094+0.21-107

ufc/g relleno. Este recuento suponia un porcentaje del 28.9%.
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Figura 48. Niumero de bacterias desnitrificantes en funcion de la relacion C/N, obtenidos en

los ensayos con metanol y con O.D. Recuentos para cada especie identificada.

Otra especie significativa fue Pseudomonas pseudoflava, que solo se aislo en estos
ensayos. La especie se obtenia para una relacion C/N de 0.5 donde contaba con un recuento de
0.403+0.1-107 ufc/g relleno. Esta bacteria manifestd un crecimiento conforme aumentaba la
dosificacion de fuente de carbono, alcanzando para la relacion C/N de 1.27 un valor de

5.27+0.45-107 ufc/g relleno, un 21.47% del total de los desnitrificantes.
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Otras especies aisladas fueron Ps. stutzeri, que solo se aislo en la fase de formacion de la

biopelicula y Al. denitrificans . Esta especie se obtuvo inicialmente para una relacién C/N de 0.8,
alcanzando para la relacion C/N 1.27 un porcentaje del 11.4% de los desnitrificantes aislados en

este punto en el que se obtenia la eliminacion total del nitrogeno presente en el agua de salida.

4,4,3.- ETANOL

Los aislamientos con etanol siguieron igual tonica que el resto de ensayos, en cuanto al

crecimiento de los recuentos y diversidad de cepas desnitrificantes con respecto al incremento de

la dosificacion de fuente de carbono.
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Figura 49. Niimero de bacterias desnitrificantes en funcién de la relacién C/N, obtenidos én

los ensayos con etanol y sin O.D. Recuentos para cada especie identificada.

176



RESULTADOS

Las especies dominantes en los ensayos sin oxigeno (figura 49), realizada en mayo de
1996, ya habian sido aisladas con anterioridad en los estudio con metanol y sacarosa. Estas
especies eran Al denitrificans y Ag. radiobacter. Ambas cepas se aislaron para una relacion C/N

de 0.44, no encontrandose en la fase inicial de formacién de la biopelicula.

Al denitrificans fue la especie mayoritaria en la fase de mayor eliminacion de nitrégeno.
Esta experiment6 un crecimiento desde un valor de 3.28+0.45-107 ufc/g relleno para la relacion
C/N 0.44, hasta 12.12£1.79-10" ufc/g relleno, para la relacion 1.08, suponiendo el 38.69% del

total de los desnitrificantes aislados.

El crecimiento de Ag. radiobacter no fue tan pronunciado como para las especies
anteriores, pasando de un valor de 2.17+0.33-107 ufc/g relleno para la relacion C/N 0.44, hasta
5.42:0.62-10" ufc/g relleno, para la relacién C/N de 1.08, suponiendo para esta relacion el 17.3%

del total de los desnitrificantes presentes en la biopelicula.

Otra de las especies destacadas en el ensayo sin oxigeno fue Ps. pickettii, ya aislada
anteriormente en los ensayos con metanol y sacarosa. Esta especie se aislo en la fase de formacion
de la biopelicula, creciendo desde un valor de 1.83+0.57-107 ufc/g relleno hasta 11.46+0.48-107
ufc/g relleno, para la relacion C/N 1.08, lo cual suponia un 36.59% del total de los desnitgificantes

aislados.

La especie Pseudomonas alcaligenes, se aislo para todas las relaciones C/N ensayadas,
manifestando un incremento en los recuentos, desde 0.66+0.2-107 ufc/g relleno, hasta
2.120.36-107 ufc/g relleno, para la relacion C/N 1.08, alcanzando el 6.7% del total de los

desnitrificantes aislados.

Moraxella spp. se aislo también en estos ensayos aunque sus valores eran muy inferiores,

con respecto a los presentados por el resto de especies.
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La figura 50 muestra las especies aisladas en los ensayos con etanol en presencia de
oxigeno disuelto. En ella se observa como las especies aisladas en estos estudios, realizados en

el verano de 1996, eran semejantes a los obtenidos en los ensayos sin oxigeno.
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Figura 50. Niimero de bacterias desnitrificantes en funcion de la relacion C/N, obtenidos en

los ensayos con etanol y con O.D. Recuentos para cada especie identificada.

Nuevamente destaco Ps. pickettii, que aparecia en la fase de formacion de la biopelicula
con un valor de 0.24+0.04-107 ufc/g relleno, creciendo hasta valores de 5.42+1.22-107 ufc/g
relleno, para la relacion C/N 1.3, en la que se eliminaba por completo el nitrogeno presente en el

agua a tratar. Estos valores suponian un 25.13% del total de las cepas desnitrificantes aisladas.
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Para este ensayo Pseudomonas mendocina fue la especie predominante, la cual se aislaba
para la relacion C/N 0.96 y en para la fase de mayor rendimiento, en la que alcanzaba un valor de
13.1+2.1-107 ufc/g relleno. Esta especie que solo fue aislada en estos ensayos, representaba el

60% del total de las bacterias desnitrificantes presentes en la biopelicula.

Tanto Ps. alcaligenes como Ag. radiobacter destacaron también en estos ensayos, aunque
sus recuentos fueron inferiores a los obtenidos en la fase sin oxigeno. Ambas especies se aislaban
para la relacion C/N 1.3 alcanzando un porcentaje del 9.89% y 4.25% respectivamente, del total

de desnitrificantes presentes en la biopelicula.

Tan solo para la fase de formacion de la biopelicula se aislo la especie K. denitrificans,

desapareciendo posteriormente, para mayores relaciones C/N.

S.- ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE DE LAS CEPAS BACTERIANAS
AISLADAS.

La activadad desnitrificante de las diferentes cepas estudiadas se expresé en nmoles
N,O/ufeh, lo cual precisaba para cada cepa la determinacion de su capacidad para producir N,O
desde NOj;, en un medio donde este y la fuente de carbono no fuesen limitantes. Debido al
crecimiento bacteriano en el medio de cultivo que se empled, se precisaba también la
determinacion del nimero total de bacterias que producian la concentracion final de N,O. Las
medidas se realizaron para diferentes tiempos (6, 12, 24, 48 y 72 horas tras la inoculacion),

considerando su valor medio como la actividad desnitrificante de cada cepa.

Los valores de actividad desnitrificante obtenidos para cada una de las cepas aisladas,
presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos (P< 0.01), observindose
diferentes comportamientos para cada cepa, las cuales se agrupaban coincidiendo la mayor o

menor actividad desnitrificante con el tipo de especie taxondmica.
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Tabla 31.- Actividad desnitrificante de las diferentes cepas aisladas (ss: sacarosa sin 0.D.; sc:

sacarosa con O.D.; ms: metanol sin O.D.; me: metanol con 0.D.; es: etanol sin 0.D.; ec: etanol con 0.D.).

ENSAYO C/N ESPECIE BACTERIANA ACTIVIDAD (nmol N,0/ 10° ufc - h)
es 0 Moraxella 1.36
ec 0.47 Psedomonas alcaligenes 3.71
me 0.5 Pseudomonas pseodoflava 6.85
ms [.1 Pseudomonas mallei 10.4
me 0.8 Alcaligenes denitrificans 13.8
ms 0 Alcal igenes denitrificans 16.7
ms 0.45 Alcaligenes denitrificans 18.5
ms 0.84 Alcaligenes denitrificans 19.7
es 0 Pseudomonas pickettit 22.4
es 0.44 Pseudomonas alcaligenes 23.0
sc 24 Pseudomonas stutzeri 25.8
es 0 Pseudomonas alcaligenes 28.2
mc 1.27 Alcaligenes denitrificans 314
sc 2.40 Kingella denitrificans 35.7
S 0.96 Alcaligenes denitrificans 40.8
ss 0.12 Pseudomeonas fluorescens 41.7
ec 0 Pseudomonas pickettii 43.4
ec 0.47 Pseudomonas pickettii 457
sc 0.5 Pseudomonas stutzeri 48.8
sc 2.85 Kingella denitrificans 50.4
es 0.44 Pseudomonas picketti 50.9
ms 0 Agrobacterium radiobacter 52.0
ms 0.84 Pseudomonas stutzert 523
sc 1 Kingella denitrificans 532
sc 2.85 Pseudomonas stutzeri 534
ss 1.7 Alcaligenes denitrificans 54.7
me 0.8 Pseudomonas pseodoflava 62.5
SS 0.96 Pseudomonas fluorescens 64.9
sS 0.48 Pseudomonas fluorescens 69.3
ss 2.5 Alcal 1genes denitrificans 69.5
ec 0.96 Pseudomonas alcaligenes 76.7
me 1.27 Pseudomonas pseudoflava 77.1
sc 0.5 Alcaligenes denitrificans 81.6
ms 0.84 Pseudomonas pickettii 81.7
ss 0.48 Moraxella 84.3
ss 0.12 Moraxelia 89.5
ss 1.7 Pseudomonas pickettii 92.8
ms 1.1 Pseudomonas stutzeri 102.0
es 1.08 Moraxella 105.0
es 1.08 Pseudomonas pickettii 118.0
es 0.74 Pseudomonas pickettii 133.0
sc 2.85 Pseudomonas solanacearum 138.0
ec 0.96 Pseudomonas mendocina 144.0
ms 1.1 Pseudomonas pickettii 153.0
ec 0.96 Pseudomonas pickettit 214.0
es 0.74 Agrobacterium radiobacter 218.0
ss 2.5 Pseudomonas pickettii 222.0
sc 1 Pseudomonas stutzeri 238.0
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ENSAYO C/N ESPECIE BACTERIANA ACTIVIDAD (nmol N,0/ 10° ufc - h)
ms 1.1 Pseudomonas alcaligenes 249.0
ec 1.3 Pseudomonas pickettii 259.0
sc 0.1 Agrobacterium radiobacter 266.0
es 0.44 Agrobacterium radiobacter 274.0
ss 1.7 Pseudomonas fluorescens 2770
es 0.74 Alcaligenes denitrificans 283.0
sc 1 Agrobacterium radiobacter 292.0
me 0.065 Pseudomonas stutzeri 296.0
e 0 Kingella denitrificans 302.0
es 0.44 Alcaligenes denitrificans 309.0
me 0.065 Agrobacterium radiobacter 315.0
sc 0.5 Agrobacterium radiobacter 313.0
sc 2.4 Agrobacterium radiobacter 317.0
es 1.08 Pseudomonas alcaligenes 349.0
mc 1.27 Agrobacterium radiobacter 359.0
ss 2.5 Agrobacterium radiobacter 363.0
me 0.5 Agrobacterium radiobacter 367.0
es 0.74 Pseudomonas alcaligenes 375.0
sc 2.85 Agrobacterium radiobacter 379.0
es 1.08 Agrobacterium radiobacter 420.0
me 0.065 Pseudomonas fluorescens 4290
€s 1.08 Alcaligenes denitrificans 468.0
ss 1.7 Agrobacterium radiobacter 480.0
ms 0.45 Agrobacterium radiobacter 496.0
me 0.5 Pseudomonas fluorescens 511.0
ms 0.45 Pseudomonas pickettii 545.0
ss 2.5 Pseudomonas fluorescens 561.0
ec 0.96 Agrobacterium radiobacter 575.0
mc 0.8 Agrobacterium radiobacter 577.0
ec 13 Agrobacterium radiobacter 827.0
ec 13 Pseudomonas mendocina 828.0
me 0.8 Pseudomonas fluorescens 841.0
ec 1.3 Pseudomonas alcaligenes 1030.0
ms 1.1 Agrobacterium radiobacter 1060.0
ss 0.96 Agrobacterium radiobacter 1190.0
me 1.27 Pseudomonas fluorescens 1400.0
ss 0.48 Agrobacterium radiobacter 1540.0
ms 0.84 Agrobacterium radiobacter 1770.0

En la tabla 31 se ordenan las diferentes cepas aisladas, indicando el ensayo del que
proceden, la relacion C/N ensayada en su aislamiento, la especie a la que pertenece y su actividad
desnitrificante expresada en nmoles N,O/ufc h. El orden viene marcado por su mayor o menor

actividad desnitrificante.
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La media de todas las actividades desnitrificantes fue de 2.89-107 nmoles N,O/ ufc-h,
valor por debajo del cual se encontraban el 63% de total las cepas aisladas. Por otro lado y tras
realizar un analisis de percentiles se observo que solo el 25% del total de las cepas aisladas

superaban la actividad de 3.67-107 nmol N,O/ ufc h.

Utilizando los datos anteriormente indicados, se pretendié analizar si existia alguna
relacion entre la actividad desnitrificante de las cepas aisladas y la especie bacteriana con la que

se habian identificado taxondmicamente.

De todas las especies identificadas, destacaron por su actividad desnitrificante las
denominadas como Agrobacterium radiobacter y Pseudomonas fluorescens. Las primeras no solo
destacaban por aislarse mas frecuentemente (estaban presentes en todos los ensayos realizados),
de todas las aisladas, independientemente de la fuente de carbono empleada, el 81.8% presentaban
una actividad desnitrificante superior al valor medio y el 54.5% estaban por encima del valor

3.67-107, correspondiente al 25% de las cepas totales mas activas.

Ps. fluorescens, también destaco por su frecuencia de aislamientos, aunque no estaba
presente en todos los ensayos. Del total de cepas identificadas en esta especie, el 55.5%
presentaban una actividad superior a la media incluyéndose a su vez en el grupo del 25% mas
activo. Otras especies que destacaban por su alta actividad desnitrificante fueron Pseudomonas

mendocina 6 Pseudomonas alcaligenes.

Un comportamiento completamente contrario se observaba para las especies Pseudomonas

pickettii, Pseudomonas stutzeri, Alcaligenes denitrificans, Moraxella, Pseudomonas pseudoflava
o Kingella denitrificans. De todas ellas destacaban por su frecuencia de aislamientos Ps. pickettii,

Ps. stutzeri y Al. denitrificans de las cuales, la mayoria de las cepas presentaban una actividad

desnitrificante inferior a la media, siendo sus porcentajes de 92.3, 85.7 y 83.33% respectivamente.

Especies como Moraxella, Ps. pseudoflava, Pseudomonas mallei o Pseudomonas
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solanacearun, presentaban para todas sus cepas actividades desnitrificantes inferiores a la media

y se aislaban con menor frecuencia.

Atendiendo a la fuente de carbono, habia que destacar la influencia que tenia el aumento
en la dosificacion de esta, la cual incrementaba, por lo general, la actividad desnitrificante de las
diferentes especies. Por otro lado hay que destacar que también se observaban diferencias en la
actividad desnitrificante, en funcion de la fuente de carbono empleada y la presencia o no de

oxigeno en el proceso.
5,1.- SACAROSA

Las cepas aisladas en los ensayos con sacarosa eran, por lo general, menos activas que las
obtenidas de los ensayos con los alcoholes. El 71% de estas cepas presentaban una actividad
inferior al valor medio de actividad desnitrificante y tan solo el 16% estaban en el grupo de las
mas activas. Hay que destacar que de los seis ensayos realizados, en el de sacarosa con oxigeno
disuelto en el agua a tratar se aislaban las cepas menos activas. De todas ellas, solo el 6%

presentaban una actividad alta, estando el 73.3% por debajo de la media.

La figura 51 muestra la activadad desnitrificante de las diferentes cepas que se aislaron en
los ensayos con sacarosa y oxigeno disuelto en el agua a tratar, en funcién de la relacion C/N. En
ella se puede apreciar la mayor actividad desnitrificante presentada por las cepas de Ag.
radiobacter, la cual presentaba una tendencia ascendente conforme se incrementaba la dosificacion

de la fuente de carbono. El resto de cepas aisladas no presentaban una actividad muy destacable.

Las cepas aisladas en los ensayos sin oxigeno disuelto, presentaban mayor actividad
desnitrificante, encontrandose el 25% de ellas entre las cepas mas activas. Hay que destacar en
este ensayo el aislamiento de dos cepas de Ag. radiobacter que presentaron las mayores
actividades de las registradas para todas las cepas (figura 52). Destacaron también en este ensayo
las cepas de Ps. fluorescens aisladas, en las cuales se observa la influencia de la fuente de carbono

en su mayor actividad.
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Ag. radiobacter

K denitrificans

Ps. solanacearum
Al denitrificans

nmol/ufec h x 107
N

Ps. stitzeri

0,1 0.5 1 2.4 2.85
Relacién C/N

Figura 51. Actividad desnitrificante (nmol/ufc-h) de las cepas aisladas en los ensayos con

sacarosa y presencia de O.D., en funcion de la relacion C/N.

Si la actividad desnitrificante obtenida para cada cepa (nmol/ufc- h) en medios de cultivo
sin limitacion de nutrientes, se multiplicaba por los recuentos obtenidos para cada especie
identificada en cada relacion C/N ensayada, se obtenian valores orientativos de la actividad
desnitrificante potencial que nos permitian comparar el proceso con y sin oxigeno. Si se
comparaban los valores obtenidos empleando sacarosa (figura 53), se observaba como la
influencia del oxigeno hacia que la actividad potencial fuese inferior. Esta influencia fue mucho
mas acusada en los ensayos con sacarosa, incrementandose las diferencias conforme aumentaba
la relacion C/N, la cual aumentaba la actividad para los dos casos.Estas diferencias se debian a los

menores recuentos y actividades presentadas por las cepas aisladas en los ensayos con oxigeno.
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Figura 52. Actividad desnitrificante (nmol/ufc-h) de las cepas aisladas en los ensayos con

sacarosa en ausencia de O.D., en funcion de la relacion C/N.

5,2.- METANOL

Las cepas aisladas en los ensayos con metanol fueron las mas activas. De todas ellas solo
el 53.6% presentaban una actividad inferior a la media, siendo este porcentaje el menor de los
obtenidos para las tres fuentes de carbonoensayadas. Por otro lado destacaba que el 32.1% de las

cepas se encontraban dentro del grupo de las mas activas.

Destacaba en este caso las cepas aisladas en el ensayo con oxigeno disuelto en el agua a
tratar (figura 54),de las cuales solo el 35.7% tenian una actividad inferior a la media y el 43% se

encontraban en el grupo de mayor actividad.
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Figura 53. Comparacion de las actividades desnitrificantes potenciales obtenidas para los

ensayos con sacarosa.
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Figura 54. Actividad desnitrificante (nmol/ufc-h) de las cepas aisladas en los ensayos con

metanol en presencia de O.D., en funcion de la relacion C/N.
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Destacaban en este ensayo los aislamientos de cepas de las especies Ag. radiobacter y Ps.
fluorescens , las cuales presentaban alta actividad desnitrificante. Por lo general la actividad

desnitrificantes de cada cepa se incrementaba conforme se aumentaba la dosificacion de fuente
de carbono.
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Figura 53. Actividad desnitrificante (nmol/ufc-h) de las cepas aisladas en los ensayos con

metanol en ausencia de O.D., en funcién de la relacién C/N.

La figura 55 muestra la actividad que se obtenia para las cepas aisladas en el ensayo sin
oxigeno. Estas cepas fueron menos activas, encontrandose el 71.43% de ellas con una actividad
inferior a la media. Destacaban nuevamente los aislamientos de cepas de Ag. radiobacter por su

alta actividad, aislandose en este caso la cepa que presentd la mayor actividad desnitrificante de

todas las ensayadas.
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Nuevamente se obtuvieron los productos entre la actividad desnitrificante de cada cepa
y sus recuentos para cada relacion C/N ensayada (figura 56). En este caso no se apreciaba una
predominancia de uno de los procesos, obteniendo fases en las que el ensayo con oxigeno

presentaba mayor actividad desnitrificante potencial y viceversa.

Hay que destacar que a diferencia de lo sucedido para la sacarosa y el etanol, en este
estudio no se observé una fuerte influencia del oxigeno disuelto en el agua sobre la actividad, ya
que los procesos con oxigeno, a pesar de tener menores recuentos de microorganismos

desnitrificantes, sus cepas eran mas activas.

Si comparamos los valores de actividad desnitrificante potencial obtenidos, con los de

sacarosa y etanol, estos se asemejaban mas a los obtenidos para el etanol, siendo mas activos.
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Figura 56. Comparacion de las actividades desnitrificantes potenciales obtenidas para los

ensayos con metanol.
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5,3.- ETANOL

La actividad desnitrificante que manifestaban las cepas aisladas en los procesos, en los que
se empleo etanol como fuente de carbono, fue intermedia entre la sacarosa y el metanol. Del total
de cepas el 64.3% tenian una actividad desnitrificante inferior a la media y el 21.4% presentaban

una alta actividad.

Para esta fuente de carbono y al igual que lo sucedido en los ensayos con sacarosa existian
diferencias en la actividad de las cepas en funcion de la presencia de oxigeno, aunque no tan
acusadas. En los ensayos con oxigeno disuelto en el agua a tratar se aislaron cepas mas activas,
las cuales del total, el 33.3% estaban en el grupo de cepas con alta actividad desnitrificante, frente

al 12.5% de las aisladas en los ensayos sin oxigeno.

10 |

nmol/ufc h x 107
(=]

Ps. pickettii

0 0,47 0,96 1,3
Relaciéon C/N

Figura 57. Actividad desnitrificante (nmol/ufc-h) de las cepas aisladas en los ensayos con

etanol en presencia de O.D., en funcion de la relacion C/N.
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Las cepas aisladas en el proceso con oxigeno (figura 57) presentaban un incremento en

su actividad conforme se aumentaba la dosificacion de fuente de carbono, aislandose en dichos

proceso cepas muy activas de las especies Ag. radiobacter, Ps. mendocina y Ps. alcaligenes.

Nuevamente y para los ensayos sin oxigeno disuelto en el agua a tratar, se observd un
incremento en la actividad desnitrificante conforme se incrementaba la relacion C/N (figura 58),

aunque en este ensayo las cepas no destacaran por su alta actividad.

t~ L "
‘c 47F |
> E Al. denitrificans
L 3F
-.Li’. ' Aq. radiobacter
3 27 Ps. alcaligenes
£ :
c 1F Ps. pickettii
0 ; o S R Aﬁoraxella spp.
(] 0.44 0,74 1,08
Relacion C/N

Figura 58. Actividad desnitrificante (nmol/ufc-h) de las cepas aisladas en los ensayos con

etanol en ausencia de O.D., en funcion de la relacion C/N.

Si apreciamos el producto entre actividad y recuentos, observamos que a pesar de la
menor actividad registrada por las cepas aisladas en el proceso sin oxigeno, su mayor numero

hacian que la actividad desnitrificante potencial fuese superior a la manifestada en la fase con
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oxigeno. La activadad potencial que crecia con el incremento de la relacion C/N, fue semejante
a las manifestadas por el metanol pero al contrario de estas diferia de la obtenida en los ensayon

con oxigeno (figura 59).
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Figura 59. Comparacion de las actividades desnitrificantes potenciales obtenidas para los

ensayos con etanol.

Si representamos los valores de actividad potencial para el proceso con oxigeno, en
funcion de la actividad presentada por cada una de las cepas aisladas para cada relacion C/N
(figura 50), observamos que la mayoria de la actividad para altas relaciones C/N le correspondia
a Ps. mendocina. Para esta relacion, la mayor actividad la presentaban las cepas de Ps. alcaligenes,
pero el mayor porcentaje de cepas de Ps. mendocina, hacian predominar a estas por encima del
resto. La figura 61 muestra la separacion por especies de la actividad potencial para el ensayo sin
oxigeno. En ella se aprecia el predominio de la actividad desnitrificante manifestada por

Alcaligenes denitrificans dada por sus mayores recuentos y actividad desnitrificante.
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Figura 50. Division por especies de la actividad desnitrificante potencial, obtenida en los

ensayos con etanol en presencia de O.D.
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Figura 61. Division por especies de la actividad desnitrificante potencial, obtenida en los

ensayos con etanol en ausencia de O.D.
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6.-INFLUENCIA DE LA CARGA DE NITRATO

Mediante la variacion de la concentracion de nitrato en el agua de entrada (50-300 mg/l),
se pretendia conocer la capacidad de eliminacion de nitrogeno de la planta piloto con diferentes

cargas.

En el agua de salida se determind la concentracion de nitrato, nitrito y etanol. Las
muestras se tomaron a diferentes alturas, estudiando de este modo Ia capacidad de depuracion del
lecho bioldgico en funcion de su altura y por lo tanto de su volumen. De esta misma forma se

muestreo el relleno, estudiando la composicion y tamafio de la biopelicula.

6,1.- INFLUENCIA DE LA VARIACION DE LA CARGA SUPERFICIAL

El didmetro del cilindro, que formaba la planta piloto, no era variable, por lo que la
superficie era constante, teniendo un valor de 0.0706 m*. De este modo, para optimizar la
influencia de la carga superficial (Kg NO,/m*dia) en el funcionamiento del sistema, se varié la

concentracion de nitrato en el agua de entrada, manteniendo constante el caudal de trabajo en

271/h.

Las diferentes concentraciones ensayadas fueron variando desde 50 a 300 mg/l de nitrato,

por lo que la carga superficial varié entre 0.45 y 2.74Kg NO,/m*dia.

Para cada carga se adicion0 la cantidad de etanol necesaria para obtener el maximo
rendimiento, que era del 100% en cargas comprendidas entre 0.45 y 1.83 Kg NO,/m>dia. Para
cargas superiores comenzaban a detectarse en la salida concentraciones de nitrato y nitrito (figura
62) que llegaban a alcanzar un valor de 26.1+1 mg/l y 2.33+0.28 mg/l respectivamente. Para esta

carga el maximo rendimiento obtenido fue del 90%.

Para la mayoria de las cargas ensayadas se detectaba etanol en el agua de salida. Estas
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concentraciones de fuente de carbono tenian un tendencia descendente, hasta hacerse nulo para
una carga superficial de 0.91Kg NO,/m*dia. Para mayores cargas las concentraciones de etanol
en el agua tratada comenzaban a aumentar llegando a valores maximos de 19 mg/l, que se

registraban entre las cargas 1.83 a 2.74 Kg NO,/m*dia (figura 63).
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Figura 62. Concentraciones de nitrato y nitrito en el agua de salida, en funcion de la carga
superficial. Ensayo realizado con la dosificacion de etanol necesaria para obtener el maximo

rendimiento.

Al margen de los valores de etanol en el agua de salida, la demanda de fuente de carbono
crecia conforme se precisaba eliminar mayor cantidad de nitrato. Logicamente al trabajar al
maximo rendimiento, la concentracion de nitrato eliminado crecia conforme se aumentaba la carga
superficial. Paralelo a este crecimiento, aumentaba la cantidad de etanol consumido, pero dicha

cantidad no fue igual para todas las cargas superficiales ensayadas.
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Figura 63. Concentraciones de etanol en el agua de salida, para las diferentes cargas
superficiales ensayadas. Ensayo realizado con adiciones de etanol adecuadas para obtener el

mdximo rendimiento.

La concentracion de etanol aumentaba paralelamente a la cantidad de nitrato eliminado,
manteniendo una relacion media de 0.44+0.015 unidades de etanol por cada unidad de nitrato
eliminado. Esta relacion se mantenia entre las cargas 0.46 hasta 1.1 Kg NO,/m*dia,
descendiendo, para cargas superiores, hasta un valor de 0.375+0.017 unidades de etanol por

unidad de nitrato eliminado. esta relacion se mantuvo hasta la carga 1.83 Kg NO,/m*dia.

Para cargas superiores a 1.83 Kg NO,/m*dia, no se obtenia el 100% de eliminacién de
nitrégeno, por lo que comenzaba a detectarse en el agua tratada ciertas concentraciones, tanto
de nitrato como de nitrito. Los valores de fuente de carbono incrementaban para estas cargas
(figura 64), aumentando por ello la relacién etanol consumido/nitrato eliminado hasta el valor de

0.51£0.004.
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Figura 54. Variacion del nitrato eliminado y el carbono consumido con el incremento de la
carga supetficial. Ensayo realizado con la adicion de etanol adecuado para obtener el maximo

rendimiento.

6,1.- ESTUDIO A DIFERENTES ALTURAS DE LA INFLUENCIA DE LA CARGA
SUPERFICIAL.

Para las cargas superficiales 0.46, 0.93, 1.39, 1.85 y 2.31 Kg NO,/m*dia se tomaron
muestras de agua a diferentes alturas, estudiando las concentraciones de nitrato y nitrito en ellas.
En la tabla 32 se refleja el analisis de varianza realizado para cada altura en funcion de las
concentraciones de nitrogeno presentes en cada una, seglin la carga ensayada. Habia diferencias
estadisticamente significativas para las concentraciones de nitrégeno presentes en cada altura (P<
0.001). Por otro lado y atendiendo al test t de Student (P<0.05) se observa como entre las alturas
123 cm y 200 ¢m habia un comportamiento semejante en cuanto a las concentraciones de nitrato
presentes para las diferentes cargas superficiales. El resto de alturas presentaban concentraciones

diferentes entre si.
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Tabla 32. Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para las concentraciones de

nitrogeno presentes en las diferentes alturas de la columna en funcién de la carga superficial.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacion gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 14008.4 3502.09 79.30 P<0.001
Altura 4 524441 1311.1 29.69 P<0.001
Total (corregido) 74 22167.4

Test t de Student (P<0.05)

Altura Media Grupo
200 0.6248 a
123 2.6593 a
66 10.3047 b
10 28.7881 c
0 34.058 d

La altura que mayores concentraciones de nitrogeno presentaba era 10 ¢cm, continuada de
66 cm, descendiendo para el resto considerablemente para el resto. Entre estas dos alturas se
producia la mayor eliminacion de nitrato, justo lo contrario que entre 123 y 200 cm, las cuales no
diferian estadisticamente entre si (P<0.05). Esto hacia suponer una escasa eliminacién de nitrato

en esta zona.

St nos fijamos en la evolucion de las concentraciones de nitrato y nitrito para la carga 0.46
Kg NO,/m™dia (figura 65), se observa como habia una importante caida de la concentracion de
nitrato en los 66 primeros cm de columna, alcanzando un valor de 3.18+0.23 mg/l. Las
concentraciones de nitrito no superaron la concentracion de 1 mg/l y el etanol se consumia en esta

primera zona en el 48%, quedando en la salida un 32% del total adicionado.
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Figura 65. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho bioldgico, para la carga 0.43 Kg NO,;/m*-dia.
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Figura 66. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho biolégico, para la carga 0.93 Kg NO;/m’-dia.
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Para la carga 0.93 Kg NO,/m*dia (figura 66) el comportamiento fue semejante, a
excepcion de la fuente de carbono que para la altura 123 cm se habia consumido practicamente
toda. En este caso si se alcanzo una concentracién de nitrito mas alta, alcanzando un valor de
7.38+0.37 mg/l para la altura 66 cm. En esta altura ya se habia eliminado el 70% del total del

nitrogeno de entrada, quedando un 30% que se consumiria en los siguientes 57 cm (altura 123).

Igualmente para la carga 1.39 Kg NO,/m*dia (figura 67) en los primeros 66 cm ya se
habia eliminado el 81% del nitrogeno total. En este ensayo los valores maximos de nitrito
oscilaron en torno a 4.3+0.57 mg/l y no se consumia totalmente el etanol, apareciendo en la salida

un 20% del total adicionado.
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Figura 67. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho biolégico, para la carga 1.39 Kg NO,;/m’-dia.
Ya para la carga 1.85 Kg NO,/m*dia (figura 68) aparecia en la salida cierta concentracion
de nitrato y nitrito, siendo estas de 1.36+1.18 mg/l y 0.11£0.05 mg/l respectivamente, por lo que

no se eliminaba por completo en los 2.0 m de altura del lecho. La tendencia fue semejante a las
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cargas anteriores eliminandose en los 66 primeros centimetros el 71% del nitrogeno de entrada
y el resto se consumia a lo largo de los 134 centimetros restantes. Nuevamente no se consumia

totalmente el etanol, quedando en la salida un valor de 17.69+0.61 mg/l, un 18% del dosificado.
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Figura 68. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho biolégico, para la carga 1.85 Kg NO;/m*-dia.

La mayor carga superficial, ensayada para su comportamiento a diferentes alturas, fue 2.31
Kg NO,/m*dia (figura 69). En este caso las concentraciones de nitrato y nitrito de salida fueron
de 10.43+0.6 mg/l y 1.033+0.15 mg/l respectivamente, no siendo suficientes los 2.0 metros de
lecho para eliminarlos por completo. Igualmente el etanol no se consumié por completo,
encontrandose una concentracion de 18.76+0.21 mg/l en el agua tratada (13.4% del adicionado).
Para este ensayo se alcanzaban las mayores concentraciones de nitrito, para la altura de 66 cm,
las cuales eran de 9.3+0.7 mg/l. Si comparamos la cantidad eliminada de nitrato por centimetro
de lecho bioldgico, se observa como la parte baja de la columna era la mas efectiva. Para la carga

2.31 Kg NO,/m*dia, en los 10 primeros centimetros se eliminaba un total de 22.49 g
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NO,7 dia lo cual suponia un total de 2.25 g NO,7 dia-cm. Este valor era superior al obtenido para
los siguientes 56 c¢m (altura 66 cm), en los que se eliminaba un total de 72.17 g NO,/ dia,
suponiendo un valor de 1.29 g NO,7 dia-cm. Para mayores alturas estos valores descendian hasta

0.78 g NO;/ dia-cm para la altura 123 cm y tan solo 0.21 g NO,7 dia-cm para los restantes 77 cm
(altura 200 cm).
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Figura 69. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho bioldgico, para la carga 2.31 Kg NO,/m*-dia.

Estas tendencias seguian manteniéndose para menores cargas. Asi para la carga 1.85 Kg
NO;/m*dia, la mayor eliminacion seguia obteniéndose en los 10 primeros centimetros con un
valor de 1.43 g NO;/dia-cm, algo semejante al de los siguientes 56 cm que tenian un valor de
eliminacion de 1.38 g NO,7/dia‘cm. Los valores mas bajos seguian dandose para mayores alturas
alcanzando valores de 0.45 g NO,/dia:cm y 0.15 g NO,/dia‘cm, para 123 y 200 cm

respectivamente.
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Para menores cargas superficiales, las alturas superiores a 123 cm no presentaban
practicamente actividad, concentrandose esta casi en su totalidad en los 66 primeros centimetros

del sistema.

6,3,. VARIACIONES EN EL TAMANO DE LA BIOPELICULA EN FUNCION DE LA
CARGA SUPERFICIAL.

Para los diferentes datos obtenidos en los muestreos de biopelicula se realizo un analisis
de varianza (tabla 33), con el objeto de ver la variacion del valor de tamafio con respecto a la

carga superficial ensayada y a la altura del lecho biologico.

Tabla 33. Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los tamafios de biopelicula

determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga superficial ensayada.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacién gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 388.967 97.2417 54.44 P<0.001
Altura 2 495.71 247.855 138.76 P<0.001
Total (corregido) 44 952.552

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
0.46 22.0578 a’ 123 214973
0.93 23.289 a 64 27.0667 b
139 26.9556 b 16 293953 c
1.85 27.5 b
2.31 30.13 c

Tanto para las cargas como para las alturas se obtenian valores de tamafio de biopelicula
con diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Ninguna de las tres altura muestreadas

presentaba valores de biopelicula semejantes, siendo estos menores cuanto mayor fuese la altura
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de muestreo. Esto se repetia independientemente de la carga superficial ensayada.

En cuanto al tamafio de biopelicula en funcién de las cargas superficiales ensayadas, se
observaba cierta semejanza entre los valores obtenidos para las cargas 0.46 y 0.93 Kg NO,/m*dia

y 1.39y 1.85 Kg NO,/m*dia, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los

valores obtenidos para dichas cargas.
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Figura 70. Variacion del tamario de la biopelicula en funcién de la carga superficial ensayada

y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacion estindar.

En la figura 70 se representan las variaciones del tamafio de la biopelicula, las cuales
aumentaban conforme crecia la carga ensayada y descendian con la altura. La variacion entre la
parte baja de la columna (16 cm) y la parte alta (123 cm) oscilaba entre el 20.5 y el 32% menos
del tamafio que alcanzaba la biopelicula en dicha parte baja. Este porcentaje se incrementaba

conforme mayor era la carga superficial ensayada, lo que manifestaba un mayor crecimiento de
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la biopelicula en la parte baja que en la parte alta conforme se aumentaba la carga superficial.

6,4.- VARIACIONES EN HETEROTROFOS CAPACES DE CRECER EN AUSENCIA
DE OXIGENQ (HAO), EN FUNCION DE LA CARGA SUPERFICIAL.

Los recuentos de HAO realizados variaban en funcion de la altura de muestreo y de la
carga superficial, existiendo entre ellos diferencias estadisticamente significativas, tal como se

refleja en la tabla 34.

Tabla 34 Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los recuentos de HAQO,

determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga superficial ensayada.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrade Nivel de
Fuente de variacion el cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 8.9103¢" 2.2275e" 276.73 P<0.001
Altura 2 3.4622e" 1.7311e" 215.05 P<0.001
Total (corregido) 44 1.2678¢!®

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
0.46 5.177¢ a 123 5.955¢? a
0.93 5.935¢* b 64 6.966¢® b
1.39 6.486¢* c 16 8.102¢€ c
1.85 7.208¢8 d
2.31 8.512¢ e

Al diferencia de lo que sucedia con los estudios sobre tamafio de la biopelicula, para los
recuentos de HAO no se observaban asociaciones de comportamiento para ninguna de las cargas
ensayadas. En este caso también habia un crecimiento en los recuentos conforme crecia la carga

superficial ensayada, tal como se observa en la figura 71.
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Con respecto a la altura, habia un descenso en los recuentos conforme se ascendia por la
columna, variando los valores registrados en la parte superior (123 cm) entre un 33 y un 41%. Las
mayores diferencias se observaban para las mayores cargas ensayadas, para las cuales se puede

apreciar una mayor diferencia entre los recuentos al principio y al final de la columna.
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Figura 71. Variacion de los recuentos de HAO en funcion de la carga superficial ensayada

y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacion estindar.

6,5.- VARIACIONES DE BACTERIAS DESNITRIFICANTES, EN FUNCION DE LA
CARGA SUPERFICIAL.

Los recuentos de bacterias desnitrificantes realizados a diferentes alturas y para diferentes
cargas presentaban valores con diferencias estadisticamente significativas, tanto para las diferentes
cargas superficiales ensayadas como para las diferentes alturas.

Los recuentos crecian conforme se aumentaba la carga superficial, obteniendo los
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maximos valores para la carga 2 31 Kg NO,7 m™dia, segin se observa en el test t de Student

representado en la tabla 35.

Tabla 35 Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los recuentos de bacterias

desnitrificantes, determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga superficial
ensayada.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacion gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 5.9802e" 1.4950e" 166.72 P<0.001
Altura 2 2.6646¢" 1.3323e" 148.58 P<0.001
Total (corregido) 44 8.9856¢"®

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
0.46 1.974¢® a 123 2.259¢" a
0.93 3.095¢? b 64 3.620¢ b
1.39 3.384¢° c 16 4363 c
1.85 3.854¢® d
231 4.762¢? e

En la figura 72 se representan las variaciones en los recuentos de bacterias desnitrificantes.
Para las cinco cargas ensayadas se observaba un descenso en los recuentos que fue menos
pronunciado para la carga 0.46 Kg NO,/ m*dia, la cual presentaba los menores recuentos,

suponiendo estos un 58% menos que los registrados para la carga 2.31 Kg NO,/ m*dia.

Los recuentos obtenidos para la parte alta de la columna eran inferiores a los de las partes
bajas, oscilando entre un 37 y un 56% menos. En este estudio y a diferencia de los datos
obtenidos para otros no se observaba un incremento en los porcentajes conforme se aumentaba
la carga superficial, sucediendo mas bien todo lo contrario. Asi para la carga 2.31 Kg NO,/ m*dia

el crecimiento en la parte superior fue mayor que para el resto de cargas superficiales, a diferencia
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de lo que sucedia para los recuentos de HAQ.
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Figura 72. Variacion de los recuentos de bacterias desnitrificantes en funcion de la carga

superficial ensayada y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacion estindar.

6,6.- VARIACIONES DE BACTERIAS REDUCTORAS DE NITRATO, EN FUNCION
DE LA CARGA SUPERFICIAL.

Los recuentos de bacterias reductoras de nitrato realizados a diferentes alturas del lecho
bioldgico, presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos, tal como se refleja
en la tabla 36. No se observaba lo mismo para los valores obtenidos en funcion de las diferentes

cargas superficiales ensayadas.

Los recuentos crecian conforme se aumentaba la carga superficial, pero este crecimiento
no fue tan significativo como el observado para el resto de comunidades bacterianas ensayadas.

Los maximos recuentos se obtuvieron para las cargas 1.39 y 2.31 Kg NO,/ m*dia, entre los
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cuales no se apreciaban diferencias.

Tabla 36 Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los recuentos de bacterias

reductoras de nitrato, determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga

superficial ensayada.
Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacion gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 6.8225¢" 1.7056e" 3.92 P<0.92
Altura 2 4.6628¢*° 2.3314¢'¢ 53.60 P<0.001
Total (corregido) 44 6.9980¢!®

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
0.46 1.597¢ " oa 123 1.353¢*
1.85 17548 b 16 1.943¢" b
0.93 1.788¢ ab 64 2,101€?
2.31 1.922¢
1.39 1.933¢

En la figura 73 se representan las variaciones en los recuentos de bacterias reductoras de
nitrato, observandose como no habia homogeneidad en los crecimientos, tal como sucedia para
el resto de comunidades bacterianas estudiadas. Para las cargas 0.93, 1.39y 2.31 Kg NO,/
m?-dia, se observaba un incremento en los recuento entre la altura 16 cm y 64 cm, para la cual
presentaban los mayores valores. En el resto de cargas se observaba un leve descenso, lo cual
hacia que entre la altura 16 y 64 cm no existieran diferencia significativas en los valores de
reductores de nitrato. Para la altura 123 cm si se detectaba un descenso de los valores que suponia

entre un 23 y un 46 % menos que los valores obtenidos para la altura 64 cm.

El comportamiento de los recuentos con respecto a las cargas superficiales ensayadas, no
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seguia un caracter creciente conforme se aumentaba la concentracion de nitrato en el agua a
tratar, observando que los menores recuentos si se obtenian para la carga 0.46 Kg NO,7/ m*dia.
Los valores medios obtenidos para las cinco cargas ensayadas, no diferian entre si de modo

considerable, oscilando entre 2.42-10° ufc/ g de relleno y 1.0-10% ufe/ g relleno.
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Figura 73. Variacion de los recuentos de bacterias reductoras de nitrato en funcion de la
carga superficial ensayada y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacidn

estandar.

7.-INFLUENCIA DE LA VARIACION DE CAUDAL

Con la idea de conocer la posible influencia del crecimiento del caudal de trabajo, este se
vario entre 13. 8 /hy 54 Vh. Al ser la superficie del cilindro fija la variacion de la carga hidraulica

se debia al aumento del caudal, oscilando esta entre 4.68 y 18.33 m*/m*dia.
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Tanto el tiempo de retencion como la carga superficial de nitrato variaban al aumentar el
caudal, permaneciendo constante la concentracion de nitrato de entrada en 100 mg/l. El primero

descendia y la carga aumentaba al pasar mayor cantidad de nitrato/dia a través de la columna. Esta

oscilacion estaba entre 0.47 y 1.86 Kg NO,/m*dia.

La muestras del agua de salida se tomaron a diferentes alturas, determinando en ellas la
concentracion de nitrato, nitrito y etanol. De este modo se estudiaba la capacidad de depuracion
del lecho biologico a diferentes alturas.Igualmente se muestred el relleno, estudiando la
composicion y tamafio de la biopelicula. La toma de muestra se realizo a diferentes alturas,

conociendo asi la variacion de la biopelicula con la altura.
7,1.- INFLUENCIA DE LA VARIACION DE LA CARGA HIDRAULICA

Para cada carga hidraulica ensayada se adiciono la cantidad de etanol necesaria para
obtener el maximo rendimiento, el cual fue del 100% para las cargas comprendidas entre 4.68 y
10.18 m* m*dia. Si lo expresamos en carga superficial de nitrato la oscilacion fue entre 0.47 y
1.02 Kg NO,/m*dia. Esto valores fueron més bajos que cuando se incrementaba la concentracion

de nitrato en el agua de entrada.

Para cargas hidraulicas superiores se detectaba en el agua de salida concentraciones de
nitrato y nitrito (figura 74) que aumentaban si se incrementaba mas el caudal. Los valores mas
altos se detectaban para la mayor carga superficial ensayada, siendo estos de 9.83+0.15 mg/l para
nitrato y 5.66+0.21 mg/l para el nitrito. El maximo rendimiento alcanzado en este punto fue del
82.9%, para una carga superficial de 1.86 Kg NO,/m*dia, para la cual se observaba un mayor

rendimiento en los ensayos de variacion de la concentracion de nitrato de entrada.

Al contrario de lo que sucedia en los ensayos con variacion de la concentracion de nitrato
en el agua a tratar, para la variacion del caudal no se detectaba etanol en el agua de salida, hasta

una carga hidraulica de 11.2 m*m®dia. A partir de esta carga, la concentracion de etanol se
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incrementaba, alcanzando un maximo de 13.39+0.96 mg/l para una carga de 18.33 m’/m*dia

(figura 75).
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Figura 74. Concentraciones de nitrato y nitrito en el agua de salida, en funcion de la carga

hidréulica. Ensayo realizado con la dosificacién de etanol necesaria para obtener el mdximo

rendimiento.

Independientemente de la presencia de etanol en el agua de salida, la demanda de fuente
de carbono crecia conforme se precisaba eliminar mayor cantidad de nitrato. Logicamente al
aumentar el caudal, la cantidad de nitrato a eliminar era superior, por lo que para trabajar al

méximo rendimiento, se precisaba mayor cantidad de etanol.

El consumo de etanol crecia paralelamente a la cantidad de nitrato eliminado (figura 76),

sin embargo la relacién etanol consumido/nitrato eliminado descendia entre las cargas 4.68 y 8.05
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m’/m’-dia desde 0.5 hasta 0.43. Para estas cargas la concentracion de etanol precisada en el agua
de entrada, necesaria para eliminar el 100% del nitrogeno presente en el agua, descendia desde
51.07 mg/l hasta 44.15 mg/L.
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Figura 75. Concentraciones de etanol en el agua de salida, para las diferentes cargas
hidraulicas ensayadas. Ensayo realizado con adiciones de etanol adecuadas para obtener el

mdximo rendimiento.

Para mayores cargas hidraulicas se experimentaba un incremento en la relacion etanol
consumido/nitrato eliminado, hasta un valor de 0.52 para 14.26 m*/m*dia, el maximo alcanzado,
de todas las cargas ensayadas. La concentracion de etanol necesaria para esta carga fue de 51.17
mg/l y posteriormente esta se incremento, pero no la relacion, debido al aumento de las

concentraciones de etanol en el agua de salida.
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Figura 76. Variacion del nitrato eliminado y el etanol consumido con el incremento de la
carga hidraulica. Ensayo realizado con la adicion de etanol adecuada para obtener el mdximo

rendimiento.

7,2.- ESTUDIO A DIFERENTES ALTURAS DE LA INFLUENCIA DE LA CARGA
SUPERFICIAL.

Las cargas hidraulicas ensayadas para el estudio a diferentes alturas fueron 4.68, 8.05,
10.18, 14.26 y 18.33 m’/ m*dia. Las muestras de agua tomadas se analizaron para su
concentracion en nitrato, nitrito y etanol. Para cada altura muestreada se determinaron las
concentraciones de nitrogeno presentes en el agua, observando que existian diferencias
estadisticamente significativas tanto para las diferentes alturas como cargas hidraulicas ensayadas

(tabla 37).
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Tabla 37. Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para las concentraciones de

nitrogeno presentes en las diferentes alturas de la columna en funcion de la carga hidraulica.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacion gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 131.457 32.8642 18.16 P<0.001
Altura 4 5346.86 1336.72 738.73 P<0.001
Total (corregido) 74 5597.75

Test t de Student (P<0.05)

Altura Media Grupo Cargas Media Grupo
200 1.1662 a 8.04 9.5273 a
123 2.68633 b 10.18 9.8403 a
66 9.14553 c 4.86 9.87013 a
10 17.9333 d 14.26 11.2393 b
0 22.862 e 18.33 13.0813 c

Al contrario de lo que sucedia con las variaciones de la concentracion de nitrato del agua
de entrada, para este ensayo no se observaban semejanzas en el comportamiento de cada altura,
con respecto a las concentraciones de nitrogeno presentes en ellas. Esto indicaba que existia

eliminacion de nitrdgeno a lo largo de todo el lecho biologico.

Si atendemos al comportamiento de las diferentes cargas hidraulicas ensayadas, se
observaba que 4.68, 8.04 y 10.18 m* m’dia tenian un comportamiento semejante, variando este
para 1123 m*/ m*>dia y 18.33 m’/ m*dia, que a su vez eran diferentes entre si. Las dos dltimas
cargas presentaban mayores concentraciones medias de nitrogeno, indicativo de que no se
eliminaba todo el nitrato presente en el agua de entrada y que para 18.33 m’/ m*-dia, se eliminaba

aun en menor cantidad.

Atendiendo a los valores medios obtenidos para cada altura, se observa como los mayores
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descensos se daban entre la entrada y los 10 primeros cm, con un descenso medio de 4.93 mg/l
de nitrogeno y entre esta altura y 66 cm con un descenso medio de 8.79 mg/l. Al igual que lo
sucedido en los ensayos de carga superficial, los mayores rendimientos del sistema se daban en
la parte baja de la columna. Para este caso la zona comprendida entre los 66 cm y 123 cm influjan

mas en la eliminacion de nitrato, descendiendo esta considerablemente para los Gltimos 77 cm.
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Figura 77. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho biolégico, para la carga hidrdulica 4.68 m’/ m*-dia.

La evolucion de las concentraciones de nitrato y nitrito para la carga hidraulica 4.68
m’/m*dia (figura 77), fue semejante a la demostrada para las cargas 8.05 y 10.18 m*/m*dia
(figuras 78 y 79). En tales ensayos se observaba como habia una importante caida de la
concentracion de nitrato en los 66 primeros cm de columna, desapareciendo posteriormente en

la altura 123 cm.
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Figura 78. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho biolégico, para la carga hidrdulica 8.05 m’/ m’-dia.

En la altura 66 cm se habia eliminado entre el 60 y el 73% del total del nitrogeno de
entrada y ya para la altura 123 c¢m se habia eliminado casi el 100% no siendo necesarios los 77
restantes centimetros del lechos bioldgico. Donde se observé cierta diferencia fue para las
concentraciones de nitrito, las cuales alcanzaban su valor maximo a lo 10 cm para las cargas
hidraulicas 4.68 y 8.05 m* m*dia, siendo esta de 11+1.87 mg/ly 7.92+0.76 mg/l respectivamente.
Para la carga hidraulica 10.18 m* m*dia, la altura donde se registraba la mayor concentracion de

nitrito se desplazaba hasta la altura 123 c¢m, alcanzando el valor de 7.96+0.15 mg/l.

Para la carga hidraulica 14.26 m*/ m*dia (figura 80), se obtenia una eliminacion del 75%
en la altura 123 cm, no siendo capaz el resto del lecho de eliminar el nitrato presente en el agua,
observandose una concentracion media de nitrato y nitrito en el agua de salida de 4.56=0.68 mg’l
y 2.65+0.05 mg/l respectivamente. El punto donde se obtenia la mayor concentracion de nitrito

volvié a desplazarse hacia arriba, alcanzando un valor de 6.63+0.2 mg/l en la altura 123 ¢cm.
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Figura 79. Variacién de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho bioldgico, para la carga hidrdulica 10.18 m’/ ni-dia.
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Figura 80. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcién de la

altura del lecho bioldgico, para la carga hidrdulica 14.26 m’/ ni’-dia.
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Al contrario de lo sucedido para menores cargas hidraulicas, para 14.26 m*/m>dia, se
detectaban ciertas concentraciones de etanol en el agua de salida, alcanzando estas un valor de
2.52+0.17 mg/1
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Figura 81. Variacion de las concentraciones de nitrato, nitrito y etanol, en funcion de la

altura del lecho biolégico, para la carga hidrdaulica 18.33 m’/ m*-dia.

El rendimiento alcanzado para la carga 18.33 m*/ m*dia (figura 81), en la altura 123 cm
fue del 71.6% del total del nitrogeno presente en el agua de entrada. Nuevamente los 77
centimetros restantes no eran capaces de eliminar por completo el nitrogeno restante, alcanzando
tanto el nitrato y el nitrito una concentracion de salida de 9.83+£0.15 mg/l y 5.68+0.21 mg/l

respectivamente.

Los maximos valores de nitrito se alcanzaban para la carga 18.33 m’/ m*dia a una altura

de 66 cm, con una concentracion de 5.58+0.38 mg/l que se mantenia para el resto de alturas e
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incluso en el agua de salida. Nuevamente, la concentracion de etanol dosificada en el agua de
entrada no se consumia por completo, por lo que se apreciaba en la salida concentraciones de
13.39+0.96 mg/l

7,3,. VARIACIONES EN EL TAMANO DE LA BIOPELICULA EN FUNCION DE LA
CARGA HIDRAULICA.

Los valores de tamafio de biopelicula obtenidos tanto para las diferentes alturas, como
para las diferentes cargas hidraulicas ensayadas, presentaban diferencias estadisticas entre si, tal

como se muestra en la tabla 38.

Tabla 38. Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los tamafios de biopelicula

determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga hidrdulica ensayada.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacion gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 278.927 69.7317 112.46 P<0.001
Altura 2 245.882 122.941 198.27 P<0.001
Total {corregido) 44 548372

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
4.68 21.4944 a 123 21.5153
8.04 22.5033 b 64 25.6133 b
10.18 247467 ¢ 16 27.0367 c
14.26 26.7667 d
18.33 28.1089 e

El tamafio de la biopelicula variaba en funcion de la altura, observandose nuevamente los

valores mas altos en las zonas mas bajas del lecho biologico. Estos valores crecian igualmente
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conforme se aumentaba la carga hidraulica ensayada.

Las diferencias de tamafio no fueron muy pronunciadas, tal como se aprecia en la figura
82. Asi entre la parte baja (10 cm) y la parte alta (123 cm) se apreciaba una diferencia media del
20.4% 'y entre la carga 4.68 m’/ m*dia y 18.33 m* m*dia esta era del 23.5%. Las mayores
diferencias se observaron por lo general entre la altura 10 cm y 66 cm, aunque para cada carga

habia comportamientos diferentes en este aspecto.
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Figura 82. variacion del tamafio de la biopelicula en funcion de la carga hidrdulica ensayada

y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacion estindar.

Los mayores descensos en el tamafio de la biopelicula se registraban para las cargas 4.68,
8.05 y 10.18 m*/ m*dia, entre la altura 66 cm y 123 cm, siendo estos del 26.79, 19 y 18.41%
respectivamente. En esta zona y para las cargas ensayadas se registraban bajas concentraciones

de nutrientes con respecto a las obtenidas en las partes bajas.
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Para la carga 14.26 m’/ m™dia, apenas se apreciaba descenso siendo este del 7% entre los
10y 66 cm y a casi del 1% entre 66 cmy 123 cm. Ya para este ensayo, las concentraciones de

nutrientes en las partes altas de la columna eran superiores.

La carga 18.33 m’/ m*dia que presentaba los mayores valores de biopelicula para todas
las alturas muestreadas, presentaba un descenso semejante al de la carga hidraulica anterior entre

las alturas 10 y 66 cm duplicandose este (12.34%) entre las alturas 66 y 123 cm.

7,4.- VARIACIONES EN HETEROTROFOS CAPACES DE CRECER EN AUSENCIA
DE OXIGENO (HAO), EN FUNCION DE LA CARGA HIDRAULICA.

Los recuentos de HAO realizados variaban en funcion de la altura del lecho biolégico y
de la carga hidraulica ensayada. Tanto para las alturas como para las diferentes cargas, se
obtenian recuentos con diferencias estadisticamente significativas entre ellos, tal como se refleja

en la tabla 39.

Tabla 39 Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los recuentos de HAO,

determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga hidrdulica ensayada.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacion el cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 1.8871e" 4.7176€* 52.16 P<0.001
Altura 2 1.7266¢" 8.6334e' 95.45 P<0.001
Total (corregido) 44 3.9574e"

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
4.68 4.884¢? a 123 4.972¢* a
8.05 5.363¢® b 64 6.031¢€ b
10.18 5.777e8‘ c 16 6.442¢€ c
14.26 6.432€* d
18.33 6.617¢?
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Los valores medios de recuentos, obtenidos para cada altura, diferian entre si, siendo algo

mas parecidas entre la altura 10 y 66 cm y variando en un 17.5% entre las alturas 66 y 123 cm.

En cuanto a los valores obtenidos para las diferentes cargas ensayadas, estos crecian por
lo general al aumentar la carga hidraulica variando entre la carga 4.68 m*/ m*dia y 18.33 m?/
m*dia un 26%. Hay que destacar que la carga 14.26 y 18.33 m’/ m*dia no presentaban

diferencias entre sus valores.

Tanto la carga 14.26 y 18.33 m’/ m*dia presentaban las menores variaciones en los
recuentos siendo estas del 6% y 5.54% respectivamente entre la altura 10y 66 cmy 5.91% y

7.1% entre las alturas 66 y 123 cm.

8_

S &l

x -

0

[y

K

s |

o 4T

2

I L

5 27
07.,,|v..l.v.l. P N N S WA S WSS
0 20 40 60 80 100 120 140

Altura (cm)

Figura 83. Variacion de los recuentos de HAO en funcion de la carga hidrdulica ensayada

y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacion estindar.

Para el resto de cargas, los mayores descensos se observaban entre la altura 66 y 123 cm,
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siendo estos del 28.4% para las cargas 4.68 y 8.05 m* m*dia y 21.75% para la carga 10.18 m’/
m*dia. Fue significativo también el descenso para la carga 4.68 m’/ m*dia entre los 10 y 66 cm,

alcanzando este el valor de 11.7%.

7,5.- VARIACIONES DE BACTERIAS DESNITRIFICANTES, EN FUNCION DE LA
CARGA HIDRAULICA.

Los recuentos de bacterias desnitrificantes realizados a diferentes alturas y para diferentes
cargas hidraulicas ensayadas presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ellos,

tal como se observa en la tabla 40.

Tabla 40 Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los recuentos de bacterias

desnitrificantes, determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga hidrdulica

ensayada.
Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacion gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 1.1824¢" 2.9559¢'¢ 68.16 P<0.001
Altura 2 2.9334e" 1.4667¢" 338.21 P<0.001
Total (corregido) 44 4.2806e"

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
4.68 2.505¢® a 123 2.181¢? a
8.05 2.913¢* b 64 3.508¢* b
10.18 3.297¢° c 16 4.108¢* c
14.26 3.682¢° d
18.33 3.932¢° e

Al igual que lo sucedido para los estudios de biopelicula y HAO, habia un descenso en los

recuentos a mayor altura del lecho biolégico, con una diferencia media entre la parte baja (10 cm)
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y la parte alta (123 cm) del 47%. Igualmente habia un crecimiento en los recuentos conforme se
aumentaba la carga hidraulica, obteniendo los maximos valores para la carga 18.33 m* m?dia,

la cual diferia un 36.4% de la carga 4.68 m* m*dia.

El maximo recuento obtenido para las bacterias desnitrificantes fue de 4.52+0.68-1 0%, dado
para la carga hidraulica 18.33 m’ m™dia y en la parte baja de la columna (10 cm). Este recuento
experiment6 un descenso del 7.1% para la altura 66 cm y del 27% con respecto de la anterior para
una altura de 123 cm. Este recuento, a pesar del descenso, era superior al obtenido para las

restantes cargas hidraulicas ensayadas en la misma altura (figura 84).
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Figura 84. Variacion de los recuentos de bacterias desnitrificantes en funcion de la carga

hidraulica ensayada y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacion estindar.

El comportamiento de los recuentos para la carga 14.26 m*/ m*dia fue semejante al de

la carga superior, pero sus valores eran inferiores en un 6.4%. Para cargas inferiores los
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descensos segun las alturas se hacian mas pronunciados, siendo estos del 18.87%, 19.19% y
17.78% para las cargas 4.68, 8.05 y 10.18 m?* m’dia respectivamente, entre las alturas 10 y 66
cm. Estos descensos se hacian mucho maés pronunciados entre las alturas 66 y 123 cm ,
alcanzando valores de 50%, 51.25% y 44%. Para estas cargas y a estas alturas apenas habia

nutrientes.

La mayor carga superficial que se obtenia en los ensayos con aumento del caudal de
trabajo fue de 1.86 Kg NO,/ m*dia. Los recuentos de desnitrificantes en este punto para la altura
10 cm fueron un 9.4% inferiores que los obtenidos en los ensayos con incremento de la
concentracion de nitrato en el agua de entrada, pero los descensos obtenidos para mayores
alturas, fueron mas grandes, obteniendo para 123 cm un recuento mayor en los ensayos con

variacion de caudal.

7,6.- VARIACIONES DE BACTERIAS REDUCTORAS DE NITRATO, EN FUNCION
DE LA CARGA HIDRAULICA.

Para los diferentes recuentos de bacterias reductoras de nitrato realizados tanto a
diferentes alturas del lecho biologico, como para diferentes cargas hidraulicas, se observaban

diferencias estadisticamente significativas entre ellos, tal como se refleja en la tabla 41.

Los recuentos descendian al igual que sucedio para el resto de comunidades bacterianas
ensayadas, para mayores alturas, obteniéndose una diferencia del 40% entre las partes bajas del

lecho biologico y las zonas altas.
Conforme se aumentaba la carga hidraulica, también se observaba un incremento en los

recuentos, pero este crecimiento no fue significativo entre las tres primeras cargas ensayadas,

observandose diferencias para 14.26 y 18.33 m*/ m*dia.
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Tabla 41.- Andlisis de Varianza y test t de Student realizado para los recuentos de bacterias

reductoras de nitrato, determinados para las diferentes alturas de la columna y la carga

hidraulica ensayada.

Analisis de varianza

Suma de los Cuadrado Nivel de
Fuente de variacién gl cuadrados medio F-calculada significancia
Cargas 4 2.5709¢'® 6.4273¢" 1433 P<0.001
Altura 2 2.7371e'¢ 1.3685¢'¢ 30.52 P<0.001
Total (corregido) 44 7.0120e'

Test t de Student (P<0.05)

Carga Media Grupo Altura Media Grupo
4.68 0.935¢? a 123 0.914¢?
10.18 1.078¢? a 64 1.206¢ b
8.05 1.086¢? a 16 1.518¢? c
14.26 1.356¢? b
1833 1.605¢® c
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Figura 85. Variacion de los recuentos de bacterias reductoras de nitrato en funcion de lu
carga hidrdulica ensayada y la altura de muestreo. Las barras representan la desviacion

estandar.
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En la figura 85 se representan las variaciones en los recuentos de bacterias reductoras de
nitrato. Los mayores recuentos se obtenian en la altura 10 cm para las cargas hidraulicas 18.33
y 8.05 m*/ m™dia. Para la primera se producian descensos con la altura mas suaves que para la

segunda la cual descendia entre los 10y 123 cm un 70%.

Las cargas hidraulicas 14.26 v 10.18 m* m>dta, no presentaban fuertes variaciones en
sus recuentos observandose un descenso del 0.2% y 15.7% respectivamente entre las alturas 10

y 66 cm. Entre los 66 y 123 cm, los descensos fueron del 20% y 1.96%.



V.- Discusion.




DISCUSION

1.- INFLUENCIA DE LA FUENTE DE CARBONO.

La eliminacion biologica de nitrato, mediante desnitrificacion, requiere la presencia de una
fuente de carbono, la cual por via catabolica se comporta como un donador de electrones,
oxidandose hasta CO,. Los electrones son cedidos mediante la accion enzimatica a una cadena
de transporte de ¢, implicandose estos en una serie de reducciones que dan lugar a la produccion
de energia en forma de ATP. Para el empleo de NO;", como aceptor de electrones en la cadena
respiratoria de bacterias desnitrificantes, se hace pues precisa, la oxidacion de una fuente organica
de carbono, en bacterias heterotrofas, permitiendo asi la obtencidén de energia para realizar sus

funciones metabdlicas.

La aplicacion de este proceso biologico a la potabilizacion de aguas subterraneas
contaminadas con nitrato, nos obliga a adicionar una fuente de carbono, al no encontrase esta
disponible en este tipo de agua. Ahora bien, si esta claro que se debe emplear un donador de

electrones, no lo esta tanto, cual se debe usar.

Las bacterias son microorganismos procariotas, reconocidos por su capacidad de
adaptacion a los factores adversos, incluido la falta de fuente de carbono organica. Se han descrito
multiples casos de degradacion de xenobiéticos por parte de bacterias, los cuales pueden ser
empleados como fuente de carbono (Gheewala and Annachhatre, 1997). Esta adaptabilidad es
fruto de mutacion y seleccidn, que permiten a las bacterias, incluidos los desnitrificantes, emplear
las mas inverosimiles moléculas (Stainer ef al, 1988). En esta linea se han descrito casos de
desnitrificacion empleando moléculas como la anilina (Owen ef al, 1994), trihalometano (Takasaki
et al, 1992), fenol o aminas (Nguyen and Shieh, 1995), pero ninguno de los casos destacaba por
sus altos valores en actividad desnitrificante. Igualmente se han descrito casos de desnitrificacion
empleando molécula complejas como fango hidrolizado (Aesey and @degard, 1993) o la celulosa
presente en el papel (Volokita e al, 1996). Para ambos casos se precisaba la accion de otros
microorganismos descomponedores, los cuales producian moléculas de menor tamafio. Estas

sustancias mas sencillas son empleadas por las bacterias desnitrificantes como donadoras de
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electrones en los procesos catabdlicos. Parece logico pues, que para conseguir una alta actividad
desnitrificante, el donador de electrones deba ser una molécula cuyo empleo suponga el menor
gasto energético posible a la célula bacteriana. Este tipo de moléculas seran empleadas
principalmente por las bacterias desnitrificantes. En la bibliografia se describen algunas de estas
fuentes de carbono facilmente metabolizables, destacando azticares como glucosa o sacarosa,

alcoholes como etanol o metanol o 4cides como acético o lactico (Akunna et al, 1993).

Los principales procesos en los que se han empleado estas fuentes de carbono, con el
objeto de eliminar nitrato mediante desnitrificacion, son los tratamientos de aguas residuales
(Nyberg et al, 1992), o tratamientos del medio natural, mediante aplicaciones directas
(Christensen, 1992). También se han realizado multiple estudios "in-vitro" (Egert et al, 1993),
indicando todos ellos la versatilidad del proceso. Ahora bien, sobre el comportamiento de este
proceso y sus aplicaciones a la potabilizacion de aguas subterraneas, empleando fuentes de

carbono facilmente metabolizables, poco se conoce.

En esta linea se seleccionaron una serie de donadores orgéanicos de electrones, para su
empleo en filtros sumergidos, teniendo en cuenta no solo su facil metabolizacién por bacterias,
sino también caracteres como su manejabilidad, facilidad de dosificacion, y su coste econémico.
Las fuentes de carbono seleccionadas fueron sacarosa, metanol y etanol. Todas ellas se habian
ensayado con anterioridad, para su aplicacion en desnitrificacion (Dahab and Lee, 1992; Nurizzo

and Mezzanotte, 1992; Janning ef al, 1995), ofreciendo diferentes ventajas y desventajas.

Drtil et al (1995) describian una relacién estequiométrica para las reacciones
desasimilatorias de nitrato y nitrito empleando un donador orgénico de electrones, basiandose en
el modelo cinético dado por Randall ez al (1992).

CH,0, + 2x+%y-z)NO; = xCO, + %yH,0+ (2x+4%1y-z)NO,

3C.H,0, + (4x+y-2z)NO, = 3xCO, + (y-2x+z)H,0+ (4x+y-2z)OH+(2x+%y-zZ)N,
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Si aplicamos esta relacion estequiométrica para la sacarosa (C,,H,,0,,), considerando el
consiguiente aporte de H', dado en una cadena de transporte de electrones, la relacion quedaria

como:

5C,H,,0,, + 48NO, + 48H* - 60CO, + 79H,0+24N,

De esta relacion estequiométrica se desprende que para la eliminacion total del nitrato se
precisa una relacion de 0.57 unidades de sacarosa por unidad de nitrato a eliminar. Los valores
reales obtenidos en la planta piloto, difieren de los tedricos, siendo los primeros superiores. Para
la eliminacion de una unidad de nitrato se precisaban 1.33 unidades de sacarosa. Esto suponia un
empleo de la sacarosa, no solo para los procesos desasimilatorios de desnitrificacion, sino también

para otros procesos metabdlicos desarrollados en la biopelicula.

Para las condiciones de trabajo (100 mg/l de NO; en el agua de entrada, caudal de trabajo
de 27 1/h, 0 mg/l de O, disuelto en el agua a tratar y volumen de reactor de 0.141 m’), el
incremento en la dosificacion de sacarosa aumentaba las concentraciones de nitrato eliminado del
agua contaminada, ajustandose el proceso a una regresion lineal. Debido a que la ordenada en el
origen, obtenida en los ajustes, era superior a 0, conforme se aumentaba la dosificacion de fuente
de carbono, la relacion sacarosa adicionada/nitrato eliminado aumentaba, debido a la eliminacion

inicial sin previa dosificacion de sacarosa.

La formacion de la biopelicula se realizo mediante la recirculacion de licor mezcla de un
reactor de fangos activados. En este indculo habia gran cantidad de materia organica que podria
actuar como donadora de electrones en la eliminacion previa de nitrato. Esto seria motivo por el
cual la relacion sacarosa/nitrato debia estar por debajo del valor estequiométrico, sin embargo este
fue casi el doble, implicando un consumo de sacarosa en otros procesos metabolicos desarrollados

POTr MiCroorganismos.

Chen y Lin (1993) describian igualmente la relacion estequiométrica existente en los
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procesos de desnitrificacion empleando metanol como fuente de carbono:

SCH,OH + 6NO, + 6H'= 5CO, + 13H,0+ 3N,

De la relacion estequiométrica se desprende que la relacion metanol adicionado/nitrato
eliminado, para una eliminacion total del nitrato presente en el medio, via desnitrificacion, es de
0.43. Igualmente este valor era inferior al obtenido en la planta piloto, el cual era de 0.63. Esta
relacion se mantenia a lo largo de todo el ajuste lineal, ya que este partia desde una ordenada en
el origen de valor 0. Esto no implicaba que en ausencia de metanol no se consumiese nitrato por
parte del sistema, ya que esto si se producia. El ajuste lineal partia de 0, debido a que la cantidad
a adicionar de metanol para igualar el rendimiento, a la fase sin adicion de fuente de carbono, era

superior al precisado por las otras fuentes de carbono.

Logicamente las bacterias que forman la biopelicula, son las contenidas en el licor mezcla
del reactor de fangos activados. Estas bacterias emplean como fuentes de carbono compuestos
procedentes de la hidrolisis de los compuestos organicos del agua residual, por lo que precisan
un periodo de adaptacion para emplear la fuente de carbono dosificada en la planta piloto (Kang
et al, 1992). Esta adaptacion puede deberse bien a cambios enzimaticos en la flora bacteriana que
forma inicialmente la biopelicula o bien a un enriquecimiento selectivo en los MmICTroOrganismos
que la componen, que si bien estaban presentes en el licor mezcla, era en muy bajo numero
(Akunna et al, 1993). Hallin et al (1996), observaron que la fase de adaptacion a la nueva fuente
de carbono, no era igual en todos los casos, indicando que esta era mas lenta en los ensayos
realizados con metanol. Esta parecia ser la causa de la necesidad de mayor dosificacion para
obtener los mismos rendimientos que sin adicion externa de fuente de carbono, ya que la
dosificacion de metanol, para conseguir el rendimiento obtenido sin su adicion, fue de 27 mg/l,

mientras que para la sacarosa y el etanol era de 19.7 mg/l y 11.5 mg/I respectivamente.

Para el proceso de desnitrificacion con etanol, Constantin y Fick (1997) describian como

relacion estequiométrica la siguiente:
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5C,H,OH +12NO; + 12H*= 10CO, + 21H,0+ 6N,

La relacion para la ecuacion estequiométrica es de 0.309 unidades de etanol por cada
unidad de nitrato eliminado, cuando esta es completa. Tampoco en este caso la relacion fue
semejante, volviendo esta a ser superior (0.46). El comportamiento del sistema fue parecido a la

sacarosa, en cuanto a la adaptacion inicial, dando una ordenada en el origen cercana.

De los ajustes lineales se desprende que los rendimientos del sistema fueron mejores para
el etanol, que para el metanol y los de este, mejores que los de la sacarosa, a pesar de su mayor
periodo de adaptacion. Este orden fue idéntico al que se desprendia de las relaciones
estequiométricas, quedando claro que en los tres casos la fuente de carbono era empleada en la

biopelicula para otros procesos metabdlicos, ademas de la desnitrificacion.

Para la eliminacion total de los 100 mg/l de nitrato, presentes en el agua contaminada, los
consumos diarios de fuente de carbono obedecian a las relaciones obtenidas, siendo estos de 37
ml para el etanol, 49.8 ml para el metanol y 86.0 g para la sacarosa. Estas cantidades eran
inferiores si solo se pretendia ajustar la concentracion de nitrato al maximo admisible marcado por
la legislacion (B.O.E. 1138/1990). Asi si se pretendia eliminar una concentracion de 60 mg/l de
nitrato para cumplir con la legislacion y dar un margen de seguridad, las cantidades diarias
empleadas eran de 20 ml de etanol, 31 ml de metanol y 42 g de sacarosa. Para este caso seguia

el etanol dando mejores rendimientos y la sacarosa los peores.

Para las tres fuentes de carbono ensayadas se obtenia una alta correlacion (con signo
negativo) entre la concentracion de nitrato en el agua de salida y la relacion C/N. No sucedia lo
mismo con las concentraciones de nitrito, las cuales aumentaban al principio conforme se
incrementaba la dosificacion de fuente de carbono, para posteriormente desaparecer, en los puntos

donde se eliminaba completamente el nitrogeno del agua contaminada.

El proceso de reduccion de nitrato a nitrito, realizado por la enzima nitrato reductasa,

233



DISCUSION

puede seguir tanto por via asimilatoria, empleandose como fuente de nitrogeno, o bien por via
desasimilatoria, comportandose como un aceptor de electrones (Mc Nall and Atkinson, 1956;
Mac Nall and Atkinson 1957). Los dos procesos pueden ser realizados por bacterias
desnitrificantes de modo simultaneo y el primero es realizado por la mayoria de las bacterias, las
cuales pueden estar presentes en la biopelicula (reductores de nitrato). La posibilidad de darse
estos dos procesos, puede ser causa de la presencia de nitrito en el agua tratada, en funcion de
la concentracion de fuente de carbono adicionada. Constantin y Fick (1997) estudiaron la
aplicabilidad de los procesos biolégicos de desnitrificacion para depurar aguas residuales
industriales con alto contenido en nitrato, empleando una concentracién en exceso de fuente de
carbono. Estos autores indicaban que solo en la fase de iniciaciéon del proceso se obtenian nitritos.
Logicamente si predomina la desnitrificacién, para lo cual se precisa una adecuada cantidad de
donador de electrones, el nitrito se reduce por completo, via desasimilatoria, al igual que el
nitrato. Si esta concentracion de fuente de carbono no es suficiente o la flora bacteriana no esté
adaptada a su empleo, el nitrito se produce por via asimilatoria y aparece en el agua de salida.
Betlach y Tiedje (1981), indicaban que las acumulaciones de nitrito en un medio de cultivo donde
crecian bacterias desnitrificantes, se debia a una insuficiente concentracion de fuente de carbono,

este efecto podia ser el responsable de las acumulaciones de nitrito en la planta piloto.

Si atendemos a los valores obtenidos en funcién de la relacion C/N, observamos que para
los tres procesos ensayados, habia un incremento inicial, cuando se empleaban pequefias
concentraciones de fuente de carbono, en las concentraciones de nitrito. Posteriormente las
concentraciones descendian para mayores relaciones C/N, al igual que sucedia con el nitrato. Esto
indicaba un mayor predominio de los procesos de desnitrificacion para altas concentraciones de
fuente de carbono, en las cuales tanto en nitrato como el nitrito pueden comportarse como

aceptores de electrones.

La concentracion de nitrito, aunque tenia una tendencia parecida para las tres fuentes de
carbono ensayadas, variaba en funcion de esta, siendo mayores para la sacarosa. Esto indicaba una

influencia de la fuente de carbono en la acumulacion de nitrito, proceso que ya fue descrito con
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anterioridad por otros autores (Paul et al, 1989). En funcion del donador de electrones empleado,
podria haber un diferente comportamiento metabolico de la biopelicula, asi para el metanol y

etanol predominaba la actividad desnitrificante, permitiendo una menor acumulacion de nitrito,
para bajas dosis de fuente de carbono, mientras que para la sacarosa predominaban los procesos

asimilatorios.

Otros fenomenos que afectan a la posible acumulacion de nitrito son el efecto inhibidor
que altas concentraciones de nitrato pueden ejercer sobre la nitrito reductasa (Betlach And Tiedje,
1981), no siendo este el caso, ya que la concentracion de nitrato era constante y la acumulacion
obedecia mas a una variacion en la fuente de carbono. Por otro lado se ha descrito que segun el
tipo de bacterias desnitrificantes que componen la biopelicula, se puede observar una diferente
acumulacién de nitrito (Lazarova et al, 1992). Atendiendo a esto, se puede pensar que la fuente
de carbono pueda ser causante de una seleccion de determinados microorganismos, responsables

de la acumulacion de nitrito. Esto se vera con mas profundidad en los estudios microbiologicos.

La concentracion maxima admisible de nitrito en el agua de consumo publico, esta
estimada en 0.1 mg/l (B.O.E.1138/1990), por lo que a excepcion de las fases del tratamiento
donde se lograba una completa eliminacion de nitrogeno, en el resto se precisaba un posterior
tratamientoque eliminara el nitrito. Este anion es muy inestable, obedeciendo su presencia en el
agua principalmente a reducciones bacterianas sobre el nitrato. Por simples oxidaciones como las
que pueden producir las concentraciones de oxigeno disuelto en el agua el nitrito se puede
transformar en nitrato. Asi, mediante una simple oxigenacion del agua, producida por agitacion,
se pueden eliminar pequefias concentraciones de nitrito. Ahora bien si estas concentraciones son
mas altas y persistentes como sucedia en los ensayos con sacarosa, no bastaria con la agitacion,
obligandonos a adicionar oxidantes semejantes a los empleados en los procesos de desinfeccion

del agua.

Hay que destacar que en las fases de maximo rendimiento en la eliminacion de nitrégeno,

para las tres fuentes de carbono, se observaba un incremento de la concentracion de estas en el
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agua de salida. Las concentraciones mas altas se daban para la sacarosa y las menores para el
etanol, pero los mayores problemas los presentaba el metanol. Las concentraciones de esta fuente
de carbono, en el agua de salida, se mantenian en torno a 1 mg/l, independientemente de la
dosificacion de fuente de carbono. Para dosificaciones cercanas al 100% en eliminacién de
nitrgeno, esta concentracion aumentaba hasta 4 mg/l, lo cual nos obligaba a su eliminacién por
los efectos toxicos que sobre la salud humana crea el consumo de metanol El empleo de esta
fuente de carbono, nos obliga a posteriores tratamientos del agua como el empleo de un filtro de

carbon activo para eliminarlo.

2.- INFLUENCIA DEL OXiGENO DISUELTO EN EL AGUA A TRATAR.

Ademas de la concentracion y tipo de fuente de carbono, sobre la desnitrificacion pueden
influir otros factores externos como la temperatura (Pfenning and MacMahon, 1996), el pH

(Beaubien et al, 1995) y sobre todo la concentracion de oxigeno (Kérner and Zumft, 1989).

Como para todo proceso biologico, la desnitrificacion tiene una temperatura dptima para
realizarse, valores inferiores a esta temperatura implican un descenso en la actividad del proceso
y por lo tanto un descenso en los rendimientos del sistema (Bernet et al, 1995). La temperatura
en nuestros ensayos vendra dada por la que tenga el agua a tratar, la cual dependera a su vez de
la temperatura ambiente. Es por ello, por lo que estos sistemas deben ubicarse en sitios cerrados,
evitando asi que las fluctuaciones de temperatura afecten al proceso y supongan un descenso en
la capacidad de eliminar nitrato. No obstante el alto calor especifico que tiene el agua, le hace
jugar un papel termoregulador (Hernandez-Mufioz, 1990), de modo que las variaciones de

temperatura entre el dia y la noche son bajas.
Como margen de seguridad la planta piloto se ubicé bajo una estructura metalica,

resguardandola del exterior. Por otro lado se trabajé siempre en meses en los que los valores de

temperatura del agua estaban entre 15 y 20°C, evitando siempre trabajar a menores temperaturas.
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Los valores optimos de pH para la desnitrificacion estin proximos a la neutralidad, con
cierta tendencia a valores levemente alcalinos (Thomas ef al, 1994). El agua subterranea empleada
en la investigacion manifestaba un pH constante en torno a 7.5. Este valor podia variar por los
procesos microbioldgicos desarrollados en la biopelicula, afectando a los procesos de
desnitrificacion. Sin embargo las determinaciones que se realizaron indicaban un ligero aumento
a valores de 7.7 0 7.8, por lo que la biopelicula ejercia un cierto efecto regulador que evitaba los
fluctuaciones en el pH. Debido a esto se podia pensar que el pH no afectaba al proceso

desarrollado en el filtro biologico.

El factor externo que si podia alterar los rendimientos del filtro sumergido era el oxigeno
disuelto en el agua a tratar. La agitacion dada al agua subterranea al captarla mediante bombeo
hacia que se incrementase el oxigeno disuelto en esta hasta un valor de 4.5 mg/l. Dicha
concentracion podia tener un efecto negativo, ya que todas las bacterias desnitrificantes aisladas
en este sistema (bacilos gram-negativos) eran aerobias (Anon. 1984). Estas bacterias en presencia
de oxigeno, emplean este como ultimo aceptor de electrones, antes que el nitrato, ya que obtienen
mayores valores de energia (Thauer, 1977). Por otro lado hay que indicar que el oxigeno ejerce
un efecto inhibidor sobre la desnitrificacion, tanto a nivel enzimatico como a nivel genético (Braun
and Zumft, 1992).

Debido a este efecto inhibidor, ya en las adaptaciones de las estaciones depuradoras, para
la eliminacién de nitrogeno mediante un proceso de nitrificacion-desnitrificacion, se empleaban
dos diferentes reactores, uno aireado donde se nitrificaba y otro andxico donde se potenciaba la
desnitrificacion (Zhao et al, 1994). Posteriormente y con la idea de descender espacio se
comenzaron a aplicar los sistemas de biopelicula para la eliminacién de nitrogeno mediante los
mismos procesos biologicos (Cegen and Géneng, 1992; Meaney and Strickland, 1993). Estos
sistemas permitian mantener una mayor densidad bacteriana por unidad de volumen, asi como una
mayor actividad biologica (Lemmer et al,1994). Por otro lado habia que destacar que ofrecian
como desventaja el mayor flujo de oxigeno que se precisaba en la fase de nitrificacion, ya que

debia difundir hacia el interior de la biopelicula. Sin embargo esta dificultad de difundir el oxigeno
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hacia el interior de la biopelicula es una ventaja para la fase de desnitrificacion, la cual se puede
ver menos influenciada por las concentraciones de oxigeno que quedan en el efluente tras su paso
por el reactor aireado. Estas concentraciones descendian considerablemente la desnitrificacién en
sistemas de lecho fluido, donde la agitacion facilitaba la llegada de oxigeno a toda la masa

bacteriana depuradora (Fernandez-Polanco et al, 1993).

Para nuestra investigacion. en los ensayos realizados, con 4.5 mg/1 de oxigeno disuelto en
el agua a tratar, se lograba también eliminar por completo los 100 mg/l de nitrato del agua
contaminada, con las tres fuentes de carbono ensayadas. Ahora bien, las pendientes de las rectas
obtenidas eran inferiores a las del proceso sin oxigeno, lo cual indicaba que se precisaba una
mayor dosificacion de fuente de carbono para mantener el rendimiento del sistema. Rahmani et
al (1995) apreciaban un comportamiento semejante, indicando que el oxigeno era consumido en

las zonas iniciales de la columna. Posteriormente al desaparecer este, se consumia el nitrato.

Las dosificaciones diarias fueron de 103.3 g/dia para la sacarosa, 58 ml/dia para el metanol
y 41.7 ml/dia para el etanol. Esto suponia un incremento del 34%, 14% y 11.2% respectivamente
para las dosificaciones de fuente de carbono, viéndose la sacarosa mas afectada que los alcoholes,
por la presencia de oxigeno disuelto en el agua. Logicamente estos incrementos en la
concentracion de fuente de carbono obedecian al consumo de esta, producido cuando se

empleaba el oxigeno como aceptor de electrones.

Zhang y Bishop (1994), destacaban que la estructura y actividad de una biopeliculano era
homogénea, debiéndose esto en parte a la diferente difusion de nutrientes a través de ella. En la
zona externa la actividad metabolica es més alta y a ella acceden mds facilmente los componentes
del agua que contacta con la biopelicula. La zona interna es mas inaccesible a estos componentes,
principalmente el oxigeno, formandose asi una zona aerobia externa y otra anaerobia interna
(Hagedorn-Olsen ef al, 1993). En la zona externa se consumia el oxigeno con la consiguiente
cantidad de fuente de carbono, el nitrato difundiria al interior al no emplearse en las capas

externas y se eliminaria via desnitrificacion. Atendiendo a esto, en la biopelicula se mantendria una
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actividad desnitrificante y se precisaria una mayor dosificacion de fuente de carbono para paliar

el consumido en los procesos donde el oxigeno era el aceptor.

Nurizzo y Mezzanotte (1992), siguiendo los trabajos de McCarty ef al (1969), describian
una ecuacion mediante la cual se calculaba la dosificacion necesaria de sacarosa para eliminar

nitrato de aguas contaminadas, empleando un sistema de biopelicula.

S=4.19 - (NO, -N), + 0.89-OD

En la ecuacion no solo se tenia en cuenta la cantidad de nitrato a eliminar, sino también
la concentracion de oxigeno disuelto en el agua a tratar, la cual supondria un gasto adicional de
sacarosa. El valor que se deducia de esta ecuacion para las condiciones de trabajo establecidas
en nuestros ensayos fue muy inferior tanto en el caso de aparecer en el agua 4.5 mg/l de oxigeno
disuelto (63.9 g/dia de sacarosa), como en ausencia de este (61.3 g/dia). Por otro lado el
incremento del consumo diario de sacarosa, cuando habia oxigeno, solo suponia un 4%, valor
muy bajo con respecto a los obtenidos en nuestros ensayos. Estas cantidades podrian ser
indicativas de un mayor consumo de fuente de carbono en nuestros ensayos, para otros procesos
metabdlicos, los cuales se incrementaban para la sacarosa, cuando el oxigeno estaba presente en

el agua contaminada.

Al igual que en los ensayos sin oxigeno, cuando se pretendia eliminar solo la cantidad de
nitrogeno que ajustase, con un margen de seguridad, las concentraciones de nitrato en el agua a
las exigidas por la legislacion, la cantidad de sacarosa a adicionar descendia a 50.32 g/dia. Esta
cantidad seguia siendo inferior a la obtenida en nuestros ensayos, a pesar del consumo inicial de

nitrato sin adicion previa de sacarosa.

Una ecuacion semejante fue establecida para el uso de etanol como fuente de carbono en

procesos de eliminacion de nitrato, mediante sistemas de biopelicula (Philipot, 1982)
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E=1.96 - (NO, -N), + 0.55-OD

Nuevamente se preveia un consumo de etanol en funcion de la cantidad de nitrato
eliminado y por la cantidad de oxigeno presente en el agua. Los valores de etanol por unidad de
nitrato eliminado eran inferiores a los estimados para la sacarosa. Logicamente el empleo de
etanol le repercute a la bacteria un balance energético mas positivo(Ghose and Bhadra, 1985) que

st emplea sacarosa, cuya metabolizacion supone un gasto energético adicional.

La cantidad de etanol precisada para eliminar todo el nitrato del agua, en las condiciones
de trabajo establecidas en nuestra investigacion, segun se deducia de la formula, eran de 37.43
ml/dia, un 10% menos del gasto real obtenido en nuestra planta piloto. En este caso se asemejaba
mas al valor tedrico que en el caso de la sacarosa, consumiéndose igualmente cierta cantidad en
procesos presumiblemente anabolicos. Para los ensayos sin oxigeno el valor obtenido de la
formula era un 4.2% inferior al valor obtenido en nuestra planta piloto, existiendo tan solo una
diferencia del 5.3% entre el valor tedrico con 4.5 mg/l de oxigeno disuelto y sin el. Atendiendo
a esto el consumo de etanol estimado tedricamente, cuando se emplea oxigeno como ultimo
aceptor de electrones también era inferior al real, debido posiblemente a un incremento en la

actividad anabolica de la biopelicula, en presencia de oxigeno.

Cuando la cantidad de nitrato a eliminar era inferior, como sucedia cuando se descendia
el nitrato a concentraciones permitida por la legislacion, la cantidad teorica y la real se
asemejaban. En este caso los consumos de etanol tenian un comportamiento semejante a los

deducidos en otras investigaciones, lo cual no sucedia con la sacarosa.

Si comparamos las relaciones fuente de carbono/nitrato eliminado, obtenidas de las
reacciones estequiomeétricas y las de las formula tedricas, tanto para la sacarosa como para el
etanol se apreciaba una menor necestdad de fuente de carbono para eliminar el nitrato via
desmitnficacion, que la obtenida por las formulas. Esto indicaba que habia un consumo de fuente

de carbono adicional al precisado para la desnitrificacion. En nuestros ensayos existian mayores
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consumos de fuente de carbono que los deducidos de las férmulas teodricas, sobre todo en
presencia de oxigeno y cuando se empleaba sacarosa. En estos casos se potenciaba el consumo

de fuente de carbono para otros procesos metabolicos, diferentes de los catabdlicos.

Loégicamente, para el metanol se observaban incrementos en su consumo cuando en el
agua habia 4.5 mg/l de oxigeno disuelto. Estos incrementos eran semejantes a los experimentados
por el etanol, siendo, como en los ensayos sin oxigeno, algo superior el consumo de metanol por
unidad de nitrato eliminada, que para el etanol. Igualmente en el agua de salida seguian

registrandose concentraciones de metanol que limitaban el uso por su toxicidad.

La presencia de oxigeno en el agua a tratar, no solo implicaba un mayor consumo de
fuente de carbono, para lograr iguales rendimientos. Como se indico anteriormente, el oxigeno
actua inhibiendo algunos de los pasos enzimaticos de la desnitrificacion, entre ellos la actividad
de la 6xido nitroso reductasa, lo cual puede ser causa de un incremento en la produccion de N,O,
un gas que afecta negativamente a la atmosfera al influir negativamente sobre la capa de ozono
(Cofman-Anderson and Levine, 1986). Otro punto donde actta el oxigeno es limitando la
produccion de la nitrito reductasa, inhibiendo la interpretacion genética que codifica la enzima
(Korner and Zumft, 1989). Esto podria tener como consecuencia la acumulacion de nitrito en el

medio donde se realiza la desnitrificacion.

Si atendemos a las concentraciones de nitrito en el agua de salida, estas seguian un
comportamiento semejante al presentado en los ensayos sin oxigeno, dependiendo sus valores de
la concentracion de fuente de carbono adicionada. En cuanto a las concentraciones obtenidas,
estas no presentaban variaciones significativas para el metanol y el etanol, pero si se apreciaba un

importante incremento para la sacarosa, llegando a alcanzar valores de salida de 28 mg/l.

Si atendemos a los ensayos realizados con incremento de oxigeno, vemos que existia una
relacidn directa enire el incremento de la concentracion de oxigeno vy el descenso del rendimiento

del sistema. Logicamente a mas oxigeno, mas fuente de carbono se consume para obtener energia
el sistema. Logica a geno, p g
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por esta via y menos cantidad de nitrégeno se elimina mediante desnitrificacion. Esto fue mucho
mas acusado para la sacarosa, cuyo ajuste lineal, entre concentracién de oxigeno y nitrégeno
eliminado, manifestaba el mayor valor de pendiente negativa. Tanto el metanol como el etanol
tenian una pendiente semejante, por lo que su comportamiento frente al incremento de oxigeno

era parecido.

Como era de esperar las concentraciones de nitrato en el agua de salida, para una misma
dosificacion de fuente de carbono, se incrementaban conforme aumentaba la cantidad de oxigeno
disuelto, sucediendo igual con el nitrito. Nuevamente los incrementos experimentados cuando
se empleaba etanol y metanol fueron muy inferiores con respecto a los observados para la
sacarosa. -La causa de esta mayor acumulacion de nitrito podria deberse a la composicion
bacteriana de la biopelicula, ya que el efecto inhibidor del oxigeno sobre la nitrito reductasa puede
ser diferente segtin la especie bacteriana (Thomas ef al, 1994). Por otro lado habia que tener en
cuenta el diferente comportamiento de la biopelicula con y sin oxigeno en el agua a tratar, asi
como la relacion existente entre reductores de nitrato y desnitrificantes, para cada relacion C/N

ensayada.

Aligual que lo sucedido en los ensayos sin oxigeno, el etanol se presentaba como la fuente
de carbono mas idénea para la eliminacion biologica de nitrato del agua. Los consumos de esta
fuente de carbono para iguales rendimientos seguian siendo inferiores a los pfesentados por las
otras fuentes de carbono y se influenciaba menos por los incrementos de oxigeno. Para altas
concentraciones de este, se observaba un descenso en los rendimientos y un aumento de la
concentracion de nitrito en la salida, con valores que no superaban los 2 mg/l, inferiores a los

obtenidos para otras fuentes de carbono.

Nuevamente se observaban incrementos en las concentraciones de la fuente de carbono
en el agua de salida, siendo estas semejantes a la observadas en los procesos sin oxigeno. Estos
valores volvian a ser significativos en los puntos donde se obtenia un 100% de rendimiento, no

apreciandose en el caso del etanol, para valores inferiores a la relacion C/N 0.6. Para esta relacion
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se lograba descender los 100 mg/l de nitrato del agua de entrada a valores permitidos por la
legislacion, sin un significativo incremento de la concentracion de nitrito en presencia de 4.5 mg/l

de oxigeno.

3.- VARIACIONES EN EL TAMANO Y COMPOSICION DE LA
BIOPELICULA.

El principal responsable de la eliminacién de nitrato del agua, en el sistema estudiado, es
la biopelicula. Es por ello que los diferentes resultados obtenidos, en el funcionamiento del
sistema, debidos a la fuente de carbono empleada, su concentracion o el oxigeno disuelto en el
agua a tratar, se deban a variaciones sufridas en la biopelicula en funcion de las caracteristicas de
funcionamiento del sistema. Logicamente, si se pretende optimizar su funcionamiento, se debe
conocer con profundidad el comportamiento de la biopelicula, haciendo hincapi€ en cuales son

sus caracteristicas y que posibilidades de mejora tendrian.

En estos ensayos se estudio, ademas del tamafio de la biopelicula, la cantidad de bacterias
heterétrofas capaces de crecer sin oxigeno, las cuales, por las condiciones de trabajo, son
mayoritarias en la composicion de la biopelicula (Ohashis ez al, 1995). Dentro de este grupo se
estudio la cantidad de bacterias desnitrificantes, principales responsables de las transformaciones

que se desean, y los reductores de nitrato por su posible influencia en la formacion de nitrito.

Tras la recirculacion del licor mezcla del reactor de fangos activados y la limpieza
realizada en la planta piloto se lograba formar una biopelicula que, con alguna variaciones, tenia
un valor de peso seco de 13 mg/g relleno, 2.66-10° ufc /g relleno de heterétrofos capaces de
crecer sin oxigeno y una composicion variada de bacterias desnitrificantes y reductoras de nitrato,
en funcion de la época de formacion de esta. Al hacer pasar el agua contaminada con nitrato y

dosificar fuente de carbono, estas caracteristicas variaban.

Las biopeliculas son adaptaciones bacterianas a las condiciones del medio (Caldwell and
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Costerton, 1996), mediante las cuales pueden captar mayor numero de nutrientes y multiplicarse
mas facilmente (Ganczarczyk, 1996). Estas biopeliculas presentan una alta variabilidad en cuanto
a su composicion en microorganismos, proliferando aquellos para los que las condiciones son
favorables y tendiendo a desaparecer los que no tienen dichas condiciones (Anaki and Harada,
1993). Logicamente en nuestro sistema y atendiendo a las condiciones del efluente a tratar, se
esperaba una proliferacion de bacterias desnitrificantes frente a otras comunidades. Esta
proliferacion se observo para todos los ensayos realizados independientemente de la fuente de
carbono empleada y de la presencia o no de oxigeno disuelto en el agua a tratar. Junto con este
crecimiento, se observo también una proliferacion de las bacterias reductoras de nitrato y por lo
tanto de los heterétrofos capaces de crecer sin oxigeno. Este crecimiento de heterétrofos se debia
fundamentalmente al incremento de los desnitrificantes y reductores de nitrato observandose un

descenso del resto de bacterias presentes en los recuentos de heterétrofos.

El crecimiento de las comunidades bacterias. que formaban la biopelicula, asi como del
tamafio de esta, estaba altamente correlacionado con el aumento de la relacion C/N y por lo tanto,
al ser constante la concentracion de nitrato en el agua, se correlacionaban con el incremento de
la fuente de carbono. Este crecimiento obedece no solo a procesos catabélicos sino también a
procesos anabolicos de la flora heterétrofa, la cual emplea como fuente de C asimilable, la
adicionada al sistema, encontrando ademas cantidades necesarias de N, P, S y oligoelementos
en el agua subterranea a tratar. Las bacterias mediante procesos catabblicos (respiracion)
obtendran energia, parte de la cual la emplearan en la biosintesis de nuevos componentes celulares

que los llevaran a la multiplicacion (Madigan et al, 1997).

Atendiendo a esto en el sistema habra una eliminacion de nitrato debida al empleo de este
en una cadena de transporte de electrones, para producir energia, y por otro lado se asimilara,
pasando a formar parte de compuestos celulares como las proteinas. Autores como Richard y
Partos (1986) o Rogalla et al (1990), hablaban de una produccion de peso seco de biopelicula,
en sistemas de eliminacion de nitrato de 0.9 Kg/ kg NO;’ eliminado. Esto hacia presuponer que

no solo se eliminaba nitrato por su reduccion desasimilatoria, sino también por su asimilacion,
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pasando a formar parte de la biopelicula. En nuestros ensayos, esta eliminacion via anabolica de
nitrato quedaba patente en el incremento del tamafio de la biopelicula el cual estaba intimamente
correlacionado con la eliminacion de nitrato del efluente a tratar. Dicha correlacion se observaba

en todos los ensayos realizados.

Al margen de la tendencia creciente que manifestaba la biopelicula en todos los ensayos,
el tamafio alcanzado por esta no fue igual en todos los casos, destacando sobre el resto la
sacarosa, tanto en los ensayos realizados con y sin oxigeno. Si atendemos a los recuentos de
heterétrofos en la biopelicula y su densidad bacteriana, esta era mucho menor en las biopeliculas
desarrolladas con esta fuente de carbono, debido tanto al aumento del tamafio de la biopelicula
como al menor crecimiento bacteriano experimentado. Samrakandi et al (1997) observaron como
la produccién de exopolisacarido de una biopelicula constituida por enterobacterias, se disparaba
considerablemente al emplear como fuente de carbono la sacarosa. Atendiendo a esto, se podria
pensar que en estos ensayos existia una mayor formacion de exopolisacarido que con el resto de
las fuentes de carbono ensayadas, dando lugar a una biopelicula de mayor espesor y menor
densidad. Este tipo de crecimiento da lugar a una mayor pérdida de carga en el filtro, produciendo
finalmente una oclusion que altera el correcto funcionamiento del sistema, tal como sucedié en

los ensayos con sacarosa y sin oxigeno en el agua a tratar.

Por otro lado, hay que considerar que el incremento del espesor de la biopelicula dificulta
la transferencia de nutrientes al interior (Bishop, et al, 1995), por lo que los microorganismos de
Jas capas internas disponen de menor cantidad de nutrientes. Debido a esto, disminuye su
actividad metabolica y la biopelicula finalmente termina por desprenderse (Metcalf and Eddy,
1991). Estos desprendimientos dan lugar a un aumento en el contenido de particulas en

suspension en el agua tratada, lo que incrementa la turbidez, obligando a tratamientos posteriores.

Zhang and Bishop (1994a) indicaban que en biopelicula con alto espesor se observaba un
descenso en las bacterias metabolicamente activas, que iba desde el 83-92% en las capas

superficiales, hasta un 5-11% en las capas profundas. En estas zonas los 2/3 de la biopelicula son
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materia inerte y el resto bacterias, de las cuales solo entre 1/4 o 1/7 eran activas metabolicamente
y el resto estaban latentizadas. Esto era diferente para las biopeliculas de menor espesor, en las
cuales las bacterias activas variaban desde un 83-86% en las capas superficiales a un 57-73% en
las capas profundas. Basandonos en esta idea, la biopelicula obtenida con sacarosa tendria una
capa superficial muy activa donde se consumirian rapidamente los nutrientes, estos no pasarian
al interior, donde la cantidad de bacteria viables seria cada vez mas baja. Si a esto le unimos una
alta produccion de exopolisacarido, la densidad de bacterias vivas en la biopelicula cada vez seria

menor.

Esto explicaria la mayor pérdida de rendimiento en el sistema al aparecer oxigeno, cuando
se emplea sacarosa. El O, seria preferido como aceptor de electrones, en lugar del nitrato y se
consumirfa cierta cantidad de fuente de carbono empleando oxigeno como aceptor. Habria pues
que aumentar la dosis de sacarosa para permitir la eliminacion total de nitrato. Por otro lado los
reductores transformarian el nitrato a nitrito, sin eliminarse este via desnitrificacion, al existir
oxigeno y nitrato en el medio. Todos estos procesos se darian mayoritariamente en las capas

superficiales de la biopelicula.

En los ensayos realizados con etanol y metanol se observaba un tamafio de biopelicula
inferior al obtenido para la sacarosa, por lo que la difusion de nutrientes hacia las capas internas
era mayor. Nuevamente en presencia de oxigeno, este seria preferido por las bacterias como
aceptor de electrones, consumiéndose rapidamente en la capa externa. Por su consumo rapido en
el exterior, el oxigeno veria limitada su difusion hacia el interior ( Zhang ef al, 1994), donde en
este caso y por €l menor espesor de la biopelicula si difundiria el nitrato y el nitrito producido, asi
como la fuente de carbono. En las capas internas habria anoxia y el nitrato y nitrito se emplearian

via desnitrificacion.

Los valores de desnitrificantes estaban muy correlacionados con el rendimiento del
proceso. Rosen y Welander (1994) observaron como para sistemas con una capacidad de

eliminacion de nitrégeno de 0.0031 Kg NO,/ m*dia solo el 5% de las bacterias aisladas de la
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biopelicula eran desnitrificantes. Para nuestra planta piloto los porcentajes de bacterias
desnitrificantes, experimentaba un crecimiento en los recuentos, conforme se aumentaba la
dosificacion de fuente de carbono, aumentando de forma directamente proporcional el
rendimiento. En los puntos donde se obtenia el maximo rendimiento (0.91 Kg NO,/ m*dia),
independientemente de la fuente de carbono empleada, los valores de los recuentos eran

semejantes, representando estos algo mas del 50% del total de los heterotrofos.

Un factor que si afectaba a los recuentos era la presencia de oxigeno, siendo estos
menores para todas las fuentes de carbono ensayadas, cuando el O, estaba presente. Este efecto
también se observaba en la fase de formacion de la biopelicula, en la cual los recuentos de
desnitrificantes eran un 10% inferiores en aquellas biopeliculas formadas en presencia de oxigeno.
Igualmente su crecimiento estaba fuertemente correlacionado con el aumento del rendimiento y

volvian a representar algo mas del 50% de los heterétrofos obtenidos en los recuentos.

El oxigeno limitaba el crecimiento de los desnitrificantes, pero no solo afectaba a estos,
también descendian los heterétrofos que no se agrupaban entre los desnitrificantes o reductores,
asi como el tamafio de la biopelicula. La unica comunidad que no parecia afectarse eran los
reductores de nitrato. De este modo el nimero de reductores de nitrato, frente al de
desnitrificantes, aumentaba en presencia de oxigeno, siendo responsable de las mayores
acumulaciones de nitrito, ya que el producido por los reductores no se eliminaba totalmente por

los desnitrificantes.

Estos descensos en las comunidades que forman la biopelicula indicaria una disminucion
en la actividad anabolica, causada por la presencia de oxigeno. Ahora bien segun Janh e al (1996)
la presencia de oxigeno supondria un incremento de la cantidad de proteinas que componen la
biopelicula, por lo que aumentaria la cantidad de N'y C que pasaria a formar parte de estas. Esto
podria explicar el consumo total del nitrogeno presente en el agua a pesar de aparecer menores
recuentos bacterianos. Por otro lado justificaria parte del mayor consumo de fuente de carbono

al emplearse esta en la formacion de las proteinas. Estas biopeliculas seria de menor espesor y

247



DISCUSION

tendrian mayor adherencia por su contenido en proteinas (Jahn and Nielsen, 1995).

Por otro lado Jahn ef al (1996), afirmaban que la limitacion de oxigeno en una biopelicula
compuesta por Pseudomonas , era causa de un mayor incremento en el espesor de esta. Este
incremento, debido probablemente a un aumento en la produccion de exopolisacarido, junto con
las condiciones adecuadas para la proliferacion de desnitrificantes eran responsables del mayor

tamafio y crecimiento bacteriano obtenido en las fases sin oxigeno.

4.- COMPOSICION Y ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE DE LA
BIOPELICULA.

A pesar de la amplia diversidad morfologica y fisiologica que caracteriza a los
desnitrificantes, los microorganismos aislados en la biopelicula desarrollada en la planta piloto se
incluian todos en la seccion 4 del Bergey's Manual (1984), correspondiéndose con los bacilos y
cocos aerobios gram negativos. No se aislaron desnitrificantes pertenecientes a otros grupos como
bacterias espirales o bacilos gran-positivos, a pesar de aislarse estos de agua y suelo, al igual que
los obtenidos de la planta piloto. Este tipo de bacterias son poco frecuentes en los sistemas
biologicos de eliminacion de nutrientes (Eikelboom and Buijsen, 1981; Brodisch and Joyner,

1983).

En nuestros ensayos se detectaron 12 especies diferentes, pertenecientes la mayoria de
ellas al género Pseudomonas, género que se ha relacionado con la desnitrificacion en los sistemas
bioldgicos de eliminacion de nitrogeno (Kavanaugh, 1994). Todos los aislados se encuentran
habitualmente en aguas, suelos 0 muestras humanas y a su vez son heterétrofos, por lo que es
l6gico encontrarlos en el licor mezcla de un reactor de fangos activados. Por otro lado y debido
a las condiciones de oxigenacion de un reactor de fangos y a la pequefia concentracion de nitrato
presente en el licor mezcla, no suelen estar en alta concentracion, tal como se observaba en la fase

de formacion de la biopelicula.
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Las especies desnitrificantes presentes inicialmente en la biopelicula tendian a desaparecer
0 a aumentar en numero, con €l incremento de la fuente de carbono, por lo que esta no afectaba

por igual a todos los desnitrificantes. Especies como Agrobacterium radiobacter presentes en la

fase de formacion de la biopelicula aumentaban en nimero, a mayores concentraciones de fuente
de carbono, sucediéndole todo lo contrario a Moraxella spp. y Alcaligenes denitrificans que para
altas relaciones C/N no se aislaban en los recuentos. Por regla general, para todas las fuentes de
carbono se apreciaba un aumento de la biodiversidad de bacterias desnitrificantes, conforme

aumentaba la concentracion de carbono.

Debido a que el agua a tratar era subterranea, la carga bacteriana esperada era muy baja,
con respecto a la presente en la biopelicula. En estas aguas hay bacterias desnitrificantes por la
presencia de altas concentraciones de nitrato y baja de oxigeno, pero la poca concentracion de
materia organica, limita el crecimiento de heterotrofos, los cuales estan en numero muy limitado
(Chapelle, 1992). Logicamente estas bacterias pueden quedar atrapadas en la matriz polimérica
y proliferar en la biopelicula, pero la alta competencia por los nutrientes en las capas superficiales
de la biopelicula y el bajo nimero en que estas bacterias se encuentran, hacen dificil que sean las
responsables del incremento en la biodiversidad. Lo mas logico es que esta biodiversidad existiese
en la fase de formacion de la biopelicula, pero las bacterias desnitrificantes se encontraban en bajo
niimero por lo que no eran detectadas en los recuentos ( se realizan con diluciones de 10™ y 10°).
Las condiciones favorables de nitrato y fuente de carbono hacen que incrementen en nimero,

detectandose para relaciones C/N mayores.

Esta proliferacion, como indicdbamos anteriormente, no afecta por igual a todas las
especies desnitrificantes, algunas de las cuales no encuentran sus condiciones favorables de
desarrollo y no pueden competir con el resto. Esto mismo sucedia con la totalidad de bacterias
desnitrificantes que componen la biopelicula, si se limitaba la fuente de carbono, las cuales
descenderian proliferando otras comunidades. Las biopeliculas estan en continuo dinamismo,
manifestandose una constante competencia por los nutrientes (Zhang et al, 1994), lo que permite

las variaciones de poblacion producidas por la variacion de las condiciones. Esto nos obliga a
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mantener las condiciones de trabajo, permitiendo asi una mayor presencia de desnitrificantes en

nuestra biopelicula.

En los recuentos se observé una variacion en la especie dominante, conforme aumentaba
la fuente de carbono. Esta variacién podia deberse a la presencia o no de dicha especie en la fase
de formacion de la biopelicula. Asi Ps. fluorescens, especie a la cual no parece afectarle la
presencia de oxigeno, solo se detectd para la sacarosa sin oxigeno y metanol con oxigeno. En
ambos casos era la especie dominante y se aislo en la fase de formacion de la biopelicula. Para el
resto de estudios no se aislo en ninguna de las relaciones C/N ensayadas. Agr. radiobacter se
aislaba en todos los ensayos, pero sus recuentos variaban en funcidn de la fuente de carbono
ensayada. Asi para los ensayos con metanol era la especie dominante, tanto con oxigeno como
sin el, mientras que para la sacarosa y el etanol no lo era. Sus recuentos en estos ensayos eran
menores que para el metanol, especialmente para el etanol. Otro ejemplo lo manifestaba Ps.
picketti para la que se obtenian altos recuentos con los alcoholes y sin embargo para la sacarosa

eran mas bajos.

La presencia o no de oxigeno disuelto en el agua a tratar variaba también la proliferacion
de las diferentes especies, no afectando a todas por igual. Asi para Agr. radiobacter, en los
ensayos de etanol se apreciaba un crecimiento que alcanzaba valores de 5.4-107 ufc/g relleno,
mientras que con oxigeno alcanzaba un maximo de 0.9-107 ufc/g relleno. Esto mismo sucedia con
Ps. picketti, que sin oxigeno alcanzaba un recuento de 11.46-107 ufc/g relleno en la fase de
méaximo rendimiento y con oxigeno el recuento solo era de 1.2-107 ufc/g relleno. Casos semejantes

sucedian empleando metanol, para Al. denitrificans o Ps. stutzeri, aunque el efecto era diferente.

La presencia de oxigeno aumentaba los recuentos de Al denitrificans y descendia los de Ps.
stutzeri, sucediendo al contrario en ausencia de oxigeno. La presencia de oxigeno no afectaba por
igual a todas las especies, aunque por regla general, el crecimiento de desnitrificantes era menor

si habia oxigeno disuelto en el agua a tratar.

La presencia de oxigeno no debia limitar el crecimiento de bacterias desnitrificantes,
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aisladas en estas biopeliculas, al ser estas aerobias, pero su presencia tampoco limitaria el
crecimiento de otros grupos bacterianos que si estarian limitados en presencia solo de nitrato. A
pesar de esto no se observo una gran diferencia en los porcentajes de desnitrificantes cuando habia

o no oxigeno disuelto en el agua a tratar.

La diferente composicion de la biopelicula, en funcion de la fuente de carbono empleada,
podria explicar algunos de los comportamientos de esta. Lazzarova et al (1994) afirmaba que la
acumulacion de nitrito en procesos de desnitrificacion, obedecia a las diferentes especies
bacterianas implicadas en el proceso, indicando que la presencia de cepas de Ps. aeruginosa daban
lugar a una mayor acumulacion de este nitrito, que si la especie responsable era Ps. stutzeri.
Anteriormente Betlach y Tiedje (1981) afirmaban que un efecto semejante se producia cuando las
especies Ps. fluorescens 6 Alcaligenes spp.eran las responsables del proceso de desnitrificacion.
La presencia de estas bacterias, podria obedecer a la mayor acumulacion de nitrito en los ensayos
con sacarosa, sin embargo al observar los aislamientos, se veia que en el proceso con oxigeno,

donde mas nitrito se acumulaba, ninguna de estas especies estaba presente y si Ps. stutzeni. Por

otro lado, en los ensayos sin oxigenoPs. fluorescens era la especie predominante y también se
aislaban cepas de Al. denitrificans. Estas especies tambien se aislaban en los ensayos con metanol

y etanol donde las concentraciones de nitrito eran menores.

Otra causa que podria incrementar las concentraciones de nitrito era el efecto inhibidor
que el oxigeno realizada, a nivel genético, evitando asi la sintesis de la nitrito reductasa. Este

efecto fue descrito por Thomas ef al (1994) en cepas de Ps. stutzeri, las cuales estaban presentes

en la biopelicula formada en los ensayos con sacarosa y oxigeno. Ahora bien, al margen de este
efecto hay que indicar que esta especie no era la Gnica desnitrificante presente en estos ensayos
y que otras causas como la mayor presencia de reductores de nitrato, junto con este efecto
inhibidor, podian ser el motivo de la acumulacion de nitrito. Para mayores relaciones C/N los

desnitrificantes aumentaba, incluido Ps. stutzeri, con respecto a los reductores de nitrato y las

concentraciones de nitrito desaparecian.
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Al contrario de lo sucedido con el nimero de bacterias desnitrificantes, las cuales crecian
con el incremento de la dosificacion de la fuente de carbono, la actividad desnitrificante de estas
bacterias aisladas parecia estar mas relacionada con la especie bacteriana que con las condiciones
ambientales establecidas en la biopelicula. Especies como Agr. radiobacter 6 Ps. fluorescens
presentaban por lo general una alta capacidad de produccién de N,O, en medios de cultivo sin
limitacion en nitrato ni en la fuente de carbono, mientras que otras como Moraxella spp. Ps.
pseudoflava, Ps. solanacearum 6 Ps. mallei presentaban una actividad muy inferior a la media de

todas las obtenidas en los ensayos realizados.

La presencia de oxigeno parecia afectar a la actividad desnitrificante de las cepas
bacterianas presentes en la biopelicula, ahora bien esta influencia era diferente en funcién de la
fuente de carbono empleada. Por lo general, de todas las bacterias aisladas en presencia de
oxigeno, el 44% presentaban una actividad desnitrificante superior a la media, mientras que de
las aisladas en ensayos sin oxigeno solo el 30% presentaban esta alta actividad. Esto se mantenia
cuando la fuente de carbono empleada eran los alcoholes, siendo superior para el metanol. Por
lo contrario, cuando la fuente de carbono era la sacarosa, la actividad era superior en las cepas
aisladas de la fase sin oxigeno. Esto podia ser causa del mayor tamafio que alcanzaba la
biopelicula en los ensayos con sacarosa. En estos casos la difusion de nutrientes estaria limitada
y la proliferacion bacteriana se daria solo en las capas superficiales, en las cuales en presencia de
oxigeno se limitaria no solo la proliferacion de desnitrificantes, sino también su actividad. Debido

a ello esta actividad y el crecimiento bacteriano era mayor sin oxigeno.

Para los alcoholes el crecimiento de la biopelicula era menor y por lo tanto la difusion de
nutrientes no estaria tan limitada. A excepcion del oxigeno, que seria rapidamente consumido en
las capas superficiales (Riethues ez al, 1986), tanto el nitrato como la fuente de carbono
difundirian al interior, donde la actividad desnitrificante seria mas alta tanto con oxigeno como
sin el. En los ensayos sin oxigeno el crecimiento bacteriano era mayor y por lo tanto habia una
competicion por los nutrientes mas fuerte. Las cepas que precisan mas nitrato y fuente de carbono

(las mas activas), ven limitado su crecimiento frente a las que precisan menos, las cuales son mas
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competitivas en estas biopeliculas.

Si se sumaban los producto entre el recuento y la actividad desnitrificante, obtenido para
cada especie bacteriana aislada de la biopelicula, se obtenia un valor que se podria considerar
como la actividad potencial de cada biopelicula para cada relacién C/N. Estos valores hipotéticos
no representan a la actividad bacteriana en la biopelicula , pero nos pueden dar una idea de lo
sucedido. En una biopelicula heterétrofa en la cual se produce desnitrificacion, hay un consumo
de nitrogeno por via asimilatoria y desasimilatoria. Atendiendo a los valores hipotéticos obtenidos
para la sacarosa, se observaba una alta diferencia entre los ensayos con y sin oxigeno, siendo esta
actividad inferior en presencia de oxigeno. Esto se debia principalmente al menor crecimiento
bacteriano y a la menor proliferacion de bacterias activas. En este caso se podria justificar la
acumulacion de nitrito, ya que como se indicaba anteriormente, la actividad desnitrificante era
muy baja y el nitrito producido por la actividad de los reductores de nitrato, asi como el bloqueo
genético que el oxigeno hacia a nivel de la nitrito reductasa, no era eliminado precisandose mayor

concentracion de fuente de carbono para su eliminacion.

Trabajando al 100% de rendimiento, en las condiciones de trabajo establecidas, se
eliminaban cerca de 65 g de nitrato diarios. Si atendemos a la actividad desnitrificante potencial,
calculada en los ensayos con sacarosa sin oxigeno y para la relacion C/N 2.5 (Se eliminaba todo
el nitrato), esta era de 135.9 nmol/h lo cual indica una capacidad de eliminacion via
desnitrificacion suficiente como para eliminar todo el nitrato que diariamente se aplicaba al
sistema. Si observamos los valores para el ensayo con oxigeno la actividad potencial solo era de
28.8 nmol/h. En este caso la eliminacion de nitrato era menor tanto por via asimilatoria (poco
crecimiento), como por via desasimilatoria (poca actividad desnitrificante), por lo tanto debia

aumentarse mucho mas la adicién de fuente de carbono para conseguir eliminar todo el nitrato.

Para el metanol las actividades potenciales eran semejantes tanto si habia o no oxigeno
disuelto en el agua a tratar, compensandose la mayor actividad desnitrificante obtenida en las fases

con oxigeno, con el mayor crecimiento bacteriano dado en las fases sin oxigeno. En este caso la
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actividad potencial aumentaba con el incremento en la fuente de carbono, debido principalmente
al crecimiento bacteriano. Para el etanol si se apreciaban mayores diferencias entre las fases con
y sin oxigeno, debido logicamente al mayor crecimiento bacteriano experimentado en la fase sin
oxigeno. En este caso se precisaba también mas fuente de carbono en los ensayos con oxigeno

(C/N=1.3), que permitiera una mayor eliminacion de nitrato.

Si fraccionamos la actividad potencial obtenida en los ensayos con metanol, en funcién
de las cepas bacterianas que los producen, se observaba que para los ensayos con oxigeno, la
mayor actividad dada en los puntos de maximo rendimiento (2/3) la producia Ps. mendocina. Esta
especie no era la mas activa para esta relacion C/N, siendo en este caso Ps. alcaligenes y Agr.
radiobacter. Ahora bien, la adaptacion al etanol como fuente de carbono no parecia ser buena para
estas cepas, las cuales alcanzaban menores recuentos que cuando se empleaba otra fuente de
carbono. Debido a esto, a pesar de su alta actividad, no presentaban un alto potencial de
eliminacion de nitrato en la biopelicula, por sus bajos recuentos. El caso contrario sucedia con Ps.
pickettii, la cual a pesar de desarrollarse bien en estas condiciones, no tenia una buena actividad

desnitrificante, lo cual descendia su capacidad de eliminar nitrato en la biopelicula.

En los ensayos sin oxigeno, sucedia algo semejante. Nuevamente Ps. pickettii crecia bien,
adaptandose perfectamaente a las condiciones de la biopelicula, pero su baja actividad descendia
la capacidad de eliminacion de nitrato por parte de esta especie. Agr. radiobacter tenia un mayor
potencial de eliminacion ya que su actividad era mas alta, compensando asi su pobre crecimiento.
Para este ensayo el princiapl responsable de la eliminacidn de nitrato, via desnitrificacion, era Al
denitrificans, la cual presentaba una alta actividad y crecia abundantemente, conforme se

incrementaba la fuente de carbono.

Tanto Ps. mendocina como Al. denitrificans, en sus respectivos ensayos, representaban
un alto nimero de bacterias presentes en la biopelicula, siendo este del 36% y 24.6%
respectivamente. El resto lo formaban otros desnitrificantes, asi como bacterias de otras

comunidades. Esta concentracion de cepas desnitrificantes con alta actividad era responsable del
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mayor rendimiento del sistema con respecto a otros como el descrito por Rosen y Welander
(1994) en el que solo un 5% de las cepas que componian la biopelicula eran desnitrificantes. Esto
mismo sucedia para todos los ensayos en los que la presencia de una cepa dominante con alta
actividad desnitrificante, representaba la practica totalidad de la capacidad de eliminar nitrato, via
desasimilatoria. Considerando que en estos sistemas de tratamiento de aguas subterraneas, la
composicién de Ia biopelicula se debe al indculo inicial, el empleo de cepaé bacterianas con alto
poder desnitrificante y con gran capacidad de adaptacion a estas condiciones de trabajo, como

inoculantes, podria aumentar la capacidad de eliminacion de nitrato de estos sistemas.

La obtencion de inoculos con alta densidad bacteriana es una tarea sencilla, empleando
para ello técnicas de fermentacion o cultivos en medios liquidos enriquecidos (Lazarova et al,
1994). La recirculacion de este indculo a través del filtro sumergido, asi como la adicién de
nutrientes al medio (Peytons, 1996), facilitaria la colonizacion del relleno por las cepas bacterianas
que forman el inéculo. Ahora bien, Lazarova y Manen (1995) afirmaban que las condiciones del
sistema, en la fase de formacion de la biopelicula, podian inﬂuir sobre caracteres como el espesor,
la densidad o la capacidad de difusion de nutrientes, los cuales influiran en el funcionemiento del
sistema, en la capacidad de eliminacién de nutrientes y en la viabilidad de la biopelicula.
Atendiendo a esto, se precisaria de mayores estudios que nos llevasen a conocer cuales son los
principales parametros fisico-quimicos a controlar (Shreve et al, 1991) y cuales son las
caracteriasticas del inoculo mas adecuadas (Ehlinger et a/, 1987), para una correcta formacion

de la biopelicula.

El empleo de estos indculos minimizaria el tiempo de arranque del sistema y aumentaria
la capacidad de eliminacion de nitrato por parte de la biopelicula, descendiendo asi los costes del
proceso y el volumen de la instalacion. Faltaria por ver si dichas cepas son capaces por si solas
de formar una biopelicula y crecer en ella o por lo contrario necesitan de la presencia de otras
bacterias para crecer. Futuras investigaciones en esta linea podrian ofrecer resultados ventajosos

para la aplicacion de estos sistemas.
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S.- INFLUENCIA DE LA CARGA DE NITRATO Y EL CAUDAL DE
TRABAJO.

Los sistemas de biopelicula fija, presentan como ventaja, el poder mantener una alta carga
bacteriana por unidad de volumen (Okabe ef al, 1995). Esto permite reducir considerablemente
el volumen de reactor precisado (Janning et al, 1995). Segin el CEDEX (1994), para el disefio
de estos sistemas, logicamente se precisa conocer cual es el volumen de reactor adecuado para
eliminar la cantidad de nitrato contenida en el efluente a tratar (carga voliimica), asi como la
superficie de reactor necesaria para tratar el caudal de agua necesario (carga hidraulica). Para
conocer que valores serian los idoneos, se vari6 tanto la concentracion de nitrato en el agua de

entrada, asi como el caudal de trabajo.

Al variar la concentracién de nitrato en el efluente a tratar, se aumentaba la carga
supetficial desde 0.45 a 2.7 kg NO,7 n*dia. Los rendimientos méaximos obtenidos eran del 100%
hasta la carga 1.83 Kg NO,/ m*dia, descendiendo posteriormente para mayores cargas, a pesar
de aumentar la dosificacion de fuente de carbono. Ya para 2.37 kg NO;/ m*dia se apreciaban
valores de nitrato y nitrito en el agua de salida. Las concentraciones de nitrato estaban dentro de
los margenes permitidos por la legislacion, pero no los de nitrito, por lo que se precisarian

posteriores tratamientos para eliminarlo.

Para los ensayos con cargas mayores, no solo se detectaba nitrato y nitrito en la salida,
sino también etanol. La relacion C/N en el agua de salida era de 1.36, valor adecuado para la
eliminacion de nitrégeno en estos sistemas, sin embargo no se eliminaban. Nurizzo y Mezzanotte
(1992), afirmaban que la presencia de nitrito en el agua de salida se debia a un insuficiente tiempo
de contacto. Atendiendo a esto la presencia de estos nutrientes podrian deberse a una necesidad
de mayor permanencia del eﬂuente‘en el interior del filtro sumergido, precisando para ello un

menor caudal de trabajo o un mayor volumen de reactor.

Si estudiamos la evolucion de las concentraciones de compuestos nitrogenados en funcion
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de la altura del lecho biologico, vemos como, independientemente de la carga ensayada, se
apreciaban diferencias en las concentraciones a mayor altura a excepcion de 123 y 200 cm. Para
estas alturas y para cargas superficiales inferiores a 2.31 kg NO,/ m*dia, las concentraciones de

nitrato y nitrito eran poco significativas, no precisandose esta parte del reactor para eliminarlas.

Asi para una carga superficial de 1.39 kg NO,/ m*-dia se precisaba una altura de lecho de
56 cm, para descender las concentraciones de nitrato a las permitida para su uso publico. En este
caso la carga volimica maxima seria de 2.39 kg NO,/ m’-dia. Si aumentabamos la concentracion
de nitrato (carga superficial 1.85 kg NO,/ m*dia), esta altura aumentaba hasta 91 cm y hasta 116
cm para la carga superficial 2.31 kg NO,/ m*dia. Para estas cargas superficiales, la carga
voltimica éptima era de 2.03 kg NO,/ m*dia y 1.99 kg NO,/ m>-dia, respectivamente. Conforme
aumentaba la concentracion de nitrato en el agua contaminada, descendia la carga voliimica

necesaria para tratarla, aumentando por lo tanto el tiempo de contacto.

Este mayor tiempo de contacto se podria conseguir descendiendo el caudal de trabajo,
pero con ello se descenderia aun mas la carga volumica. Para mantener esta, se podria aumentar
la altura del lecho o bien incrementar la superficie del reactor, con lo que descenderia la carga
superficial y por lo tanto la altura de lecho precisado. En nuestros ensayos la superficie era fija
(0.071 m?), por lo que se precisaria estudiar la influencia que tendrian las variaciones de carga

superficial, debidas a variaciones en la superficie del reactor.

Los consumos de etanol aumentaban conforme se aumentaba la carga superficial, de modo
paralelo al incremento en la eliminacién de nitrato. Los consumos oscilaban entre 0.37 y 0.51
unidades de etanol por unidad de nitrato eliminado, tendiendo a aumentar para mayores cargas
superficiales. A pesar de estas necesidades de fuente de carbono, las concentraciones de etanol
dosificadas eran mayores a las consumidas, detectandose en la salida practicamente para todos

los ensayos, no obstante, los descensos en las dosificaciones hacian descender los rendimientos.

Si atendemos a los valores del tamafio de la biopelicula, existian diferencias en estos
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conforme se aumentaba la carga superficial. A mayor carga superficial, mayor cantidad de nitrato
se eliminaba y mayor cantidad de carbono se consumia y por lo tanto mayor crecimiento
experimentaba la biopelicula. Este incremento se observé también en los heterétrofos asi como
en las bacterias desnitrificantes. Ahora bien la densidad bacteriana aumentaba conforme se
incrementaban las cargas, ya que el crecimiento bacteriano era superior al del tamafio de la
biopelicula. Van Loosdrecht et al (1995) afirmaban que la densidad de una biopelicula era menor
cuanto mayor concentracion de nutrientes aparecian en el medio, tal como sucedia en los ensayos
con sacarosa. Ahora bien, en biopeliculas en las que se empleaba etanol esta densidad bacteriana
aumentaba, debido a una mayor proliferacién bacteriana y menor produccion de componentes
extracelulares en la matriz polimérica. Estos crecimientos de la biopelicula y de las bacterias que
la componen, obedecian a una mayor eliminacién de nutrientes, los cuales se consumian tanto por
procesos anabolicos, como catabolicos (desnitrificacion), que aportarian la energia necesaria para
la proliferacion bacteriana. El consumo de etanol produciria mayor cantidad de energia en forma
de ATP, lo cual se traduciria en una proliferacion bacteriana 6ptima si habia suficientes nutrientes

presentes.

Los crecimientos de la biopelicula variaban también en funcin de la altura del lecho y
estaba logicamente relacionada con la concentracion de N y C disponibles. Para alturas bajas el
crecimiento de la biopelicula era mayor, al igual que el de las bacterias que la componen. la
densidad bacteriana también descendia con la altura al ser menor la concentracion de nutrientes
disponibles. Estos diferentes crecimientos, en funcion de la altura, planteaban problemas de atasco
del sistema, aumentando las necesidades de lavado. Por otro lado la menor densidad bacteriana
de las biopeliculas observada al aumentar la altura, daba lugar a biopeliculas menos activas en la

eliminacion de nitrégeno.

Atendiendo al apartado anterior, se aprecia como en estos sistemas hay un pérdida de
efectividad de la superficie de contacto, si solo se trabaja con flujo ascendente y se piensa que
puede suceder lo mismo si el flujo es descendente, ya que tanto el tamafio de la biopelicula como

la composicion en desnitrificantes varfa con la altura del sistema. Una alternancia de flujos
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permitiria aportar al sistema un efluente con alta carga tanto por la parte superior como por la
inferior, por lo que se desarrollaria una biopelicula de iguales caracteristicas en ambas zonas. Esto
permitiria aumentar el caudal de trabajo, asi como la carga contaminante del efluente a tratar, ya
que a pesar de incrementarse la concentracion de nitrato y nitrito que llegaria al estremo final del
cilindro del reactor, en este habria una biopelicula con mayor presencia de bacterias
desnitrificantes, capaz de eliminarlos. Con estas caracteristicas se aumentaria la carga volumica,
descendiendo asi el volumen de reactor. Por otro lado las necesidades de lavado serian inferiores,
ya que se alternaria la entrada de alta carga de nutrientes, por lo que el crecimiento de la
biopelicula seria menor aumentando asi el tiempo de obstruccion del sistema. Habria , sin
embargo, que tener en cuenta la respuesta de los microorganismos a estas alternancias de flujo
y cuales serian las necesidades de fuente de carbono, por lo que se precisarian nuevos estudios

en esta linea de trabajo.

Los reductores de nitrato no experimentaban un descenso en sus recuentos entre las
alturas 10 cm y 66 cm al igual que sucedia para los desnitrificantes. Aunque si lo experimentaban
en funcién de las diferentes concentraciones de nutrientes dadas por la variacion de la carga
superficial. Entre la altura 10 y 66 cm se obtenian las mayores concentraciones de nitrito que
posteriormente serfan eliminadas para mayores alturas, en las que si se apreciaba un descenso de
los reductores, al encontrarse menores concentraciones de nitrato disponible. Esto condicionaba
la reduccion de la altura del lecho por debajo de estas zonas, ya que el nitrito de salida seria alto
y se precisarian posteriores tratamientos del agua de salida, para adecuarla a las exigencias

legislativas.

Los incrementos de caudal, 16gicamente suponen un incremento en la carga superficial,
por lo que las variaciones de caudal entre 13.8 a 54 1/h dan una oscilacion de cargas superficiales
entre 0.47 y 1.86 kg NO,/ m*dia y de cargas hidraulicas entre 4.86 y 18.33 m* m’*-dia. Aligual
que sucedia cuando se variaban las concentraciones de nitrato del efluente a tratar, conforme
aumentaba la carga superficial, se observaban ciertas concentraciones de nitrato y nitrito en el

agua de salida, no lograndose un 100% de rendimiento. En los ensayos con aumento de la carga
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contaminante, el caudal era de 27 /h, detectandose nitrogeno en el agua de salida para una
concentracion de 200 mg/l de nitrato, o bien para una carga superficial de 1.83 kg NO,7 m*dia.
Cuando se variaba el caudal, el nitrogeno se detectaba en el agua de salida para una concentracion
de 100 mg/l de nitrato y un caudal de 33 I/, lo que suponia una carga superficial de 1.12 kg NO;
/ m*dia. Los incrementos de caudal daban lugar a un menor tiempo de retencién del agua en el

reactor biologico, por lo que el rendimiento descendia para menores cargas superficiales.

El méximo caudal ensayado fue de 54 l/h, para el que se detectaba en el agua de salida
valores de nitrato, que estaban dentro del margen permitido por la legislacion, no sucediendo igual
con la concentracion de nitrito, para la que se registraban concentraciones que duplicaban las |
maximas obtenidas en los ensayos con variacion de carga contaminante. Esto obligaba a un
tratamiento mas exhaustivo del efluente tratado para eliminar el nitrito. hay que indicar que las
concentraciones de etanol en el agua de salida crecian de modo paralelo a las de nitrato y nitrito,

conforme aumentaba la carga hidraulica.

Nuevamente el consumo de etanol era paralelo a la eliminacion de nitrato, oscilando las
necesidades de este entre 0.43 y 0.52 unidades de etanol por unidad de nitrato eliminado, valores

semejantes a los registrados en los estudios anteriores.

Si atendemos a las concentraciones medias de nitrogeno para cada altura, se observa que
conforme aumentaba la altura esta concentracién descendia no existiendo semejanzas entre
alturas. Los incrementos de caudal precisaban mayor altura para mantener igual tiempo de
contacto y eliminar asi el nitrato del agua. Esta mayor altura se apreciaba para cargas superiores
a 10.18 m’/ m*dia, siendo de 50 cm tanto para esta carga hidraulica como para las inferiores

ensayadas. En este caso la carga voltmica era de 2.04 kg NO; / m’ dia.

Para mayores cargas hidraulicas, la altura de lecho era mayor, siendo esta de 70 cm para
14.26 m’ m’*dia; lo que suponia una carga volimica de 2.04 kg NO,/ m*dia. Esta aumentaba a

2.26 kg NOy/ m*dia, para la carga hidraulica 18.33 m* mdia, con la que la altura de lecho
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precisada era de 81 cm.

Para estas cargas la concentracion de nitrito en el agua de salida experimentaba un
crecimiento, alcanzando la concentracion de 6 mg/l y a pesar de aumentar la altura del lecho esta
no descendia. Si observamos la evolucion del nitrito dentro del reactor biologico, esta alcanzaba
su maxima concentracion a los diez centimetros, para cargas hidraulicas inferiores a 4.68 m’/
m*dia, desapareciendo posteriormente. Para mayores cargas hidraulicas, la maxima concentracion
de nitrito se alcanzaba a mayores alturas, siendo esta de 66 cm para 10.18 m’/ m*dia. Ya para
cargas hidraulicas superiores las concentraciones maximas se alcanzaban para los 123 c¢m, no
siendo suficiente la altura restante para eliminarlos. Esta presencia de nitrito en el agua de salida,
la cual tiende a aumentar para mayores caudales, y las necesidades posteriores de tratar el efluente
para eliminarlo, hacen descender la carga hidraulica Optima para el proceso, a pesar de conseguir

descender la concentracion de nitrogeno a valores permitidos por la legislacion.

Atendiendo al tamafio de la biopelicula, esta nuevamente variaba conforme aumentaba la
carga hidraulica y también con la altura, sucediendo lo mismo con los heterotrofos y los
desnitrificantes. Para mayor carga hidraulica la concentracion de nutrientes era mas alta y por lo
tanto los incrementos de la biopelicula y de las comunidades bacterianas eran mayores. Estos
valores descendian al ser menor la concentracion de nutrientes, lo que sucedia con menores cargas

hidraulicas y con el aumento de la altura.

la densidad bacteriana presentaba un comportamiento diferente al observado en los
ensayos con variacion de la carga contaminante. Para cargas hidraulicas bajas el comportamiento
era semejante, descendiendo la densidad con la altura, pero a mayores cargas hidraulicas, esta
densidad aumentaba con la altura. Esto se debia a que con el menor tiempo de retencion el
arrastre de nutrientes hasta las capas superiores era mayor y por lo tanto el crecimiento bacteriano

también.

A pesar de esta variacion de la densidad, los principales problemas de atasco del sistema,
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seguian produciéndose en las partes bajas de la columna, como consecuencia del efecto que el
crecimiento de la biopelicula ejercia sobre la hidrodinamica del agua en el interior de la columna
(Lewandowsky and Stoodley, 1995). Nuevamente para estos ensayos queda gran parte de la
superficie interior del filtro bioldgico desaprovechada, por lo que una alternancia de flujo
permitiria su influencia en el proceso depurador y se minimizarian los problemas de atasco. Un
incremento de la biopelicula a lo largo de todo el reactor aumentaria la masa bacteriana activa
frente al nitrato, permitiendo aumentar la carga volumica del proceso. Logicamente si la masa
bacteriana activa es mayor, el tiempo de retencién necesario para depurar el efluente desciende,

lo que nos permitiria aumentar la carga hidraulica del proceso.

Los reductores de nitrato no experimentaban un descenso semejante al del resto de las
comunidades bacterianas, en las partes altas del reactor, cuando se ensayaban cargas hidraulicas
altas. Al existir menor tiempo de retencion, la concentracién de nitrato que alcanza las partes altas
de la biopelicula es mayor, por lo que estas comunidades no descienden y la produccion de nitrito
aumenta en estas zonas. Esto es causa de que se obtenga alta concentracion de nitrito en el

efluente tratado, para cargas hidraulicas altas.

Los procesos de eliminacion biolégica de nitrato, mediante filtros sumergidos, son
factibles para depurar aguas subterraneas contaminadas con nitrato. Estos sistemas solo precisan
la dosificacion de una fuente de carbono facilmente metabolizable, un control sobre la
concentracion de oxigeno disuelto en el efluente a tratar y un tratamiento posterior del efluente
obtenido, consistente en una desinfeccidn, mediante adicion de oxidantes, que permita eliminar
la carga bacteriana que contienen estos efluentes, tras un tratamiento biologico (Boehler, ez al,
1994) y transformar en nitrato las posibles concentraciones de nitrito. Ahora bien, los estudios
realizados sobre la biopelicula, responsable del proceso depurador, revelan que las bacterias
desnitrificantes no son las Unicas componentes de la biopelicula y que entre ellas hay diferentes
especies con distinta activid desnitrificante especifica. Por otro lado la distribucién de la
biopelicula a lo largo del reactor, al emplear flujo ascendente, no es homogénea, descendiendo

esta con la altura. Atendiendo a esto, un mayor aprovechamiento de la superficie del biofiltro,
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homogeneizando el tamafio y composicion de la biopelicula en desnitrificantes a lo largo de todo
el reactor, mediante alternancia de flujos o la utilizacion de in6culos, para la formacion de la
biopelicula, con alto contenido en bacterias desnitrificantes que presenten alta actividad, podrian
aumentar considerablemente las cargas hidraulica y volumica del reactor, permitiéndonos asi
reducir el volumen de la instalacion, aumentar el caudal de trabajo y la carga contaminante del
efluente a tratar. Estudios a escala industrial, teniendo en cuenta estas matizaciones, ofrecerian
un sistema viable técnica y economicamente que permita la utilizacion como recurso hidrico de

las aguas subterraneas contaminadas con nitrato.
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CONCLUSIONES

Atendiendo a la discusion realizada, del estudio sistematico de los resultados, donde se
ha visto la interrelacion de la influencia de los distintas variables y parametros estudiados con la

finalidad de alcanzar los objetivos fijados, se pueden extraer las siguientes conclusiones finales.

1# El etanol se presenta como el mejor aditivo de las tres fuentes de carbono ensayadas.
Para iguales rendimientos se precisa menor dosificacion, aparecen menores concentraciones de
nitrito en el agua de salida y la concentracion de fuente de carbono en el agua tratada es inferior,

no presentando esta problemas de toxicidad.

2% La presencia de oxigeno disuelto en el agua a tratar, supone un incremento en el
consumo de fuente de carbono para mantener los rendimientos de eliminacion de nitrato. Este
incremento es menos acusado para el etanol, cuya dosificacion debe incrementarse un 11% en

presencia de 4.5 mg/l de oxigeno.

3% Para bajas concentraciones de fuente de carbono y presencia de O.D. aparece nitrito
en el agua de salida, cuya concentracion dependera de la dosificacion de fuente de carbono y el
tipo de esta. Esto obedece a una baja actividad desnitrificante en la biopelicula, la cual no puede
eliminar el nitrito producido por los reductores de nitrato. Estas acumulaciones son mas
destacadas en los ensayos con sacarosa y con oxigeno donde la actividad desnitrificante es muy

baja.

4* Atendiendo a las dosificaciones de fuente de carbono y a los valores tedricos estimados
por sus reacciones estequiométricas, en la biopelicula hay un consumo de fuente de carbono para

otros procesos metabolicos diferentes a la desnitrificacion.

5* El mayor o menor crecimiento de la biopelicula se debe a la concentracion y tipo de
fuente de carbono empleada. Para la sacarosa se registran los mayores incrementos, descendiendo

la densidad bacteriana. Estas biopeliculas son menos activas y dan mayores problemas de atascos.
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6* La proliferacion de bacterias desnitrificantes en la biopelicula, precisa de una
concentracion y tipo de fuente de carbono adecuada, igualmente se influenciara negativamente
por la presencia de O.D. Esto explica los diferentes rendimientos del sistema en funcién de las

condiciones de trabajo.

7" La actividad desnitrificante de las cepas que componen la biopelicula varia en funcién
de la especie bacteriana, mientras que el numero de desnitrificantes varian en funcion de las
condiciones de trabajo. La combinacion de estos dos factores es la responsable de la mayor o

menor eliminacion de nitrato en el sistema.

8" De todas las cepas aisladas de la biopelicula, las de Agrobacterium radiobacter se
influencian menos por la fuente de carbono ensayada y por la presencia de O.D., apareciendo en

todos los ensayos realizados. A su vez tienen altos valores de actividad desnitrificante.

9" Los consumos de etanol aumentan conforme aumenta la carga superficial,
manteniéndose un relacién entre 0.37 y 0.51 unidades de etanol por cada unidad de nitrato

eliminado.

10* En un sistema de filtros sumergidos que trabaja con flujo ascendente, el tamafio de
la biopelicula aumenta conforme se incrementa la carga superficial y esta desciende conforme se
asciende en altura de lecho. Atendiendo a esto, hay un pérdida de efectividad en parte de la
superficie del lecho y los problemas de atasco aumentan conforme se incrementa la carga de

nitrato del agua a tratar.

11° La presencia de nitrito en el agua de salida se incrementa con la carga superficial. Esto
es mas acusado cuando el incremento de la carga se debe a un aumento de caudal. Asi aunque la
carga hidraulica no es un parametro restrictivo para el disefio de la instalacion, el incremento de
esta aumenta las concentraciones en el agua de salida de nitritos y etanol que obligan a

postertores tratamientos.
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12* Los valores de carga volumica optimos para cumplir con las exigencias legislativas

oscilan entre 2.0 y 2.39 Kg NO,/ m*-dia.

132 La altura de lecho necesaria se incrementa con la carga superficial, siendo este mayor
cuando la variacion de la carga se debe a un aumento en la concentracién de nitrato mas que a un
incremento de caudal. Ahora bien para caudales altos, no se logra eliminar la produccion de nitrito

con mayores alturas.
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