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1.1. HORMIGON CONVENCIONAL

El hormigén es uno de los materiales mas importantes en la industria de la
construccion actual. Su empleo va desde pequeiias reparaciones hasta las grandes
obras civiles que empezaron a construirse de hormigon a principios del siglo XX,

con el comienzo de la fabricacion industrial del Cemento Portland [1].

Se calcula que en el mundo se consumen al afio alrededor de 4,5 billones de
toneladas de hormigon. Esto es debido a su gran versatilidad en formas, elevada
durabilidad frente a ambientes agresivos, facil disponibilidad y bajo costo relativo
[2]. Las estructuras de hormigdén en general, constituyen una parte significativa e

importante de la infraestructura nacional espafiola [3].

El hormigoén, se conoce en la actualidad como un material de construccion
constituido basicamente por rocas o aridos, de tamafio maximo limitado, que
cumplen ciertas condiciones en cuanto a sus caracteristicas mecanicas, quimicas y
granulométricas, unidas por una pasta aglomerante formada por un conglomerante

(cemento) y agua [4].

En la fabricacion del hormigén la unién de los aridos se logra por medio de
cementos que generalmente son cementos tipo Portland; estos pertenecen a la
familia de los conglomerantes hidraulicos, y estan formados por materiales
pulverulentos artificiales de naturaleza inorganica que reaccionan con el agua

dando lugar a un producto so6lido resistente y estable, tanto al aire como en el agua

[5].
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Este material se ha impuesto de tal forma que hoy es dificil encontrar una
construccion en la que no esté presente en alguna parte de la misma. El hormigén
continuard siendo el principal material que satisfaga las necesidades de la

vivienda a nivel global y la infraestructura moderna.

El avance tecnoldgico de estos ultimos afios ha supuesto una importante mejora de
los hormigones que se ha traducido en una mayor apertura hacia nuevas
aplicaciones. Asi, hoy en dia no se concibe la fabricacion del hormigén, sin el
empleo de aditivos quimicos que confieren algunos beneficios, como aceleracion,
retardado, entrada de huecos, reduccion de agua, plasticidad, etc. La razén del
gran crecimiento en el uso de aditivos es debido a que son capaces de dar
beneficios fisicos y economicos con respecto al hormigoéon sin aditivos. Estos
beneficios incluyen el uso de estos hormigones en situaciones y aplicaciones
donde antes no se podian utilizar [6], como el hormigonado en tiempo frio y
caluroso, o aplicaciones tales como el hormigdén autocompactante, etc; estos
aditivos deben afiadirse en cantidades que no superen mas del 5 % de la masa de
cemento segun establece la instruccion actual EHE-08 [7], mejorando por ejemplo

las aplicaciones de construccion de dovelas de tineles y arcos de puentes [8].

Existen también una gran cantidad de estudios referentes a distintos aditivos
incorporados a la estructura del hormigén para modificar su porosidad [9-13],
entre los cuales destaca los aireantes, que permiten incorporar durante el amasado
del hormigén, una cantidad determinada de burbujas de aire, que permanecen
después del endurecimiento. Se emplea para la fabricaciéon de hormigén celular,

cuya principal caracteristica es la de ser un material con una baja densidad y con
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propiedades aislantes, gracias a la red porosa no conectada. En esta linea se
plantea el estudio en esta Tesis, de un material denominado hormigén poroso o
permeable, donde a diferencia del celular, su red porosa estd interconectada
confiriéndole unas prestaciones especiales a diferencia del hormigon
convencional, como una elevada tasa de drenabilidad y una baja densidad. Este
material es idoneo para la mitigacion de algunos problemas medioambientales
como por ejemplo reducir la escorrentia superficial y favorecer la reduccion del
efecto de isla térmica, o dar servicio por su porosidad en arquitectura bioclimatica

mejorando la ventilacion y reduciendo el ruido en pavimentos [14].

1.2. HORMIGON POROSO

El hormigdén poroso es también referido como hormigoén sin agregados finos o
hormigén con graduacion de huecos. Es una mezcla compuesta de cemento,
cantidades controladas de agua, arido grueso, poco o nada de arido fino, y algunas

veces otros aditivos [15].

El homigoén poroso ha sido empleado en varias ciudades europeas desde el siglo
XIX [16]. Se han empleado también en caminos, como estructuras de muros de

carga, paneles prefabricados y bloques curados con vapor [17].

Los pavimentos de hormigén poroso han sido utilizados durante los ultimos 30
afios en Inglaterra y Estados Unidos. Estos pavimentos son también ampliamente
usados en Europa y Japén para aplicarlos en carreteras como capa de rodadura

para mejorar la resistencia al deslizamiento y reducir el ruido del trafico [18-20].
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En la Tabla 1.1 se recoge a titulo de ejemplo la dosificacion de materiales

empleada en los hormigones porosos de distintas construcciones.

Tabla 1.1.- Dosificacion empleada (por m3) para hormigones porosos en distintas obras.

Arido ,
Grueso Fino Cemento Agua Polimero Hy_mo
Obra (Kg) (L) (L) silice
(Kg) (Kg) (Kg)
Variante de
~ 5/20 0/5 PUZ 11-350
despenaperros - -
1620 540 150
(N-IV)
Autopista A1 5/20 20/40 0/5 CLK 20
Francia 675 675 300 150
5-25 0/5
California 165 60 - -
1500 250
Aeropuerto de 6,3/20 0/5 CPJ 45 85
Paris 1350 250 200
Japén (transito 0/13,2
- 260 110 -
reducido) 1520

En cuanto al aspecto macroscopico de este material, la Figura 1.1 muestra

graficamente la diferencia entre un hormigén convencional con agregado fino y

un hormigoén poroso sin este tipo de agregado.
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Figura 1.1.- Fotografias de probetas de hormigén convencional (izquierda) y hormigon
poroso (derecha).

Asi, se ha establecido que una gradaciéon de arido grueso uniforme en
combinacion con bajo contenido en agua, y por tanto relaciones agua/cemento
entre un rango de 0,25 a 0,35 dan lugar generalmente a hormigones con
contenidos en huecos que pueden oscilar entre el 11 % y el 35 % [21,22]. Estos
poros proporcionan una serie de caracteristicas al hormigén muy interesantes
como son: baja densidad del material, alta permeabilidad al agua y capacidad de
drenaje, o capacidad como aislante acustico [23-25]. Sin embargo, en
contraposicion la resistencia a compresion, traccion, y flexion de mezclas de
hormigoén poroso tienden a ser menores que el hormigdn convencional debido a la
alta proporcion de huecos y la falta de agregado fino [26]. Precisamente debido al
minimo contenido de agregados finos, la resistencia depende principalmente de la
interaccion entre la pasta de cemento y el agregado grueso, aunque la adicion de
materiales como humo de silice y plastificantes también contribuyen a la mejora

de esta. El hormigén poroso para ser aplicado con garantia como pavimento
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necesita normalmente una resistencia a compresion entre 3000 psi (20,5 MPa) y
4000 psi (28 MPa) [27], sin embargo, los hormigones porosos preparados hasta

ahora no suelen superar los 20 MPa de resistencia a compresion [22].

Entre los principales factores que contribuyen a la obtencion de un hormigon
poroso se encuentran: la relacién agua/cemento, caracteristicas de la pasta de
cemento, proporcion en volumen de arido grueso y el tamafio de aridos [28]. En
general, mayor contenido en agua conduce a una mayor densidad, menor
porosidad, mayor resistencia a la compresion y reduccion de la conductividad
hidratlica del material poroso [29]. Con el fin de lograr la estructura deseada del
poro, la dosificacion de hormigones porosos suele realizarse utilizando aridos
gruesos clasificados brecha y poco o nada de aridos finos. El rango de porosidad
que suele utilizarse estd aproximadamente entre 15-30 % [30,31], y obviamente,

todo esto también depende del método de compactacion adoptado.

Tabla 1.2.- Aplicaciones del hormigén poroso.

Pavimentos de bajo volumen Estabilizadores de taludes
Zonas residenciales, paseos y calzadas Patios
Estacionamientos Alcorque en aceras

) ] Suelos para invernaderos, piscifactorias,
Sumideros en bordillos .
centros acuaticos y zoos

Cruces bajo el agua Estructuras hidraulicas
Pistas de tenis y padel Espigones y rompeolas
Arrecifes artificiales Pantallas acusticas

La Tabla 1.2 recoge algunas aplicaciones en las que actualmente se puede

encontrar el hormigén poroso principalmente como pavimento. En la actualidad,
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la mayoria de aplicaciones de los hormigones porosos en nuestro pais se reducen a
su empleo en pistas deportivas. La principal ventaja que ofrece el hormigon
poroso como material permeable es su capacidad para transportar grandes
volimenes de agua a través de su estructura, reduciendo o eliminando los
problemas asociados con la escorrentia de aguas pluviales [32]. El pavimento de
hormigdn poroso posee unas ventajas importantes que pueden mejorar la calidad

de vida de las ciudades como son [33]:

(1) El agua de lluvia puede filtrar rapidamente en el suelo, por lo que los recursos
de agua subterrdnea pueden renovarse en el tiempo. (ii) Debido a la permeabilidad
tanto al aire como al agua, el subsuelo puede mantenerse humedo. Esto mejora el
ambiente en la superficie de la carretera. (iii) Puede absorber el ruido de los
vehiculos, lo que crea un ambiente tranquilo y confortable. En los dias de lluvia,
el pavimento no produce salpicaduras y no deslumbra por la noche. Esto mejora el
confort y la seguridad de los conductores. (iv) Debido a su color, almacena menos
calor que el hormigdn convencional o asfalto, lo que contribuye a reducir el efecto
isla de calor (menor indice de reflectancia). Ademas, los huecos permiten que el
agua almacenada en el suelo se evapore en un clima célido, evitando un aumento
de la temperatura. El efecto isla de calor es una situacion urbana que se presenta
por la acumulacién de calor producida por la gran cantidad de construcciones de
hormigébn y demds materiales absorbentes de calor. El aumento de las
temperaturas urbanas tienen un efecto negativo sobre el medio ambiente natural y
humano mediante la produccion de un mayor uso de la energia y la formacion de

smog [34].
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Este comportamiento depende de una superficie porosa con elevado nimero de
huecos interconectados. Por ejemplo, un 15-25 % de huecos interconectados
favorece el drenaje del agua en exceso para flujos de agua con valores
comprendidos entre 0,2 cm/s (120 L/m*/min) y 0,54 cm/s (320 L/m*/min) [35],

este valor varia en funcion del tamafio del agregado y de la densidad de la mezcla.

Pero ademas existen otras aplicaciones potenciales para el hormigon poroso [36],
tales como aislante actstico, aislante térmico, o como capa base para vegetacion u

organismos vivos [37].

Respecto a la aplicacion del hormigdén poroso, para el aislamiento térmico y/o
acustico [38], puede ser una solucion muy competitiva para cumplir los requisitos
de la Directiva de Eficiencia Energética de los Edificios (EPBD), cuyo objetivo es
la reduccion del consumo energético europeo. Las politicas medioambientales
apuestan firmemente por la edificacion energética, como uno de los principales
medios para alcanzar el objetivo de la emision de un 50-85 % menos de CO; para
el afio 2050, asi como la reduccion del consumo de energia en los edificios [39].
La principal ventaja energética derivada del uso del hormigoén poroso es su
elevada inercia térmica, con el consiguiente ahorro energético y la mejora de la
calidad ambiental interior para los usuarios de los edificios. Por otro lado, el
hormigén poroso no solo mejora la absorcion acustica de edificios, sino que
también es ampliamente utilizado en pavimentos para reducir considerablemente

el ruido producido por el trafico [23,40].
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Sin embargo, una de las aplicaciones potenciales mas llamativa del hormigon
poroso es como pavimento “verde”, el cual posee desde el punto de vista
medioambiental un impacto minimo, humedecen el ambiente favoreciendo
retencion y drenaje del agua hacia el terreno. No obstante, la mayoria de los
estudios de crecimiento bioldgico sobre este tipo de materiales va ligado al
empleo conjunto con una capa de sustrato. El hormigén poroso puede tener
caracteristicas de auto-adaptacion (grado de alcalinidad y grado de humedad
deseado para que la planta crezca) y auto-alimentacion (nutrientes necesarios) que
junto con el sustrato puede dar lugar al crecimiento de plantas [37]. Para producir
este tipo de materiales con la base de hormigén poroso se emplean diferentes

agregados.

Por otro lado, en los tltimos afios se ha realizado una cantidad importante de
estudios acerca de la utilizaciéon de hormigén poroso como material filtrante de
aguas contaminadas [41-43]. También, se ha desarrollado un hormigén poroso
que junto con materia mineral y el crecimiento de hierba actia como sistema
filtrante para purificacion de aguas. Con este sistema se han conseguido tasas de
eliminacion del 87 %, 70 % y 90 % para contaminantes organicos, nitrégeno total

y fosforo total respectivamente [43].
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1.3. XEROGELES DE CARBON

Los materiales de carbon se utilizan ampliamente en procesos de adsorcion y
catalisis debido a sus excelentes propiedades texturales (porosidad y superficie
especifica) y quimicas superficiales [44,45]. Ademas, es relativamente fécil
modificar dichas propiedades a través de diversos procesos fisico-quimicos para

adecuarlos a aplicaciones especificas.

Algunas de las ventajas mas importantes de los materiales de carbon son una
elevada drea superficial, su estructura porosa es estable, incluso a altas
temperaturas en ausencia de oxigeno. Esta estructura porosa puede ejercer una
influencia muy importante sobre la selectividad en procesos de adsorcion o
catalisis. Por otra parte, la porosidad de los materiales de carbon puede ser
modificada para obtener una distribucion de tamanos de poros mas idonea para el
proceso de aplicacion. El principal problema de los materiales de carbén es que

poseen una resistencia mecanica baja [46], y por tanto son sensibles a la abrasion.

Uno de los tipos de materiales de carbon que mas atencion estd despertando en los
ultimos afos son los geles de carbon: aerogeles y xerogeles. Junto a las ventajas
de los materiales de carbon clasicos, los geles de carbon también presentan una
alta porosidad, que se puede ajustar a escala nanométrica mediante un control
exhaustivo de las condiciones de sintesis, y ademds obtenerse materiales con una
composicién quimica muy concreta y perfectamente conocida. En particular, sus
propiedades texturales derivan de su microestructura, formada por particulas

primarias interconectadas con didmetros caracteristicos entre 3 y 25 nm, dejando
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un reticulo poroso (alrededor del 80 % del volumen) altamente interconectado,
elevada area superficial, bajas densidades, presentan ademas baja conductividad
térmica y acustica, y cierta conductividad eléctrica. Estas propiedades los hacen
especialmente interesantes para aplicaciones como aislantes térmicos y acusticos,
fabricacion de electrodos, condensadores, células de combustible, soporte de

catalizadores, adsorbentes, etc [47-54].

Los geles de carbon se obtienen mediante carbonizacion de geles organicos. Estos
materiales fueron originalmente desarrollados por Pekala y col [55] mediante la
polimerizacion de resorcinol (R) y formaldehido (F) en disolucion acuosa (W), en
la que también suele intervenir un catalizador (C). La sintesis de estos materiales
implica cuatro etapas fundamentales: preparacion de mezclas, gelacion y curado,

secado y carbonizacion.

En primer lugar se disuelven los reactivos y el catalizador en las proporciones
adecuadas, y estas soluciones se vierte en moldes especialmente disefiados segun
la forma deseada del gel, que se sellan, y posteriormente se someten a un
programa de temperaturas adecuado, tanto para obtener un gel estable como para
proceder con una etapa de curado. Una vez que se ha completado el proceso de
curado, el hidrogel obtenido debe de ser secado como paso previo a la
carbonizacion. Si el hidrogel es secado mediante el empleo de fluidos
supercriticos (como el CO,), al final del proceso se obtendrd un aerogel de
carbon. Por otro lado, si para el secado del hidrogel se emplean procesos térmicos

en condiciones subcriticas que provoquen la evaporacion del disolvente, al final
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del proceso se obtendrd un xerogel de carbon. En la Figura 1.2 se presenta un

esquema del proceso de preparacion de un gel de carbon.

1.Preparacion
de la mezcla

A I 2 o
2.Gelificacion y
organico curado
Aerogel %ga Jco
X 2
de @ % <§ er, itie,,
carbén :

[ 4.Carbonizacion

-0
Xerogel 4

de g o
carbon

Xerogel

organico

Figura 1.2.- Esquema del proceso de preparacién de geles de carbon.

La estructura de gel de carbon consiste en una red tridimensional altamente porosa
constituida por particulas esféricas mas o menos interconectadas. La macro-
mesoporosidad se define durante el proceso de gelificacion, y corresponde a los
huecos formados entre las particulas de gel y que son ocupados inicialmente por
el disolvente [56]. El tamafo de particula primaria y el grado de solapamiento
definen el caracter macro-meso del gel, por lo tanto, se determina por los

parametros de sintesis que influyen en la polimerizacion y las condiciones de
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curado (preparacion de la mezcla, agitacion, temperatura, pH, etc). La porosidad
del gel formado debe ser preservada después del secado. Claramente, el método
de secado supercritico es el mas adecuado para preservar la porosidad del
hidrogel, evitando en gran medida (aunque no totalmente) el colapso de la
estructura porosa provocada por las fuerzas de tension entre el disolvente y las

paredes de los poros durante el proceso de secado [57,58].

Se ha investigado ampliamente sobre los factores que afectan en las diferentes
etapas de la preparacion de los geles de carbon, y su efecto posterior sobre las
caracteristicas fisico-quimicas del material, concretamente en el Grupo de
Investigacion en Materiales de Carbon de la Universidad de Granada se ha
innovado ampliamente en el empleo de nuevas mezclas poliméricas [59-65], en la
aplicacion de nuevos procesos de secado y su efecto sobre las propiedades finales
del material [63], siendo también pioneros en la obtencion de geles de carbon
dopados con metales [63,66,67]. Sin embargo, un aspecto que ha despertado poco
interés hasta la fecha ha sido el empleo de otros métodos de carbonizacion no
convencionales. En este sentido, el empleo de microondas como fuente térmica
para el proceso de carbonizacion se considera un aspecto altamente innovador
[68,69], ya que, no se ha encontrado hasta la fecha ninguna referencia
bibliografica sobre geles de carbon obtenidos mediante carbonizacion asistida por

microondas.

Otro aspecto muy importante y particular que tienen los geles de carbon, es que
pueden ser preparados con diversos formatos o morfologias: pellets, polvo, barras,

o peliculas. Ademas, recientemente se ha demostrado su aplicacion como
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recubrimiento de estructuras ceramicas con fines cataliticos [70,71], lo que hace
de estos materiales unos candidatos muy versatiles como soporte de catalizadores

en procesos heterogéneos y/o bio-cataliticos.

Por otro lado, la preparacion de materiales ceramicos recubiertos de carbon en
general, o de xerogel de carbon en particular, permite obtener un material
funcional con caracteristicas singulares y Tunicas. La estructura ceramica
proporciona las propiedades geométricas y mecanicas, mientras que la capa de
carbon proporciona las caracteristicas adecuadas para favorecer los procesos de

adsorcion y/o catalisis, ajustando sus propiedades quimicas superficiales [72-74].

Los materiales se pueden recubrir de carbon mediante diferentes métodos: método
de fusion [75], deposicion quimica del vapor (CVD) [76,77] o mediante mojado
[72] dependiendo del tipo de soporte y de la aplicacion concreta del material. No
obstante, para el recubrimiento con xerogel de carbén de un material cerdmico o

un hormigon, el método de mojado es el més adecuado.

1.4. DESNITRIFICACION BIOLOGICA DE AGUAS CONTAMINADAS

El nitrogeno suele encontrarse en el agua formando parte de diversas especies
quimicas, como los compuestos organicos, el amoniaco, o en forma i6nica como
los nitratos y nitritos, siendo todos ellos indeseables en el agua potable. Los
nitratos (NO3") son iones que pueden interaccionar con compuestos organicos e
inorganicos, forman parte del ciclo del nitrogeno que se produce en el medio

ambiente, pudiendo transformarse en nitritos (NOy), y viceversa. Todas estas
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especies pueden encontrarse en el suelo, alimentos y en agua. Los nitratos son
muy solubles en agua y por tanto, pueden llegar al agua de consumo humano

facilmente, sin conferirle sabor, color ni olor.

Las fuentes principales de donde proceden los nitratos y nitritos
fundamentalmente son los fertilizantes, estiércol y los desechos organicos urbanos
e industriales, ademas de producirse en la descomposicion natural de las proteinas
de las plantas o animales por medio de microorganismos que dan lugar al cation
amonio (NH4"), el cual se oxidaria a nitrito y finalmente a nitrato. El exceso de
abonado de los suelos agricolas suele ser la principal causa de la presencia de
nitratos en los acuiferos. Ademas, una alta concentracion de estos iones en el agua
favorece una superpoblacion de algunas plantas, ya que disponen de mucho
nitrégeno para la sintesis de sus proteinas. Esta superpoblacion vegetal en el agua
deriva en la eutrofizacion de rios y lagos, donde también proliferan microalgas
nocivas [78,79]. Asi, se produce un fenomeno de enturbiamiento del agua, que
dificulta el paso de la luz solar impidiendo la fotosintesis en el fondo de estos
ecosistemas, los cuales, finalmente se convierten en un medio andxico, debido a

que la superpoblacion de algas consume una gran cantidad de oxigeno.

La toxicidad primaria de los nitratos en el agua de consumo es baja, pero los
efectos secundarios y terciarios debidos a la reduccion a nitritos y formacion de
nitrosamidas son mayores. Los efectos de las nitrosamidas estan ampliamente
estudiados, siendo muy perjudiciales para la salud humana y animal debido a que
poseen la caracteristica de ser cancerigenos, sobre todo producen cancer en el

aparato digestivo y enfermedades como la metahemoglobinemia, segiin la O.M.S.
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[80]. Segtn el comité conjunto de la FAO/OMS (JEFCA) en el afo 2002
estableci6 que los valores de Ingesta Diaria Admisible (IDA) para nitratos son
inferiores a 3,7 mg/Kg de peso corporal y para nitritos inferiores a 0,07 mg/Kg de
peso corporal. Para el agua de consumo humano los municipios son los
responsables de asegurar que el agua suministrada sea apta para el consumo
perteneciendo a la Consejeria de Sanidad autondmica el asegurar que se cumple el
R.D. 140/2003. El Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero que establece los
criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo humano, estableciendo los
maximos permitidos de nitratos y nitritos cuyas concentraciones maximas son 50
y 0,5 mg/L respectivamente, para el consumo humano, siendo este un amplio
margen de seguridad debido a que los niflos menores de 4 meses son los mas
vulnerables debido a que pueden adquirir la enfermedad de Ia

metahemoglobinemia [81].

En la actualidad existen varias técnicas para la eliminacion de los nitratos en las
aguas basadas en diferentes tratamientos fisico-quimicos, bioldgicos y cataliticos

[82]. Estas se pueden clasificar en dos grupos:

A) Las técnicas de separacion, como su nombre indica, pretenden separar
los nitratos de la corriente de agua a depurar, concentrandolos en un segundo
desecho (la salmuera) que habria que tratar o almacenar en un depodsito. Estas
técnicas son: la electrodiélisis, la 0smosis inversa y las resinas anionicas. Estas
son las mas utilizadas en la actualidad para el tratamiento de aguas naturales
contaminadas por nitratos y aunque dan muy buenos resultados son caras, y no

transforman el nitrato en un compuesto inofensivo, sino que generan una salmuera
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concentrada en nitratos, sin ningin valor econdmico y que hay que tratar o

almacenar adecuadamente.

B) Las técnicas de transformacion pretenden transformar los nitratos en
otros compuestos quimicos inocuos por medio de vias biologicas o cataliticas. Los
procesos bioldgicos se suelen utilizar actualmente en el tratamiento de las aguas
residuales e industriales y se incorporan a muchas depuradoras, dando resultados
muy satisfactorios. El proceso de desnitrificacion bioldgica puede llevarse a cabo

mediante bacterias heterdtrofas o autodtrofas.

Algunas bacterias heterotrofas bajo condiciones anaerdbicas usan los iones
nitratos y nitritos que contienen las aguas contaminadas para respirar. El oxigeno
unido quimicamente en estos iones actiia como el aceptor final de electrones, y el
producto de reaccion final es nitrégeno gaseoso. En este proceso las bacterias
transforman los nitratos en nitrdgeno molecular que pasa del agua a la atmdsfera,
en un medio andxico, consumiendo materia organica. Las principales bacterias
capaces de desnitrificar el agua mediante este mecanismo son [83]: Pseudomonas,
Paraccocus, Alcaligenes, Thiobacillus, Bacillus, Aerobacter, Alcalibacter,
Flavobaterium, o Spirilum. La mayoria de los estudios sobre la desnitrificacion
por bacterias heterotrofas desnitrificantes han demostrado que los cultivos
requieren la presencia de carbono como donador de electrones para la reduccion
de nitrato y nitrito, el cual debe ser afiadido al agua que estd siendo tratada, este
carbono puede proceder de diferentes fuentes como puede ser etanol o acido

acético [84].
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Por otro lado la desnitrificacion también puede llevarse a cabo mediante algunas
bacterias desnitrificantes quimiolitoautétrofas que pueden oxidar compuestos
inorganicos de azufre (sulfhidrico, azufre elemental, tiosulfato o sulfito)
anaerdbicamente mediante la reduccion del nitrato. Unicamente las bacterias
Thiobacillus denitrificans y Thiomicrospira denitrificans crecen a pH neutro y

hacen este proceso [85].

Los microorganismos son ampliamente utilizados para la eliminacion de una gran
variedad de sustancias, haciendo un repaso a la bibliografia existente podemos
encontrar numerosos ejemplos. Entre estos microorganismos encontramos que las
bacterias son muy versatiles en cuanto a la cantidad y tipo de sustancias que
pueden transformar y degradar. Aprovechando estas caracteristicas de las
bacterias, se han inmovilizado en diferentes materiales, a continuaciéon se

describen algunos ejemplos.

La cianobacteria termofila Phormidium laminosum es capaz de eliminar iones
nitrato y fosfato del agua, al ser termofila pueden soportar temperaturas altas, por
lo que puede actuar en fotobiorreactores a temperaturas en torno a los 43 °C. Asi
[78], P. laminosum fue fijada en fibras huecas de celulosa, y estas fibras estan
unidas a tubos transparentes de PVC (Policloruro de vinilo) para fijarlos al
fotobiorreactor. Una de las grandes ventajas que tienen estas bacterias es que
pueden trabajar en condiciones aerobicas y anaerobicas, y pueden llegar a crecer
mas que las plantas acudticas, siendo positivo frente a la eutrofizacion de lagos y

rios.
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En las aguas subterraneas también encontramos nitritos y nitratos, para llevar a
cabo la desnitrificacion, se ha probado preparando biopeliculas con la microbiota
presente en estas aguas, pero este es un proceso demasiado lento. Sin embargo,
soportando previamente la bacteria Hydrogenophaga pseudoflava en peliculas de

metacrilato [86] se ha comprobado que la desnitrificacion transcurre mejor.

Otra bacteria con capacidad para desnitrificar el agua en medio anaerdbico es
Pseudomonas sp., en concreto la cepa 2nll. Esta cepa fue incorporada a un
biorreactor con diferentes fuentes de carbono solidas creando biopeliculas donde
quedaron fijadas las bacterias sobre diferentes polimeros que son usados como
fuente de carbono. Como polimeros se utilizaron acido poli-3-hidroxibutirato,

poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato y acido poli-3-hidroxivalérico [87].

Ademés de las bacterias existen otra serie de microorganismos capaces de
biocatalizar la descomposicion de moléculas dificilmente degradables o moléculas
contaminantes como son los hongos [88]. Podemos encontrar hongos como
Phanerochaete chrysosporium que es capaz de degradar lignina, Phanerochaete
laevis degrada hidrocarburos aromaticos policiclicos, o Phanerochaete sordida

que degrada dioxina, todos ellos fijados sobre diferentes superficies.

También cabe mencionar que existen, ademds de los materiales de carbon, otros
materiales que puedan ser también empleados como soportes de bacterias, como
puede ser el PVC (cloruro de polivinilo), LDPE (polietileno de baja densidad) y
HDPE (polietileno de alta densidad) entre otros soportes plasticos [89] o el propio

hormigoén poroso.
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Este hormigon poroso proporciona un entorno adecuado para el crecimiento
microbiano y bacteriano. Estas bacterias (incluyendo bacterias aerdbicas tales
como nitrobacterias, metanobacterias y desnitrificantes o algunas anaerobicas)
dan lugar a la formacion de una bio-pelicula que pueden contribuir a la
purificacion de aguas [90]. Asi hay autores que han estudiado la desnitrificacion
del agua utilizando un hormigén que se ha sumergido en el agua de un rio para
formar la biopelicula para, posteriormente, sumergirlo en un agua contaminada

con nitratos [91].

En las aguas contaminadas de una central nuclear por elementos radiactivos, se
lleva a cabo un proceso de separacidon para concentrar estos elementos llamado
PUREX (Plutonium-Uranium Extraction) para su posterior almacenamiento
adsorbidos en una matriz bituminosa dentro de unos tanques de hormigén. En este
proceso se le agrega diferentes sales, entre ellas nitratos, para precipitar los
radionuclidos. La presencia de nitratos puede originar unas condiciones favorables
para un ambiente oxidante lo que daria lugar a la movilidad de una serie de
radiondclidos. La presencia de sustancias reductoras en estos tanques de
almacenamiento pueden restablecer las condiciones favorables para la seguridad

de estos almacenamientos.

Recientemente se ha llevado a cabo la reduccion de nitratos utilizando como
bacteria modelo la Halomonas desiderata en presencia de hormigén y la matriz
bituminosa en condiciones parecidas al almacenamiento de las aguas residuales
radiactivas [92]. Se ha comprobado que el proceso de desnitrificacion era mas

rapido en presencia del hormigén que en el de la matriz bituminosa, observandose
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por SEM una colonizacion del hormigoén por la bacteria, hecho que no se daba en

el otro material.

1.5. BACTERIAS SOPORTADAS SOBRE MATERIALES DE CARBON

La inmovilizaciéon de cepas bacterianas sobre materiales de carboén se usa
generalmente para la descontaminacion de aguas, existiendo investigaciones
cientificas que corroboran este hecho. El material de carbdn se usa en diversos

formatos y de diferentes tipos de carbon.

En los procesos de adsorcion sobre los carbones activados granulados (CAG) que
se llevan a cabo para la purificacion del agua se puede producir la colonizacion
por bacterias. Los microorganismos adsorbidos por el carbon convierten los
compuestos organicos biodegradables en biomasa y didéxido de carbono antes de
que estos ocupen sitios en la superficie del carbon, por otra parte, la biocapa
formada incrementa la carga negativa superficial lo que favorece la adsorcion de
especies contaminantes cargadas positivamente como son los metales pesados.
Estas consideraciones indican que el proceso de adsorcion de bacterias en CAG es

importante en tratamientos de aguas.

Los pellet de carbon, microporosos, han sido usados para la inmovilizacion de
cinco tipos de microorganismo encontrados en rios, entre los que se encuentran
bacterias como Bacillus subtilis y Pseudomonas balearica. Este material ha sido
llamado filtros biomejorados (BEAC) y es usado para descontaminar el agua de

los propios rios donde se hallaron estos microorganismos, eliminando sustancias
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como: alcanos, hidrocarburos halogenados, parafinas, cetonas, aldehidos,
alcoholes, esteres, o clorobencenos [93,94]. También se han aislado bacterias de
lodos y junto con las aisladas en rios han sido fijadas en filtros de carbén activo

para descontaminar agua [95].

Por otro lado, Pseudomonas sp. HS-N62 es capaz de descontaminar el agua
contaminada con nitratos, nitritos y amonio, para lo cual fue inmovilizada en

pellets de carbon activo [96].

Para aguas residuales con productos xenobioticos, de diferentes industrias,
también son usados filtros de carbon activo con soporte biologico. Se ha usado
Bacillus sp. y Synechocystis sp. para eliminar compuestos de las aguas residuales
de la industria de la teneria, siendo degradados los compuestos por estos

microorganismos y no adsorbidos por el carbon activo usado [97].

Existen bacterias foto-fermentativas como Rhodopseudomonas faecalis RLD-53,
que son capaces de producir H,, haciendo uso de la luz solar. El hidrogeno
molecular es usado como fuente de energia, por lo que tiene en la actualidad gran
importancia, de ahi que han sido fijadas estas bacterias sobre fibras de carbon
activo para usarlo como biomaterial, con el fin de obtener energia a través de la

produccion de H, [98].

Las fibras de carbon activo también pueden ser combinadas con otros materiales

para usarlas como soporte de microorganismos. Ha sido creada una matriz de
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fibras de carbon activo impregnadas con alginato de calcio para la inmovilizacion

de Pseudomonas oleovorans DT4 para la biodegradacion de tetrahidrofurano [99].

Los poros de los carbones ademas de poder soportar microorganismos pueden
soportar otra serie de compuestos para funcionalizar este carbon activo. Se ha
conseguido funcionalizar carbones activos mesoporosos mediante la adhesion de
lipasa acida, esta ha sido fijada en los mesoporos por la accion de Pseudomonas
gessardii. Con este carbon activado modificado se hidrolizaron residuos de aceite

[100].

Finalmente cabe destacar las altas prestaciones que presentan los materiales de
carbon como soporte de microorganismos, siendo materiales a este nivel
completamente biocompatibles, pudiendo los microorganismos ser inmovilizados

y empleados extensamente en diferentes bio-procesos.

1.6. E. coli SOPORTADA SOBRE MATERIALES DE CARBON PARA LA
DESNITRIFICACION DE AGUAS

Estudios previos [101], han puesto de manifiesto que el carbon activado es un
buen soporte para fijar Escherichia coli. Asi, se estudio el proceso de adsorcion de
la bacteria en distintos carbones activados comerciales y en diferentes condiciones
experimentales, para establecer que pardmetros determinan dicha adsorcion. Las
muestras de carbon se caracterizaron determinando su é4rea superficial,
distribucion del tamano de poros, andlisis elemental y el pH del punto cero de

carga (PZC). Se determin6 que la capacidad de adsorcion de la bacteria E. coli en
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estos carbones aumenta con la hidrofobicidad y el volumen de macroporos que
presentan estos, estando también favorecida con el aumento de la fuerza idnica
(Fe’", Ca®*, Mg™) presente en el medio, debido a la reduccién de la energia libre
electrostatica. La adsorcion de bacterias se vio fuertemente influenciada por el pH
del medio, el cual afecta a la carga superficial tanto de la bacteria como del
carbon, y por lo tanto, a la atraccion electrostatica. Cuando el pH de la disolucién
es intermedio entre el valor del pH del punto cero de carga del carbon y la
bacteria, el nimero de bacterias adsorbidas aumentan debido a la interaccion

atractiva entre el carbon y las bacterias.

Por otra parte, la adsorcion de las bacterias produce un aumento en la carga
negativa superficial, que como se ha comentado en el apartado anterior,
incrementa su capacidad para adsorber especies metdlicas en disolucion. La
adsorcion de metales pesados y compuestos organometalicos también se ve
reforzada por el metabolismo de los microorganismos y por la formacion de
complejos entre los metales y los ligandos presentes en la superficie de la célula,
tales como polisacaridos extracelulares. Este tipo de proceso de bioadsorcion

puede ocurrir tanto en las células vivas y muertas.

La biopelicula, de E. coli sobre carbon activado, hace que aumente la adsorcion de
metales tales como Pb(II) y Cd(Il) en el carbon. La adsorcién de las especies
anteriores se llevaron a cabo tanto en régimen estatico como dindmico y en
presencia y en ausencia de bacterias. En cambio, hay una reduccion en la cantidad
de Cr(VI) adsorbido en las mismas condiciones debido a su caracter anidnico. El

estudio del efecto de electrolitos sobre la bioadsorcion muestra, en general, una
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reduccion de la efectividad de las columnas de carbon, mayoritariamente los
divalentes. Ello es debido a la competicion que se establece entre los cationes
Pb(Il) y Cd(Il), y los cationes de los electrolitos, por los grupos funcionales

negativos de las sustancias poliméricas extracelulares.

También se ha evaluado [101-103] el proceso de desnitrificacion bioldgica
utilizando diferentes carbones activados, bien comerciales o bien desarrollados en
el laboratorio a partir de subproductos agricolas, como hueso de aceituna y
cascara de almendra sobre los que se soportd la bacteria E. coli, y se estudi6 el
proceso de desnitrificacion, relacionandolo con las caracteristicas de los carbones
que favorecen la adsorcion de bacterias. Se determin6 que el carbon procedente de
cascara de almendra activada, era el mas efectivo en el proceso de
desnitrificacion, debido a su macroporosidad, pH del punto cero de carga y su

hidrofobicidad (bajo contenido en oxigeno).

Finalmente, hay que mencionar que tras una exhaustiva busqueda bibliografica,
no se ha encontrado ningin estudio donde se hayan recubierto hormigones
porosos con xerogeles de carbon, ni donde se hayan empleado xerogeles de
carbon como soportes de bacterias para procesos de descontaminacion bioldgica.
Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion incluido en esta Tesis Doctoral es

completamente novedoso.

1.7. OBJETIVOS
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El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral serd estudiar la capacidad de
desnitrificacion de bacterias E. coli soportadas sobre hormigones altamente
porosos recubiertos de carbon. Para ello, se llevard a cabo por un lado Ia
preparaciéon y caracterizacion de peliculas de xerogel de carbon originales
obtenidas con diferente grado de carbonizacién. A continuacion, se recubrirdn una
serie de hormigones altamente porosos de una fina pelicula de xerogel de carbon,
y también con una fina capa de carbonizado obtenido a partir de alcohol
polifurfurilico, procesos que implicaran el desarrollo de un nuevo método de
carbonizacion asistido por microondas, apto para ser usado sobre hormigones sin
prejuicio de sus propiedades mecdnicas. Sobre todos estos materiales se
soportaran bacterias E. coli, y se evaluara su capacidad para la desnitrificacion de
disoluciones acuosas, relacionando estos resultados con las caracteristicas fisico-
quimicas del hormigén y del carbon. Finalmente, también se estudiard el
crecimiento de algas sobre los hormigones porosos originales y recubiertos de

carbon.

La presente Memoria se desarrollard de acuerdo con la siguiente distribucion de

Capitulos:

El Capitulo II de esta Memoria recoge la preparacion de peliculas aisladas de
xerogel de carbon con diferentes grados de carbonizacidn, la preparacion de los
hormigones porosos recubiertos, la descripcion de todas las técnicas de
caracterizacion utilizadas, la descripcion de la preparacion de las bio-peliculas de
E. coli soportadas, y la descripcion y condiciones del proceso de desnitrificacion y

analisis de productos.
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El Capitulo III recoge la caracterizacion fisico-quimica completa de las peliculas
de xerogel de carbon, y el estudio de la capacidad de desnitrificacion de las
bacterias E. coli soportadas sobre ellas. Los resultados obtenidos se relacionaran

con las caracteristicas porosas y quimicas de los materiales.

El Capitulo IV recoge la caracterizacion fisico-quimica completa de los
hormigones porosos de la serie PC, asi como de los hormigones porosos
recubiertos de xerogel de carbon (serie PCC), y el estudio de la capacidad de
desnitrificacion de las bacterias E. coli soportadas sobre todos los materiales
anteriores. Los resultados obtenidos se relacionaran con las caracteristicas porosas

y quimicas de los materiales.

El Capitulo V recoge una caracterizacion fisico-quimica de los hormigones
altamente porosos de la serie HPC, asi como de los hormigones porosos
recubiertos de xerogel de carbon (serie HPCC), y recubiertos de un carbonizado
obtenido a partir de alcohol polifurfurilico (serie HPCF). También se estudiara la
capacidad de desnitrificacion de las bacterias E. coli soportadas sobre todos los
materiales anteriores comparando el tipo de recubrimiento carbonoso. Los
resultados obtenidos se relacionaran también con las caracteristicas porosas y
quimicas de los materiales. Ademads, para el proceso de desnitrificacion y
utilizando el hormigén HPCI, se estudiard el empleo de diferentes fuentes de
carbono para el crecimiento de las bacterias, diferentes temperaturas del bio-
reactor, asi como el efecto de la presencia de los metales Cr(VI) y Zn(II) sobre la

capacidad de desnitrificacion de las bacterias E. coli soportadas.
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El Capitulo VI recoge el estudio de crecimiento algas sobre diferentes hormigones

porosos y recubiertos de carbon. Los resultados obtenidos se relacionaran con las

caracteristicas porosas de los materiales.
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2.1. FABRICACION DE HORMIGONES POROSOS

Cementos Portland Valderrivas ha desarrollado una serie de hormigones porosos
con distinto intervalo de porosidad y enmarcados en el proyecto "Hormigones
Porosos de Alta Resistencia como Matriz para la Fabricacion de Hormigones

Polifuncionales", financiado por el CDTI.

El objetivo principal del proyecto fue conseguir una nueva gama de hormigones
porosos polifuncionales de alta resistencia mecanica y drenabilidad, con mayor
resistencia al desgaste superficial, mayor durabilidad y automantenimiento de su
nivel de porosidad, idoneos para aplicaciones dentro del sector de la construccion
como pavimentos drenantes para trafico pesado y medio, prefabricados ligeros
para rehabilitacion de estructuras con prestaciones de aislamiento acustico y
térmico. Los materiales utilizados para la preparacion de estos hormigones
porosos de alta resistencia fueron: un cemento tipo CEM I 52,5 R especial
disefiado por Cementos Portland Valderrivas con prestaciones de altas resistencias
a cortas edades, aridos, agua, aditivos especiales desarrollados por BASF

Construction Chemicals Espafia y otras adiciones.

A continuacion se describen las muestras de hormigén poroso suministradas por
Cementos Portland Valderrivas para el desarrollo de esta Tesis y la dosificacion

empleada para su preparacion.
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Dosificaciones

Se han estudiado un total de 10 muestras suministradas por Cementos Portland
Valderrivas y divididas en dos series (4 muestras de la serie PC y 6 muestras de la

serie HPC).

Las muestras de hormigon poroso de la serie PC se nombraron por sus siglas en
inglés (Porous Concrete) seguidas de un numero. Para la optimizacién de la
dosificacion de la serie de hormigones PC (Tabla 2.1) se estudiaron distintas
variables de influencia en la fabricacion del hormigén poroso. Se ajustd la
cantidad de pasta de cemento (cemento, agua y adiciones) frente a la cantidad de
aridos. El método de compactacion para las muestras de esta serie se llevd a cabo
por un numero determinado de pasadas con un rodillo de dimensiones 50

(longitud) x 40 (diametro) cm.

Tabla 2.1.- Dosificacion empleada para las muestras de la serie PC.

Arena Grava Cemento Agua Glenium Ad.BASF Pasadas
Muestra alc
(Kg) (Kg) (Kg)  (Kg) sky (%) (%) Rodillo
PC1 1450 - 400 108 0,27 1,7 1 0
PC2 - 1338 420 92 0,22 1,5 - 0
PC3 - 1400 398 116 0,25 1,5 1 40
PC4 560 840 437 102 0,20 1,5 1 20

(a/c): relacion agua/cemento

En la serie HPC se siguié manteniendo el criterio alcanzado en la serie anterior y
se fijo la cantidad de aridos alrededor de 1400 kg/m’ disminuyendo también, el

uso de arena y la relacion pasta/arido, trabajando con relaciones a/c comprendidas
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entre 0,23 y 0,29. En el caso de algunas de las muestras de esta serie el se incluy6
un método de compactacion intermedia entre las pasadas de rodillo que consistio
en una pesa rectangular de 20 kg y 11,5 x 23 cm de seccion. Exceptuando las
muestras HPC1 y HPC2, se anadio en todos los casos un 6 % de humo de silice.

Las muestras y la dosificacion empleada en este caso fue la siguiente (Tabla 2.2):

Tabla 2.2.- Dosificacion empleada para las muestras de la serie HPC.

Muestra Arena Grava Cemento Agua alc Glenium Ad.BASF Pasadas
(Kg) (Kg) (Kg) (Kg) sky (%) (%) rodillo

HPC1 330 1200 355 90 0,25 1 1 30 + pesa
HPC2 330 1200 355 85 0,24 1,5 1 30
HPC3 310 1200 355 90 0,25 1 1 30 + pesa
HPC4 - 1400 338,6 97,3 0,29 1,5 0,5 30
HPC5 - 1400 325 93,4 0,29 1,5 0,5 30
HPC6 300 1300 350 92 0,26 1 1 30

En este caso el nombre de los hormigones porosos de esta serie vienen también
dados por sus siglas en inglés (High Porous Concrete) seguidas de un nimero. La
diferencia en la nomenclatura entre ambas series viene dado por la mayor

porosidad de estas muestras con respecto a las muestras de la primera serie.

La dosificacion mostrada en ambas tablas estd referida a 1 metro cubico de

mezcla.

Para proceder a los distintos ensayos de caracterizacion de los hormigones en el
desarrollo de esta Tesis, se adaptaron las probetas suministradas correspondientes

a las diez muestras en diferentes tamafios en funcion del ensayo a realizar.
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2.2. PREPARACION DE PELICULAS DE CARBON

Se prepard en primer lugar, un xerogel orgédnico original en forma de pelicula
empleando los siguientes reactivos: resorcinol (98 % pureza) Sigma-Aldrich,
formaldehido (37 % disoluciéon acuosa) Sigma-Aldrich, carbonato de cesio (99,9
% pureza) Sigma-Aldrich y agua destilada tipo MiliQ. En la Tabla 2.3 se recogen
las proporciones y cantidades de reactivos utilizados para la sintesis del xerogel
organico.

Tabla 2.3.- Composicion de mezcla inicial y relaciones molares utilizadas en la sintesis
de xerogel organico.

Resorcinol Formaldehido Catalizador Agua
R/F R/IC R/W

(9) (9) (9) (mL)
49,28 72,64 0,06 61,00 0,50 2300 0,08

Para la sintesis de las peliculas de xerogel organico el resorcinol, el formaldehido
y el catalizador (Cs;CO;3) se disolvieron en agua, que actu6 como medio de
reaccion, agitandose la mezcla durante unos minutos hasta obtener una disolucion
homogénea, de acuerdo con el método originalmente desarrollado por Pekala [1].
A continuacion la disolucion resultante se vertid en moldes cilindricos, donde
posteriormente solidificarian. Los moldes utilizados fueron placas de vidrio de 5
cm de diametro y 1,5 cm de profundidad que se taparon adecuadamente para
prevenir la evaporacion del formaldehido de la mezcla durante la polimerizacion.
Estos moldes sellados fueron sometidos a un programa térmico para inducir las
etapas de gelacion y curado. Las condiciones de dichas etapas fueron: 24 horas a

temperatura ambiente, 24 horas a 50 °C y 72 horas a 80 °C.
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Tras la gelificacion y curado, las peliculas de gel organico himedo se secaron
térmicamente en una estufa a 110 °C y presion atmosférica. Finalmente las
peliculas de xerogel orgéanico secas (XO) se carbonizaron para obtener las
peliculas de xerogel de carbon. Para llevar a cabo este proceso se utilizaron dos
métodos de carbonizacidon: carbonizacién asistida por microondas, y
carbonizacion térmica convencional. La carbonizacion asistida por microondas es
un proceso muy novedoso, y en este trabajo se ha pretendido hacer un estudio
comparativo sobre el efecto que este tipo de carbonizacién produce en las
peliculas de xerogel. Por esta razon, una parte de las peliculas de xerogel organico
fue carbonizada utilizando microondas, y otra parte, a efectos comparativos se
carbonizd en un horno convencional. A continuacion se detalla como se llevaron a

cabo ambos procesos piroliticos.

Carbonizacion en horno microondas

Para este tratamiento se utilizd un horno microondas doméstico modelo Savoid
MSG-20810-S, al que se le adaptd una entrada de gases. Asi, la carbonizacion de
las peliculas de xerogel organico se llevo a cabo con una potencia de 800 W, en
corriente de argon, empleando periodos de radiacion de diez minutos
acumulativos. Después de cada periodo se hizo una pausa en la radiacion de dos
minutos también bajo corriente de argon. Durante el primer periodo de
tratamiento, las peliculas de xerogel organico se situaron entre dos laminas de
grafito (Figura 2.1) con objeto de inducir un mayor calentamiento sobre la
superficie del xerogel; durante el segundo y posteriores periodos de tratamiento

las laminas de grafito se retiraron, incidiendo las microondas directamente sobre
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el xerogel. El enfriamiento del material carbonizado se llevé a cabo también en
corriente de argdn. De éste modo, se obtuvieron peliculas de xerogel de carbon
con un porcentaje de pérdida de peso del 13, 17 y 28 %, para 3, 4 y 7 periodos de
tratamiento, respectivamente. Las peliculas de xerogel de carbon obtenidas
mediante carbonizacion asistida por microondas se han denominado XMW13,
XMW17 y XMW28 indicando los digitos el porcentaje de pérdida de peso en
cada caso (seric XMW).

1. Film xerogel organico
2. Laminas de grafito
3. Ladrillo refractario

4. Entrada de gases

Figura 2.1.- Esquema del proceso de carbonizaciéon en horno microondas.

Por otro lado, también se prepardé una pelicula de carbon a partir una resina
furanica compuesta principalmente de alcohol polifurfurilico (PFA), de la casa
Hiittenes-Albertus Alemania, ref. 1114340. El método de preparaciéon de esta
pelicula orgénica consistido también en la deposicion sobre moldes cilindricos de
esta resina diluida en acetona, en una relacién 2:1 (v/v), y con unas gotas de acido
nitrico como catalizador de polimerizacion. El proceso de curado fue igualmente

de 24 horas a temperatura ambiente, 24 horas a 50 °C y 72 horas a 80 °C. En este
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caso el proceso de carbonizacion asistida por microondas necesitd de 4 periodos

acumulativos para alcanzar una pérdida de peso proxima al 13 %.

Carbonizacion convencional

Para este tratamiento se utilizd6 un horno convencional tubular (Figura 2.2),
compuesto por de un tubo de cuarzo insertado en un horno tipo Watlow,
conectado a una caja de potencia y equipado con un termopar interno. Asi, la
carbonizacion de las peliculas de xerogel orgénico se llevo a cabo en una corriente
de argén, empleando una rampa de calentamiento de 10 °C min™ hasta la
temperatura maxima, y manteniendo esta temperatura durante 30 minutos. El
enfriamiento del material carbonizado también se llevd a cabo en corriente de
argon. De éste modo, y tras un estudio previo termogravimétrico, se obtuvieron
peliculas de xerogel de carbon con porcentajes de pérdida de peso del 13, 17 y 28
%, para 340, 400 y 520 °C de temperatura maxima de carbonizacion,
respectivamente. De forma analoga a los nombre utilizados para la serie XMW,
las peliculas de xerogel de carbon de esta serie (XF) se han denominado XF13,
XF17 y XF28, indicando los digitos la pérdida de peso correspondiente durante el

proceso de carbonizacion.

La Tabla 2.4 recoge a modo de resumen todas las peliculas de carbon y las

condiciones de preparacion.
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1. Horno convencional
2. Caja de potencia

3. Entrada de gases
4. Salida de gases

5. Tubo de cuarzo

Figura 2.2.- Esquema del proceso de carbonizacidon convencional.

Tabla 2.4.- Films de carbdn preparados en funcion del precursor, tipo de carbonizacion y
del porcentaje de carbonizacion.

Tipo Temperatura Periodos en Carbonizacion

Muestra Precursor
Carbonizacién (°C) Mw (%)
XF13 R+F Convencional 340 - 13
XF17 R+F Convencional 400 - 17
XF28 R+F Convencional 520 - 28
XMW13 R+F Microondas - 3 13
XMWA17 R+F Microondas - 4 17
XMW28  R+F Microondas - 7 28

2.3. RECUBRIMIENTO DE CARBON DE LOS HORMIGONES POROSOS

Dos hormigones de la serie PC y tres de la serie HPC se seleccionaron para
preparar los hormigones recubiertos de carbon PC1C, PC2C (serie PCC); HPCIC,
HPC3C y HPCS5C (serie HPCC); HPC1F, HPC3F y HPCSF (serie HPCF).
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Para la obtencion de estos materiales de utilizaron piezas de hormigén de 5 x 5 x 2
cm. Todos los recubrimientos se realizaron mediante el mojado completo de las
piezas correspondientes en una disolucion del precursor organico, seguido de una

etapa de soplado, curado y posterior carbonizacion en horno microondas.

Para la preparacion de las series PCC y HPCC, se utilizé como precursor orgénico
la misma mezcla polimérica de resorcinol y formaldehido descrita para la
obtencion de las peliculas, mientras que para la preparacion de la serie HPCF se
utilizd la resina furanica, también en las mismas condiciones experimentales

anteriormente descritas.

Durante el mojado los hormigones porosos, éstos estuvieron sumergidos en el
liquido polimérico durante 3 minutos en continua agitacion. Transcurrido dicho
tiempo el hormigén se dejo escurrir, y posteriormente se sopld utilizando aire
comprimido para desalojar el resto de liquido de la estructura porosa.
Posteriormente, se colocaron las piezas de hormigdén en un recipiente de vidrio
soportadas por los vértices, y se tapd adecuadamente para evitar una evaporacion
rapida. Durante las primeras horas de este proceso de secado, las piezas se
cambiaron de posicion varias veces para garantizar un recubrimiento homogéneo,
y evitar, en la medida de lo posible una oclusiéon importante de la porosidad. La
condiciones experimentales de la etapa de curado de estos hormigones

recubiertos, fue el mismo que se ha descrito para el caso de las peliculas.

Los hormigones recubiertos se carbonizaron uUnicamente mediante el nuevo

procedimiento desarrollado en esta Tesis, asistido por microondas en atmdsfera de
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argon, utilizando en todos los casos cuatro periodos de radiacion de 10 minutos
acumulativos. Cabe destacar, que la carbonizacion asistida por microondas ha sido
desarrollada durante esta Tesis, con el proposito de poder carbonizar el
recubrimiento organico de los hormigones, produciendo un efecto minimo sobre
las propiedades mecanicas de la pieza durante el calentamiento. El empleo de una
carbonizacion convencional debilita muy significativamente la resistencia
mecanica de este tipo de materiales. El hecho de que la carbonizacion asistida por
microondas de una pelicula organica, pueda llevarse a cabo a tiempos mas cortos
de tratamiento que una carbonizacién convencional, evita un calentamiento
excesivo interno de la pieza de hormigon preservando sus propiedades mecdanicas,

tal y como se mostrara en el Capitulo IV de la presente Memoria.

2.4. PREPARACION DE LA BIO-PELICULA Y REACCION DE
DESNITRIFICACION

La bio-pelicula se preparé mediante la fijacion de las bacterias E. coli sobre las
peliculas de carbon, sobre los hormigones porosos, y sobre los hormigones
porosos recubiertos de carbon. En el presente estudio se trabajé con la cepa ATCC
25922 de Escherichia coli., cedida por el Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Granada. La inmovilizacion de las bacterias se hizo en dos pasos,
en primer lugar se obtuvo una suspension de las bacterias, y posteriormente se

fijaron sobre los distintos soportes.

La suspension de bacterias se prepard haciendo crecer la E. coli en 50 mL de una
disolucidon de Soja Triptona Agar (TSA) de la casa Panreac, a 37 °C durante 48

horas en condiciones estériles y medio aerobico. Para fijar las bacterias sobre los
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distintos soportes, se adiciond 1 mL del cultivo bacteriano obtenido anteriormente
en el bioreactor, que contenia las correspondientes muestras, junto con un
volumen de disolucién de cultivo TSA suficiente para cubrir toda la muestra,
manteniéndose en agitacion a 37 °C durante 72 horas. Pasado este tiempo, y para
llevar a cabo el proceso de desnitrificacion, se separd el liquido de cultivo de los
soportes con la bacteria ya depositada, y se procedié a ponerlas en contacto con
un volumen determinado de una disolucion acuosa de nitratos de 40 mg L. A
continuacion, se le agreg6d 1,3 mL de etanol por cada 50 mL de disolucidon con
objeto de proporcionarle la fuente de carbono necesaria para la desnitrificacion, y
se mantuvo el pH neutro utilizando una disolucion tampén de fosfatos. Cuando
los soportes fueron las peliculas de xerogel de carbon se empled 0,4 g de estas y
100 ml de la disolucidon acuosa de nitratos, mientras que con los hormigones
porosos y los hormigones porosos recubiertos de carbon, se utilizaron piezas de
dimensiones 5 x 5 x 2 cm que se pusieron en contacto con 200 ml de la disolucién
acuosa de nitratos. Con objeto de conseguir las condiciones anaerdbicas se
desalojo el oxigeno haciendo burbujear una corriente de argén en la disolucion de
nitratos. La reaccion de desnitrificacion transcurrid con agitacion suave y a la
temperatura de 25 °C. No obstante, algunas de estas condiciones experimentales
generales se modificaron para estudiar el efecto de las mismas sobre la capacidad
de desnitrificacion de la E. coli soportada; todos estos estudios se describen en

detalle en el Capitulo V.

Durante este proceso anaerdbico las bacterias E. coli transforman los nitratos en
nitritos como consecuencia de un proceso de respiracion, ademas estos nitritos

también van siendo eliminados a N, como consecuencia del mencionado proceso
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de respiracion [2]. Para monitorizar la reaccion de desnitrificacion en funcion del
tiempo se determiné la evolucion de las concentraciones de nitratos y nitritos. La
concentracion de iones nitratos se determiné directamente en el medio de reaccion
utilizando un electrodo selectivo de iones nitratos (marca Mettler). Para el analisis
de la concentracion de iones nitrito se tomaron alicuotas del medio de reaccion a
diferentes tiempos, y utilizando el método de la sulfanilamida y N-(1-naftil)-
etiléndiamina [3], se midi6 la cantidad de nitritos espectrofotométricamente a la

longitud de onda de 543 nm, utilizando un equipo Hitachi modelo U 2000.

En este tipo de procesos puede aparecer amonio, por lo que se analizé6 mediante el
método de Nessler la presencia de éste en la disolucion al final del proceso de
desnitrificacion, en todas las experiencias realizadas. Este ensayo consiste en
poner en contacto la disolucion con el reactivo de Nessler (iodo-mercuriato de
potasio alcalino) y ver si aparece el color naranja (o rojizo) que indique la
presencia del i6n amonio a través de la formacion de un complejo (yoduro de

dimercuramonio) [4].

2.5. TECNICAS DE CARACTERIZACION

Los hormigones porosos, las peliculas de carbon, y los hormigones porosos
recubiertos con materiales de carbon, se han caracterizado utilizando diferentes y
numerosas técnicas con el objetivo de estudiar sus propiedades mecdnicas,

porosidad, drenabilidad, morfologia y caracteristicas quimicas.
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Se estudiaron algunas propiedades fisicas de los hormigones porosos: resistencias
mecanicas a compresion, medidas de coeficientes de permeabilidad y densidades
obtenidas con distintos fluidos. Se realizé un estudio comparativo de resistencias
mecanicas de hormigones porosos y hormigones porosos recubiertos de carbon.
La porosidad de los hormigones porosos se estudido mediante analisis superficial
de imagenes, porosimetria de intrusion de mercurio, y adsorcion de Ny a - 196 °C.
También se determinaron los volumenes accesibles al agua y mercurio, a presion

atmosférica, mediante picnometrias con estos liquidos (H,O y Hg).

El estudio del area superficial y la porosidad de las peliculas de carbon se llevo a
cabo mediante adsorcion fisica de gases (N, a -196 °C y CO; a 0 °C). Las
caracteristicas quimicas superficiales de las peliculas de xerogel de carbon se
estudiaron mediante: andlisis elemental, medida del pH punto cero de carga
(PZC), espectroscopia infrarroja (IR), resonancia magnética nuclear de °C (RMN

13C), espectroscopia Raman y espectroscopia de fotoemision de rayos-X (XPS).

Con todos los materiales se realizaron ensayos de lixiviacion con agua destilada.
En el agua de estos ensayos se determinod la concentracion de diferentes metales
lixiviados mediante espectrometria de masas con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo ICP-MS, y también se utilizé para realizar los ensayos de

toxicidad.

El analisis morfologico de las muestras se ha realizado mediante microscopia

electrénica de barrido (SEM), microscopia Optica y fotografias de alta resolucion.
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A continuacion se describen las técnicas mencionadas, asi como el fundamento

teorico de las mismas.

2.5.1. Resistencia a compresion

Se ha determinado la resistencia a compresion mecanica de las muestras de
hormigén poroso aplicando diferentes normativas en funciéon del origen del
hormigoén: en fresco utilizando probetas cilindricas, y endurecido utilizando
testigos extraidos de losas de hormigén. Estos ensayos se realizaron en los

laboratorios de [+D+i de Cementos Portland Valderrivas.

En un principio se realizaron para las muestras de la serie PC ensayos a
compresion sobre probetas cilindricas 15 x 30 cm obtenidas a partir de moldes, y
compactadas de forma convencional segiin la norma UNE-EN 12390-3: 2003 [5].
Con el fin de investigar el método de compactacion del material mas adecuado
evitando la penalizacion de la red capilar caracteristica del hormigén poroso, y
por tanto poder evaluar las prestaciones de durabilidad de forma reproducible, en
una segunda fase, se decidi6 la fabricacion a escala industrial de hormigon poroso
mediante losas de 50 (lado) x 50 (lado) x 15 (altura) cm, de las que fueron
extraidas probetas testigo cilindricas de dimensiones 10 (diametro) x 15 (altura)
cm para la determinacion de resistencias a compresion siguiendo el procedimiento
recogido en la norma UNE-EN 12504-1:2009 [6]. Los valores experimentales de
las roturas a compresion de las probetas testigo han sido mayorados aplicando un
factor de correccion del 10 % de acuerdo con lo recogido en la instruccion EHE-

08 [7], debido a que durante el proceso de extraccion de probetas testigo mediante



Capitulo || 59

trépano provoca generalmente un cierto nivel de dafio en el propio hormigon que
se pretende evaluar, mediante la aparicion de microfisuras que pueden tener su
incidencia en los resultados obtenidos al proceder a su rotura a compresion.
Aunque no se ha llegado a cuantificar, se considera que durante la extraccion de
un testigo de un elemento hormigonado con hormigoén poroso, sufre un
debilitamiento superior al esperado para un hormigén convencional debido a la
porosidad de dicho elemento. La resistencia a compresion sera indicada a

continuacion en el texto como Rc.

Por otro lado, con objeto de estudiar la posible influencia del tratamiento térmico
con microondas en las propiedades mecanicas del material y compararlo con las
propiedades mecanicas del material sin dicho tratamiento térmico, se
confeccionaron probetas prismaticas con dimensiones 5 x 2,5 x 2 cm
correspondientes a muestras de la serie PC. La Figura 2.3 muestra un esquema del

ensayo de compresion realizado:

Figura 2.3.- Ensayo de resistencia a compresiéon sobre una muestra recubierta con
xerogel de carbon (serie PC).
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Este ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio de Ingenieria de la Construccion
(LabIC) de la UGR con la supervision del Profesor José Rodriguez Montero. El
estudio se llevd a cabo sobre (i) muestras originales de hormigén poroso, (ii)
muestras originales sometidas a un tratamiento, en horno microondas a 800W, de
4 periodos acumulativos de 10 minutos con paradas intermedias de 2 minutos,
denominadas con la letra T después del nimero de muestra, y (iii) sobre piezas de

hormigdn poroso recubiertas de xerogel de carbon.

2.5.2. Permeabilidad

Cementos Portland Valderrivas optimizé el método de la medida de la
permeabilidad del material siguiendo los estudios de diversas revistas
especializadas [8,9], para lo cual optd por el empleo del permedmetro LCS, de
acuerdo con lo indicado en la instruccion NLT-327/00 [10]. El método
proporciond informacidon cuantitativa sobre si un hormigén es drenante o no,
mediante el calculo del coeficiente de permeabilidad, denominado K, aplicando la
ley de Darcy, que ademés permitio6 comparar la capacidad drenante de los
hormigones porosos en funcion de sus diferentes dosificaciones y métodos de

compactacion.

El método empleado para la utilizacion del permeametro LCS se realizé en todos
los casos sobre las mismas losas de 50 x 50 x 15 cm procediendo de la siguiente
manera: una vez desmoldadas y paletizadas las losas (a las 24 horas), se regaron
abundantemente con agua y se realizan cinco lecturas con el permeametro, una en

el centro de la losa, y cuatro méas en el centro de cada cuadrado imaginario que se
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obtiene al dividir cada losa en cuatro partes iguales. En cada una de las lecturas
para aceptarla como valida, es necesario que no haya evacuacion de agua por las
superficies laterales de la losa. El valor experimental obtenido fue la media de los
cinco valores anteriores. En la Figura 2.4 se muestra el permeametro LCS sobre

una losa.

* |l'....
R N

Figura 2.4.- Permeametro LCS sobre una losa de hormigdn poroso en las instalaciones
de Cementos Portland Valderrivas.

2.5.3. Determinacion de densidades y volimenes accesibles al agua y
mercurio.

2.5.3.1. Densidad geométrica

Para la determinacion de la densidad geométrica se considerd las diferentes
morfologias de las muestras de hormigon poroso recibidas. Para el célculo de esta
densidad se considera como volumen del material, el volumen total de la pieza

incluidos los poros. Es decir, la densidad geométrica, pg, relaciona la masa de la
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probeta con su volumen teniendo solo en cuenta la forma externa del material

[11]. Por tanto la ecuacion usada para determinar esta densidad es la siguiente:

Masa
po(Kg/im’)y=—"—"" (2.1.)
Volumen

Para determinar la masa, las muestras se secaron en estufa a 80 °C hasta peso

constante utilizando una balanza Mettler PM 1200.

Para calcular el volumen (Vp¢) de las muestras de la serie PC, teniendo en cuenta
que las probetas eran cilindricas (Figura 2.5) se utiliz6 la Ecuacion 2.2 donde 7 es

el radio de la probeta y 4 su altura.

Figura 2.5.- Rodaja cilindrica perteneciente a una muestra de la serie PC.

Vee=m-r"-h 2.2)
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Para calcular el volumen (Vppc) de las muestras de la serie HPC, teniendo en
cuenta que las probetas tenian forma de prisma de base cuadrada (Figura 2.6), se
utilizo la Ecuacion 2.3 donde a y b son los lados de la base del prisma y 4 su

altura.

Figura 2.6.- Rodaja prismatica correspondiente a una muestra de la serie HPC.

Vipe =a-b-h (2.3.)

Los valores de pg obtenidas correspondieron al promedio de las medidas

realizadas sobre tres probetas diferentes del mismo hormigén.

2.5.3.2. Picnometrias con agua y mercurio

Para esta determinacion se utilizaron picnometros como los que aparecen en la
Figura 2.7. Asi, se determin6 las densidad de los hormigones empleando agua

como fluido picnométrico, pmro, y aplicando la norma "Determinacion de la
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densidad real y aparente y de la porosidad abierta y total en piedra natural" [12].
También se determind las densidad utilizando mercurio como fluido, pgg,

aplicando la norma "Determinacion de densidad en hormigon endurecido” [13].

—

Figura 2.7.- Picndmetros utilizados para determinacién del volumen de poros.

En ambos caso se procedio de la manera siguiente: en primer lugar se calcul6 el
volumen del picnémetro (Ecuacion 2.4) dividiendo la masa del fluido en el
picnometro hasta el enrase, entre la densidad de dicho fluido. Los volumenes
calculados necesarios para el enrase del picndmetro se denominaron, volumen de

agua, Vino, y de mercurio Vyg.

vV _ M FLUIDO 2
PICNOMETRO ~— (2.4.)
Prruipo

Una vez obtenido el volumen ocupado por el picnometro se introdujeron las

muestras previamente secadas en estufa a 110 °C, y pesadas (Myuesrra),
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conectando posteriormente el picnometro a un equipo de vacio con el objetivo de
eliminar el posible aire ocluido en los poros del material. Una vez desgasificada la
muestra, se anadio el liquido picnométrico, se hizo el enrase y se peso, obteniendo
asi, con la densidad del liquido, el volumen de liquido ocupado (Vijoumo). Al
volumen del picndmetro se le resto el volumen de liquido existente con la pieza y
la diferencia de ambos nos daré el volumen de la muestra (Vyuesrr4). Con la masa
de la pieza calculada previamente se obtuvo la densidad de muestra (puyuesrra)-
Para la determinacion de las densidades con los distintos fluidos se tuvo en cuenta

la temperatura a la cual se llevd a cabo la medida.

MMUESTRA

(2.5.)

PMUESTRA = %
MUESTRA

El volumen de poros accesibles a agua y mercurio de las muestras de hormigon
poroso se calculd a partir de la densidad geométrica y la densidad determinada

con los fluidos (pm20 0 prg), mediante la aplicacion de las Ecuaciones 2.6 y 2.7:

1 1
VHZO = - (2.6.)
Pe  Puzo
1 1
Vg =—"—" (2.7)
pG pHg

En el caso del volumen accesible a mercurio, a presion atmosférica, este refleja

solo el volumen de poros con didmetro superior a 15 um.
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2.5.4. Porosimetria de mercurio

La porosimetria de mercurio proporciona informacién sobre la macro y
mesoporosidad comprendida entre 0,006 y 360 um. En esta técnica, debido a que
el mercurio no moja la superficie del solido, se aplica una presion externa mayor a
la atmosférica para que acceda a la porosidad. A medida que el poro sea mas
estrecho, mayor sera la presion que tenemos que aplicar al mercurio para que se
introduzca. Asi, determinando el volumen de mercurio introducido, se puede

calcular el volumen y la distribucion de poros.

La distribucion de porosidad se obtiene aplicando la ecuacion de Washburn [14]
(Ecuacion 2.8); en ella se relaciona la presion externa aplicada (P) con el radio de
poro (7); asi, el radio de poro, supuesto cilindrico, que se ha llenado con mercurio

es inversamente proporcional a la presion aplicada.

. —20cos@ (2.8)
P

En esta ecuacion, ¢ es la tension superficial del mercurio, y 0 el angulo de
contacto entre el mercurio y la muestra. El mercurio tiene un angulo de contacto
con la superficie del poro comprendido entre 135° y 150°. Para la tension
superficial o, el valor utilizado fue de 485 dinas cm™ y para el 4ngulo de contacto

0, 130°.

El equipo utilizado fue un porosimetro de mercurio Autopore IV 9500 (Figura

2.8) de la Unidad de Analisis de Solidos Porosos de la Universidad de Mélaga. El
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procedimiento experimental seguido consistidé en introducir en el portamuestras
aforado del penetrometro las muestras previamente cortadas, secadas en estufa a
110 °C durante 24 horas, y pesadas. A continuacion, se desgasificé la muestra
aplicando vacio para a continuacion, llenar el penetrometro con mercurio a
medida que se restablecia la presion atmosférica. A partir de aqui, se aplico
presion en un rango comprendido entre 0,04 y 2100 bar, registrandose el volumen

de mercurio introducido en los poros en funcién de la presion aplicada.

Las experiencias se realizaron sobre piezas de hormigén poroso y sobre piezas de

hormigdn poroso recubierto de carbon.

Figura 2.8.- Porosimetro de mercurio Autopore 1V 9500.

Al volumen determinado mediante porosimetria de mercurio se le denominara en
el texto como Vpor. De esta técnica se determind también la superficie externa

porosa, Sgxr.
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2.5.5. Adsorcion fisica de gases

Las isotermas de adsorcion y desorcion de N, a -196 °C, y adsorcion de CO; a 0
°C se realizaron en un aparato volumétrico AUTOSORB-1C de la casa
Quantachrome Instruments, el cual permite alcanzar un vacio de 10™° bar
mediante la accidbn combinada de una bomba seca y una turbomolecular con

trampa fria de N, liquido.

En el caso de las peliculas de xerogel de carbon el acondicionamiento de las
muestras para realizar ambas isotermas fue el siguiente: se pesd una pequeiia
cantidad de muestra (entre 0,02 g y 0,04 g) previamente seca en estufaa 110 °C, y
antes de la adsorcion se desgasifico durante 24 h en un bulbo de vidrio de 9 mm
de didmetro, a 110 °C, en vacio dindmico de aproximadamente 10® bar. Los
adsorbatos utilizados fueron nitrégeno (99,999 %) y dioxido de carbono (99,999

%) suministrados por Air Liquide.

Para las muestras de hormigén poroso el adsorbato utilizado fue Unicamente
nitrogeno. El proceso de desgasificacion fue igual al realizado para los xerogeles
de carbon. En estos casos el peso de muestra analizada estuvo entre 1 y 2 g, y el
bulbo utilizado fue de 12 mm. En todos los caso se minimizé el volumen muerto
mediante relleno de los bulbos con varillas de vidrio.

A partir de los datos de adsorcion de N a -196 °C se determind el area superficial

aparente, Sggr, mediante la aplicacion de la ecuacion de BET [15,16].
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A partir de los datos de adsorcion de N, a -196 °C y CO; a 0 °C se determinaron
el volumen de microporos, Wy, la anchura media de microporo, Lo, y la energia
de adsorcion caracteristica, Ey, mediante la aplicacion de la ecuacion de Dubinin-
Radushkevich [17,18] [19], utilizando como cociente de afinidad 0,33 para el N, a
-196 °C [20] y 0,35 para el CO; a 0 °C [21]. Los volumenes molares utilizados
para N, y CO, a las temperaturas de trabajo fueron de 34,65 cm’/mol y 43,01

cm’/mol, respectivamente [22].

Finalmente, a partir de los datos de desorcion de N, a -196 °C se determiné el
volumen de mesoporos, Vg, mediante la aplicacion del método de Barret, Joyner
y Halenda (BJH) para el calculo del volumen de mesoporos [23]. Este método
asume poros con geometria cilindrica, y que cuando la presion relativa inicial es

cercana a la unidad, todos los poros estan llenos con liquido.

2.5.6. Analisis superficial de imagenes

Con esta técnica se analizaron los poros con didmetros superiores a 0,05 mm
presentes en la superficie de las muestras de hormigon poroso. Para este analisis
primero se cortaron distintas secciones de las probetas de unos 2 cm de espesor y
se escanearon usando un escaner plano Canon modelo LIDE 110, posteriormente
se escogieron franjas cuadradas con un area de 50 cm?, descartando las zonas que
presentaron efectos significativos de borde. Por ultimo, mediante el programa de
imagen GIMP [24] se marcaron los poros en blanco sobre la superficie gris y se

pas6 a escala de blancos y negros para distinguir la superficie porosa de la
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superficie no porosa. En la Figura 2.9 se presentan los pasos seguidos para el

marcado de los poros:

Figura 2.9.- Esquema del proceso seguido para el marcado de poros superficiales.

Una vez discriminado el area superficial porosa, denominada Apor.2p, del area
superficial total de la imagen, ésta se cuantificd y se realizo una distribucion de
didmetros de poro. Este proceso se realiz6 mediante el software de tratamiento de

imagen ImageJ [9].
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2.5.7. Lixiviacion de metales

El lixiviado de las muestras se realizd utilizando agua destilada como fluido
extractor y se utilizé el proceso descrito en la norma alemana DIN 38414-S4 [25]
ligeramente modificada al utilizar piezas de hormigén poroso con un volumen
aproximado de 50 cm’ y utilizando un volumen de agua 20 veces superior al
volumen de la muestra (1000 mL). Para realizar este ensayo con las peliculas de

carbon, se utilizé una relacion de 10 ml de agua por cada 0,4 gramos de carbon.

Figura 2.10.- Proceso de lixiviacion.

Con los hormigones, este proceso se llevd a cabo en un vaso de precipitado sobre
el que se colocd un soporte de vidrio, especialmente disefiado para estas muestras,
que permitia situar bajo €l un spin para la agitacion del agua. Una vez ajustada la
pieza en el soporte y afiadida el agua destilada se tap6 el vaso con parafilm para
evitar el contacto con el aire (Figura 2.10). Este proceso duraba varios dias hasta

obtener un valor de pH constante.
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Con el agua empleada en la lixiviacion se realizaron dos analisis: por un lado el
analisis de concentracion de los diferentes metales, mediante la técnica de ICP-

MS y por otro, un ensayo de toxicidad.

Espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo

Este analisis se realiz6 un equipo Perkin-Elmer modelo Optima 8300 del Centro
de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. Asi se analizaron las
concentraciones en ppb de los siguiente metales: Be, Sc, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu,

Zn, As, Y, Mo, Cd, In, Sn, Sb, Ba, TI, Pb, Bi, Thy U.

Por otro lado se realizé un ensayo cualitativo para la determinacion de Ti en los
lixiviados. Para ello se utilizo la técnica espectrofotométrica mediante
complejacién con agua oxigenada. Asi, se afiadid 5 ml de cada lixiviado en una
placa de toque, unas gotas de acido sulfurico, y unas gotas de agua oxigenada y se

esper6 para ver si la reaccion daba el color amarillo del complejo.

Ensayo de toxicidad

Para la determinacion de la toxicidad de los distintos lixiviados se llevd a cabo el
analisis mediante el empleo de la bacteria luminiscente Vibrio Fischeri LCK-480
suministrada por la casa HACH LANGE. La toxicidad se expres6 como el % de
inhibicion de la luminiscencia de la bacteria que corresponde con la toxicidad que

ejercen los distintos contaminantes.
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La bacteria Vibrio Fischeri es una bacteria gram negativa, es decir, que se tifie de
color rosaceo para su visualizacion, anaerobia facultativa, que pueden vivir en
presencia 6 en ausencia de oxigeno. Pertenece a la familia Vibrionaceae cuya
caracteristica mas representativa es la bioluminiscencia (produccion de luz por
parte de ciertos organismos vivos). Es importante destacar la estabilidad en la
emision de luz asi como la gran sensibilidad que presenta a una amplia variedad

de sustancias toxicas.

La reaccion de bioluminiscencia bacteriana esta ligada al sistema de transporte de
electrones en la respiracion celular y es indicativa del estado metabdlico de la
célula, de modo que una disminucion de la bioluminiscencia indica la disminucion
de la respiracion celular. Los contaminantes fisicos, quimicos y biologicos afectan
a la respiracion celular alterando el porcentaje de sintesis de proteinas y lipidos y
modificando por tanto el nivel de emisiéon de luminiscencia. En presencia de
agentes contaminantes, la bioluminiscencia natural de Vibrio Fischeri disminuye

[26].

El test de bioluminiscencia utilizado en este trabajo de investigacion consiste en la
medida de la luz emitida por las bacterias Vibrio Fischeri pasado un tiempo de
incubacion, antes y después de estar en contacto con la muestra. Es asumible que
la diferencia de luminosidad observada es debida al efecto de la toxicidad de la

muestra. El grado de pérdida de luz indicara el grado de toxicidad de esta.

Antes de comenzar el ensayo de toxicidad en los lixiviados se ajustd el pH de

estos en un intervalo de 6-8 y se anadid NaCl en una concentracion del 2 %,
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condiciones necesarias para que la bacteria Vibrio Fischeri produzca

biolumiscencia en los lixiviados.

La determinacién de la toxicidad se hizo mediante Screening, en la que el
resultado de la inhibicion luminosa de los lixiviados se obtiene en relacion a un
preparado de control de la bacteria, con una disolucion de NaCl al 2 % y se
expresa en %. Esta determinacion se llevd a cabo en un equipo LUMIStox 300
(Figura 2.11), donde a un volumen de 0,5 ml del lixiviado de muestra se le anadi6
0,5 ml de la solucidén que contenia la bacteria, y posteriormente se obtuvieron las
medidas del porcentaje de inhibicidn mostrado por la bacteria con el lixiviado de
muestra a 15 minutos y a 30 minutos, porcentajes de inhibicion denominados

como s e I5.

Figura 2.11.- Equipo LUMIStox 300 para determinacion de toxicidad en los lixiviados.

Finalmente, comentar que en la mayoria de los estudios se suele medir el
parametro EC50. Este es un parametro indicador de ecotoxicidad, y se define
como la concentracion efectiva de la disolucion que causa una disminucion de la

luz del 50 %, y se considera que una muestra es toxica si su lixiviado presenta un
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EC50, a 15 °C y después de 15 minutos de contacto entre la disoluciéon y la
suspension bacteriana, inferior o igual a 3000 mg/L que corresponde a una

concentracion del 0,3 % del lixiviado.

2.5.8. Caracterizacion quimica de los materiales de carbén

2.5.8.1. Analisis elemental

El analisis elemental de las muestras se realizd con un analizador elemental
THERMO SCIENTIFIC Modelo Flash 2000 del Centro de Instrumentacion
Cientifica de la Universidad de Granada, que determina el contenido de C, N, S 'y

O, este ultimo por diferencia con los anteriores.

2.5.8.2. pH del punto cero de carga

El pH de una suspension acuosa de un material, al cual la superficie de éste se
encuentra eléctricamente neutra, es decir, no tenga cargas netas positivas ni
negativas se le denomina pH del punto cero de carga (PZC). Para determinar la
medida del PZC se puso en contacto 0,4 g de xerogel de carbon con 6,4 mL agua
destilada libre de CO, [27]. El pH de la suspension se monitorizé hasta medida
constante considerandose el pH final obtenido como PZC. Para estas medidas se

utilizé un equipo Crison modelo GLP 22.
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2.5.8.3. Espectroscopia Infrarroja

Para obtener los espectros IR se utilizé un espectrofotdémetro marca NICOLET
20SXB FTIR. Los espectros se registraron en el intervalo de longitudes de onda
comprendido entre 400 y 4000 cm”. Tanto el xerogel organico, como los
xerogeles carbonizados fueron diluidos en una mezcla solida con KBr para

obtener las pastillas de anélisis con suficiente transmitancia.
2.5.8.4. Espectroscopia Raman

Los espectros Raman se obtuvieron con un espectrometro Micro-Raman
Dispersivo JASCO NRS-5100 equipado con una fuente de luz con laser verde a
532 nm, 30 mW y refrigerado por aire. El rango espectral analizado fue de 200-
3000 cm™.

2.5.8.5. Resonancia Magnética Nuclear de °C

Los andlisis se realizaron en un instrumento Bruker Advance 500 equipado con un
iman superconductor de 11,74 T de agujero estandar que opera a 125 MHz para
C. Se utilizo una sonda de dos canales de banda ancha con giro en angulo
magico, Bruker X/H CP-TOSS, para rotores de 4 mm de didmetro. Los espectros
se obtuvieron adquiriendo para cada muestra de carbon 6,276 barridos mediante la
técnica de polarizacioén cruzada, con un tiempo de contacto de 2,5 ms y giro de 6

kHz.
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2.5.8.6. Espectroscopia de fotoemision de rayos X (XPS)

El equipo utilizado para el andlisis de muestras ha sido un espectrometro
ESCAPROBE P de Omicrom de la UNED (Madrid), equipado con un analizador
de electrones semiesférico EA-125, con 7 canales (energia de paso de 2-200 eV) y
una fuente de radiacion de rayos X con dnodos de Mg y Al. El equipo posee una
camara de pre-tratamiento a atmdsfera y temperatura controladas. El andlisis se
realizd directamente sobre las peliculas de xerogel de carbon sin molturar. Asi, el
porta muestras se introdujo en la cdmara de pre-tratamiento, donde la muestra se
desgasificé hasta alcanzar un vacio proximo a 10 Pa, y por tltimo se transfirié a
la camara de anélisis en donde la presion residual se mantiene por debajo de 10
Pa. El andlisis se realiz6 con la fuente con anodo de magnesio. Para el registro de
los espectros, se utilizd un paso de energia de 20 eV, y se acumularon espectros
hasta conseguir una buena relacion sefial/ruido, dependiendo de las intensidades
de los picos. Como patrén de referencia de los desplazamientos de los picos por el
efecto de carga se uso el pico correspondiente a Cis (284.6 e¢V). El programa

empleado para realizar los analisis fue el CASA XPS.

2.6. BIBLIOGRAFIA

[1] Pekala RW. Organic aerogels from the polycondensation of resorcinol
with formaldehyde. Journal of Materials Science, 24:3221-3227, (1989).

[2] Moreno-Castilla C, Bautista-Toledo I, Ferro-Garcia MA, Rivera-Utrilla J.
Influence of support surface properties on activity of bacteria immobilised

on activated carbons for water denitrification. Carbon, 41:1743-1749,
(2003).



18

Capitulo Il

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]
[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Kesserii P, Kiss I, Bihari Z, Polydk B. Investigation of the denitrification
activity of immobilized Pseudomonas butanovora cells in the presence of
different organic substrates. Water Research, 36:1565-1571, (2002).

Xu JF, Lu SL. Determination of ammoniacal nitrogen by reagent
colorimetric method. Arid Environmental Monitoring, 246-253, (2001).

AENOR. UNE-EN 12390-3. Testing hardened concrete. Part 3:
Compressive strength of tets specimens, (2009).

AENOR. UNE-EN 12504-1:2009. Ensayos de hormigén en estructuras.
Parte 1: Testigos. Extraccidon, examen y ensayo a compresion, (2009).

BOE. EHE-08. Instruccién de hormigon estructural, (2011).

Yang J, Jiang G. Experimental study on properties of pervious concrete
pavement materials. Cement and Concrete Research, 33:381-386, (2003).

Neithalath N, Sumanasooriya MS, Deo O. Characterizing pore volume,
sizes, and connectivity in pervious concretes for permeability prediction.
Materials Characterization, 61:802-813, (2010).

BOE. INSTRUCTION NLT-327/00. Permeability in situ of drainage
paviments with LCS permeameter, (2000).

AENOR (1997). UNE-EN 1062. Productos aislantes térmicos para
aplicaciones en la edificacion. Determinacion de la densidad aparente,
(1997).

AENOR. UNE-EN 1936:2006. Métodos de ensayo para piedra natural.
Determinacion de la densidad real y aparente y de la porosidad abierta y
total, (1996).

AENOR. UNE-EN 1097-7:2000. Ensayos para determinar las propiedades
mecanicas y fisicas de los 4aridos. Parte 7: Determinacion de la densidad
real del filler. Método del picnometro, (2000).

Washburn EW. Note on a method of determining the distribution of pore
sizes in a porous material. Proc. Nat. Acad. Sci., 7:115-116, (1921).



Capitulo Il 79

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Gregg S.J., Sing K.S.W. Adsorption, Surface Area and Porosity.
Academic Press. London, (1982).

Brunauer S, Emmett PH, Teller E. Adsorption of gases in multimolecular
layers. Journal of the American Chemical Society, 60:309-319, (1938).

Dubinin MM. Contemporary state of the theory of volume filling of
micropores of adsorbents in the adsorption of gases and vapors on carbon
adsorbents. Russian Journal of Physical Chemistry, 39:1305-1317, (1965).

Polanyi M. Adsorption from the point of view of the third law of
thermodynamics. Verh. Der Deutsh. PhysiK. Ges., 16:1012-1016, (1914).

Dubinin MM. Generalization of the theory of volume filling of micropores
to nonhomogeneous microporous structures. Carbon, 23:373-380, (1985).

Dubinin MM, Zhukovskaya EG. Adsorption properties of carbon
adsorbents - Communication 4. Adsorption properties of active charcoals
having a developed transitional porosity. Bulletin of the Academy of
Sciences of the USSR Division of Chemical Science, 8:1636-1645, (1960).

Cazorla-Amoros D, Alcafiiz-Monge J, Linares-Solano A. Characterization
of activated carbon fibers by CO2 adsorption. Langmuir, 12:2820-2824,
(1996).

Cazorla-Amords D, Alcaniz-Monge J, De La Casa-Lillo MA, Linares-
Solano A. CO2 as an adsorptive to characterize carbon molecular sieves
and activated carbons. Langmuir, 14:4589-4596, (1998).

Barrett EP, Joyner LG, Halenda PP. The determination of pore volume and
area distributions in porous substances. I. Computations from nitrogen
isotherms, 73:373-380, (1951).

Romero PA, Zheng SF, Cuitifio AM. Modeling the dynamic response of
visco-elastic open-cell foams. Journal of the Mechanics and Physics of
Solids, 56:1916-1943, (2008).

Ramiro H.T. DIN 38414-S4. Characterization of metal mining wastes and
their possible use in engineered barriers, (2007).



80 Capitulo Il

[26] AENOR. UNE-EN 11348-2. Determination of the inhibitory effect of
water samples on the light emission of Vibrio fischeri (Luminiscent
bacteria test), (2009).

[27] Leon CA, Solar JM, Calemma V, Radovic LR. Evidence for the
protonation of basal plane sites on carbon. Carbon, 30:797-811, (1992).



CAPITULO I111:

PREPARACION DE
PELICULAS DE CARBON
COMO SOPORTES
DE E. coli PARA LA
DESNITRIFICACION
BIOLOGICA DE AGUAS






Capitulo lll 83

Resumen

Este capitulo describe la preparacion de peliculas de xerogel de carbon obtenidas
con distintos porcentajes de carbonizacion (13, 17 y 28 %), preparados a partir de
la polimerizacién de resorcinol y formaldehido en medio acuoso, y utilizando dos
diferentes métodos de carbonizaciéon: un método térmico en horno convencional
(serie XF), y uno método muy novedoso de carbonizacion asistido por microondas

(serie XMW).

Todas las peliculas de carbon se han caracterizado exhaustivamente, tanto sus
caracteristicas fisicas, texturales y quimicas. Posteriormente, se soportaron
bacterias Escherichia coli sobre las mismas, y se evaludé la capacidad de
desnitrificacion del agua de estos sistemas en funcion de sus caracteristicas fisico-

quimicas.

Este tipo de xerogeles de carbon, en forma de peliculas, han sido seleccionados
como materiales de recubrimiento de los hormigones porosos para esta Tesis, por

esta razon en este Capitulo se estudian separadamente y en profundidad.
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3.1. CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS DE CARBON
3.1.1. Caracterizacion textural

Las imdgenes macroscopicas de las peliculas de xerogel orgdnico XO, y
carbonizado XMW28, se muestran en la Figura 3.1 a titulo ejemplo. Se observa
claramente la diferencia de color entre ambos materiales: el material organico XO

es naranja y el carbonizado en microondas XMW28 es negro.

/

Figura 3.1.- Peliculas de xerogel, organico XO (lzda), y carbonizado XMW28 (Dcha)

En la Tabla 3.1. se encuentran los resultados del area superficial obtenida
mediante la aplicaciéon del método BET, volumen (W) y anchura (Ly) de
microporos obtenidos a partir de las correspondientes isotermas de adsorcion de
N, y CO; aplicando la ecuacion DR, asi como el volumen de mesoporos (Vgn), ¥
anchura (Lpyy) de mesoporos, obtenidos por la aplicacion del método BJH a las

correspondientes ramas de adsorcion y desorcion de las isotermas de N, a 77 °C.
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Tabla 3.1.- Resultados de caracterizacion textural.

Muestra Seer (N2) Wo(N2) W, (COz) Lo(N2) Lo(COz)  Veuw Lesn
(m%g) (cm’g) (cm’g) (nm)  (nm) (cm’/g)  (nm)

X0 14 0,00 0,00 - - 0,05 -
XF13 73 0,02 0,08 1,6 0,7 0,24 10,2
XF17 86 0,02 0,10 1,7 0,6 0,39 6,1
XF28 498 0,18 0,19 0,8 0,6 0,62 2,2
XMW13 98 0,03 0,10 1,5 0,6 0,50 15,7
XMW17 111 0,03 0,09 1,7 0,7 0,58 15,5
XMW28 121 0,04 0,14 1,5 0,5 0,40 15,4

En primer lugar hay que destacar que todas las peliculas carbonizadas son
materiales mesoporosos, con volumenes de mesoporos de hasta 0,6 cm’/g
mostrando especialmente las peliculas de la serie MW isotermas claramente tipo
IV segln la clasificacion IUPAC (Figura 3.2). Por otro lado, la anchura media de
los mesoporos (Lpjy) es muy similar entre las peliculas de la serie XMW.
También es interesante el hecho que con bajos grados de carbonizacion asistida
por microondas (13 %) se obtiene un alto volumen de mesoporos. Estos resultados
contrastan con los obtenidos mediante tratamientos convencionales de
carbonizacion, donde se suele obtener un aumento de la porosidad en general a
medida que aumenta el grado de carbonizacion, tal y como sucede con los
materiales de la serie XF. La distribucion de tamanos de poro (PSD) de las
muestras XMW17 y XF17, obtenidas por aplicacion de QS-DFT a los datos de las
isotermas de N, se recogen en la Figura 3.2 a titulo de ejemplo, mostrando una

muy buena concordancia con los resultados obtenidos por aplicaciéon de los
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métodos BJH y DR. Las diferencias obtenidas en PSD para grados de

carbonizacion iguales, parecen depender del método de carbonizacion empleado.

0,6
—m— adsorcion XMW17
—{J—desorcién XMW 17
©— adsorcion XF17
2 0,4 o—desorcion XF17
£
)
(/2]
fa)
<
>

0,045 -
—XMW17

o
=}
@
=

1

0,015 -

dVv/dD (cm®/g-nm)

0,000
0 5 10 15 20 25

D (nm)

Figura 3.2. Isotermas de adsorcion y desorcién de N, a 77 °C correspondientes a
XMW17 y XF17 (arriba). Distribucion de tamafio de poros obtenida mediante la

aplicacion de QS-DFT a las isotermas de N, (debajo).
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Los volumenes de microporos son pequefios, y muy similares entre si para las
peliculas de una misma serie, algo superiores en los carbonizados convencionales
frente a los de microondas, y también, en general superiores los obtenidos
mediante adsorcion de CO; a 0 °C frente a los obtenidos mediante adsorcion de
Nz a - 196 °C. En las peliculas obtenidas mediante carbonizacion convencional se
observa una tendencia logica de desarrollo de la microporosidad y del area
superficial a medida que aumenta el grado de carbonizacidn, y obteniéndose un
material como el XF28 con caracteristicas micro-mesoporosas apreciables y un
area superficial aparente de 500 m?/g, valores muy significativos para un material
de estas caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo, dicha tendencia de desarrollo
de la porosidad no es tan evidente en las peliculas carbonizadas con microondas,
es mas, las caracteristicas texturales de las tres muestras de la serie son bastante
similares y muy pobres en microporosidad, presentando solamente un pequeio
volumen de ultramicroporos. Estos resultados indican claramente que los procesos
de carbonizacidn, a pesar de que las pérdidas de peso han sido iguales, no se estan

desarrollando de igual manera.

La morfologia de este tipo de materiales estd normalmente formada por una red
tridimensional de particulas primarias de tamafio nanométrico interconectadas y
mas o menos fusionadas [1], aunque en este caso estas particulas fueron
dificilmente distinguibles mediante microscopia SEM observandose una
estructura compacta consecuencia de un alto grado de solapamiento entre las
particulas primarias constituyentes de los geles de carbon (Figura 3.3). Las
peliculas carbonizadas con un 28 % de pérdida de peso presentaron un espesor

promedio de 0,6 mm.
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Figura 3.3.- Micrografia SEM de XMW28 a 200 Kx de magnificacion.

3.1.2.- Caracterizacion quimica

Los datos de analisis elemental (AE), en tanto por ciento en peso, el contenido de

oxigeno superficial determinado por XPS (Oxps) y el pH del punto cero de carga

(PZC) se recogen en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2.- Resultados de andlisis elemental, contenido de oxigeno superficial
determinado por XPS y PZC.
Film Cae (%) Hae (%) Oae (%) Oxes (%) PzZC
X0 58,9 6,3 34,8 - 3,6
XF13 64,4 5,2 30,4 30,5 4,3
XF17 70,1 5,4 24,5 23,2 5,6
XF28 77,5 4,7 17,8 14,7 6,8
XMW13 61,0 3,7 35,3 23,9 3,4
XMw17 63,2 3,6 33,3 241 3,8
XMw28 62,7 3,4 33,9 24,3 3,3
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Todas las peliculas carbonizadas contienen contenidos en oxigeno elevados,
debido a que en ninguno de los casos la carbonizacion ha sido completa. Hay que
tener en cuenta, por un lado, el alto contenido en oxigeno que presentan las
peliculas de gel organico, y por otro lado, que en el mayor de los casos solo se ha
alcanzado un 28% de grado de carbonizacidn, el cual, viene a estar en torno al
50% del porcentaje de carbonizacion completo promedio obtenido con materiales
similares [1], lo que significa que es muy razonable la presencia de un contenido
alto en oxigeno en todas la muestras. No obstante, analizando los contenidos en
oxigeno por series si que se observan tendencias diferentes y significativas
conforme aumenta el grado de carbonizacion. Asi, las peliculas carbonizadas en
horno convencional muestran un aumento del contenido en carbono, en
consonancia con un descenso en el contenido en oxigeno, a medida que aumenta
el grado de carbonizacion, siendo ésta la evolucion habitual en los procesos de
carbonizacion convencionales. Sin embargo, es de destacar tanto el alto contenido
en oxigeno que presentan las peliculas carbonizadas mediante microondas, como
el hecho de que sean similares estos contenidos en todas las peliculas de la serie,
lo cual estaria estrechamente relacionado con la técnica de microondas. En
materiales solidos la energia de microondas es suministrada a nivel molecular por
un mecanismo de polarizacion dieléctrica, dando como resultado un calentamiento
interno muy eficiente [2]. Por tanto una posible explicacion a los altos contenidos
de oxigeno mencionados anteriormente podria venir dado por el mecanismo de
calentamiento, el cual permite la formacion de centros activos en los materiales
que, una vez expuestos al aire son estabilizados por oxidacion [3]. Ademas, las
peliculas de la serie XMW muestran también un contenido muy similar de

oxigeno en la superficie externa no porosa (Oxps), mientras que en el caso de los
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films de la serie XF los contenidos de oxigeno determinados por XPS fueron muy
similares a los determinados por AE, indicando una distribucién homogénea de
oxigeno a través de todo el material. Por el contrario, las peliculas XMW
mostraron una menor concentracion de oxigeno sobre la superficie externa no
porosa, indicando que el proceso de re-oxidacion mencionado anteriormente
podria darse mayormente en las superficies de micro y mesoporos. Més auln, el
analisis elemental de las peliculas carbonizadas estd completamente en
consonancia con las medidas de PZC. Los valores de PZC obtenidos indican que
todos estos materiales tienen caracteristicas acidas superficiales. Pero ademas, los
valores de PZC que dependen inversamente del contenido en oxigeno en este tipo
de materiales siguen esta tendencia en la serie XF, mientras que en la serie XMW
se obtuvieron valores muy parecidos de PZC para todos los grados de

carbonizacion.

El estudio de las caracteristicas quimicas de estos materiales también se estudid
mediante espectroscopia infrarroja. La asignacion de bandas se ha realizado
teniendo en cuenta la bibliografia especializada para éste tipo de materiales [4].
Asi, en el espectro correspondiente a la pelicula de xerogel orgéanico (Figura 3.4)
se distinguen las siguientes bandas principales: bandas tipicas de vibraciones de
enlaces C-O alrededor de 1090 y 1240 cm™ caracteristicas de grupos hidroxilo y
éteres, respectivamente. La banda alrededor de 1460 cm™ se encuentra asociada
en la literatura a la formacion de puentes metileno entre anillos aromaticos [1].
Una banda sobre los 1600 cm™ que est4 asociada al doble enlace C=C aromatico,
y finalmente la banda ancha sobre los 3450 cm™ que engloba la presencia de

grupos —OH tanto del material, como debido a la presencia de humedad.
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Figura 3.4.- Espectro IR del xerogel organico XO.
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Figura 3.6.- Espectro IR del xerogel XF28

Las Figuras 3.5 y 3.6 corresponden a los espectros de las peliculas de carbon
XMW28 y XF28, respectivamente, los cuales se muestran como ejemplo de cada
una de las series. Se observa, que ambos espectros son muy similares entre si, sin
embargo se han producido modificaciones espectrales en la region entre 1000 y
1300 cm™' tipica de enlaces C-O como consecuencia del proceso de carbonizacion
parcial. Esta técnica, no es una técnica cuantitativa, y ademas, es usual que bandas
muy intensas enmascaren a otras, por lo que la informaciéon que nos aporta es

Uen el

limitada, sin embargo cabe destacar la aparicion de una banda a 1718 cm’
espectro de la muestra XMW28 (Figura 3.5) que no aparece en los espectros del
xerogel orgédnico original, ni en el de la muestra carbonizada en horno
convencional XF28; dicha banda estaria asociada a vibraciones de enlaces C=0,
los cuales se habrian formado principalmente durante la oxidacion de las peliculas

tratadas con microondas una vez expuestas al aire, en la linea de la explicacion
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propuesta sobre los contenidos en oxigeno obtenidos mediante el analisis

elemental.

Las peliculas de carbon XMW13, XMW28 y XF28 también se analizaron
mediante resonancia magnética nuclear de '>C. La Figura 3.7 recoge el espectro
de RMN de °C de las muestras XMW28 y XF28 donde se puede apreciar
diferencias significativas. Las sefiales de RMN han sido asignadas acorde con la
literatura consultada [5,6]. El espectro XMW28 muestra las siguientes senales:
una sefial a 117 ppm asociada con 4tomos de carbono localizados en anillos
aromaticos contiguos a grupos —OH y una segunda sefial en 160 ppm
correspondiente a carbonos aromaticos enlazados directamente a grupos -OH. Por
otro lado, el espectro de XF28, mostrod las sefiales de estos carbonos aromaticos a
130 y 155 ppm y por tanto desplazadas claramente con respecto a las
correspondientes sefiales en el espectro de XMW28. En este sentido hay que
mencionar, que la sefial a 130 ppm se considera en la mayoria de los estudios
como representativa de los atomos de carbono aromaticos en materiales de carbon
[6]. Por tanto, podemos llegar a la conclusiéon de que la muestra XF28 es un
material con menos grupos fendlicos y mayor caracter grafénico que la muestra

XMW?28 a pesar de tener ambas el mismo grado de carbonizacion.
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Figura 3.7.- Espectros RMN de "°C correspondientes a XMW28 (negro) y XF28 (gris).

Los resultados del analisis realizado mediante espectroscopia Raman también
concuerdan con las conclusiones obtenidas de la RMN. Los espectros Raman de
las peliculas XO, XMW28 y XF28 se muestra en la Figura 3.8. Asi, la mayor
intensidad relativa de la banda con menor numero de onda (vibracion de
estiramiento en anillos alternos o anillos bencenicos condensados [7]) con
respecto a la banda centrada de 1580 cm™ indica que el desarrollo del caracter

grafénico de estos materiales sigue el orden XF28 > XMW28 > XO.
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Figura 3.8.- Espectros Raman de las peliculas XO, XMW28 y XF28.

3.2. ELIMINACION DE NITRATOS EN AGUA POR BACTERIAS E. coli
SOPORTADAS

Como se describid en el Capitulo II se hicieron crecer bacterias E. coli sobre las
peliculas de carbon con objeto de ser empleadas en la desnitrificacion de aguas.
Esta bacteria fue seleccionada teniendo en cuenta que E. coli estd presente en
todas las aguas residuales urbanas y basado en trabajos previos [8-10], donde se
estudid la adsorcion de E. coli en diferentes carbones activados con propiedades

superficiales basicas. En estos carbones se demostré que, altos valores de PZC y
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altos contenidos de materia mineral fueron positivos para la adsorcion y
consecuentemente para el proceso de desnitrificacion. Sin embargo, los films de
carbon preparados en este trabajo tuvieron valores muy acidos de PZC y ningun
contenido de materia mineral siendo ademas, desde un punto de vista quimico,
materiales muy diferentes de los estudiados previamente. Por otra parte, el tipo de
porosidad de los films (microporos y mesoporos) no va a tener influencia en el
proceso de desnitrificacion, ya que la E. coli no puede fijarse dentro de este tipo

de poros.

El desarrollo de la E. coli sobre las muestras XMW28 y XF28 fue estudiado
mediante SEM, detectando mayor crecimiento bacteriano en XMW28 que en
XF28. Para la nomenclatura de las peliculas con las bacterias soportadas se ha
afiadido letra B al nombre de la muestra correspondiente. En la Figura 3.9. se

muestra un detalle de la bacteria sobre la muestra XMW28B.

Las bacterias, en general, estan cargadas negativamente de hecho, el pH del punto
cero de carga de la bacteria E. coli esta alrededor de 3 [11] y es una bacteria Gram
negativa. Se ha demostrado que estas bacterias se adsorben electrostaticamente
bien sobre materiales con PZC > 7 que dan lugar a suspensiones alcalinas [10].
Sin embargo, con estas peliculas de carbon que tienen PZC mas bajos (serie
XMW) mostraron una mayor presencia de E. coli, resultado que no estd en
contradiccion con lo anterior porque la observacion microscopica se llevo a cabo
tras 72 horas de cultivo, tiempo durante el cual las bacterias crecieron a distinto
ritmo sobre ambas peliculas. En este sentido, Gottenbos y col. [12] demostraron

que las superficies positivamente cargadas presentan un efecto antimicrobiano
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mayor para las bacterias Gram negativas, y no asi sobre las Gram positivas, ya
que estas tienen una membrana celular mas gruesa y rigida y se encuentran menos
afectadas por la carga de la superficie. En definitiva, sobre superficies
positivamente cargadas las bacterias E. coli se adsorberian mejor, pero verian
inhibida su reproduccion, lo cual justifica una mayor presencia de E. coli sobre la
pelicula XMW28, ya que, al tener un PZC muy 4cido estard cargada

negativamente a pH neutro.

Figura 3.9.- Detalle de las bacterias soportadas sobre la pelicula XMW28 obtenida
mediante SEM.

Los resultados obtenidos en la eliminacion de nitratos cuando la bacteria fue
soportada sobre las peliculas de xerogel de carbon se muestran en la Figura 3.10.
Asi, las bacterias soportadas sobre las peliculas de la serie XMW eliminaron los
nitratos mas rapidamente que las soportadas sobre las peliculas de la serie XF.
Este resultado estaria directamente relacionado con el mayor crecimiento de la E.

coli detectado sobre las peliculas XMW, el cual, fue nuevamente corroborado
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mediante SEM analizando las peliculas después del proceso de desnitrificacion

(Figura 3.11).
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Figura 3.10.- Curvas de eliminacién de nitratos.

Figura 3.11.- Imagenes de E. coli soportada sobre los fiims XMW28B (izquierda) y
XF28B (derecha) después de 170 horas de desnitrificacion, obtenidas mediante SEM.

Se sabe [13], que durante el proceso de desnitrificacion la bacteria primero
transforma los nitratos en nitritos, y posteriormente los nitritos son eliminados

progresivamente. En este sentido hay que mencionar que no se detectd la
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presencia de iones amonio en ninguno de los experimentos. La Figura 3.12
muestra las curvas de eliminacion de nitratos y nitritos obtenidas con las muestras

XMW28B y XMW13B después de 170 horas del proceso de desnitrificacion.
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Figura 3.12.- Curvas de eliminaciéon de nitratos y nitritos de las muestras XMW13B y
XMW28B.
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Asi, en la Figura 3.12 se aprecia que los resultados obtenidos en la eliminacion de
nitratos y nitritos con las peliculas de la serie XMW fueron muy similares, ya que,
el contenido en oxigeno y los valores de PZC son también muy similares entre
todas las peliculas de esta serie, y estos parametros estdn directamente
relacionados con el crecimiento, o desarrollo, de la E. coli sobre la superficie de

las peliculas de xerogel de carbon.

3.3. CONCLUSIONES

Se han preparado peliculas mesoporosas de xerogel de carbén mediante
carbonizacion asistida por microondas, a partir de peliculas de un xerogel
organico original obtenido mediante polimerizacion de resorcinol y formaldehido.
Este tipo de material mesoporoso no se encuentra descrito, en forma de pelicula,

en la bibliografia especializada.

Para un mismo porcentaje de carbonizacion, el proceso de carbonizacion asistido
por microondas produce materiales con menor contenido aromatico-grafénico que

la carbonizacidén convencional.

La carbonizacion de peliculas de xerogel organico utilizando microondas hace
posible, para un mismo porcentaje de carbonizacidn, la obtencion de materiales
con contenidos en oxigeno mucho mas altos, que empleando la carbonizacion

convencional.
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Las peliculas de xerogel de carbon, con bajos grados de carbonizacion y/o PZC

acidos, son buenos soportes para el crecimiento de bacterias Gram negativas.

Las peliculas de xerogel de carbon parcialmente carbonizadas, mediante el
empleo de microondas, son buenos materiales para ser utilizados como soporte de

bacterias E. coli en procesos de eliminacion de nitratos en disoluciones acuosas.

Por lo tanto, las peliculas de xerogel de carbon parcialmente carbonizadas
empleando microondas, y preparadas a partir de la polimerizacion de resorcinol y
formaldehido, son materiales muy interesantes para ser utilizados como
recubrimientos de estructuras ceramicas, u hormigones, en procesos de
tratamiento de aguas, ya sea como soportes de bacterias E. coli para eliminacion
de nitratos, o para otro tipo de aplicaciones cataliticas en agua, donde sus

caracteristicas altamente mesoporosas sean requeridas.

3.4. BIBLIOGRAFIA

[1] E. Gallegos-Suérez, A.F. Pérez-Cadenas, F.J. Maldonado-Hodar, F.
Carrasco-Marin. On the micro- and mesoporosity of carbon aerogels and
xerogels. The role of the drying conditions during the synthesis processes.
Chemical Engineering Journal, 181-182:851-855, (2012).

[2] D.M. Mingos, D.R. Baghurst. Tilden Lecture. Applications of microwave
dielectric heating effects to synthetic problems in chemistry. Chem. Soc.
Rev., 20:1-47, (1991).

[3] E.G. Calvo, N. Ferrera-Lorenzo, J.A. Menéndez, A. Arenillas. Microwave
synthesis of micro-mesoporous activated carbon xerogels for high



102

Capitulo Ill

[4]

[5]
[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

performance supercapacitors. Microporous Mesoporous Mater., 168:206-
212, (2013).

P.E. Fanning, M.A. Vannice. A DRIFTS study of the formation of surface
groups on carbon by oxidation. Carbon, 31:721-730, (1993).

NMRShift Data Base. http:/nmrshiftdb.nmr.uni-koeln.de/portal. (2014).

J.C.C. Freitas, T.J. Bonagamba, F.G. Emmerich. 13C High-Resolution
Solid-State NMR Study of Peat Carbonization. Energy & Fuels, 13:53-59,
(1999).

J. Schwan, S. Ulrich, V. Batori, H. Ehrhardt, S.R.P. Silva. Raman
spectroscopy on amorphous carbon films. J. Appl. Phys., 80:440-447,
(1996).

J. Rivera-Utrilla, 1. Bautista-Toledo, M.A. Ferro-Garcia, C. Moreno-
Castilla. Activated carbon surface modifications by adsorption of bacteria

and their effect on aqueous lead adsorption. Journal of Chemical
Technology and Biotechnology, 76:1209-1215, (2001).

J. Rivera-Utrilla, 1. Bautista-Toledo, M.A. Ferro-Garcia, C. Moreno-
Castilla. Bioadsorption of Pb(Il), Cd(II), and Cr(VI) on activated carbon
from aqueous solutions. Carbon, 41:323-330, (2003).

C. Moreno-Castilla, I. Bautista-Toledo, M.A. Ferro-Garcia, J. Rivera-
Utrilla. Influence of support surface properties on activity of bacteria
immobilised on activated carbons for water denitrification. Carbon,

41:1743-1749, (2003).

H. Nikaido, M. Vaara. Outer membrane in Escherichia coli and
Salmonella typhimurium. American Society for Microbiology, 1:7-22,
(1987).

B. Gottenbos, D.W. Grijpma, H.C. Van Der Mei, J. Feijen, H.J. Busscher.
Antimicrobial effects of positively charged surfaces on adhering Gram-

positive and Gram-negative bacteria. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 48:7-13, (2001).


http://nmrshiftdb.nmr.uni-koeln.de/portal

Capitulo lll 103

[13] M. Vit, C. Simona, K. Jakub, J. Tomas. Biological water denitrification—A
review. Enzyme and Microbial Technology, 14:170-183, (1992).






CAPITULO 1V:

HORMIGONES POROSOS Y
HORMIGONES
RECUBIERTOS DE CARBON
DE LA SERIE PC COMO
SOPORTES DE E. coli PARA
LA DESNITRIFICACION
BIOLOGICA DE AGUAS






Capitulo IV 107

Resumen

En este capitulo se recogen los datos de caracterizacion mecdanica, textural y
quimica de los hormigones porosos PC1, PC2, PC3 y PC4, asi como de los
recubiertos de carbon PCIC y PC2C. A continuacion, también se muestran los
resultados obtenidos con los mencionados materiales en la desnitrificacion
bioldgica de aguas, para ello, bacterias Escherichia coli se cultivaron sobre los
diferentes hormigones. Finalmente se discute el efecto de las caracteristicas fisicas
y quimicas de los hormigones sobre la capacidad de eliminacion de nitratos de las

bacterias soportadas.

4.1. CARACTERIZACION DE LOS HORMIGONES DE LA SERIE PC

La Figura 4.1. muestra varias fotografias de tamafos de los hormigones
estudiados en este Capitulo. La Figura 4.1.A corresponde con probetas cilindricas
de 15 cm de altura y 10 cm de didmetro, recibidas por parte de Cementos Portland
Valderrivas y que fueron extraidas de losas de 50 x 50 x 15 cm. Estas probetas
una vez recibidas son cortadas en rodajas cilindricas de unos 2 cm de espesor
(Figura 4.1.B), de las cuales se obtienen piezas prismaticas de unos 5 cm de lado

(Figura 4.1.C) y que seran utilizadas en procesos de desnitrificacion, entre otros.
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Figura 4.1.- Fotografias de la muestra PC1. Probeta cilindrica recibida (A), rodaja
cilindrica (B), pieza prismatica(C).

4.1.1. Caracterizacion mecanica y de la textura porosa

Estos materiales se han caracterizado mediante las siguientes técnicas y ensayos:
resistencia a compresion, permeabilidad en agua, picnometrias en agua y
mercurio, adsorcidon fisica de N, a -196 °C, porosimetria de mercurio, analisis

superficial de imagenes y microscopia electronica de barrido.

Los datos de resistencia a compresion y coeficiente de permeabilidad de los
hormigones de la serie PC se recogen en la Tabla 4.1 junto a la dosificacién de

mezcla empleada en cada caso. Se obtuvieron en fabrica losas con dimensiones 50
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x 50 x 15 cm de las cuales se determino la permeabilidad y testigos (10 x 15 cm)
extraidos de losas de las mismas dimensiones anteriores y de las que se

obtuvieron los resultados de resistencia a compresion.

Tabla 4.1.- Dosificacion de mezclas, resistencia a compresion a 28 dias (R¢) vy
coeficiente de permeabilidad (K) de los hormigones de la serie PC.

Muestra alc s ,. cohesionante® experimental®
(Kg/m”) (Kg/m”) (%) (%) (MPa) (cmls)

PC1 0,27 1450 - 1,7 1 37,1 0,72
PC2 0,22 - 1338 1,5 - 32,0 0,85
PC3 0,25 - 1400 1,5 1 26,2 1,06
PC4 0,20 560 840 1,5 1 23,8 1,30

' Tamafio 2-5 mm ® Aditivo Glenium sky suministrado por BASF

@ Tamafio 5-8 mm @ Aditivo superplastificante desarrollado por BASF

Tal y como se describi6 en el Capitulo II, para la preparacion de cada hormigon se
vari6 la relacién agua/cemento (a/c), se utilizaron dos gradaciones distintas de
tamafios de arido (arena y grava), dos aditivos diferentes (uno superplastificante y
el otro cohesionante), y se mantuvo constante la proporcion de humo de silice en
6 %. En la preparacion de hormigones porosos, generalmente a mayor relacion
agua/cemento, se incrementa la pasta de cemento, recubriendo los aridos y por
tanto obteniendo una menor porosidad, generando un aumento en la resistencia a
compresion y una disminucion de la permeabilidad [1,2]; no obstante estos
resultados dependeran ademds del tipo de arido, del tamafio de este, de los
aditivos anadidos y del método de compactacion utilizado, que en este caso fue

mediante vibracion.
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La mayor resistencia a compresion se presenta en PC1 debido principalmente a su
mayor relacion a/c, con un incremento por tanto de lechada de cemento, la cual va
cubriendo los poros incrementandose la compacidad, pero también al empleo de
un arido de menor tamafio en su dosificacion. Este fendmeno es contrario a un
hormigén convencional, donde a menor relacion a/c se obtiene mayores
resistencias. Por el contrario el resultado més bajo se observa en PC4 debido a la
menor relacion agua/cemento respecto a PC1, consecuentemente su permeabilidad
es ligeramente superior. Las propiedades mecanicas intermedias de PC2 y PC3 se
deben a una combinacion de la relacion a/c y al empleo exclusivo de grava frente
a arena. En cualquier caso, los cuatro hormigones preparados muestran
propiedades mecanicas y de permeabilidad elevadas como consecuencia del
empleo de los aditivos superplastificante y cohesionante usados en la dosificacion
[3]. El uso de humo de silice mejora también las prestaciones mecénicas de las

muestras [4].

En cuanto a la permeabilidad al agua de estos materiales se observa que el tamafo
de arido juega un papel muy importante, observandose un menor coeficiente de
permeabilidad cuando se afiade unicamente arido fino [5]. Cabe pensar que la
adicion de un agente cohesionante podria conducir a una reduccion de la
permeabilidad, pero no fue éste el resultado obtenido, sino que la permeabilidad
fue igualmente elevada en todos los casos. El hormigdén poroso para que sea
permeable se le debe atribuir una estructura de poros abiertos, es decir, conexion
de la porosidad y tamafios de poro mds grandes [6]. Con los resultados de

resistencia y permeabilidad obtenidos estas cuatro muestras podrian ser utilizadas
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como una capa de drenaje para estructuras de pavimento o como bloques de

hormigoén poroso [5,7].

En la Tabla 4.2 se recogen los datos de volumen de poros accesible a mercurio y
agua determinado por picnometria (Vg y Vinno); volumen de poros con didmetros
comprendidos entre 0,006 y 350 um (Vpor) y superficie externa (Sgxr) obtenidos
mediante porosimetria de mercurio; superficie BET, volumen de microporos (W)
y volumen de mesoporos (Vgjy) obtenidos de los datos de adsorcién-desorcion de
Nz a -196 °C; y la seccion superficial de area ocupada por poros (Apor-2p)

obtenida mediante andlisis de imagenes.

Tabla 4.2.- Caracterizacion de la textura porosa de los hormigones de la serie PC.
Sger W Vaun Veor Sext Vhg Vh,0  Apor2p

(m?%g) (mm’lg) (mm’g) (mm’/g) (m’lg) (mm’lg) (mmig) (%)
PC1 4964 0,571 12,85 14,40 1,959 47,08 49,04 13,70
PC2 4,326 0,874 16,28 29,50 3,702 57,86 70,31 16,40
PC3 5,385 0,857 12,98 32,50 5,004 52,60 67,55 16,30
PC4 6,942 1,057 19,64 36,20 4,803 50,07 66,97 18,90

Muestra

Como cabia esperar los datos de area superficial BET y volumen de microporos
de estos materiales son tan pequeios que a efectos practicos pueden considerarse
irrelevantes. En cuanto a los poros de mayor tamafio, mesoporos y macroporos,
sus volumenes siguen la secuencia logica creciente PC1 < PC2 < PC3 < PC4, de
forma coherente con el aumento paralelo de la permeabilidad al agua recogida en
la Tabla 4.1. En la Figura 4.2 se representan el volumen de poros obtenido

mediante porosimetria de mercurio frente a la resistencia a compresion, y la
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permeabilidad, observandose una buena correlacion inversa y directa entre ambos

parametros, Rc y K, respectivamente [8].
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Figura 4.2.- Relacion de la resistencia a compresion (izquierda) y permeabilidad
(derecha) con el volumen de poros determinado por porosimetria de Hg.
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Figura 4.3.- Distribucion de tamafos de poro determinados por porosimetria de Hg.

La distribucién de tamafios de poro obtenida mediante porosimetria de mercurio

se muestra en la Figura 4.3. Hay que destacar aqui, que los poros accesibles a la
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bacteria E. coli son aquellos con didmetros superiores a 3 pm [9], por lo tanto los
mayores volumenes de poros inferiores a 0,1 pm que presentan PC3 y PC4 en la
Figura 4.2 no seran determinantes para la posterior aplicacion de desnitrificacion
biologica. Los volumenes de poros accesibles al agua obtenidos son mayores que
los accesibles al mercurio, debido a que el agua también puede absorberse en este
tipo de materiales. Ademas hay que tener en cuenta que a presion atmosférica, y
utilizando mercurio como fluido picnométrico solo se llenaran los poros con

diametros superiores a 15 pm.

En cuanto a los datos de areas, Sgxt y Apor-2p, l1a tendencia es también claramente

de aumento en el sentido PC1 a PC4.

Las areas superficiales de poros (Apor-2p) calculadas a partir del andlisis de
imagenes 2D de diferentes secciones transversales de las probetas de hormigén se
recogen en la Figura 4.4, la cual muestra para cada superficie de hormigon poroso
la imagen escaneada, la imagen con los poros marcados y el binarizado de esta en
blancos y negros. Las distribuciones de poros obtenidas mediante esta técnica se

muestran en la Figura 4.5.
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PCA".

Figura 4.4.- Imagenes escaneadas a tamano real (izquierda), con los poros marcados
(centro) y binarizadas en blancos y negros (derecha).
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Figura 4.5.- Relacion entre el area superficial y la anchura media de poro.

En general podemos concluir que existe una menor porosidad superficial en la
muestra PC1, al igual que ocurria con la porosidad volumétrica, debido a la mayor
relacion agua/cemento, al uso unicamente de arido fino en su dosificacion y
probablemente al uso de mayor cantidad de aditivo superplastificante que produce
una compactacion del sistema mas eficiente; no obstante PCI, y mas
significativamente PC2, muestran una distribucién de porosidad superficial mas
estrecha que PC3 y PC4. Comparando las muestras PC2 y PC3 se observa que aun
teniendo resultados de porosidad superficial similares (Tabla 4.2), la distribucion

tamafio de esos poros en ambas muestras difiere debido al mayor uso de arido
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grueso en la muestra PC3. La muestra PC3 presenta una distribucion mas
uniforme de los poros debido posiblemente al uso de aditivo cohesionante que no
ha sido afiadido en el caso de la muestra PC2. Todos estos datos explican también

coherentemente los datos de permeabilidad al agua obtenidos tal y como muestra

la Figura 4.6.
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Figura 4.6.- Relacion de la constante de permeabilidad con el area de poros superficial.

4.1.2. Caracterizacion quimica

Estos materiales se han caracterizado mediante las técnicas y ensayos siguientes:
determinacion del contenido en metales por ICP-masas de lixiviados en medio
acido (Tabla 4.3) y agua; medidas de pH y medidas de toxicidad expresadas como
porcentaje de inhibicion de la bacteria Vibrio Fischeri. Estos datos se encuentran
recogidos en la Tabla 4.4 donde se puede observar claramente que los hormigones

tienen un caracter basico fuerte.
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Tabla 4.3.- Concentracion metalica en pg/L de los lixiviados.
Muestra Sc \' Cr Co Cu Zn As Pb Ba Ni

PC1 269 1588 581 035 320 6864 1,15 044 16,06 11,39
PC2 272 14,27 531 059 337 5282 042 0,26 1491 11,24
PC3 397 1712 498 041 293 57,01 085 037 950 892
PC4 359 168 557 039 332 6184 062 0,24 11,14 11,59

Se observa como para todas las muestras de la serie PC los elementos

mayoritarios presentes en el lixiviado son Zn, V, Ba 'y Ni.

Tabla 4.4.- pH final, concentracién total de metales y porcentaje de inhibicion a 30
minutos presente en los lixiviados en agua.

Muestra oHenaL [Metales]roraL I3
(ng/g) (%)
PC1 11,98 0,856 19,61
PC2 11,82 0,758 15,96
PC3 11,80 0,922 20,86
PC4 11,96 0,917 20,48

Representando los valores de inhibicién en medio neutro frente a la concentracion
de metales obtenida se obtiene una relacion lineal (Figura 4.7). Esto indica que los
metales actuan como agentes contaminantes produciendo una disminucién en la
actividad bio-luminiscente de la bacteria, tal y como se habia observado con otros
materiales ceramicos [10]. Los resultados expuestos muestran una menor
inhibicién para las muestras PC1, y especialmente PC2, con respecto a las
muestras PC3 y PC4. La menor lixiviacion metélica encontrada para el hormigon

PC2 llama la atencion, porque este material es el que presenta mayor volumen
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accesible al agua (Tabla 4.3), lo cual podria estar relacionado con no haber

utilizado el aditivo experimental cohesionante en su preparacion.
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Figura 4.7.- Relacion entre concentracion de metales lixiviados y porcentaje de inhibicion
de la bacteria Vibrio Fischeri.

Considerando el parametro de ecotoxicidad ECS50, previamente descrito en el
Capitulo II y teniendo en cuenta que en nuestro caso lo hemos determinado con el
100 % del lixiviado y resultados de inhibiciéon menores al 50 %, podemos afirmar
que el material no presenta toxicidad, tanto para el medio ambiente como para el

crecimiento bioldgico sobre ellos.

4.2. CARACTERIZACION DE LOS HORMIGONES RECUBIERTOS DE
CARBON DE LA SERIE PC

El recubrimiento de carbon de los hormigones, lleva por objetivo el hacerlos mas
idéneos como soportes de bacterias para ser empleados en la desnitrificacién de

aguas, Asi, de los cuatro hormigones de la serie PC se seleccionaron dos, PC1 y
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PC2 para ser recubiertos de carbon, siendo la denominacion de estos materiales
recubiertos PC1C y PC2C, respectivamente. Esta seleccion se hizo en base a que
dichos materiales son los que presentaban ambos extremos de volumenes

accesibles al agua y menores concentraciones de metales presentes en el lixiviado.

El recubrimiento de carbon se llevo a cabo mediante el mojado de los hormigones
en una mezcla polimérica de resorcinol-formaldehido, seguido del curado de la
misma, y posterior carbonizacion utilizando microondas, tal y como se ha descrito
en el Capitulo 2. Para este estudio se utilizaron probetas de hormigén PC1 y PC2
con las siguientes dimensiones: 5 x 5 x 2 cm. En esta seccidn, y para facilitar la
discusion de resultados, se mostraran todos los datos de caracterizacion de los
hormigones recubiertos PC1C y PC2C comparados con los correspondientes PC1
y PC2, aunque algunos de los datos de estos ultimos ya se hayan presentado en

Tablas anteriores.
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4.2.1. Caracterizacion mecanica y de la textura porosa

Figura 4.8.- Imagenes escaneadas a tamafio real de PC2 (A), recubierto con xerogel
organico (B) y recubierto con xerogel carbonizado (C).

La Figura 4.8 muestra en imagenes la secuencia para la obtencion del hormigon
PC2C a partir del PC2. Los resultados de adherencia obtenidos de la capa de
carbon fueron bastante satisfactorios, para lo cual se sometieron las piezas a
tratamientos de ultrasonidos en agua no observandose desprendimientos. Por otro
lado, el recubrimiento fue muy homogéneo a través de toda la estructura interna

de las piezas, lo cual se comprob6 varias veces rompiendo las probetas.

Figura 4.9.- Micrografia retrodispersiva de la interfase carbon-hormigdn obtenida
mediante SEM.
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Dada la irregularidad superficial de los hormigones, la tortuosidad de su porosidad
y la heterogenidad de su composicion (grava, arena, cemento...) los espesores de
la capa de carbon adherida fueron variables, midiéndose espesores de carbon en
un rango aproximado de entre: 2 y 14 um dentro de una misma pieza; la Figura

4.9 se muestra como ejemplo.

Tabla 4.5.- Caracterizacion de la textura porosa de los hormigones PC antes y después
de ser recubiertos de carbon.

Sger Sext Wo Veun Vpor Vhg Vh,0
(m?g)  (m%g) (mm’lg) (mm’lg) (mm’lg) (mm’lg) (mmdg)
PC1 4,964 1,959 0,571 12,85 14,40 47,08 49,04
PC2 4,326 3,702 0,874 16,28 29,10 57,86 70,31
PC1C 4,588 0,686 0,344 8,00 11,40 43,04 44,22
PC2C 3,251 2,093 0,505 13,77 24,60 55,55 64,50

Muestra

En la Tabla 4.5 se recogen los datos de volumen de poros accesible a mercurio y
agua (Vug Y Vizo); volumen de poros con didmetros comprendidos entre 0,006 y
350 um (Vpor) y superficie externa (Sgxr); superficie BET, volumen de
microporos (W) y volumen de mesoporos (Vgj). Las isotermas de adsorcion de
N, a 77 °C se muestran en la Figura 4.10. Como tendencia general, se observa
logicamente una disminucién de los volumenes y superficies determinadas como
consecuencia del recubrimiento realizado, sin embargo, dado la dificultad de
recubrir un material con una macroporosidad tan tortuosa, estos datos de
caracterizacion son prueba del éxito del proceso de recubrimiento, tras el cual, el
porcentaje de bloqueo de la porosidad original del hormigoén, que por otro lado es
minimamente inevitable, ha sido muy aceptable. Como era de esperar, ha sido en

el rango de la mesoporosidad donde la pérdida de porosidad ha sido mas notable,
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afectando en mucha menor medida a la macroporosidad tal y como se deduce de
la Tabla 4.5. asi como de las distribuciones de tamafios de poros mostradas en la
Figura 4.11. Por otro lado, hay que mencionar que a pesar de que la capa de
carbon formada es altamente mesoporosa, esta contribucion es despreciable
cuando se expresan los datos por peso final de pieza recubierta, ya que, el
porcentaje en peso del carbon de recubrimiento es muy pequefio, del orden del:
1,0 %. Merece la pena resaltar que el recubrimiento con xerogel de carbon ha
supuesto para los hormigones recubiertos una disminucion del volumen de poros

accesibles al agua inferior al 10%.

También se analizo la textura porosa de la capa de carbon formada sobre los
hormigones, asi tras raspar cuidadosamente parte de ésta de varias piezas PC
recubiertas, se analizd mediante adsorcion de N, a - 196 °C obteniéndose los
siguientes resultados: 118 m%/g de superficie BET; 0,43 cm’/g de Vg y un
porcentaje de carbono del 64 % en peso, datos todos ellos muy coincidentes con

los obtenidos para el film XMW 13 descrito en el Capitulo III.
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Figura 4.10.- Isotermas de adsorcién y desorcién de N, a 77 °C de PC1 y PC1C
(izquierda), y PC2 y PC2C (derecha).
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Figura 4.11.- Distribucion de tamafios de poro determinados por porosimetria de Hg.

La resistencia a compresion de los hormigones recubiertos también fue estudiada,
con objeto de determinar si el tratamiento térmico con microondas producia
debilitamiento estructural como consecuencia de una posible pérdida parcial de
agua de hidratacion. Para poder realizar un analisis comparativo riguroso también
se volvieron a analizar los hormigones PC no recubiertos, asi como hormigones

PC no recubiertos pero tratados con microondas en las mismas condiciones que
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los recubiertos de carbon, y todos ellos utilizando probetas de idénticas
dimensiones. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 4.6 donde se
observa que los hormigones recubiertos no son mecanicamente mas débiles que
los originales, sino que parecen haber incrementado su resistencia a compresion

como consecuencia posiblemente de tener menor volumen de poros.

Tabla 4.6.- Resistencias a compresion de los hormigones PC antes y después de ser
recubiertos de carbdn. Se incluyen hormigones PC no recubiertos pero tratados (T) con
microondas en las mismas condiciones que las de carbonizacion.

Muestra Resistencia a compresién (MPa)
PC1 37,10
PC1T 38,43
PC1C 41,48
PC2 32,00
PC2T 28,55
PC2C 32,85

4.2.2. Caracterizacion quimica

Los mismos datos de caracterizacion quimica analizados para los hormigones PC
se determinaron para los PC recubiertos, los cuales se muestran en la Tabla 4.7.
Se observa que el recubrimiento de carbon no evita la lixiviacion de metales pero
si la reduce, y por tanto como consecuencia de ello la toxicidad del material
recubierto también disminuye, haciéndolo mds biocompatible para soportar

bacterias.
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Tabla 4.7.- pH final, concentracién total de metales y porcentaje de inhibicion a 30
minutos presente en los lixiviados en agua.

Muestra oHena [Metales]roraL I3
(na/g) (%)
PC1 11,98 0,856 19,61
PC2 11,82 0,758 15,96
PC1C 11,72 0,782 15,33
PC2C 11,69 0,648 13,69

4.3. ELIMINACION DE NITRATOS EN AGUA POR BACTERIAS
SOPORTADAS

Las bacterias E. coli se soportaron sobre los hormigones siguiendo el
procedimiento descrito en el Capitulo 11, apartado 4. Una vez soportada la bacteria
sobre las distintas muestras se elimind la solucion de cultivo, se afadio la
disolucion de NaNOs, se afiadid etanol como fuente de carbono, y se purgd con
argon el bioreactor mediante burbujeo. Tanto el empleo de etanol como fuente de
carbono [11,12], como la concentracion utilizada del mismo [13], se decidid en
base a estudios previos encontrados en la bibliografia. Durante el proceso de
eliminacion de nitratos se detectd la formacidon temporal de nitritos pero en

ninguno de los casos se detect6 la presencia de iones amonio.

4.3.1. Eliminacion de nitratos por bacterias soportadas sobre los hormigones
de la serie PC

La Figura 4.12 muestra micrografias de SEM de las bacterias E. coli soportadas

sobre la muestra PC2 antes y después del proceso de desnitrificacion.
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Comparando ambas imagenes se observa claramente una mayor concentracion de
bacterias tras el proceso de desnitrificacion, tal y como sucedi6 con las ldminas de

xerogel de carbon estudiadas en el Capitulo I11.

Figura 4.12.- Micrografias SEM de las bacterias E. coli soportadas sobre la muestra PC2
antes (izquierda), y después (derecha) del proceso de desnitrificacion.

La Figura 4.13 muestra las curvas de eliminacion de nitratos obtenidas con E. coli
soportada sobre los hormigones de la serie PC. Se observa que en todos los casos
se completd la eliminacion de nitratos. Con los hormigones PC2 y PC4 la
eliminacion de nitratos se completd sobre los 90 - 95 minutos, sin embargo con el
hormigén PC1 se sobrepasaron los 120 minutos. Son muchos los factores que
influyen en este proceso, pero estos resultados parecen indicar que el menor
volumen de poros accesible al agua de la muestra PC1 puede ser uno de los
principales motivos que justifique su menor capacidad de desnitrificacion, ya que,
este hormigoén no presentaba lo valores mas elevados de toxicidad (Tabla 4.4). Por
otro lado, y aunque no son muy grandes las diferencias, podemos decir que el
hormigén PC2 es el que mostré mejor comportamiento para la eliminacion de

nitratos, especialmente a tiempos mas cortos de tratamiento. Hay que recordar que
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en PC2 confluyen positivamente los dos parametros discutidos anteriormente:
mayor volumen de poros accesibles al agua (Tabla 4.2) y menores valores de

toxicidad.

[N-NOs ] (mg/L)

0 30 60 90 120 150
Tiempo (h)

Figura 4.13.- Curvas de eliminacién de nitratos. Resultados obtenidos con E. coli
soportada sobre los hormigones de la serie PC.

La eliminacion de nitritos generados durante la reduccion de los nitratos fue total
en todos los casos. La Figura 4.14 muestra la evolucion en la eliminacion de los
nitratos y la produccion y eliminacion simultanea de los nitritos obtenidas con los
hormigones PC1 y PC2. Se observa como se completa de nuevo la eliminacion de

nitritos a tiempos mas cortos con el hormigén PC2, que con el PCI.
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Figura 4.14.- Cinéticas completas de desnitrificacion obtenidas con los hormigones de la
serie PC.

4.3.2. Eliminacion de nitratos por bacterias soportadas sobre hormigones
recubiertos de carbéon PC1C y PC2C

Las Figuras 4.15 y 4.16 recogen las curvas de eliminacion de nitratos y nitritos
obtenidas con los hormigones recubiertos PC1C y PC2C, respectivamente. En
dichas figuras también se incluyen a efectos comparativos los correspondientes
resultados obtenidos con los hormigones PC1 y PC2. Con ambos hormigones

recubiertos se obtuvieron mejores resultados que con los correspondientes sin

recubrir.
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Figura 4.15.- Curvas de eliminacion de nitratos y nitritos obtenidas con los hormigones
PC1y PC1C.
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Figura 4.16.- Curvas de eliminaciéon de nitratos y nitritos obtenidas con los hormigones
PC2y PC2C.

Estos resultados se deben a diferentes aspectos, por un lado tenemos que las
laminas de xerogel de carboén han demostrado ser muy buenos soportes para estas
bacterias (Capitulo III), pero ademés, como hemos discutido en la Seccion 4.2.2

dichos recubrimientos no solo minimizan la lixiviacion de metales, sino que
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evitan el contacto directo de las bacterias con las partes del hormigon mads ricas en
estos, es decir, el cemento; y es ahi en las zonas mas ricas en cemento y arena
donde més y mejor se adhiere la capa de carbén debido a su mayor rugosidad
(Figura 4.8). Todo esto a pesar que de que se ha producido una disminucion de la
porosidad en general, y del volumen accesible al agua en particular, como
consecuencia de los recubrimientos (Tabla 4.4). Por lo tanto, la idoneidad del
soporte desde un punto de vista de la toxicidad, o en definitiva de la bio-
compatibilidad, se muestra como el factor mas influyente sobre la capacidad de
eliminacion de nitratos de la E. coli soportada, siempre y cuando los materiales

comparados tengan un elevado volumen de poros accesible al agua.

Figura 4.17.- Micrografia SEM de las bacterias E. coli soportadas sobre la muestra
PC2C después del proceso de desnitrificacion.

Finalmente, en la Figura 4.17 se muestra a titulo de ejemplo una imagen obtenida
mediante SEM del hormigon PC2C tras ser usado en el proceso de eliminacion de

nitratos; en ésta se observa claramente una abundante proliferacion de colonias de
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bacterias, especialmente visibles en los macroporos mas grandes del material los
cuales se muestran también bien recubiertos de xerogel de carbon. A este respecto
hay que mencionar que no ha sido posible realizar un estudio riguroso mediante
microscopia, acerca de la densidad de bacterias crecidas sobre la pelicula de
xerogel en los hormigones recubiertos, en comparaciéon con los no recubiertos,
debido a que la alta dureza del hormigon, ya que, las condiciones mecanicas que
se necesitan para contar piezas de estos materiales son muy agresivas, e influyen
muy negativamente en la adherencia del xerogel sobre el hormigon
posteriormente observable, a lo que hay que afiadir, que el tamafio adecuado de
las muestras para poder ser fijadas en los soportes estandar de SEM, son tan
pequefias que no eran en muchos casos representativas en su composicion de la
muestra correspondiente, debido a la heterogenidad de tamanios de las distintas
fases de estos materiales compuestos, tal y como se puso de manifiesto en

numerosas observaciones.

4.4. CONCLUSIONES

Se han preparado hormigones altamente porosos mediante la modificacion de la
relacidon agua/cemento, el tamafio y cantidad de arido y el uso de aditivos. Todos
los hormigones de esta serie presentan elevados valores de permeabilidad al agua,
y ademas, a pesar de sus elevados volimenes de poros tienen suficiente
resistencia a compresion para poder ser empleados no solo como revestimientos

sino como pavimentos.
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El analisis conjunto de los datos de caracterizacion de la porosidad, areas de poros
2D y permeabilidad en agua indican que la porosidad de estos materiales esta

altamente interconectada.

Se han obtenido por primera vez hormigones porosos recubiertos de xerogel de
carboén, a partir del mojado de los mismos en una resina de resorcinol-
formaldehido posteriormente curada y finalmente carbonizada o pirolizada

mediante un tratamiento de microondas.

El recubrimiento de carbon y/o el tratamiento térmico de carbonizacion mediante
microondas no perjudica la resistencia a compresion de las probetas estudiadas.
Los hormigones recubiertos de xerogel de carbon fueron maés resistentes a

compresion posiblemente debido a que son menos porosos.

El recubrimiento con xerogel de carbon de los hormigones estudiados reduce la
porosidad de los mismos especialmente en el rango de la mesoporosidad, pero

afectando en menos de un 10% al volumen total de poros accesibles al agua.

El recubrimiento con xerogel de carbon de los hormigones estudiados reduce la

cantidad de metales lixiviados.

La bacteria E. coli puede desarrollarse y ser soportada sobre los hormigones
porosos preparados a pesar de los contenidos metalicos de los mismos. Asi, la
capacidad desnitrificante de la E. coli soportada sobre estos materiales se ha

evaluado muy satisfactoriamente, permitiendo la eliminacion total en todos los
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casos de los nitratos y nitritos en las condiciones experimentales estudiadas. En

ningln experimento se detectd la formacion de amoniaco o iones amonio.

La capacidad de eliminacion de nitratos de la E. coli soportada sobre hormigones
no recubiertos dependid principalmente de dos factores predominantes: contenido
metalico y volumen de poros grandes accesibles al agua. Los materiales con
mayor volumen de poros accesibles al agua y menor cantidad de metales
lixiviados (menor capacidad inhibidora) eliminaron los nitratos de las

disoluciones acuosas en menor tiempo.

Los hormigones recubiertos de xerogel de carbon mostraron una mayor capacidad
de eliminacion, de nitratos y nitritos, que sus correspondientes hormigones no
recubiertos a pesar de que contienen menores volimenes de poros accesibles al
agua. Por lo tanto, la idoneidad del soporte desde un punto de vista de la
toxicidad, o en definitiva de la bio-compatibilidad, se muestra como el factor mas
influyente sobre la capacidad de eliminacion de nitratos de la E. coli soportada,
siempre y cuando los hormigones comparados tengan un elevado volumen de

macroporos accesibles al agua.
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Resumen

En este capitulo se recogen los datos de caracterizacion mecdanica, textural y
quimica de los hormigones altamente porosos HPC1, HPC3 y HPC5. A
continuacion, con el hormigdon HPC1 se realizé un estudio riguroso sobre el efecto
que tienen diferentes factores experimentales sobre la capacidad de eliminacion de
nitratos de las bacterias Escherichia coli soportadas, factores tales como: el
empleo de diferentes fuentes de carbono y en diferentes concentraciones, la
presencia inhibidora de algunos metales, o la influencia de la temperatura en este
proceso. Ademas, también se estudid el comportamiento comparativo de otros
materiales de construcciéon como soportes de E. coli, concretamente: piedra caliza,

marmol y asfalto.

Finalmente, los tres hormigones seleccionados de la serie HPC se recubrieron de
una capa de carbon, pero a diferencia del estudio realizado en el Capitulo anterior,
en este caso, se utilizaron dos resinas poliméricas diferentes como precursores del
recubrimiento carbonoso: por un lado una obtenida mediante polimerizacioén de
resorcinol y formaldehido en medio acuoso, ya descrita en capitulos anteriores
(serie HPCC), y por otro lado una resina furdnica a base de alcohol polifurfurilico
(serie HPCF), dando asi lugar a los hormigones de alta porosidad recubiertos de
carbon HPC1C, HPC3C, HPC5C y HPCI1F, HPC3F, HPCSF, respectivamente.
Finalmente, estos seis hormigones recubiertos de carbon fueron también utilizados
como soportes de bacterias Escherichia coli para estudiar la capacidad de

eliminacion de nitratos en funcidén de sus caracteristicas fisicas y quimicas.
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5.1. CARACTERIZACION DE LOS HORMIGONES DE LAS SERIES
HPC, HPCC Y HPCF

5.1.1. Caracterizacion mecanica y de la textura porosa

Estos materiales se han caracterizado mediante las siguientes técnicas y ensayos:
resistencia a compresion, permeabilidad en agua, picnometrias en agua y
mercurio, adsorcion fisica de N, a -196 °C, porosimetria de mercurio, analisis

superficial de imagenes y microscopia electronica de barrido.

Tabla 5.1.- Dosificacion de mezclas, resistencia a compresion a 28 dias (Rc) y
coeficiente de permeabilidad del agua (K), de los hormigones de la serie HPC.

Muestra alc s ,. cohesionante® experimental®
(Kg/m”) (Kg/m®) (%) (%) (MPa) (cml/s)
HPC1 0,25 330 1200 1 1 20,0 1,03
HPC3 0,25 310 1200 1 1 13,6 0,73
HPC5 0,29 - 1400 1,5 0,5 13,0 2,40
) Tamafio 2-5 mm ®) Aditivo Glenium sky suministrado por BASF
@ Tamafio 5-8 mm “ Aditivo superplastificante desarrollado por BASF

Los datos de resistencia a compresion y coeficiente de permeabilidad de los
hormigones de la serie HPC se recogen en la Tabla 5.1 junto a la dosificacion de
mezcla empleada en cada caso. La caracterizacion en fabrica se realizd de la
misma forma que para las muestras de la serie PC; resistencias determinadas sobre
probetas testigo extraidas de losas y permeabilidades determinadas en losas de
iguales dimensiones. La cantidad de arido (arena + grava), fue en torno a los 1400
y 1500 Kg dependiendo de las muestras, con una variacion de la relacion

agua/cemento de 0,25 a 0,29. La mayor concentracion de aditivos en HPCI1 y
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HPC3, y el no haber utilizado arena ni compactacion intermedia para la
preparacion de HPCS explican los resultados de resistencia y permeabilidad [1],
del mismo modo que se discutid en el Capitulo IV. Asi, la muestra HPC1 present6
el valor mas alto de resistencia a compresion, debido a su mayor contenido en
arido fino [2]. Finalmente cabe destacar el alto valor de permeabilidad obtenido

con la muestra HPCS.

Los hormigones de la serie HPC se recubrieron de carbon utilizando dos
soluciones poliméricas diferentes: por un lado la ya estudiada polimerizacién de
resorcinol y formaldehido en medio acuoso (serie HPCC), y por otro lado una
resina furdnica a base de alcohol polifurfurilico (serie HPCF), que tras la
carbonizacion asistida por microondas correspondiente (Capitulo II) dieron lugar
a los hormigones de alta porosidad recubiertos de carbon HPC1C, HPC3C,
HPC5C y HPC1F, HPC3F, HPCSF, respectivamente. Las resinas furanicas tienen
muy buena adherencia y por tanto son muy efectivas como recubrimiento de
materiales ceramicos [3-5], asi como protectores de materiales metéalicos frente a

desgaste y corrosion [6].

La Figura 5.1. recoge las fotografias de tres piezas correspondientes a las muestras
HPCS, HPC5C y HPCSF. Claramente se observa como el hormigoén recubierto de
carbon HPCSF presenta un recubrimiento mas completo debido principalmente a
que el espesor de la capa de carbon obtenida fue mayor. Ambas resinas orgéanicas
mostraron una alta adherencia sobre todas las fases del hormigén, sin embargo en

las fotografias de la Figura 5.1 se observa una cantidad de carbon adherida menor
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sobre el arido grueso en la muestra HPC5C que en la HPCSF, lo cual fue debido

también a que la mezcla polimérica RF era menos viscosa que la de PFA.

Figura 5.1.- Imagenes de una muestra de hormigdn poroso original, recubierta de carboén
utilizando como precursor R/F y recubierta de carbon utilizando como precursor PFA.

En la Tabla 5.2 se recogen los datos de los hormigones de la serie HPC
correspondientes al volumen de poros accesible a mercurio y agua determinado
por picnometria (Vig ¥y Vizo); volumen de poros con didmetros comprendidos
entre 0,006 y 350 um (Vpor) y superficie externa (Sgxr) obtenidos mediante
porosimetria de mercurio; superficie BET, volumen de microporos (Wo) y
volumen de mesoporos (Vgyn) obtenidos de los datos de adsorcion-desorcion de
Ny a -196 °C; y la seccion superficial de area ocupada por poros (Apor-2p)
obtenida mediante analisis de imagenes. La Tabla 5.2 también recoge los datos de

Vg ¥ Vino de los hormigones recubiertos de carbon.
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Tabla 5.2.- Caracterizacion de la porosidad.
Sger W, o Veor Sexr Vhg VH20 Asup

(m’/g) (mm’g) (mm’g) (mm’g) (m’g) (mm’g) (mm’g) (%)
HPC1 3626 1,019 14790 23481 2,795 9398 97,01 1580

Muestra

HPC1C 85,52 87,32
HPC1F 80,81 81,21
HPC3 4,088 0,936 16,520 26,481 2,652 130,98 140,92 26,30
HPC3C 121,68 129,78
HPC3F 118,44 120,51
HPC5 3,196 0,853 11,673 34,126 2,818 191,04 202,47 30,20
HPC5C 178,65 187,14
HPC5F 172,12 179,26

En el Capitulo IV se realizo un estudio comparativo exhaustivo, de los numerosos
parametros calculados para la caracterizacion de los distintos rangos de porosidad
y superficie de los hormigones de la serie PC, antes y después de ser recubiertos,
y ademas, en dicho Capitulo se puso claramente de manifiesto que los parametros
determinantes para interpretar la influencia de la porosidad sobre la capacidad de
desnitrificacion de las bacterias soportadas fueron Vy, y Vo, especialmente
Vizo. Por esta razon, en el presente Capitulo la caracterizacion de la porosidad de
los hormigones recubiertos se ha centrado exclusivamente en los mencionados
parametros. Asi, se observa en la Tabla 5.2 que los volimenes accesibles a los
liquidos picnométricos estudiados Vyg y Vio, son muy superiores a los
correspondientes de la serie PC, razon por la cual se decidid estudiar estos
materiales en un Capitulo aparte y denominar a esta serie con las siglas HPC

(Highly Porous Concretes). Tanto el volumen de poros accesible a mercurio
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(Vig), €l volumen de poros accesible al agua (Viao), y €l area Apor-op aumentan

en el sentido HPC1 < HPC3 < HPCS, siendo la muestra mas porosa la HPCS.

En cuanto al efecto producido sobre la porosidad por los recubrimientos de carbon

se observa lo siguiente:

(i) Todos los valores Vi, y Viao disminuyen siguiendo la secuencia HPC >
HPCC > HPCF. Es decir, ambos recubrimientos producen una disminucién del
volumen de poros; pero ademas ésta siempre fue mayor cuando se utiliz6 PFA

frente a RF como precursor de la capa de carbon.

(1) Comparando todos los hormigones recubiertos se siguid6 manteniendo la

secuencia de aumento de la porosidad HPC1X < HPC3X < HPC5X.

(ii1) En todos los casos el porcentaje de reduccion de volumen de poros fue muy
aceptable teniendo en cuenta la complejidad de la estructura porosa del material.
Dicha reduccion fue inferior al 10 % en la serie HPCC, siendo estos valores
porcentuales muy similares a los obtenidos con los hormigones de la serie PCC
frente PC. En el caso de los hormigones de la serie HPCF el porcentaje de
reduccion de volumenes de poros respecto a los no recubiertos fue obviamente

superior, pero en cualquier caso no superior al 16,5 %.

También se analizé la textura porosa de la capa de carbon formada sobre los
hormigones a partir de PFA, asi tras raspar cuidadosamente parte de ésta de varias

piezas HPCF recubiertas, se analizd mediante adsorcion de N; a -196 °C
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obteniéndose los siguientes resultados: 2 m*/g de superficie BET; 0,0 cm’/g de

Vpm. También se determind un porcentaje de carbono del 75 % en peso

5.1.2. Caracterizacion quimica y toxicidad

Estos materiales se han caracterizado mediante las técnicas y ensayos siguientes:
determinacion del contenido en metales por ICP de lixiviados en agua; medidas de
pH y medidas de toxicidad expresadas como porcentaje de inhibicion de la

bacteria Vibrio Fischeri. Todos estos datos se recogen en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3.- pH final, concentracion total de metales y porcentaje de inhibicion a 30
minutos presente en los lixiviados en agua.

Muestra PHeinaL [Metaleskrora. b
(ng/g) (%)
HPC1 12,04 0,799 19,58
HPC1C 11,89 0,703 18,39
HPC1F 11,71 0,650 16,82
HPC3 12,24 0,764 15,77
HPC3C 11,74 0,658 14,07
HPC3F 11,69 0,541 10,73
HPC5 12,09 0,706 12,37
HPC5C 11,75 0,591 10,62
HPC5F 11,59 0,463 8,62

En la Tabla 5.3 se observa, que al igual que sucedid6 con los hormigones
recubiertos de la serie PC, el recubrimiento de carbdn no evita la lixiviacion de
metales pero si la reduce, siendo dicha reduccion mucho mas acusada en las serie

HPCEF respecto a la HPCC, y por tanto como consecuencia de ello la toxicidad de
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todos estos materiales recubiertos también disminuye, proporcionalmente a la
lixiviacidbn mostrada, haciéndolos en dicho sentido mdas bio-compatibles para
soportar las bacterias. Estos resultados también indican que el recubrimiento de
carbon a partir de PFA es mas efectivo para prevenir la lixiviacion, aunque no hay
que olvidar que también provoca una mayor disminucion del volumen de poros de

los hormigones originales.

5.2. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES PARAMETROS
EXPERIMENTALES SOBRE LA CAPACIDAD DESNITRIFICANTE DE
LA E. coli SOPORTADA

En esta seccion se ha estudiado como influye la variacion de una serie de
parametros experimentales, sobre el proceso de desnitrificacion del agua realizado
por la bacteria E. coli soportada. Para ello, se ha utilizado el hormigén poroso
HPCI1. Los parametros estudiados han sido la fuente de carbono que se suministra
al bioreactor, la temperatura del proceso y el efecto de la presencia de dos

metales: el cromo y el zinc.

5.2.1. Fuente de carbono

El tipo de fuente de carbono suministrada puede afectar significativamente a la
velocidad de desnitrificacion en funcion de la facilidad que tenga la E. coli para
obtener energia [7]. En este sentido el estudio se realizé suministrando un exceso
de carbono al bio-reactor mediante la adicion de 10.000 ppm de compuesto

orgéanico. Los compuestos organicos estudiados, como fuente de carbono, fueron
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glucosa y acetato de sodio, ademés del etanol seleccionado previamente como
consecuencia de la experiencia previa existente en nuestro Grupo de Investigacion
[8]. Acetato de sodio [9-14] y glucosa [15-18] han sido también estudiados

previamente como fuente de carbono por otros autores.

10 8
—e—A10000 —e—A10000

81 —e—G10000 _ —e—G10000
< —O—E10000 nlh —0—E10000
(2] o
E 6 E
S 4 e}
Z 4 Z
Z Z

2 -

0 T

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 5.2.- Curvas de eliminacién de nitratos (izquierda) y nitritos (derecha) obtenidas
utilizando 10000 ppm de acetato sédico (A), glucosa (G) y etanol (E).

En la Figura 5.2 se muestran los resultados del mencionado estudio y se observa
claramente que en las condiciones experimentales estudiadas con el empleo de
etanol en exceso la capacidad desnitrificante de la E. coli es mayor, asi la
desnitrificacion fue mas lenta cuando se utilizd acetato sédico como fuente de
carbono. Estos resultados reproducen las tendencias encontradas en la
bibliografia, donde para medios anaerdbicos, la eliminacién de nitratos y nitritos
utilizando glucosa como fuente de carbono es mas rapida respecto al empleo de
acetato de sodio [17,18], y donde el etanol actia como una de las fuentes de
carbono mas efectivas [19-25]. Por otro lado, ademas de estudiar el proceso de
desnitrificacion en condiciones de exceso de fuente de carbono se realizaron

varias experiencias de eliminacion de nitratos a 15, 45, 60 ppm, cuyos resultados
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se muestran en la Figura 5.3. En esta Figura se observa que a medida que aumenta

la concentracion de etanol, desde 15 hasta 60 ppm, el tiempo necesario para la

eliminacion de nitratos y nitritos disminuye, sin embargo, los experimentos

realizados a 60 y 10.000 ppm son muy similares.
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Figura 5.3.- Curvas de eliminacién de nitratos y nitritos obtenidas utilizando 15, 45, 60 y

10000 ppm etanol.
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5.2.2. Temperatura de desnitrificacion

Las evidencias experimentales demuestran que la temperatura afecta al proceso de
desnitrificacion, debido a que afecta al comportamiento de la bacteria. Los
procesos de desnitrificacion pueden ocurrir en rangos de temperatura de 2-50 °C,

debido a la capacidad de algunas bacterias de sobrevivir en condiciones

ambientales extremas [26].
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Figura 5.4.- Curvas de eliminacion de nitratos y nitritos obtenidas a 16, 25 y 37 °C
utilizando glucosa como fuente de carbono.
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Para llevar a cabo este estudio se realizd el proceso de desnitrificacion a las
temperaturas de 16, 25 y 37 °C, y utilizando como fuente de carbono etanol y
glucosa. La Figura 5.4 muestra las curvas de desnitrificacion a las tres
temperaturas de trabajo distintas usando como fuente de carbono glucosa, asi

como la comparacion conjunta de eliminacion de nitratos a las tres temperaturas.

En la mayoria de los estudios encontrados en la bibliografia se observa que a
medida que aumenta la temperatura, aumenta la velocidad de eliminacion de
nitritos y nitratos [27,28]. No obstante, no se han encontrado apenas estudios en
los que se hayan utilizado temperaturas superiores a 30 °C. En nuestro caso,
utilizando glucosa como fuente de carbono se observa que a medida que aumenta
la temperatura la eliminacion completa de nitratos y nitritos se produce a tiempos
mas cortos, habiendo una diferencia muy notable entre los 16 °C y las otras dos

temperaturas superiores estudiadas.

Sin embargo, cuando utilizamos etanol como fuente de carbono el
comportamiento vario ligeramente respecto al empleo de glucosa (Figura 5.5).
Con etanol también se mejora el proceso de desnitrificacion cuando aumenta la
temperatura de 16 a 25 °C, sin embargo, algunos trabajos proponen precisamente
una temperatura limite de 25 °C, a partir de la cual la velocidad de desnitrificacion
empieza a disminuir [29]. Nuestros resultados parecen ser coincidentes con la
tendencia mencionada porque la eliminacion de nitratos es ligeramente mas lenta
a 37 °C que a 25 °C, siendo este efecto mas pronunciado en la eliminacion

completa de los nitritos.
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Figura 5.5.- Curvas de eliminacion de nitratos y nitritos obtenidas a 16, 25 y 37 °C
utilizando etanol como fuente de carbono.

5.2.3. Presencia de iones metalicos: Cr(VI) y Zn(II)

En esta Tesis, también se ha estudiado como afecta la presencia de Cr(VI) y

Zn(Il), como ejemplo de metales contaminantes del agua, sobre la capacidad de

desnitrificacion de la E. coli. Se conoce que estos metales son contaminantes del

agua incluso a muy bajas concentraciones [30]. Por otro lado, la presencia de

estos metales (Cr(VI) y Zn(Il)) han sido estudiados previamente por otros autores

en procesos de desnitrificacion [8,31-34].
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Para la adiciéon de Cr(VI) y Zn(Il) al bio-reactor se empled cromato potasico
(K2CrOy) y nitrato de zinc tetrahidratado (Zn(NOs),-4H,0), respectivamente. La
Figura 5.6 recoge los resultados obtenidos de eliminacion de nitratos para la
muestra HPC1 (0 mg/L) libre de metales y cuando se adicionaron 0,5 o 1,0 mg/L

de estos iones metalicos.
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Figura 5.6.- Curvas de eliminacién de nitratos obtenidas en presencia de los iones Cr(VI)
(izquierda) y Zn(ll) (derecha) a distintas concentraciones.

Estudios anteriores demuestran que la presencia de Cr(VI) o Zn(Il) produce una
disminucién de la velocidad de crecimiento de las bacterias desnitrificantes
[31,35], siendo este efecto mas acusado a mayor concentracion del 16n metalico
[36] incluso a altas concentraciones de fuente de carbono [33]. Este efecto de la
disminucién en la velocidad de crecimiento por la presencia de estos iones se ha
observado también en plantas [30]. Los resultados presentados en la Figura 5.6
sobre la capacidad de desnitrificacion de la E. coli soportada, en presencia de
Cr(VI) o Zn(Il), estan de acuerdo con la bibliografia. Asi, la presencia de Cr(VI)
origina una mayor inhibicion que el Zn(II), asi como un mayor incremento de la

inhibicion al aumentar concentracion metalica. Por lo tanto, estos resultados
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también refuerzan el hecho de que el principal problema de bio-compatibilidad
que presentan los hormigones, como soporte de E. coli, es su propio contenido

metalico.

5.3. ELIMINACION DE NITRATOS POR BACTERIAS SOPORTADAS
SOBRE LOS HORMIGONES DE LAS SERIES HPC, HPCC Y HPCF

Las bacterias E. coli se soportaron sobre los hormigones, de esta serie, siguiendo
el procedimiento descrito en el Capitulo II, apartado 2.4. Durante el proceso de
eliminacion de nitratos se detectdé la formacidon temporal de nitritos pero en

ninguno de los casos se detectd la presencia de iones amonio.

5.3.1. Hormigones de la serie HPC

La Figura 5.7 recoge las curvas de eliminacion de nitritos y nitratos obtenidas con
los hormigones HPC1, HPC3 y HPCS, y la Figura 5.8 muestra la relacion entre el
volumen de poros accesible al agua determinado por picnometria frente al tiempo
total necesario para la eliminacion de nitratos y nitritos. La eliminacion de nitratos
y nitritos fue mas rapida para la muestra mas macroporosa (HPCS) y mas lenta
para la muestra menos macroporosa (HPC1), siguiendo la secuencia inversa a la
cantidad de metales lixiviada (Tabla 5.3) que en este caso ademas coincide con la
secuencia directa del aumento del volumen de poros accesible al agua (Tabla 5.2),
es decir, los dos parametros que presentan una mayor influencia sobre la

capacidad de desnitrificacion de la E. coli soportada, tal y como se puso de



154 Capitulo V

manifiesto en el Capitulo IV, se presentan secuencial y positivamente alineados en

la serie HPC.
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Figura 5.7.- Curvas de eliminacién de nitratos y nitritos obtenidas con los hormigones de
la serie HPC.
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Figura 5.8.- Relacion entre el volumen de poros accesible al agua con el tiempo de
eliminacion de nitratos (izquierda) y con el tiempo de eliminacion de nitritos (derecha).

En resumen, seglin lo anteriormente expuesto, el orden en el cual se obtienen los
mejores resultados en la desnitrificacion seria: HPC5 > HPC3 > HPCI. Esta
tendencia se pone igualmente de manifiesto en la Figura 5.9 donde se representa

la eliminacion total de nitrogeno (nitratos + nitritos) en funcion del tiempo.

Finalmente, al realizar una comparacion con los hormigones de la serie PC,
estudiados en el Capitulo IV, cabe destacar que mientras aquellos necesitaban
tiempos para la eliminacion total de nitrogeno comprendidos entre 120 y 160
horas, los hormigones altamente porosos de la serie HPC, tal y como se muestra

en la Figura 5.9, emplean tiempos comprendidos entre 70 y 100 horas.
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Figura 5.9.- Curvas de eliminacion de nitrégeno total obtenidas con los hormigones de la
serie HPC.

5.3.2. Hormigones de la serie HPC recubiertos de carbon

La Figura 5.10 recoge las curvas de eliminacion de nitratos y nitritos de todos los
hormigones de las series HPCC y HPCF, y la Figura 5.11 muestra la eliminacion

de nitrégeno total obtenida con todos los hormigones de las series HPC, HPCC y

HPCF de forma comparativa.
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Figura 5.10.- Curvas de eliminacién de nitratos y nitritos de los hormigones de la serie

HPCC y HPCF.
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Figura 5.11.- Curvas de eliminacion total de nitrégeno.
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En la Figura 5.10 se observa que con los hormigones recubiertos se obtuvo la
misma secuencia de resultados de desnitrificaciéon que con la serie original HPC,
es decir: HPC-C/F5 > HPC-C/F3 > HPC-C/F1, ya que en ambas series de
hormigones recubiertos se mantuvo la misma secuencia de volumen de poros
accesible al agua, y lixiviacién de metales, que sus homologos de la serie HPC
(Tablas 5.2 y 5.3). Por otro lado, la Figura 5.11 muestra claramente que los
hormigones recubiertos de carboén son mejores soportes de E. coli para la
eliminacion de nitratos en todos los casos. Sin embargo, con los hormigones de la
serie HPCF los resultados obtenidos en la desnitrificacion fueron siempre mejores
que los obtenidos con sus homologos HPCC, a pesar de que los volumenes
accesibles al agua en los hormigones de la serie HPCC son siempre menores que
los correspondientes a la serie HPCF. La explicacion a estos resultados estaria
relacionada, por tanto, con la toxicidad relativa de todos los soportes recogida en
la Tabla 5.3. Es decir, la bio-compatibilidad de los hormigones de la serie HPCF
es superior a los de la serie HPCC, razén por la cual se comportan mejor como
soportes de la E. coli en este proceso. Ademds hay que recordar que la
desnitrificacion se estudié en condiciones estaticas, y por tanto, la influencia de
factores como la permeabilidad de los materiales, o el volumen de poros
accesibles al agua puede quedar parcialmente supeditado a la bio-compatibilidad,

COmo parece ser el caso.

En cualquier caso, ambas series de hormigones HPCC y HPCF son
potencialmente excelentes soportes de bacterias E. coli para ser empleados en

procesos de desnitrificacion de aguas.
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5.4. ELIMINACION DE NITRATOS POR BACTERIAS SOPORTADAS
SOBRE OTROS MATERIALES DE CONSTRUCCION

En esta seccion se estudié el comportamiento de tres materiales de construccion
con diferentes caracteristicas como soporte de E. coli para la eliminacion de

nitratos de aguas. Estos fueron: piedra caliza, marmol y mezcla asféltica.

La piedra caliza (CAL) es una roca sedimentaria compuesta fundamentalmente
por carbonato célcico, generalmente calcita. Material ampliamente utilizado en

esculturas y edificios debido a su gran resistencia a la meteorizacion [37].

El méarmol verde (MAR) es una roca metamorfica formada a partir de rocas
calizas, sometidas a elevadas temperaturas y presiones. El componente bésico en
este caso también es el carbonato calcico. Los demés componentes son los que le
dan la gran variedad de color y definen sus propiedades fisicas. Es por estas
caracteristicas por lo que es un material muy utilizado en construccion, decoracion

y esculturas [38].

El asfalto (ASF) es un material compuesto por aridos y una brea [39], la cual a su
vez estda compuesta por una amplia mezcla de hidrocarburos aromaticos
policiclicos. El principal elemento presente en la composicion de la brea es
carbono pero también contiene otros elementos como hidrégeno, oxigeno, azufre,
nitrogeno y algunos elementos metalicos, entre los que se encuentran el vanadio y

el niquel.
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Mediante Difraccion de Rayos X se determind las principales fases minerales que
componen la piedra caliza y el marmol. Asi, la piedra caliza estaba compuesta
unicamente por calcita, mientras que el marmol verde presentdé ademas de la
calcita como componente principal otras fases minerales como dolomita,
tremolita, antigorita y lizardita. La férmula quimica de cada una de estas fases es
la siguiente:

Calcita — CaCO,

Dolomita — CaMg(CO),
Tremolita — Ca,Mg[Si,0,,(OH ), |
Antigorita — Mg,[Si,0,(0H), ]
Lizardita — Mg,[Si,04(0OH),]

La Antigorita y la Lizardita tienen la misma féormula quimica pero el sistema en el
que cristalizan es distinto. La primera cristaliza en el sistema monoclinico y la

Lizardita lo hace en el sistema triclinico.

Las caracteristicas texturales de los tres materiales seleccionados se estudio
utilizando las mismas técnicas descritas que para el caso de los hormigones,
obviamente solo el asfalto tenia caracteristicas porosas, las cuales se recogen en la
Tabla 5.4, siendo en cualquier caso muy inferiores a cualquiera de los hormigones

porosos preparados en esta Tesis.
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Tabla 5.4.- Caracterizacion de la porosidad.

S W, Vv ', S ', Vh,0
MUESTRA 2ET : B.;H P(;R E2XT H: 2
(m“g) (mm’/g) (mm%g) (mm°/g) (m“g) (mm’g) (mm’g)
ASF 0,699 0,217 2,00 700 0,296 19,83 24,36
CAL
MAR

Por otro lado, también se estudid la toxicidad de estos materiales. La Tabla 5.5
recoge los datos de contenido en metales de los lixiviados en agua; medidas de pH
y medidas de toxicidad expresadas como porcentaje de inhibicion de la bacteria
Vibrio Fischeri.

Tabla 5.5.- pHgnaL, cONcentracion total de metales lixiviados y porcentaje de inhibicién a
30 minutos.

Muestra PHEmAL [Metales]roraL I3
(ng/9) (%)

CAL 9,31 0,07 0,00
MAR 9,70 0,08 0,00
ASF 9,73 0,11 20,25

Todos los materiales produjeron lixiviados con pH basico, y en todos los casos la
cantidades de metales lixiviadas fueron muy inferiores a las obtenidas con los
hormigones. Sin embargo, es relevante el elevado porcentaje de inhibicion, en
relacion a su volumen de poros accesible al agua, que presenta la mezcla asfiltica
lo cual posiblemente se deba a la presencia en su composicion, mas que probable,
de compuestos organohalogenados y azufre los cuales también intervienen en la

inhibicién de la bacteria Vibrio Fischeri [40].
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Las bacterias E. coli se soportaron sobre estos materiales siguiendo el
procedimiento descrito en el Capitulo II, apartado 2.4. Una vez soportada la
bacteria sobre las distintas muestras se elimindé la soluciéon de cultivo, se
anadieron 100 ml de disolucién de NaNO; (40 mg/L), se afnadid etanol en exceso
como fuente de carbono (2,6 ml), y se purgd con argon el bio-reactor mediante
burbujeo. Durante el proceso de eliminacion de nitratos se detectd la formacion
temporal de nitritos pero en ninguno de los casos se detect6 la presencia de iones
amonio. A diferencia de los apartados anteriores, en este caso se utilizaron piezas
cubicas de 1,5 x 1,5 x 1,5 cm como soportes de E. coli (Figura 5.12). En este
estudio comparativo también se utilizé una pieza del hormigéon HPC1 de idénticas

dimensiones.

Figura 5.12.- De izquierda a derecha: piedra caliza, marmol, y asfalto.

Los resultados obtenidos con estos materiales en la eliminacion de nitratos se
muestran en la Figura 5.13. Tanto con el marmol como con la piedra caliza se
obtienen exactamente los mismos resultados, ya que ambos materiales son no
porosos y ademas presentan porcentajes de inhibicion minimos. Sin embargo, las
bacterias soportadas sobre el asfalto eliminaron mas rdpidamente los nitratos que
el marmol y la caliza. En el asfalto, el apreciable volumen de poros accesible al
agua que presenta y la menor bio-compatibilidad en comparacion con la caliza y

marmol compiten, dando como resultado final un mejor comportamiento como
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soporte de estas bacterias para la eliminacion de nitratos. No obstante, ninguno de
estos materiales estudiados, relacionados con la construccion, muestra en absoluto
un mejor comportamiento que los hormigones porosos como soporte de la E. coli

para la desnitrificacion de agua, en las condiciones experimentales estudiadas.

[N-NOs ] (mg/L)

0 50 100 150 200 250
Tiempo (h)

Figura 5.13.- Curva de eliminacién de nitratos obtenida con los diferentes materiales de
construccion.

5.5. CONCLUSIONES

Se han preparado hormigones altamente porosos modificando la relacion
agua/cemento, tamafio y cantidad de arido ademas del uso de aditivos. Estos
hormigones, denominados serie HPC, presentan valores mucho mas elevados de
volimenes de poros accesibles al agua y permeabilidad que los hormigones de la

serie PC, sin embargo las propiedades mecanicas son significativamente

inferiores.
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Se han obtenido por primera vez hormigones altamente porosos recubiertos de
carbon a partir del mojado de los mismos en una resina furdnica, curada y
finalmente carbonizada (o pirolizada) mediante un tratamiento de microondas. A

estos hormigones recubiertos de carbon, se les ha denominado serie HPCF.

El recubrimiento con carbon realizado en los hormigones de la serie HPCF reduce
la porosidad de los mismos especialmente en el rango de la mesoporosidad, pero

afecta en menos de un 17% al volumen total de poros accesibles al agua.

El recubrimiento con carbon de los hormigones estudiados reduce la cantidad de

metales lixiviados.

En las condiciones experimentales estudiadas se obtienen mejores resultados en el
proceso de desnitrificacion cuando se utiliza el etanol como fuente de carbono,

frente a glucosa y acetato de sodio.

Cuando se utiliza etanol como fuente de carbono en la desnitrificacion se obtienen
mejores resultados a la temperatura de 25 °C, frente a 37 o 16 °C. En las mismas
condiciones experimentales, cuando la fuente de carbono es glucosa, el proceso de

eliminacion fue mas rapido a 37 °C que a 25 °C.

La presencia de Cr(VI) o Zn(Il) producen una disminucion de la velocidad de

eliminacion de nitratos, mucho mas notable en el caso del Cr(VI).
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La bacteria E. coli puede desarrollarse y ser soportada sobre todos los hormigones
altamente porosos preparados, a pesar de los contenidos metélicos de los mismos.
Asi la capacidad desnitrificante de la E. coli soportada sobre estos materiales se ha
evaluado muy satisfactoriamente, permitiendo la eliminacién total, en todos los
casos, de los nitratos y nitritos en las condiciones experimentales estudiadas. En

ningln experimento se detectd la formacion de amoniaco o iones amonio.

La capacidad de eliminacion de nitratos de la E. coli soportada sobre hormigones
altamente porosos no recubiertos dependid principalmente de dos factores:
contenido metalico y volumen de poros grandes accesibles al agua. Los materiales
con mayor volumen de poros accesibles al agua y menor cantidad de metales
lixiviados (menor capacidad inhibidora) eliminaron los nitratos de las

disoluciones acuosas en menor tiempo.

Los hormigones altamente porosos recubiertos de carbon mostraron una mayor
capacidad de eliminacidén, de nitratos y nitritos, que sus correspondientes
hormigones no recubiertos, a pesar de que contienen menores volumenes de poros
accesibles al agua. Los hormigones de la serie HPCF mostraron también una
mayor capacidad de eliminacidn, de nitratos y nitritos, que sus homdlogos de la
serie HPCC, a pesar de que contienen también menores volumenes de poros
accesibles al agua. Este hecho se debe probablemente a la disminucién de la
toxicidad que presentan sus lixiviados, siendo la bio-compatibilidad el factor mas
influyente sobre la capacidad de eliminacion de nitratos de la E. coli soportada,
siempre y cuando los hormigones comparados tengan un elevado volumen de

macroporos accesibles al agua.
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Resumen

Este capitulo recoge el estudio del crecimiento de algas cianoficeas sobre

hormigones con distinta porosidad, y algunos recubiertos de carbon.

Para cuantificar el crecimiento de algas sobre las muestras de hormigon se llevo a
cabo la determinacién del contenido en clorofila a, y se determind el area
colonizada, mediante analisis de imagenes de alta resolucion de la superficie de

los materiales.

6.1. INTRODUCCION

El crecimiento bioldgico sobre las superficies externas de los edificios se ha
considerado como un hecho negativo, sobre todo por el aspecto estético y el

deterioro fisico-quimico que puede ocasionar la formacion de las biopeliculas.

En la actualidad se estan llevando a cabo estudios en los que se analizan los
parametros que influyen en el desarrollo del crecimiento bioldgico sobre los
hormigones, para asi poder modificar la vision negativa que de ello se tiene y
conseguir un crecimiento selectivo de microorganismos [1,2]. De esta forma, se
pueden fabricar hormigones apropiados para que sean susceptibles de ser
colonizados bioloégicamente, y ademéds muestren interés estético y
medioambiental. A la vez también se trata de poder conseguir que tengan
capacidad para captar la radiacion solar, lo que permite regular la conductividad

térmica en el interior de los edificios en funcion de la temperatura alcanzada.
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El hormigoén con crecimiento bioldgico funciona no s6lo como material aislante y
regulador térmico, sino también como alternativa ornamental. El nuevo hormigon
'verde' (Figura 6.1) consigue el crecimiento directo de los organismos a partir del

conjunto multicapa [3].

Figura 6.1.- Simulacion de una fachada con crecimiento bioldgico.

Se denomina biopelicula aquella capa fina que cubre una superficie y que esta
formada por organismos, ya sean vivos o latentes, y los productos de su
metabolismo, usualmente polisacaridos. Uno de los organismos susceptibles de
formar biopeliculas en superficies de estructuras de hormigén [4] son las bacterias
fotosintéticas oxigénicas, también conocidas como cianobacterias (anteriormente
incluidas en el grupo de las algas y denominadas algas verde-azules). Estos
microorganismos se pueden desarrollar en soportes exclusivamente minerales,
como los hormigones, por lo que presentan un gran interés para este estudio en
concreto. Ademas de estas bacterias se encuentran las algas, hongos, musgos y

liquenes.
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Los hongos, son organismos heter6trofos que necesitan materia orgdnica, como
fuente de carbono. Normalmente no son los primeros en colonizar las fachadas.
Los liquenes son organismos simbidticos formados por algas y hongos y tienen un
crecimiento lento, Gnicamente crecen unos milimetros al afio. Los musgos son

plantas inferiores y suelen encontrarse en caminos y sobre capas de algas.

Las cianobacterias, también llamadas algas cianoficeas, figuran entre las formas
de vida mas antiguas de la Tierra. Existen desde hace unos 3.500 millones de
afios, y por tanto desde una época tan distinta a la actual que en aquel entonces ni
siquiera habia oxigeno en la atmdsfera terrestre [5S]. De hecho, se propone que

fueron las cianobacterias las que desarrollaron la fotosintesis oxigénica [6].

Estos organismos arcaicos no han sobrevivido por casualidad hasta nuestros dias;
son formas de vida extremadamente resistentes, tenaces y adaptables, a las cuales
no ha logrado erradicar ninguna de las extinciones masivas que han asolado al

planeta.

Es por ello por lo que se han elegido en este estudio las algas cianoficeas que
ademas, presentan otras ventajas como la rapidez de crecimiento, y la facilidad de

homogeneizacion en un cultivo liquido.

Estudios previos han puesto de manifiesto que los factores mas importantes de
crecimiento de estas especies en fachadas de hormigones son la porosidad del

material, humedad y contenido en minerales [7,8].



178 Capitulo VI

Las algas son capaces de ajustar el contenido celular en clorofila ante cambios
ambientales en el espacio y el tiempo [9,10]. Asi, un aumento de la concentracion
de la clorofila significard un aumento en la cantidad de algas. Por tanto, para tener
un dato cuantitativo del crecimiento de algas se determind el contenido en

clorofila a sobre distintas muestras de hormigén poroso.

Para esta Tesis, se han realizado estudios a escala de laboratorio, con muestras de
hormigon de distinta porosidad y se ha cuantificado el crecimiento de algas
mediante distintas técnicas [7,11]. Para determinar el area cubierta por las algas a
partir de la intensidad de color, se pueden utilizar dos técnicas no destructivas,
sencillas y reproducibles, que a su vez son complementarias y cumplen bien el
objetivo. Dichas técnicas fueron: el analisis superficial de imagenes y la
intensidad del color calculado por pérdida de reflectancia. La tercera es una
técnica destructiva, y es la determinacion del contenido de clorofila a, que ademas
de proporcionar informacién sobre la cantidad de algas que han crecido sobre el
hormigoén, se utiliza para determinar el estado vital del alga en la muestra

colonizada (determinacion de feofitina) [11,12].

La cianobacteria usada en esta experiencia procede de la coleccidon del profesor
Sanchez Castillo del Departamento de Botanica de la Universidad de Granada, y
que previamente habia sido aislada del jardin de la Facultad de Ciencias de la

mencionada Universidad.
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6.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los hormigones estudiados en este analisis como soporte para crecimiento de
algas fueron HPCS5 y HPC6, que presentan distinta porosidad para poder asi

obtener una relacion entre la porosidad y el crecimiento de algas.

Este ensayo se llevd a cabo en una placa petri de 135 mm de didmetro en la que se
colocaron las muestras de hormigén de dimensiones aproximadas de 2,5 x 2,5 x 1
cm sobre agar en donde se inoculd el alga. La placa se cerrd, para evitar
contaminacion y pérdida de humedad, y se introdujo en una estufa con

iluminacion a temperatura constante de 23 °C.

El crecimiento de algas sobre estas dos muestras se encuentra representado en la
Figura 6.2 donde se observan las piezas HPC5 y HPC6 antes de someterlas al

crecimiento, después de dos meses y medio de cultivo y después de cinco meses.
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Figura 6.2.- Crecimiento de algas en los hormigones HPC5 (piezas superiores) y HPC6
(piezas inferiores). (A) Muestras originales (B) después de 2 meses y (C) después de 5
meses. (D) y (E) Son vistas laterales de HPC5 y HPCB, respectivamente, después de 5
meses de contacto.

Se puede observar un considerable aumento de algas en los hormigones a los dos
meses del cultivo, que fue mayor cuando el tiempo de contacto aument6 hasta los
cinco meses. En la Figura 6.2. D y E se observa como la muestra HPCS5 presenta

mayor contenido de algas que la muestra HPC6.

Para cuantificar este crecimiento se determind el contenido en Clorofila a en

ambas muestras. El método utilizado para la determinacién de la clorofila a fue el
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tricromatico de Jeffrey y Humphrey basado en las medidas de espectroscopia
visible [13]. Para ello, tras los cinco meses de cultivo se sacaron las piezas de las
placas y se separaron en recipientes diferentes. Estos recipientes se introdujeron
en el congelador a -18 °C con objeto de romper las células que contienen la
clorofila. Pasado ese tiempo se afiadié a cada muestra 25 cm® de acetona y se
cerraron para evitar la evaporacion del disolvente. A las 24 horas, tiempo durante
el cual la acetona ha extraido toda la clorofila presente en las muestras de
hormigon, se midi6 la absorbancia a distintas longitudes de onda (nm): 630, 647,
664 y 750 (correccion de la turbidez). La Figura 6.3 muestra el espectro de

absorcion correspondiente a la clorofila a.

Clorofila b

Clorofila a

Absorbcién

I I ) —>
400 500 600 700

Longitud de onda [nm]

Figura 6.3.- Espectro de absorcién clorofila a.
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Aplicando la Ecuacion 6.1 se obtuvo la concentracion de clorofila a en el extracto
y finalmente aplicando la Ecuacion 6.2 se determiné la concentracion de clorofila

a en la muestra.

Chla =11,85- (A, — Arsy) — 1,54 (Agyy — Arg)) — 0,08 (Agyy — Ary) (6.1

Chia(mg | m*) = SV exwcro (6.2

VM UESTRA

Siendo Vixrracro el volumen inicial de acetona afiadida y Viuesrra €] volumen de

muestra de hormigdn estudiada.

El Vexrracro afiadido fue de 25 cm’ , mientras que por Vyursrra s€ considerd el

volumen de las probetas de hormigén incluidos los poros, esto es: 6,25 cm”.

Los resultados obtenidos de clorofila a y la relaciéon de absorbancias a 664 nm
antes y después de la adicion de acido clorhidrico (relacion feofitina) se presentan
en la Tabla 6.1, junto con el volumen de poros accesible al agua, determinado por
picnometria.

Tabla 6.1.- Resultados volumen de poros accesible a agua, Clorofila a y relacién
feofitina.

MUESTRA Vhao Chla Assanm IA
(mm3/g) (mg/m3) 664nm 665nm (HCI)
HPC5 202,47 6.95 2,67

HPC6 94,99 0,71 2,00
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El contenido de clorofila a para la muestra HPC5 es casi diez veces superior al
resultado de la muestra HPC6, indicando un mayor contenido de algas en la

primera muestra de acuerdo con lo observado en la Figura 6.2.D y E.

En ambos casos se acidificé la disolucion resultante con HCI 1 N con objeto de
comprobar la existencia o no de feofitina (compuesto de alteracion de la clorofila
por pérdida del atomo de magnesio). Si la relacion entre las absorbancias a 664
nm antes y después de acidificar fuese menor a 1,7 existiria feofitina. Se observa,
para ambas muestras, una relacion claramente superior a 1,7 por lo que no existe

alteracion posible por feofitina en la determinacion de la clorofila.

Paralelamente a este ensayo se realizo otro sobre estas mismas muestras (HPCS y
HPC6), pero con musgo en vez de algas, y en las mismas condiciones

experimentales que en el caso de las algas (Figura 6.4).

Figura 6.4. Crecimiento de musgo sobre HPC5 (derecha) y HPC6 (izquierda) a los dos
meses.
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Asi, transcurridos dos meses se observo un menor crecimiento de musgo en las
piezas con respecto al crecimiento de algas, no obstante se determind un mayor

crecimiento de musgo en la muestra mas porosa (HPCS).

Por otro lado, se llevé a cabo otro estudio sobre el crecimiento de algas, utilizando
un mayor numero de muestras de hormigones que abarcaron diferentes rangos de
porosidad. En este caso, todas las muestras de hormigén se colocaron
simultinecamente en el fondo de un acuario de 20 litros de capacidad. A
cntinuacion se agregaron 15 litros del medio de cultivo BG11 (Tabla 6.2) para
crecimiento acelerado de algas [14,15]. Posteriormente se afiadieron 100 mL de
medio BG11 que contenia disuelta el alga de estudio, y se mantuvo a una
temperatura constante de 22 °C con agitacion de la fase liquida. El sistema
permanecid iluminado sin interrupcion durante semanas utilizando una fuente de
luz cuyo espectro de emisién cubre un rango de longitudes de onda similar a la

radiacion solar.

Ademas, el pH de la disoluciéon se mantuvo ajustado en torno a 7 mediante la
adicion de éacido clorhidrico, ya que como hemos visto en los Capitulos anteriores
los hormigones elevan el pH de la disolucion, y asi se evita la precipitacion de
hidroxido de hierro, metal que es esencial para el desarrollo de algas [16].
Tabla 6.2.- Composicion del medio de cultivo BG11 (g/L).
MEDIO NaNO; K,HPO, FeSO, CaCl,
BGI11 1,500 0,040 0,075 0,036
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En la Figura 6.5 se presenta un esquema de todas las partes de las que consta el

acuario.

Fuente de luz

Fuente de alimentacién

Tapadera
de vidrio

Agitador

ﬁ Termocalentador

Base acuario

Figura 6.5. Esquema acuario.

Los hormigones utilizados para este ensayo fueron: un hormigdédn convencional
(CI) con porosidad muy baja, una pieza con porosidad intermedia de la serie PC
(PC3) y las tres piezas de la serie HPC estudiadas en el capitulo anterior (HPCI1,
HPC3 y HPCS). En la Figura 6.6 se muestran las fotos de la parte superior de las
piezas prismaticas (con dimensiones aproximadas 5 x 5 x 2 cm) que se colocaron

en el acuario asi como los resultados obtenidos a tres tiempos distintos.

Se observo un crecimiento de algas progresivo (color verde) con el aumento de la
porosidad de las muestras, siendo este crecimiento casi nulo en el hormigén no
poroso (C1) y observandose un mayor crecimiento en HPCS (pieza mas porosa).
Este comportamiento esta de acuerdo con lo estudiado por otros autores donde el
crecimiento de este tipo de algas es mayor en superficies mas rugosas y con

mayor porosidad [17].
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Figura 6.6. Aspecto macroscopico del crecimiento superficial de algas a las 4 semanas y
6 semanas sobre las piezas de hormigdn.
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Para obtener la superficie cubierta por el alga se utilizdo un método no destructivo.
Esta cuantificacion se realizé mediante un andlisis y recuento de areas ocupadas, a
partir de la imagen obtenida de fotografias de alta resolucion de la superficie
colonizada, utilizando el software ImageJ [18]. Asi, en la Figura 6.7 se representa
la relacion que existe entre el volumen de poros accesible al agua, determinado
por picnometria, y el drea de hormigén colonizada por algas, comprobandose
claramente una relacion lineal entre la porosidad del hormigon y el crecimiento de

algas cianoficeas.

25 -
HPC5’
T 20 K
g 15 -
m “ »
© ',HPC3
S 10 | .’
© HPC1 -
o 2
\< 5 - , .
‘Pc3
O ‘l L) L}
0 70 140 210

Vizo (Mm®/g)

Figura 6.7. Relacion entre el area superficial del hormigén cubierta de algas a las seis
semanas frente al volumen de poros accesible a agua.

Otra conclusion importante seria la necesidad de un minimo de porosidad para
conseguir una colonizacion apreciable de las algas en las condiciones

experimentales estudiadas.
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De igual modo que se procedid con los hormigones anteriores, también se estudid
el crecimiento de algas sobre hormigones recubiertos de carbon aunque con
resultados menos satisfactorios, ya que, sobre estas muestras también se observo
el crecimiento de hongos a partir de la cuarta semana. En la Figura 6.8 se

muestran fotografias de los hormigones HPC3C y HPC3F colonizados por algas

transcurridas 4 semanas.

Figura 6.8. Crecimiento de algas sobre HPC3C (izquierda) y HPC3F (derecha).

La Figura 6.9 muestra un detalle de la competencia entre algas y hongos. La
aparicion de hongos no es inusual, ya que no se realizd6 el en ensayo en
condiciones estériles y los hongos son microorganismos que pueden crecer si hay
materia orgdnica al ser organismos heterdtrofos, y por consiguiente, tanto la
presencia de algas como el propio recubrimiento de carbon facilitan el desarrollo

de este tipo de microorganismos.
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¥ - i

Figura 6.9. Competencia algas-hongos en una muestra recubierta de carbén.

6.3. CONCLUSIONES

La determinacion de la clorofila a resultd ser una técnica adecuada para

cuantificar el crecimiento de algas cianoficeas en piezas de hormigdn poroso.

El andlisis cualitativo realizado por andlisis superficial de imagenes mostrd una
relacion directa entre la porosidad de las muestras y el crecimiento de este tipo de

algas.

Las piezas recubiertas de carbon también pueden ser colonizadas por algas,
aunque en las condiciones experimentales estudiadas también se produjo una

colonizacién simultdnea de hongos.
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1. Introduction

Different types of carbon films have been used as a coating of
structural materials [ 1]. On the other hand, the preparation of cera-
mic structures coated with well adhered carbon-xerogel films has
also been studied [2]. Thus, the development of new types of car-
bon xerogels for different applications has grown considerably
during the last years [3-8].

Actually, the development of carbon-based coatings to be
applied on different structural materials as concretes [9], honey-
comb monoliths [2] or foams |10}, is reaching high interest due
to their potential environmental applications: biological treat-
ments, adsorption, or catalysis. Carbon-xerogels are very good can-

* Corresponding author. Tel.: +34 958243316; fax: +34 958248526,
E-mail address: afperez@®ugr.es (AF. Pérez-Cadenas).

http: {jdx.doi.org/10.1016/j.cej.2014.08.034
1385-8947© 2014 Elsevier BV. All rights reserved.

didates for this type of coatings and they are typically microporous
materials with low mesopore volumes [ 11], being the presence of
mesopores specially poor when carbon xerogels are formed in film
shape |2 .4]. Recently, several works in which microwave radiation
is used during the synthesis process of resorcinol-formaldehyde
organic gels have been published [11-13], and they show that this
type of treatments make possible to obtain carbon xerogels in
short periods of time, being this aspect very interesting from an
economical point of view. On the other hand, the use of microwave
radiation as a heating source for pyrolysis has already been shown
as a very rapid method when microwave receptors are present in
contact with the sample [14], nevertheless as far as we know, the
microwave carbonization of resorcinol-formaldehyde organic gels
has not been described yet, which can be due to the fact that these
organic polymers hardly absorb the microwaves produced by
standard ovens which normally operate at a frequency of
2.45GHz [15].
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RESUMEN

El objetivo principal de la Presente Tesis Doctoral ha sido estudiar la capacidad
de desnitrificacion de bacterias E. coli soportadas sobre hormigones altamente

porosos recubiertos de carbon.

Para alcanzar este objetivo, se han desarrollado nuevas peliculas de xerogel de
carbon, y ademds, hormigones porosos desarrollados y suministrados por
Cementos Portland Valderrivas, con diferentes grados de porosidad y
permeabilidad, se han recubierto con una fina capa o pelicula de xerogel de
carbon, y también con una fina capa de carbonizado obtenido a partir de alcohol
polifurfurilico. La preparacion de estos hormigones recubiertos ha necesitado del
desarrollo de un novedoso y original método de carbonizacién asistido por
microondas, apto para ser usado sobre hormigones sin prejuicio de sus
propiedades mecanicas. Los resultados obtenidos por la E. coli soportada en la
desnitrificacion de aguas, se han relacionado con las caracteristicas fisico-
quimicas del hormigén y del carbon. Previamente al proceso de desnitrificacion,
los materiales fueron exhaustivamente caracterizados, determinandose todos los
parametros necesarios para este tipo de estudios: propiedades mecénicas,
caracteristicas fisicas y morfoldgicas, porosidad, permeabilidad, composicion y

propiedades quimicas, etc.

En cuanto a las peliculas de xerogel de carbon desarrolladas en este trabajo, hay
que mencionar que se han obtenido con una mesoporosidad bastante significativa,

lo cual, también es muy novedoso desde el punto de vista del desarrollo de nuevos
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materiales de carbon en forma de pelicula o laminas, no habiéndose encontrado

materiales de este tipo descritos en la bibliografia consultada.

El método de carbonizacidon asistida por microondas, especialmente ideado para
este estudio, ha permitido obtener peliculas de carbén mesoporosas a tiempos muy
cortos, y con tan solo un 13 % de pérdida de peso durante la carbonizacion.
Ademas, este tratamiento no ha afectado significativamente a la resistencia a
compresion de los hormigones recubiertos de carbon obtenidos, lo cual abre un
importante abanico de aplicaciones potenciales en la preparacion de materiales

ceramicos recubiertos.

Los métodos desarrollados para el recubrimiento de carbon de los hormigones
porosos han sido muy satisfactorios, ya que las peliculas de carbon han quedado
bien adheridas, y sobre todo porque no se ha producido un bloqueo excesivo de la
porosidad, por ejemplo, en cuanto al volumen de poros accesible al agua la
maxima disminucioén obtenida tras los recubrimientos fue un 17%. En cuanto al
tipo de recubrimiento, el carbonizado obtenido a partir del empleo de alcohol
polifurfurilico (serie HPCF) fue mas efectivo, aunque ambos recubrimientos de
carbon evitan significativamente la lixiviacion de metales de los hormigones

cuando estan en contacto con el agua.

Ademas, también se ha realizado un estudio utilizando diferentes fuentes de
carbono, diferentes temperaturas del proceso, asi como el efecto de la presencia de
los metales Cr(VI) y Zn(II) sobre la capacidad de desnitrificacion de las bacterias

E. coli soportadas. En este sentido, el empleo de etanol en exceso como fuente de
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carbono, y la temperatura de 25 °C, han sido las condiciones experimentales mas
adecuadas. La presencia de estos metales disminuye la capacidad de

desnitrificacion de la E. coli soportada.

Tanto las peliculas de xerogel de carbon, como los hormigones porosos originales
y recubiertos se comportan como buenos soportes para la E. coli en la
desnitrificacion del agua. Los hormigones altamente porosos recubiertos de
carbon mostraron una mayor capacidad de eliminacion, de nitratos y nitritos, que
sus correspondientes hormigones no recubiertos, a pesar de que contienen
menores volumenes de poros accesibles al agua. Los hormigones de la serie
HPCF mostraron también una mayor capacidad de eliminacioén, de nitratos y
nitritos, que sus homologos recubiertos de xerogel de carbon (serie HPCC), a
pesar de que contienen también menores volimenes de poros accesibles al agua.
Este hecho se debe probablemente a la disminucion de la toxicidad que presentan
sus lixiviados, siendo la bio-compatibilidad el factor mas influyente sobre la
capacidad de eliminacion de nitratos de la E. coli soportada, siempre y cuando los
hormigones comparados tengan un elevado volumen de macroporos accesibles al
agua. En cualquier caso la E. coli se fija y reproduce mejor sobre los materiales de

carbon que directamente sobre el hormigon.

Los hormigones porosos también pueden ser colonizados por algas, habiéndose
observado una relacion directa entre la porosidad del material y el crecimiento de

este tipo de algas.









