TESIS DOCTORAL

EUGENIO MARIN MARIN

EVOLUCION DE LAS
CARACTERISTICAS DE LA
BIOMASA EN FUNCION DE

LAS CONDICIONES
OPERACIONALES EN
SISTEMAS DE
BIORREACTORES DE
MEMBRANA

UNIVERSIDAD DE GRANADA
2017

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA CIVIL



B ;\\\\\\\\\
\\\

TN //‘
W i\ //// W




UNIVERSIDAD DE GRANADA
2017

EVOLUCION DE LAS CARACTERISTICAS
DE LA BIOMASA EN FUNCION DE LAS
CONDICIONES OPERACIONALES EN

SISTEMAS DE BIORREACTORES DE
MEMBRANA

MEMORIA PRESENTADA POR D. EUGENIO MARIN
MARIN PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR POR LA
UNIVERSIDAD DE GRANADA

EUGENIO MARIN MARIN

DIRECTOR

MIGUEL ANGEL GOMEZ NIETO

Dpto. Ingenieria Civil



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Eugenio Marin Marin

ISBN: 978-84-9163-669-4

URI: http://hdl.handle.net/10481/48780


http://hdl.handle.net/10481/48780

Este trabajo ha sido realizado dentro del grupo de investigacién “Tecnologias para la
Gestion y el Tratamiento del Agua”, en el proyecto “Modelizacion del proceso de
depuracion biologica de aguas residuales urbanas mediante la tecnologia de
biorreactores de membrana sumergida” (NET 324936/1) financiado por la Agencia
Andaluza del Agua a través de EGMASA, mediante fondos FEDER de la Union

Europea.

Las instalaciones experimentales estan instaladas en la EDAR-Sur de Granada,

contando con la colaboracion de la empresa EMASAGRA.

La parte analitica de la investigacion se ha llevado a cabo en los laboratorios del area de

Tecnologias del Medio Ambiente, del Departamento de Ingenieria Civil.






El doctorando Eugenio Marin Marin y el director de la tesis D. Miguel Angel Gomez
Nieto, garantizamos, al firmar esta tesis doctoral, que el trabajo ha sido realizado por el
doctorado bajo la direccion del director de la tesis y hasta donde nuestro conocimiento
alcanza, en la realizacion del trabajo, se han respetado los derechos de otros autores a

ser citados, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.

GRANADA, a 7 de Junio de 2017

Director de Tesis Doctorando

Firma Firma






-
4
g
3
|




B ;\\\\\\\\\
\\\

TN //‘
W i\ //// W




Conforme va llegando el fin de esta etapa no puedo dejar de acordarme de muchisima
gente que me ha ayudado durante este tiempo y que sin ellas habria sido imposible

realizar la tesis doctoral.

En primer lugar me gustaria agradecer a D. Miguel Angel Gomez Nieto la oportunidad
de realizar la tesis bajo su direccion, por su dedicacion, ayuda y comprension. También
a D. Jorge Ignacio Pérez Pérez, por ayudarme con lo relacionado con la instalacion
experimental y su funcionamiento. Gracias a vosotros he podido finalizar esta tesis

doctoral.

También me gustaria mostrar mi agradecimiento a todos mis compafieros de laboratorio
que me han acompanado, ya sea durante el trabajo fin de carrera, trabajo fin de master o
tesis doctoral. Gracias a Juan, Luzmi y Julen por acogerme tan bien al principio y por
ayudarme y ensefiarme tanto. A Bernabé y Rocio por sus charlas eternas. A Juan Carlos
por su ayuda y simpatia. A Cecilia por darme la oportunidad de conocer una pequefia
parte de Argentina y a todos los demas compafieros, que de una forma u otra han
contribuido a que hoy pueda escribir estas palabras: Dani, Fatima, Gloria, Silvia, Elena,

Manolo, Jaime, Cristina, Alejandro y Angela.

Agradecer también al grupo de investigacion “Tecnologias para la Gestion y el
Tratamiento del Agua” (TEP 239), al Departamento de Ingenieria Civil y a la

Universidad de Granada por proveerme de todo lo necesario para realizar este trabajo.

A mis amigos, a Javi y Alvarito por compartir conmigo el dia a dia durante tantos afios.
A Peli, Melero, Anillo, Oscar, Victor, Lolo, Dani, Enrique, Ilde, Juanlu y Pablo por
darme tan buenos momentos durante tanto tiempo. A Pitu por su amistad incondicional.
A todos ellos y a los que seguro me estoy olvidando, gracias por su comprension, apoyo

y amistad.

Por supuesto a mi familia, a mis padres Eugenio y Candida, y mis hermanos Jesus,
Maria y Miguel Angel. Que haya podido realizar la tesis doctoral ha sido posible gracias
a mis padres, los cuales han hecho grandisimos esfuerzos para que, tanto mis hermanos
como yo pudiésemos tener y/o hacer todo lo que quisiéramos. Dicen que la familia no
se elije, pero si yo pudiese elegir, los elegiria a ellos, sin duda alguna. A todos, gracias

por hacer sentirme un “alma afortunada”.



También a mi familia politica que me han hecho sentir siempre como uno mas. A mis
suegros Carmen y Silverio por su preocupacion e interés en cada momento. A mi

cufiado Silverio, Inma, al abuelo Antonio y a toda la familia de Pedro Alonso. Gracias.

Y por ultimo a la persona mas importante de mi vida, la que hace pocos meses se ha
convertido en mi esposa y la que hace que me sienta la persona més especial del mundo,
Julia. Gracias por compartir conmigo todos los momentos buenos, pero sobre todo, por
estar conmigo en los momentos malos, cuidindome, animandome y por supuesto,

queriéndome. Te quiero.






B ;\\\\\\\\\
\\\

TN //‘
W i\ //// W




RESUMEN

La progresiva reduccion en el suministro de agua ha provocado la aparicion de nuevas
técnicas y tecnologias para la reutilizacion del agua. Una de las nuevas tecnologias
utilizadas para la depuracion de aguas residuales son los biorreactores de membrana

sumergida (MBR).

Los MBR combinan la separaciéon fisica de la parte liquida de la solida mediante
membranas con la tecnologia de fangos activos, en la cual se genera una masa activa de

microorganismos que son capaces de estabilizar un residuo orgédnico por via aerobica.

Desde su aparicion, la tecnologia MBR ha estado en constante evolucion, convirtiéndola
en una alternativa ampliamente utilizada en todo el mundo. Aunque es una tecnologia
que posee grandes ventajas como la elevada calidad del efluente obtenido, posee ciertos
problemas operacionales que limitan su expansion a nivel global y a gran escala. El
principal inconveniente que posee esta tecnologia es el ensuciamiento de la membrana,
reduciendo su productividad y aumentando los requerimientos energéticos debido a la

aireacion y a las limpiezas quimicas necesarias para restaurar la permeabilidad.

El proceso de ensuciamiento o atascamiento de la membrana puede ser atribuido a la
obstruccion de los poros de la membrana y a la deposicion de fango sobre la superficie

de la membrana formando una torta.

Los factores que afectan al ensuciamiento de la membrana son muy diversos, pero los
principales causantes son los Productos Microbianos Solubles (SMP) y las Sustancias
Poliméricas Extracelulares (EPS). Aunque ambos son productos del metabolismo
celular, se pueden diferenciar en la posiciéon que ocupan dentro de la matriz de los
floculos microbianos, siendo el SMP la parte que estéd fuera del floculo y el EPS la parte

que estd vinculada a la célula.

En la presente investigacion se ha querido conocer las condiciones operacionales que
provocan una variacion en la presencia de EPS y SMP en el sistema y su efecto sobre
los incrementos en la Presion Transmembrana (TMP) y por lo tanto en el ensuciamiento

de la membrana.



Para lograr las metas propuestas se trabajé con una instalacion experimental disefiada a
escala industrial, la cual se alimentaba con agua residual urbana de la ciudad de
Granada. La instalacion estaba configurada en pre-desnitrificacion y poseia membranas
planas de microfiltracion. Durante el tiempo de la investigacion, se evaluaron los
cambios producidos en la biomasa segun las variaciones en las condiciones
operacionales tales como el Tiempo de Retencion Celular (SRT), Tiempo de Retencion

Hidraulico (HRT), temperatura y carga contaminante.

Como analisis previo, se realizd una comparativa de métodos de extraccion de EPS para
valorar qué método era el mas adecuado para aplicar al fango activo generado en la
instalacion experimental. Para ello se ensayaron 3 métodos fisicos, 6 métodos quimicos
y 4 combinaciones de métodos fisicos y quimicos. Tras analizar la cantidad de EPS
extraida en cada caso, las interferencias existentes al analizar los principales
componentes del EPS y la generacion de lisis celular, se concluyé que el método de

extraccion mas idoneo era el método con adicién de etanol a -20° C.

Los resultados obtenidos mostraron que el SRT es la variable mas influyente sobre la
generacion de biopolimeros en sistemas MBR, cuyo incremento reduce el ratio
MLSSV/MLSS y con ello un menor riesgo de atascamiento de membranas, asi como
mejor calidad del efluente en lo referente a materia organica. Ademads, un aumento en su

valor, provoca un descenso en la concentracion de SMP y EPS.

La temperatura es una de las variables mas influyentes sobre la permeabilidad de las
membranas en sistemas MBR ya que tienen efectos directos sobre la viscosidad del
fango activo y afecta a la tasa de degradacion de la materia orgéanica por su efecto sobre
el metabolismo microbiano, reduciendo el contenido del SMP y EPS cuando la

temperatura se incrementa.

De los componentes del SMP, son los 4cidos humicos los que tienen mayor
concentracion mientras que el componente mayoritario en el EPS varia segiin el SRT
con el que se esta operando, con predominancia de los carbohidratos a SRTs bajos y de

proteinas a SRTs mayores.

El SMP tiene mayor influencia que el EPS en el ensuciamiento de la membrana. Sin
embargo, es el contenido en carbohidratos en el EPS y SMP el que mayor influencia

ejerce sobre el ensuciamiento de la membrana en sistemas MBR. El ensuciamiento por

il



biopolimeros en sistemas MBR es principalmente reversible ya que es controlable

mediante limpiezas quimicas.

Dada la relacion existente entre el ratio MLSSV/MLSS y la concentracion de SMP y
sus componentes, este parametro operacional es un buen indicador del riesgo de

atascamiento de membranas por biopolimeros en sistemas MBR.
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ABSTRACT

The progressive reduction in water supply has caused the appearance of new techniques
and technologies for water reutilisation. One of those new technologies used for waste

water treatment are Submerged Membrane Bio Reactors.

MBR combine physical separation of the liquid and solid parts using membranes with
the activated sludge technology, in which an active mass of microorganisms capable of

stabilize organic residue through the aerobic way.

Since its show up, MBR technology has been in constant evolution, making it an
alternative widely used worldwide. Even though it is a technology with great
advantages as the great quality of the resulting effluent, it has also some operational
problems that limit its global expansion. The main disadvantage of this technology is
the membrane fouling, which reduces its productivity and rises the energetic
requirements due to aeration, and the chemical washes needed to restore membrane

permeability.

The process of fouling or clogging of the membranes may be claimed to the pore

obstruction and to the cake deposition in the membrane surface.

The factors affecting membrane fouling are diverse, but the main causes are Soluble
Microbial Product (SMP) and Extracellular Polymeric Substances (EPS). Both are
products of the cellular metabolism, but they are differentiated by the position they held
within the matrix of microbial flocs, being SMP the part that is out of the floc, and the
EPS the part that is bounded to the cell.

The present investigation has wanted to know the operational conditions that cause a
variation in the EPS and SMP presence in the system, and its effect in the

Transmembrane Pressure (TMP) rise, and so, in the membrane fouling.

To achieve the proposed goals, the work was done with an experimental installation

design at industrial scale and that fed with real wastewater from Granada city. The plant

v



was configured in pre-denitrification and has flat sheet microfiltration membranes.
During the study, the changes produced in biomass were evaluated, such as Sludge

Retention Time (SRT), Hydraulic Retention Time (HRT), temperature and organic load.

As a previous analysis, it was made a comparison of EPS extraction methods, to see
which one was the most effective for the activated sludge used. The conclusion was that

the most suitable method was adding ethanol at -20° C.

The obtained results showed that SRT is the most important variable to affect the
generation of active biomass in MBR systems, causing a rise in SMP and EPS

concentration when operating with low SRT.

Temperature is also a variable to keep in mind, because it has direct effects in
permeability, affecting the viscosity of the activated sludge used, and it also affects the
degradation rate of the organic matter by rising the microbial metabolism, which

reduces SMP and EPS content with high temperatures.

OF all SMP contents, humic acids are the ones with most concentration, while the main
component in the EPS varies depending on the SRT, with predomination of

carbohydrates at low SRTs and of proteins at higher SRTs.

SMP has more influence that EPS in membrane fouling. Nevertheless, it is the
carbohydrates content in EPS and SMP, the one that most affects the membrane fouling
in MBR systems, because they confer the activated sludge more hydrophilicity. That
fouling is mainly reversible as it is erased when chemical cleanings are made using

sodium hypochlorite.

Is should be pointed out that MBR systems cannot operate with Mixed Liquor
Suspended Solids (MLSS) less than 2g/L. and neither with an activated sludge that is not
biologically established, as the membrane would be exposed to a quick fouling by the

clogging of the pores.
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1. Introduccién Tesis doctoral Eugenio Marin

1. INTRODUCCION

La preocupacion por la escasez de agua se ha agravado en los ultimos afos, llegando
incluso a mencionarse conflictos bélicos por querer controlar las reservas acuiferas del

planeta.

Aunque a dia de hoy no hay escasez de agua mundial como tal, el nimero de regiones
con escasez de agua a nivel planetario va constantemente en aumento. Segun el
documento “Hacia un futuro con seguridad hidrica y alimentaria” realizado por la FAO
y el Consejo Mundial del Agua (CMA), en 2050 habra agua suficiente para producir los
alimentos necesarios para una poblacion mundial que superara los 9 000 millones de
personas, pero el consumo excesivo, la degradacion de los recursos y el impacto del
cambio climatico reducira el suministro de agua en muchas regiones, especialmente en

los paises en desarrollo.

Como consecuencia a la reduccién del suministro de agua ha sido necesario el
desarrollo de nuevas técnicas y tecnologias para la reutilizacion del agua residual. Estas
tecnologias estan en constante evolucion ya que los requerimientos del agua tratada han

ido haciéndose cada vez mas estrictos.

Una de las nuevas tecnologias utilizada para la depuracion de aguas residuales urbanas
son los biorreactores de membrana sumergida (MBR). Esta tecnologia combina una
separacion fisica de la parte liquida y s6lida mediante membranas con la tecnologia de
fangos activos, en la cual se genera una masa activa de microorganismos que son
capaces de estabilizar un residuo organico por via aerdbica. Los MBR atin siendo una

tecnologia en expansion, se caracteriza por la obtencion de efluentes de alta calidad.
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1.1. FANGOS ACTIVOS

1.1.1. Evolucion de los fangos activos

El proceso de fangos activos es el tratamiento mds utilizado en las estaciones de
depuracion de aguas residuales urbanas (EDARs) e industriales de todo el mundo. El
primer antecedente de este proceso data del comienzo de la década de los 80 en el siglo
XIX en el que el investigador Dr. Angus Smith investigaba la aireacion del agua
residual en tanques y el aceleramiento en la oxidacion de la materia orgénica. A partir
de aqui se hicieron numerosas investigaciones con la misma tematica. En 1910 Black y
Phelps informaron que se producia una reduccidon considerable en la putrefaccion
forzando aire en el colector de fango. No es hasta 1912 cuando se da el paso definitivo
para la creacion del proceso de fangos activados. El Dr. Gilbert J. Fowler de la
universidad de Manchester visit6 la estacion experimental de Lawrence en EEUU y
observé experimentos de aireacion con aguas residuales y decidio trasladarlos al Reino
Unido. El Dr. Gilbert J. Fowler junto con la ayuda de Edward Arden y William Lockett
encontraron que el fango jugaba un importante papel en el resultado obtenido por la
aireacion como asi informaban en su articulo en 3 de Mayo de 1914 (Arden and
Lockett, 1914). El proceso fue denominado fangos activados por Arden y Lockeet
debido a que involucraba la produccion de una masa activa de microorganismo capaz de
estabilizar aerobicamente la materia organica en el agua residual (Metcalf and Eddy,

1930).

Todavia en 1914, el proceso de fangos activados fue probado a gran escala en la planta
de tratamiento de aguas residuales de Manchester-Davyhulme en una planta piloto
“movil”. Aunque la mayor parte de la unidad de la planta estaba construida en madera y
el chasis estaba colocado en un carruaje, esta instalacion ya mostraba las principales
caracteristicas del proceso de fangos activados. Desde el principio se ensayaron ambas
disposiciones basicas, es decir, se trabajaba con la disposicion de flujo continuo con
clarificadores separados y reciclado de fangos y con la disposiciéon de relleno y
extraccion, hoy en dia conocida como reactor discontinuo secuencial (SBR). Los
modelos estaban equipados con aireacién por difusion pero los difusores de burbujas

gruesas fuero rdpidamente reemplazados por elementos ceramicos de burbujas finas.
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El primer proceso de fangos activados de flujo continuo a gran escala fue puesto en
funcionamiento en la ciudad de Worcester en 1916 por la compaiiia Jones y Attwood.
Los difusores utilizados para la aireacion sufrieron un rapido taponamiento y se
reemplazo la aireacion por aire difundido por agitaciéon mecénica utilizando paletas de
eje horizontal que giran verticalmente. A partir de aqui este proceso se expande a otros
continentes, llegando antes de la 2* Guerra Mundial a paises como EEUU, Australia,

India o Sudafrica.

1.1.2. Caracteristicas del proceso de fangos activos

El principio basico del proceso de fangos o lodos activos consiste en que las aguas
residuales se pongan en contacto con una poblacion microbiana mixta, en forma de
suspension de floculos en un sistema aireado y agitado (Winkler, 1999) oxidando la
materia organica biodegradable, que es transformada en biomasa microbiana y CO,, a la
vez que elimina nutrientes como fosforo y nitrogeno, o los convierte en formas menos

nocivas (Grady et al., 1999).

Existen diferentes versiones del proceso de fangos activos, lo que se traduce en una gran
versatilidad para adaptarse a un amplio espectro de necesidades del tratamiento.
Resultan de diferentes combinaciones de formas de operacion, regimenes de mezcla,
sistemas de aireacion y niveles de carga; sin embargo, desde el punto de vista del
funcionamiento, las operaciones del tratamiento biologico de aguas residuales mediante
el proceso de fangos activos son: una etapa de oxidacion bioldgica, otra de separacion
solido/liquido y un sistema de recirculacion de fangos. En la Figura 1.1 se puede ver el
esquema del proceso. El influente se introduce en el reactor biologico donde se
mantiene en suspension junto a un cultivo bacteriano. La materia en suspension y
coloidal se separan de las aguas residuales por adsorcion y aglomeracion en los floculos
microbianos; posteriormente, esta materia organica y los nutrientes disueltos se
descomponen lentamente por accion del metabolismo microbiano. Alcanzado el grado
de tratamiento que se desea, la masa microbiana en forma de floculos se separa del agua
residual por sedimentacion. El sobrenadante de la separacion es el agua residual tratada,

virtualmente libre de lodos. La mayor parte del fango sedimentado se recircula al
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reactor biologico para mantener la concentracion de fangos en el reactor aerdbico al

nivel necesario para un tratamiento efectivo mientras que el excedente es purgado del

sistema.
Influente Efluente
Tanque
Reactor D
A P Biologico > ,
sedimentacion
Recirculacién de fangos biolégicos Purga de fango

Figura 1.1: Esquema del proceso de fangos activos convencional

Este sistema permite una eliminacién de hasta un 90 % de la contaminacion organica
pero tiene algunas desventajas: precisa de una decantacion que limita en ocasiones la
eficacia de la tecnologia debido a problemas como la generacion de espumas o a la
flotabilidad de fangos (Bitton, 1994), a la vez que se necesitan mayores espacios para la
implantacion de la tecnologia. Por otro lado, cabe destacar la gran generacion de fangos
que obliga a un purgado y al posterior tratamiento de dichos fangos, lo que puede
suponer alrededor del 50 % del total del coste del tratamiento (Defrance and Jaffrin,

1999).

El punto mas problematico en el sistema convencional de fangos activos es la
decantacion. Una mala decantacién puede provocar que no se realice una correcta
separacion de la fase liquida y solida requerida en el proceso de depuracion bioldgica y

por lo tanto disminuir la eficiencia del proceso.
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Una solucion a este problema es la utilizacion de sistemas MBR, los cuales emplean una

membrana para la separacion solido/liquida en lugar del tanque de sedimentacion.

1.2. BIORREACTORES DE MEMBRANA

Segin Simon Judd (2011) el proceso MBR aplicado al tratamiento de aguas residuales
integra una membrana de permeado selectivo con un proceso biologico, utilizando la
membrana como filtro, rechazando el material solido desarrollado por el proceso

bioldgico y asi proporcionando un efluente clarificado y desinfectado.

1.2.1. Evolucion historica y de mercado de la tecnologia MBR

Aunque es a mediados del siglo XIX cuando se empieza a investigar en los diferentes
tipos de membranas, no es hasta comienzos de la década de los 60 en el siglo XX
cuando Loeb y Sourirajan (1961) inventaron una membrana asimétrica de acetato de
celulosa para 6smosis inversa. Desde este momento las membranas empezaron a tener
diferentes usos para el tratamiento de agua potable y residual, llevando a finales del
mismo decenio a Smith et al., (1969) a sustituir por primera vez el decantador por un

proceso de ultrafiltracion en plantas de fangos activos a escala piloto.

En ese periodo de tiempo también se lanza comercialmente el primer MBR desarrollado
por la compafiia Dorr-Oliver (Bemberis et al., 1971), el cual combinaba una membrana
de ultrafiltracion con un proceso convencional de fangos activados con el que se
trataban aguas residuales de barcos (Bailey et al., 1971). La denominada “Membrane
Sewage Treatment” (MST) por la compafiia Dorr-Oliver estaba formada por un
biorreactor desde donde se mandaba el agua de alimentacion de forma continua a un
modulo compuesto por membranas planas de ultrafiltracion que operaban a lo que ahora
se considera presiones excesivas (3,5 bars) y bajos flujos (17 L/m*h), produciendo

permeabilidades medias de menos de 10 L/m*h-bar.
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Esta tecnologia se expande a Japdn gracias a un acuerdo entre la compafiia Dorr-Oliver
y Sanki Engineering que le permite comercializarla con cierto existo hasta principios de
los afios 90. A su vez, en Sudafrica se estaba empezando a comercializar un digestor
anaerdbico con tecnologia de ultrafiltracion por Weir Envig para su uso en instalaciones

industriales con aguas residuales de alta resistencia (Botha et al., 1992).

A finales de los afos 80 y principios de los 90 otras compafiias entran a escena con el
desarrollo de sus productos. En gobierno japonés realiza un programa sobre el reciclaje
del agua en el cual se impulsé el trabajo pionero de Yamamoto et al. (1989) sobre el
desarrollo de un MBR sumergido compuesto por membranas de fibra hueca de
ultrafiltracion. También se potencia el desarrollo de un sistema MBR sumergido
compuesto por membranas planas de microfiltracion por la compania Kubota. Este
fortalecimiento se puede ver claramente en los afos venideros ya que para el afio 1996
habia 60 plantas Kubota instaladas en Japon para el tratamiento de aguas residuales
domesticas y efluentes industriales, proporcionando 5,5 megalitros por dia de capacidad

total instalada.

En el mismo espacio de tiempo se desarrollan diversos procesos MBR en diferentes
partes del mundo como es el caso del sistema Sterapore por la compaiiia Mitsubishi
Rayon (Japon) en 1993, el sistema Cycle-Let® por la compaiia Thetford System
(EEUU) o el sistema FS Pleiade® por la compaiiia Orelis Environment (Japon). Sin
embargo cabe destacar la aparicion del sistema ZenoGem® patentado por la empresa
Zenon Environmental (EEUU) en 1990. Este sistema poseia tecnologia MBR sumergida
con membranas de ultrafiltracion de fibra hueca (Tonelli and Canning, 1993; Tonelli
and Behmann, 1996). Zenon environmental lanza al mercado en 1993 el primer modulo
de ultrafiltracion con fibra hueca, el denominado Zeeweed®. A la primera version de
este modulo le siguen varias evoluciones que buscaban incrementar la eficiencia global
del proceso como son los modelos ZWS500 en 1997 o los modelos ZW500 b, c y d en
1999, 2001 y 2003 respectivamente.

A finales de la primera década del siglo XXI habia en torno a 7600 plantas de MBR
(Judd, 2011) en alrededor de 200 paises en el mundo (Icon, 2008). Una revisioén
realizada por Santos and Judd (2010) desvela que Kubota tiene un mayor niimero de

plantas instaladas a nivel mundial debido a que domina el mercado de las pequefias
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plantas, proporcionando el 20-25 % del total de instalaciones MBR. La compaiiia Zenon
GE, ya que es adquirida en 2006 por la compafiia General Electric, posee menos
instalaciones pero triplica la cantidad de agua tratada, teniendo una capacidad global
instalada para el tratamiento MBR de aproximadamente el 40 %. Mitsubishi Rayon,
aunque tiene un nimero muy similar al de Kubota en instalaciones municipales, limita

su actividad al lejano oriente principalmente.

Aunque la mayoria de las instalaciones MBR son acaparadas por estas tres compaiiias,
con un 85-90 % de la totalidad en 2003 (Pearce, 2008), a final del primer decenio del
siglo XXI habia al menos otros 32 proveedores de membranas para el tratamiento de
aguas residuales e industriales. En la figura 1.2 se pueden ver las principales compafiias

diferenciadas segun la configuracion de la membrana.
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Figura 1.2: Estimacidn del mercado MBR de plantas municipales a nivel global (Santos
and Judd, 2010)
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Segun las diversas referencias bibliograficas las previsiones del crecimiento del
mercado MBR han sido muy dispares. Sin embargo, todas las fuentes coinciden en que
ha habido una modificacion del mercado debido a la crisis economica. Hay previsiones
que pronostican que para el afio 2018 habra un valor de mercado de casi 3500 millones
de dolares (WaterWorld, 2012) mientras que otras difieren en ello y prevén que haya un
valor de mercado de casi 900 millones de dolares para el afio 2017 (GIA, 2011). Segin
estudios recientes realizados por Simon Judd (2016), el valor total del mercado de la
tecnologia MBR es aproximadamente 1200 millones de doélares actualmente, con unas
tasas de crecimiento del mercado mundial de hasta 15 % (Markets and markets, 2014).
Esta evolucion se puede observar en la confianza en el proceso ya que esta aumentando
el nimero y tamafio de las instalaciones, con alrededor de 40 plantas municipales de
mas de 100 megalitros/dia (MLD) en capacidad (expresado como flujo diario maximo,
o PDF) y un total de la capacidad global instalada que probablemente supere los 15.000
MLD. En la Tabla 1.1, ademas del PDF, también se pueden ver el flujo diario medio
(ADF) de las 20 instalaciones MBR mas potentes en la actualidad.

La tecnologia MBR esta en constante mejora desde su aparicion y esto es visible en la
cantidad de investigaciones que se realizan. Aunque las investigaciones son muy
diversas, una gran parte se centra en como evitar y controlar el ensuciamiento de la
membrana, siendo el principal motivo del presente estudio. En la década pasada las
investigaciones se centraban en la caracterizacion el ensuciamiento de membrana
(composicion de las impurezas, caracteristicas e identificacion) y las condiciones de
operacion (Tiempo de Retencion Hidraulico (HRT), Tiempo de Retencion de Fangos
(SRT), flujo y velocidad de burbujeo). A dia de hoy las investigaciones se han vuelto
mas especificas y diversas siendo las de mas importancia la comprension mecénica del
ensuciamiento utilizando técnicas avanzadas tales como microscopia confocal de
barrido laser (Hwang et al., 2012), microscopia de fuerza atémica (Wang et al., 2013a),
microbalanza de cristal de cuarzo con monitoreo de disipacion (Miao et al 2015) y
secuenciacion de alto rendimiento (Navarro et al., 2016). También se estan realizando
infinidad de trabajos en los que se tiene en cuenta los métodos emergentes del control
del ensuciamiento, como el lavado quimico de la aireacion (Rosenberger et al., 2016), la
limpieza quimica in situ (Wang et al., 2014), la degradacion enzimatica y bacteriana de
las impurezas (Chen and Columbia 2011; Wang et al., 2013b) y las membranas basadas

en nanomateriales (Qu et al., 2013).
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Tabla 1.1: Las mayores 20 instalaciones MBR en la actualidad (www.thembrsite.com)

Instalacion Localizacién Compaiiia Afio puesta PDF ADF
P enmarcha (MLD) (MLD)
. GE Water and
AlET Stockholm, Process 2016-2019 864 536
Sweden Sweden .
Technologies
GE Water and
Seine Aval Acheres, France Process 2016 357 224
Technologies
Canton WWTP Ohio, USA Ovivo USA/Kubota ~ 2015-2017 333 159
Water Affairs Xingyi, (Beijing) Origin 307
Integrative EPC Guizhou, China Water
GE Water and
Euclid, OH, USA Ohio, USA Process 2018 250 83
Technologies
9th and 10th Kunming, (Beijing) Origin 2013 250
WWTP Yunnan, China Water
GE Water and
Shunyi Beijing, China Process 2016 234 180
Technologies
Wuhan Sanjintang  Hubei Province, (Beijing) Origin 2015 200
WWTP China Water
Jilin WWTP Jilin Province, (Beijing) Origin 2015 200
(Phase 1, upgrade) China Water
Caotan WWTP Xian, Shaanxi, (Beijing) Origin 200
PPP project China Water
Brussels GE Water and
Brussels Sud Bel ium’ Process 2017 190 86
& Technologies
GE Water and
Riverside California, USA Process 2014 186 124
Technologies
Washineton GE Water and
Brightwater ston, Process 2011 175 122
USA .
Technologies
GE Water and
Visalia California, USA Process 2014 171 85
Technologies
Qinghe WRP . (Beijing) Origin
(Phase 2) Beijing, China Water 2011 150
Nanjing East City Jiangsu (Beijing) Origin 2014 150
WWTP (Phase 3)  Province, China Water
Yantai TaoziWan Shandong (Beijing) Origin 2014 150
WWTP (Phase 2)  Province, China Water
Jilin WWPT Jilin Province, (Beijing) Origin 2014 150
(Phase 2) China Water
(Beijing) Origin
Qinghe China Water/Mitsubishi 2011 150 150
Rayon Corporation
Carré de Reunion Yersalﬂes Koch Membrane 2015 144 42
region, France Systems
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En la Figura 1.3 se puede ver una revision muy actual de las tendencias en las
investigaciones llevadas a cabo desde comienzos del siglo XXI (Meng et al., 2017) que

ha sido llevada a cabo utilizando Scopus.

Esta investigacion se centra en el ensuciamiento de la membrana en sistemas MBR, asi
como en las posibles variaciones para optimizar el proceso. Para ello es necesario
conocer a fondo los fundamentos del proceso MBR para posteriormente conocer la

naturaleza del ensuciamiento y poder evitarlo o al menos minimizarlo.

|
)
P

100% -

o | mmCleaning
90% L 700

mmHRT
80% -
L 600 mmSRT

70% 1 e Nutrient

- 500 EmEnergy

@
=1
B

mm Material
- 400

mm Anaerobic

Percentage
P ()]
o [=]
= =

F 300 s Flux

30% e Effluent

T
[ae]
o
o

= Fouling

Number of publications

20% -
—[\lembrane
bioreactor

T
—
(=]
o

10%

. -
| " i '
0% -

N oD H H QA S 0 N a3 D H o
P U g L g A A
Year

T
(=]

Figura 1.3: Evolucién del las tendencias en investigaciones sobre MBR (Meng et al.,
2017)

1.2.2. Generalidades del sistema MBR

Las membranas aplicadas al tratamiento de agua residual e industrial pueden definirse
como una fina pelicula de un determinado material que separa dos fases y que actiia

como barrera selectiva al transporte de la materia, es decir, que dicho material permitira

12
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que algunos componentes fisicos 0o quimicos pasen mas facilmente a través de ella que
otros. Los componentes que pasan a través de ella se convertirdn en el permeado

mientras que los que son retenidos en ella seran el rechazo.

En el caso de los MBR, la membrana actuara como medio por el cual se hace una
separacion solido-liquido aplicando un gradiente de presion para vencer la resistencia
que opone la membrana al medio, de modo que el 99 % de las particulas quedan

retenidas con la membrana (Hasar et al., 2001; Mansell et al., 2004).

El grado de selectividad viene determinado por el tamafio de poro de la membrana.
Teniendo en cuenta dicha selectividad en el proceso, se puede encontrar cuatro procesos
clave: Osmosis Inversa (RO), nanofiltracion (NF), ultrafiltracion (UF) y microfiltracion
(MF) (Figura 1.4). La medida selectiva de los procesos de membrana se puede expresar
tanto en didmetro de poro efectivo, expresado normalmente en pm, y en la masa
equivalente de la molécula mas pequefia que la membrana es capaz de rechazar en

dalton (Da), donde 1 Da representa la masa de un 4&tomo de hidrogeno.

Debido a las caracteristicas de los sistemas MBR, en el tratamiento de aguas residuales
mayoritariamente se emplean la MF y la UF debido a que debemos tener un tamafio de
poro determinado para que se produzca una correcta filtracion y, a la vez, que no se

obstruya excesivamente.

La UF puede emplearse para eliminar esencialmente todas las particulas coloidales y
alguno de los contaminantes disueltos mdas grandes. El tamafio de poro esta
comprendido, generalmente, entre 0,1 y 0,01 pm, aunque la forma mas comun de
expresar el tamafio de exclusion en ultrafiltracion es referir el tamafio al corte
molecular, expresado en Da. El tamafo de corte molecular de las membranas de
ultrafiltracion estd comprendido entre valores de 5000 y 100000 Da. Se utiliza la UF
cuando deben eliminarse practicamente todas las particulas coloidales (incluyendo la
mayor parte de microorganismos patégenos). Estos sistemas son capaces de eliminar
bacterias y virus por lo que son adecuadas para la reutilizacion posterior del agua.
Puesto que los coloides se eliminan, el agua tratada suele tener una turbidez

practicamente nula. La presion de trabajo se mantiene baja (1-10 bars).

13
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Figura 1.4: Diferentes procesos de separacion segun la selectividad de las membranas

La MF elimina los s6lidos en suspension de tamafio superior a 0,1-1,0 um. El tamafo
de corte molecular de las membranas tiene un valor de entre 50000 y 500000 Da. Se
suele emplear la microfiltracion cuando la concentracion de sélidos totales disueltos no
es problematica, ya que los poros de la membrana son comparativamente grandes para
filtrar particulas muy pequenias. Como ocurre con las membranas de ultrafiltracion la
presion de trabajo se mantiene baja (2 Bars). En el proceso de funcionamiento de esta

tecnologia no existen los contralavados debido a que se busca la generacion de una torta
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de sodlidos sobre la superficie de la membrana que incremente el proceso de filtracion,
por lo que, en el proceso efectivo, presenta un diametro de poro menor que el nominal
de la membrana, llegado a tamafios del rango de la ultrafiltracion (Le-Clech et al., 2006;

Pearce, 2008).

El material de la membrana es un aspecto a tener en cuenta en los sistemas MBR
(Stephenson et al., 2002). En lo que se refiere a su composicion, los diferentes tipos de

membranas deben cumplir una serie de requisitos:

Inertes y no biodegradables.

e Ficiles de limpiar y regenerar.

e Resistentes a los agentes quimicos, a las altas presiones y a las elevadas

temperaturas.

e Deben de poseer elevada porosidad y uniformidad en la distribucion de los

poros.

e Deben ser neutras o presentar cargas negativas para evitar la adsorcion de los

microorganismos.

e Duraderas y faciles de sustituir.

Son dos los tipos diferentes de materiales que se utilizan en la fabricacion de
membranas: poliméricos y ceramicos. También existen membranas metalicas pero estas

no tienen aplicaciones especificas en sistemas MBR.

Se utilizan varios materiales poliméricos y ceramicos diferentes para fabricar
membranas pero casi siempre se componen de una delgada capa superficial con una
determinada permeabilidad y una parte interna que actiia como soporte con un tamafio
de poro mas grueso que proporciona estabilidad mecanica. Las membranas cerdmicas
suelen dar mayor estabilidad mecéanica que las membranas poliméricas. Ademas, las
membranas ceramicas también dan mas estabilidad quimica y térmica. Sin embargo, las

membranas cerdmicas son mucho mas fragiles que las poliméricas, por lo que son estas
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ultimas las que la mayoria de las empresas comercializan para el tratamiento de aguas

residuales.

Tedricamente se pueden utilizar cualquier tipo de polimero para la fabricacion de las
membranas pero debido a las condiciones que se requieren para los sistemas MBR solo
se pueden utilizar unos pocos. Los materiales mas adecuados para que se produzca una

correcta separacion en el proceso son:

Difloruro de Polivinilideno (PVDF).

e Polietilsufona (PES).

e Polictileno (PE).

e Polipropileno (PP).

e Polisulfona (PS).

La composicién mas requerida para los sistemas MBR son los polimeros orgéanicos PE,
PP y PVDF (Judd, 2006). Algunos se mezclan con otros materiales para cambiar su
carga superficial o hidrofobicidad (Mulder, 1996) ya que normalmente algunos de estos
materiales son hidrofébicos, como son el PVDF y el PP. De esta forma las membranas

se comportan como membranas hidrofilicas y evitan un ensuciamiento rapido.

Atendiendo a la morfologia de las membranas, se distinguen las membranas isotropicas
y las anisotrdpicas (asimétricas y mixtas) (Figura 1.5). Estas membranas son estructuras
laminares o tubulares donde el tamafio de poro, la porosidad o la composicion de la
membrana cambia a lo largo de su espesor (membranas anisotropicas) o no (membranas
isotropicas). Estan constituidas por una delgada capa activa soportada en otra mas
gruesa y porosa, de tal forma que la primera es la responsable del proceso de separacion
y la segunda aporta al sistema resistencia mecéanica para soportar las condiciones de
trabajo. Dentro de las membranas anisotropicas podemos distinguir dos tipos de
membranas: aquellas que estdn fabricadas por el mismo material (membranas de Loeb-
Sourirajan) o aquellas que estdn fabricadas con materiales diferentes (membranas tipo

composite).

16
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Figura 1.5: Tipos de membrana segun su morfologia (adaptado de Baker, 2004)
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1.2.2.1. Configuracion de la membrana

Otro aspecto a tener en cuenta debido a su importancia es la configuracion de la
membrana, es decir, la geometria y la forma en la que se ha montado y orientado en
relacion al flujo del agua. Segin Stephenson et al. (2000), la membrana debe

configurarse de manera que posea:
e Una gran superficie de membrana por unidad de volumen.
e Un alto grado de turbulencia para favorecer la transferencia de masa.
e Un gasto energético bajo por volumen de agua producida.
e Bajo coste por unidad de membrana.
e Disefio que facilite la limpieza.

17
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e Disefio que permita la modularidad.

En la actualidad existen principalmente seis configuraciones utilizadas en sistemas
MBR, los cuales tienen tanto beneficios como limitaciones practicas. Las diferentes

configuraciones se basan en geometrias planas o cilindricas y comprenden:

1. Placay bastidor.

2. Fibra hueca.

3. Multitubo.

4. Tubos capilares.

5. Filtros de cartucho plegado.

6. Arrollada en espiral.

Todos los disefios de membranas presentan la misma virtud, todos permiten una
modularizacion. Esto permite ajustar los costes de las membranas debido a que la
superficie es proporcional al flujo a tratar, es decir, que se puede instalar una mayor o
menor superficie de membrana segin las necesidades del proceso. Sin embargo, hay
otros aspectos en los que hay mas limitaciones en lo que se refiere al coste economico
ya que es imposible crear un alto grado de turbulencias sin incrementar el gasto
energético, que las bajas densidades de empaquetado conllevan a mayores costos
unitarios, o que no es posible producir una alta densidad de empaquetado de membrana
sin estrechar los canales de flujo del rechazo lo que comprometeria la turbulencia y la

facilidad de la limpieza (Judd, 2011).

Las turbulencias se producen o al hacer pasar el flujo de alimentacion o al hacer pasar
una mezcla de agua y aire a lo largo de la membrana, favoreciendo que el permeado la
atraviese y reduce el ensuciamiento, por un mecanismo de cizalla (Psoch and Schiewer,
2006). Al aplicar el flujo tangencial sobre la superficie filtrante se provoca una
autolimpieza en la superficie de la membrana, disminuyendo la frecuencia y los costes

de limpieza. El flujo tangencial es muy usado en el proceso MBR ya que se puede
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incrementar facilmente al incrementar la distancia intersticial, es decir, la separacion de
las membranas. Sin embargo, el sistema multitubular funciona in-out (de adentro hacia
afuera) y los sistemas de fibra hueca y placa bastidor out-in (de fuera hacia adentro)

(Figura 1.6), hay que definir mejor la distancia intersticial.

(b) (c)
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Figura 1.6: Esquema de muestra el flujo a través de la membrana en: (a) placa
bastidor, (b) Multitubular y (c) fibra hueca (Judd, 2011)

Buscando obtener estas caracteristicas en el disefio y fabricacion de membranas para
MBR se aplican solo tres configuraciones, paca-bastidor, fibra hueca y multitubo (Judd,
2011). Tanto para las membranas planas como para la de fibra hueca, la configuracion
mas habitual es inmersa o sumergida, mientras que en el caso de las membranas
multibulares se suelen emplear la configuracion externa. Aunque la configuracion
sumergida tiene un mayor gasto energético en la aireacion, el coste de operacion total es
menor ya que en la configuracion externa hay que bombear el fango activo hasta el
modulo de membrana (Gander et al. 2000). Ademas, la configuracién externa es mas
propensa al ensuciamiento de la membrana y por lo tanto a una menor permeabilidad.
Esto se debe a que el fluido se somete a grandes fuerzas en el bombeo, llegando a
romper los fléculos y reduciendo por tanto el tamafio de particula, favoreciendo asi el

ensuciamiento de la membrana (Wisniewski and Grasmick, 1998; Tardieu et al., 1999).
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Debido a las limitaciones expuestas anteriormente y a las caracteristicas del fango
activo, las membranas planas y las de fibra hueca son las mas comercializadas para el

tratamiento de aguas residuales mediante el uso de tecnologia MBR.

Sistemas de membrana de fibra hueca (Hollow-Fiber)

Consisten en fibras que pueden ser presurizadas en el interior. Basicamente existen dos
configuraciones atendiendo a que la alimentacion circule por el interior (configuracion
de dentro-fuera) o el exterior de las fibras (configuracion exterior-interior) pero como se
ha mencionado anteriormente, solo la segunda es aplicada en MBR. Estas membranas
son las mas susceptibles de ser contaminadas colmatandose rapidamente por los sélidos.
Debido a que el diametro interior de las fibras es muy pequefio (entre 0,5 y 1 mm), las
particulas grandes y las altas concentraciones de solidos no pueden procesarse

eficientemente en estas membranas.

El mayor exponente de fabricacién de membranas de fibra hueca es la compafiia Zenon-

GE.

Sistema de membrana placa-bastidor (Plate and Frame) o plana

Se basa en una serie de platos con membranas pegadas a ambos lados del plato. Las
membranas utilizadas son membranas planas que ofrecen flexibilidad. El nimero de
platos limita el volumen de flujo que pueda manejar el sistema y la velocidad minima
requerida a través de cada superficie de membrana. La alimentacion, impulsada por una
bomba, circula por los espacios placa-membrana, concentrandose la materia conforme
tiene lugar el flujo de permeado a través de las paredes. En estos sistemas, el
ensuciamiento de la superficie de la membrana se previene introduciendo energia
mecénica para impedir que las particulas se adhieran a los poros. La utilizacién de esta

configuracién tiene ciertas ventajas como son los bajos costes de reemplazo de las
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membranas, el facil desmontaje para permitir el acceso para la limpieza manual y que
en algunos de los disefios, el permeado se recolecta de las placas de membranas
individualmente, lo que hace que la tarea de detecciéon de las membranas deterioradas

sea mas sencilla.

Este sistema tiene su mayor comercializacion en la compaiiia Kubota.

1.2.3. Ventajas e inconvenientes de los MBR

Los sistemas MBR tienen muchas ventajas respecto al tratamiento convencional con
fangos activos, sin embargo también tienen ciertos inconvenientes que €s necesario

conocer para optimizar todo lo posible el proceso.

Segun Le-Clech (2010), las ventajas de los MBR frente a los sistemas tradicionales son

las siguientes:

e Los decantadores secundarios son reemplazados por modulos de membrana mas

compactos.

e El uso de membranas para el proceso de separacion solido-liquido mejora la
calidad del efluente producido. Los MBR permiten la retencion fisica completa
de floculos bacterianos, de la mayoria de los so6lidos en suspension y ademas,

pueden ofrecer una gran capacidad de desinfeccion.

e La retencion de fango activo en el biorreactor permite operar con altas
concentraciones de Solidos en Suspension del Licor Mezcla (MLSS) y con
elevados SRTs, permitiendo el desarrollo de microorganismos de crecimiento

lento y la reduccion del tamaio del biorreactor.

e Las operaciones con un SRT elevado pueden llevar también a una menor

produccion de fango.
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Como se ha mencionado anteriormente, los sistemas MBR no siempre son ventajosos
respecto al proceso convencional. Segun Judd (2006) los MBR presentan las siguientes

desventajas:

e Mayor complejidad del proceso; la separacion solido-liquido mediante el uso de
membranas demanda protocolos operacionales adicionales en relacion con el

mantenimiento y la limpieza de las membranas.

e Equipos y operaciones con mayor coste; los componentes del sistema MBR

acarrean un coste econémico superior al proceso convencional.

e Las altas concentraciones de fango pueden influir de forma negativa en el
rendimiento de la membrana, aumentando la Presion Transmembrana (TPM) o

disminuyendo el flujo a través de la membrana.

Esta ultima desventaja de los MBR, que es la razon del presente estudio, es una de las
principales limitaciones por las que el sistema no se estd comercializando mas
rapidamente. Aunque los MBRs son actualmente una tecnologia madura, el
ensuciamiento de la membrana sigue siendo el problema operacional mas importante, lo
que dificulta su aplicacion a nivel global y a gran escala. Las altas concentraciones de
fango en MBR pueden producir un mayor y mas rapido ensuciamiento de la membrana
por lo que la membrana se obstruira reduciendo su productividad, aumentando los
requerimientos energéticos debido a la aireacion y requiriendo una limpieza frecuente
de la membrana para restaurar su permeabilidad. Este ultimo acorta la vida util de la
membrana y conlleva mayores costos econdmicos debido a la necesidad de reemplazo

de la membrana.

1.3. ENSUCIAMIENTO DE LA MEMBRANA

Entre todos los temas relacionados con MBRs, "fouling" sigue siendo la palabra clave
mas frecuente en investigacion sobre MBR, con un promedio del 22% en las

publicaciones de los ultimos cinco afios. Ademds del tema "ensuciamiento", se
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realizaron considerables investigaciones sobre el tema "efluentes" (Meng et al., 2017).
Debido al papel positivo de las membranas en la mejora de la calidad de los efluentes, a
menudo se utilizan MBR para el tratamiento de aguas residuales o la reutilizacion de

agua (Arévalo et al., 2012, Le-Clech 2010, Zanetti et al., 2010).

El ensuciamiento, en su forma estricta, es la cobertura de la superficie de la membrana
(externa e interna) por depodsitos que se adsorben y precipitan en su superficie,
penetrando en su interior o reduciendo el didmetro de paso de los poros (Cho and Fane,
2002; Zhang et al., 2006a). Sin embargo, el término se utiliza a menudo para todos los
fendmenos que conducen a una pérdida de permeabilidad (Drews, 2010). Dicha pérdida
da como resultado que se tenga que trabajar con superficies de membrana mas grandes,
con presiones mas altas o con mayores velocidades de flujo cruzado que resultan en un
mayor gasto de energia. Un aumento progresivo de la TMP, con el fin de mantener el
flujo de permeado, acelerara el proceso de ensuciamiento, aumentando la frecuencia de
las limpieza quimicas o pudiendo llegar a una situacion irreversible de taponamiento de
la membrana, lo que haria necesario su sustitucion. La pérdida de permeabilidad
también puede ser causada por el atascamiento o “clogging” del médulo. Esto se debe a
variaciones locales de las condiciones del flujo cruzado y de la posterior deshidratacion
de la biomasa que deja un deposito bastante solido en los huecos de los modulos de

membranas (Drews, 2010).

El proceso de ensuciamiento o atascamiento de la membrana puede ser atribuido a la
obstruccién de los poros de la membrana y a la deposicion de tortas de fango (Lee et al.,
2001a). En la figura 1.7 se puede ver un esquema del ensuciamiento de la membrana

segun el tipo de obstruccion de los poros.

Dado que la tasa de incrustacion aumenta exponencialmente con el flujo (Le-Clech et
al., 2003a; McAdam et al., 2010a, b, y Monclus et al., 2010), el proceso requiere que los
MBRs se operen a flujos modestos y preferiblemente por debajo del denominado flujo

critico.
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1.7: (a) Obstruccién completa; (b) Obstruccion estandar; (c) Obstruccion

intermedia y (d) formacion de torta (Shen et al., 2010).

Generalmente, y como se puede ver en la Figura 1.8, se puede proponer una evolucion

del ensuciamiento en tres etapas (Cho y Fane, 2002; Zhang et al., 2006a; Judd, 2011):

Etapa 1 o acondicionamiento del ensuciamiento: Se produce un rapido aumento
de la TMP a corto plazo al producirse fuertes interacciones entre la superficie de
la membrana y biopolimeros como las Sustancias Poliméricas Extracelulares
(EPS) o el Producto Microbiano Soluble (SMP). Ognier et al. (2002)
describieron un ensuciamiento irreversible rdpido en esta etapa inicial. La
adsorcion pasiva de coloides y compuestos organicos se ha observado incluso
trabajando a flujo cero y antes de la deposicion de particulas (Zhang et al.,
2006a). En estudios realizados con una célula de prueba equipada con
observacion directa a través de una membrana que funcionaba a flujo transversal
y flujo cero, se observd visualmente que el material floculante se depositaba
temporalmente en la membrana (Zhang et al., 2006a). Esto se definié como un
proceso de interaccion aleatoria en lugar de un fenomeno convencional de la
formacion de torta ya que, aunque se vio que algunos floculos rodaban y se
deslizaban a través de la membrana, los agregados bioldgicos se separaron y
dejaron una huella residual de fléculos mas pequeios o de material EPS. La
biomasa que se aproximaba a la superficie de la membrana fue entonces capaz
de unirse mas facilmente a la superficie para colonizarla y contribuir a la Etapa

2.
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Figura 1.8: Evolucion del ensuciamiento de la membrana en MBR segin la TMP
(Adaptado de Meng et al., 2017)

Etapa 2 o de ensuciamiento constante: Tras la primera etapa se espera que la
superficie de la membrana esté cubierta en su mayor parte por SMP,
promoviendo la uniéon de particulas y coloides. También puede producirse
adsorcion y deposicion adicionales de compuestos organicos en esta etapa. Dado
que la adsorcion puede tener lugar a través de toda la superficie de la membrana,
inicialmente esta formacion no afecta al flujo. Sin embargo, y con el tiempo, se
produce el bloqueo total o parcial de los poros por lo que se espera que la
velocidad de deposicion de EPS y el aumento de la TMP resultante aumenten
con el flujo. Debido al desigual flujo de aire y liquido en MBRs sumergidos, se

pueden producir ensuciamientos no homogéneos.

Etapa 3 o salto de la TMP: Con regiones de la membrana mas sucias que otras,
la permeabilidad es significativamente menor en esas localizaciones especificas.
Como resultado, la filtracioén no se lleva a cabo en las arecas menos sucias de la
membrana, excediendo el flujo critico en estas localidades. Bajo tales
condiciones, la velocidad de incrustacion aumenta rapidamente,

aproximadamente de forma exponencial con el flujo.
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Se cree que el salto de TMP es la consecuencia de un ensuciamiento severo de la
membrana. Cho y Fane (2002) atribuyeron el salto de TMP a los cambios en el flujo
local debido al ensuciamiento, el cual causé eventualmente que los flujos locales fueran
mas altos que el flujo critico. Zhang et al. (2006a) informaron que el salto repentino fue
posiblemente debido al efecto de flujo local y era causado por cambios repentinos de la
estructura de la capa de biopelicula. Debido a la limitacion de la transferencia de
oxigeno, las bacterias en las biopeliculas de la parte interna de la membrana tienden a
morir y liberan méas EPS. Una investigacion realizada por Hwang et al. (2008) también
confirmé que el salto repentino de TMP estaba estrechamente relacionado con el
aumento repentino en la concentracion de EPS en el fondo de la capa de torta, lo que

podria atribuirse a la muerte de bacterias en su interior.

Tabla 1.2: Factores que influyen sobre el ensuciamiento de la membrana en MBR
(Judd, 2006).
Caracteristicas

Caracteristicas

Caracteristicas de la Condiciones

de la . del moduloy la .
. . biomasa operacionales
alimentacion membrana
. Parametros globales -
Prerté;[?zr:éinto (viscosidad, densidad, Tamar(l)(r)oc;e los SRT
oxigeno disuelto) p
Complejidad del Caracteristicas de los ~ Configuracion de  Limpieza de la
residuo de entrada fléculos la membrana membrana
Veloc1dgd de Presencia y tipos de Material Aireacion
carga residual EPS
Hidrofobicidad Modo de
de la membrana filtracion
Caudal
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El ensuciamiento es inevitable pero puede controlarse hasta cierto punto cuando se
conocen los mecanismos y las sustancias responsables. Esta relacionado por una parte
con el tipo, configuracion y naturaleza de las membranas, por otra parte con las
caracteristicas del proceso: SRT, concentracion de MLSS, configuracién hidraulica y
sistema de aeracion, y por ultimo con determinadas sustancias presentes que son las que
fisicamente producen el ensuciamiento como son coloides, proteinas y polisacaridos.
Estas sustancias en parte proceden directamente del agua residual y en parte son
generadas en el proceso como es el caso de los EPS y del SMP. En la Tabla 1.2 se
pueden observar los diversos factores que influyen sobre el ensuciamiento de la
membrana en sistemas MBR. Su mayor o menor incidencia depende, asi mismo, del

proceso.

1.3.1. Clasificacion del ensuciamiento de membrana

El ensuciamiento de la membrana es un proceso de alta complejidad y que viene
determinado por multiples causas. Los tamanos de las particulas de los floculos, solutos
y coloides que estan presentes en el fango activo pueden afectar fuertemente los
mecanismos de ensuciamiento en los sistemas MBR. Si las impurezas son pequefias en
relacion a los tamanos de poros de la membrana (solutos) o comparables a los poros
(coloides), se puede producir la adsorcion en la pared de los poros y por lo tanto
producirse su bloqueo. Sin embargo, si las impurezas son mucho mas grandes que los

poros de la membrana, tienden a formar una torta sobre la superficie de la membrana.

Segin el mecanismo de ensuciamiento de la membrana, se puede clasificar dicho
ensuciamiento segin su reversibilidad: reversible o irreversible, y mediante la

naturaleza de las sustancias que la provocan: organicas, inorganicas y bioldgicas.

27



1. Introduccién Tesis doctoral Eugenio Marin

1.3.1.1. Reversibilidad

En este apartado, y segln la literatura existente, hay una gran controversia, ya que los
diferentes autores no se ponen de acuerdo en su definicion y clasificacion. En esta
investigacion se tiene en cuenta la clasificacion realizada por Meng et al. (2009) en el
que se diferenciaban tres tipos de ensuciamiento: reversible o eliminable, no eliminable

e irreversible o irrecuperable.

El ensuciamiento irreversible es aquel que no puede ser eliminado por ningin método
incluyendo la limpieza quimica. Como se observa en la figura 1.9, el ensuciamiento
eliminable puede ser facilmente eliminado por limpieza fisica mientras que con el no
eliminable se hace indispensable la limpieza quimica. El eliminable es causado por
componentes que estan débilmente fijados a la membrana, mientras que el no eliminable
es causado por el bloqueo de los poros y componentes que estan fuertemente fijados. El
ensuciamiento irreversible es permanente y no puede ser eliminado de ninguna manera.
En general, el ensuciamiento eliminable es atribuido a la formacion de la torta y el no

eliminable al bloqueo de los poros (Meng et al., 2009).

Membrana nueva
Ensuciamiento irreversible

]
( Filtracion inicial
Qwos
> g? R | Limpieza
e & B quimica
Filtracion a
largo plazo

Limpiezafisica @& @ ,_CDA.‘N

. _— E&R
Ensuciamiento no
eliminable

s & %
Ensuciamiento eliminable y
no eliminable

Flculos  qgp Coloides & Solutos

Figura 1.9: llustracion esquemética de la formacion y eliminacion del ensuciamiento
eliminable y no eliminable en MBR (Adaptado de Meng et al., 2009)
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Formacion de la torta: La torta o “cake” puede ser descrita como un medio poroso con
un sistema complejo de vacios interparticulares conectados entre si. En muchos casos, la
formacion de la torta estd relacionada con el ensuciamiento eliminable que es
considerado como el mayor contribuidor al ensuciamiento de membrana en MBR. Lee
et al. (2001a) mostraron que las resistencias a la filtracion incluian: la resistencia de la
membrana (12%), la resistencia de la torta (80%) y la resistencia por la obstruccion y el
ensuciamiento no eliminable (8%). Teniendo en cuenta estos porcentajes, se puede
indicar que la formacion de la torta es la principal causa que lleva al ensuciamiento de

membrana.

La torta no estd distribuida uniformemente sobre toda la superficie de las membranas,
sino que la cubre parcialmente. La torta se compone de una parte que es estatica, de
modo que no puede ser eliminada por la fuerza de cizalla que provoca la aireacion y por
una parte compuesta por una fina pelicula de lodo que se lava frecuentemente por la
turbulencia de la aireacion. Los biopolimeros depositados permiten una mas facil y
rapida adhesion bacteriana. Ademas, los EPS retienen a los floculos més fuertemente
sobre la membrana e incrementan la dificultad de la eliminacion de la torta mediante la

turbulencia de la aireacién (Chu and Li, 2005).

Ensuciamiento no eliminable: Aunque la mayoria de las actividades de investigacion
recientes se centran en el estudio de la torta, la investigacion y control del
ensuciamiento de membrana no eliminable es de gran importancia para funcionamiento
sostenibles y a largo plazo de los sistemas MBR. Durante las filtraciones iniciales,
coloides, solutos y células microbianas pasan a través de la membrana y precipitan o se
acumulan dentro de los poros de la membrana. Durante las operaciones de MBR a largo
plazo, las células depositadas se multiplican y producen EPS, obstruyendo los poros y
formando una capa de ensuciamiento que esta fuertemente adherida. Al mismo tiempo,
algunas sustancias inorgéanicas pueden precipitar progresivamente sobre las membranas

o dentro de los poros.

Trabajar con un flujo por debajo del flujo critico, es un acercamiento efectivo para

evitar un ensuciamiento severo, incluyendo el ensuciamiento eliminable y el no
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eliminable. El concepto de flujo critico fue introducido por Field et al. (1995). El
concepto de operacion bajo flujo critico es denominado flujo sub-critico u operacion de
no-ensuciamiento y con ello se espera que no se produzca una gran cantidad de
ensuciamiento no eliminable. Para filtraciones de membrana a corto plazo, cuando el
flujo de permeado estd fijado bajo el flujo critico, la TMP permanece estable y el
ensuciamiento es reversible. En el caso opuesto, y cuando el flujo excede el flujo
critico, la TMP aumenta pudiendo llegar, incluso, a un salto de TMP. De hecho, para
operaciones de MBR a largo plazo, el ensuciamiento no eliminable puede darse incluso

si se opera por debajo del flujo critico.

Ya que el ensuciamiento no eliminable juega un papel importante en las operaciones a
largo plazo en los procesos MBR, algunas veces se requiere una limpieza quimica para
mantener los MBR operativos. Estas limpiezas quimicas deben estar limitadas a una
frecuencia minima ya que hechas repetidamente pueden acortar la vida de la membrana
y el desecho de agentes quimicos pueden causar severos problemas medioambientales

(Yamamura et al., 2007).

Ensuciamiento irreversible: También se conoce como ensuciamiento permanente o
ensuciamiento irreversible a largo plazo. Una vez que las membranas se ensucian
durante el funcionamiento a largo plazo, la permeabilidad original de la membrana
nunca se recupera. Existe una resistencia restante que puede definirse como incrustacion
irrecuperable, no pudiéndose eliminar facilmente mediante las limpiezas quimicas
tipicas (Resosudarmo et al., 2013; Judd, 2010). Este ensuciamiento, que se acumula a la
largo de los afios, puede determinar en Gltima instancia la vida de la membrana (Ayala

etal., 2011).

1.3.1.2. Naturaleza de los componentes

El ensuciamiento de membranas puede clasificarse segun la naturaleza de los

componentes en bioensuciamiento, ensuciamiento organico e inorganico.
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Bioensuciamiento: El bioensuciamiento también puede denominarse “biofilm” o
“biocake” y se refiere a la deposicion, crecimiento y metabolismo de las células
bacterianas o floculos en las membranas (Pang et al., 2005; Wang et al., 2005). La
colonizacién de la superficie de las membranas con microorganismos es uno de los
factores importantes en el proceso de bioensuciamiento (Ma et al., 2013; Malaeb et al.,
2013). En los MBRs, los floculos de pequefio tamafio son los principales colonizadores
iniciales en las superficies de la membrana debido a la alta concentracion de EPS y a la
mayor area especifica (Lin et al., 2011, Shen et al., 2015) Para las membranas de
microfiltracion y ultrafiltracion utilizadas para el tratamiento de aguas residuales, este
ensuciamiento es un gran problema, ya que la mayoria de los compuestos del
ensuciamiento (fléculos microbianos) en MBR son mucho més grandes que el tamafio
de los poros de la membrana. El atascamiento por ensuciamiento biologico puede
comenzar con la deposicion de células individuales o una agrupacion de ellas sobre la
membrana, tras lo cual las células se multiplican formando una biopelicula. En algunas
publicaciones, el ensuciamiento bioldgico se considera no s6lo como la deposicion de
células microbianas sino también por la adsorcion de materiales orgdnicos producidos
por microorganismos (Malaeb et al., 2013). Algunos estudios han relacionado al SMP y
al EPS como los principales responsables del ensuciamiento biologico y por lo tanto de
la formacion de la biopelicula en la superficie de la membrana (Flemming et al., 1997;

Liao et al., 2004; Ramesh et al., 2007).

La estructura de la comunidad microbiana en la superficie de la membrana puede ser
muy diferente a la estructura de la biomasa suspendida (Zhang et al., 2006b). Segin
Miura et al. (2007), son un grupo especifico de bacterias, las betaproteobacterias, las
que probablemente jueguen un papel mas importante en el desarrollo en la maduracion
de las biopeliculas, las cuales llevan a un ensuciamiento severo no eliminable de la
membrana. Las proteobacterias se adhieren y crecen mas selectivamente a la membrana
que otros microorganismos, y las células depositadas tienen una mas alta superficie de
hidrofobicidad que el fango suspendido (Jinhua et al., 2006). La deposicion selectiva de

las células depende de su afinidad con los diferentes materiales de las membranas.
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Ensuciamiento organico: El ensuciamiento organico se refiere a la deposicion de
proteinas, polisacaridos, acidos humicos y otras sustancias (ya sean solubles o
coloidales) que tienen su origen en el agua de alimentacion o que han sido originadas
por secrecion microbiana (Wang et al., 2014). Aunque los componentes del
ensuciamiento organico son varios, se identifican las proteinas y los polisacarido como
los biopolimeros mas abundantes (Zhou et al., 2007; Kimura et al., 2005). Debido al
pequefio tamafio, los biopolimeros pueden ser depositados sobre la membrana mas
rapidamente que las particulas mas grandes (floculos del fango y coloides). E1 SMP y el
EPS estan considerados como los desencadenantes del ensuciamiento organico en

sistemas MBR.

Para un conocimiento mas detallado de los biopolimeros depositados en MBR, Metzger
et al. (2007) fraccionaron la capa de ensuciamiento después de la filtracion revelando la
distribucion espacial de biopolimeros en la superficie de la membrana. Esta capa se
divide en 3 subcapas: capa superior, capa intermedia y capa baja. Para ello utilizd
lavados, contralavados y limpiezas quimicas. La capa de ensuciamiento superior esta
compuesta por una torta porosa y débilmente retenida con una composicion similar a los
floculos del fango, la capa intermedia esta constituida por SMP y agregados bacterianos
con una alta concentracion de polisacaridos, y la capa baja, que representa a la fraccion
de ensuciamiento no eliminable y dominada por SMP, tiene una concentracion

relativamente alta de proteinas fijadas.

Ensuciamiento inorganico: El ensuciamiento inorganico o incrustacion inorganica en
procesos MBR resulta de la precipitacion quimica de cristales inorganicos y/o de la
precipitacion bioldgica de los complejos inorgénicos y organicos (Meng et al., 2009;
Costa et al., 2006). Los iones metalicos, Ca’", Mg2+, Fe** y A, y aniones tales como
CO5”, S04, PO, y OH™ pueden reaccionar y producir la precipitacion quimica si se
excede la concentracidon de saturacion en las superficie de la membrana u otros sitios
especificos. Ademas, las particulas inorganicas existentes en el proceso también pueden
unirse a las superficies de la membrana o bloquear los poros para causar ensuciamiento

inorganico (Zhang et al., 2012).
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Hasta ahora, la mayoria de las investigaciones atribuian el ensuciamiento de la
membrana a la deposicion de células bacterianas y biopolimeros. Sin embrago, estudios
recientes han demostrado que el ensuciamiento inorgénico juega un papel muy
importante en el ensuciamiento de la membrana. Wang et al. (2008) observaron que la
capa de la torta estaba formada por sustancias organicas junto con elementos
inorganicos como Mg, Al, Fe, Ca, Si, etc., los cuales favorecian la formacion de la torta.
Lyko et al. (2007) también encontraron que los elementos metalicos eran un
contribuyente mas significativo en el ensuciamiento de la membrana que los
biopolimeros. Algunas veces el ensuciamiento causado por precipitacion quimica

inorganica no es facil de eliminar ni siquiera por limpieza quimica (You et al., 2006).

Como se ha mencionado al comienzo de este apartado, el ensuciamiento inorganico
puede formarse de dos formas diferentes: por precipitacion quimica o biologica. La
precipitacion quimica se da cuando las concentraciones de las especies quimicas
presentes exceden las concentraciones de saturacion debido a la polarizacion de la
concentracion, lo que conducird a una mayor concentracion de sales retenidas en la
superficie de la membrana. La precipitacion bioldgica es producida cuando los grupos
ionizables de los biopolimeros (COO", COs> , SO4*, PO, y OH) capturan los iones
metalicos presentes en el fango activo formando complejos y construyendo una densa
capa que puede intensificar la declinacion del flujo (Costa et al., 2006). Aunque el
ensuciamiento inorganico de la membrana es un fenémeno problematico en MBRs, es
posible limitarlo o evitarlo pretratando el agua de alimentacidon y/o implementando

limpiezas quimicas.

1.4. FACTORES QUE AFECTAN AL ENSUCIAMIENTO DE LA MEMBRANA

Como se ha visto en la tabla 1.2, los factores que afectan al ensuciamiento de la
membrana son muy diversos, pero los principales causantes del ensuciamiento de la

membrana son el SMP y los EPS.

Aunque ambos son producto del metabolismo celular, se pueden diferenciar en la

posicion que ocupan dentro de la matriz de los floculos microbianos (Figura 1.10). El
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SMP o EPS soluble es la parte soluble que esté fuera del floculo, mientras que el EPS es
la parte que estd vinculada a la célula. Ademas, el EPS puede ser subdividido en dos
partes: una parte que estd fuertemente adherida a la célula y otra que estd dentro de la

matriz del floculo pero esta esparcida en el medio (Higgins and Novak, 1997).

EPS fijado a la
célula
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esparcido EPS EPS soluble o SMP
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Figura 1.10: Estructura del SMP y EPS dentro del floculo microbiano (Adaptado de
Nielsen and Jahn, 1999)

La composicion del SMP y EPS estd estrechamente relacionada con el tipo de agua
utilizada y de las condiciones de operacion de la planta de tratamiento (Sponza, 2003).
Ambas sustancias extracelulares estan compuestas por numerosas moléculas o
compuestos que potencialmente pueden participar en interacciones entre moléculas o
entre componentes. Debido a ello, hasta las biomoléculas mas pequenas, tales como las
sustancias humicas, pueden contribuir al ensuciamiento de la membrana a través de la
formacion de conjuntos biomoleculares con otras especies. Un ejemplo tipico es la
aparicion de grupos de biopolimeros mucho mayores que los SMP en sistemas MBR.
Estudios realizados por Sun et al. (2011) y Wang et al. (2011) demuestran que la
formacion de estos biopolimeros en el fango activo puede conducir a un ensuciamiento

grave de la membrana.
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1.4.1. Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS)

El término EPS fue propuesto originalmente por Geesey como el acronimo de
“Extracellular Polymeric Substances”, definiéndola como una ‘“‘sustancia polimérica
extracelular de origen bioldgico que participa en la formacion de comunidades
microbianas” (Geesey, 1982). Dichas siglas se han usado también para referirse a los

términos polisacaridos extracelulares, exopolimeros y exopolisacaridos.

Morgan et al. (1990) definen EPS como los productos metabolicos acumulados en la
superficie de la célula. Estos productos metabolicos son capaces de forman una capa
protectora para la célula contra los ambientes externos. También pueden ser utilizadas
como fuente de carbono y energia por la célula durante periodos en los que los
nutrientes son escasos. Los EPS son de gran importancia en la floculacioén (Frelound et
al., 1996) y deshidratacion (Nielsen et al., 1999) de los fangos activos, asi como de la

microestructura de los fangos (Schmidt and Ahring, 1994).

Los EPS estan compuestos por una variedad de sustancias organicas (Frelund et al.,
1996). Los carbohidratos han sido identificados como el constituyente predominate
(Cescutti et al., 1999; Sutherland and Kennedy, 1996), mientras que las proteinas se
encontraron en cantidades sustanciales en los fangos de muchos reactores de tratamiento
de aguas residuales (Fang and Jia, 1996; Veiga et al., 1997), probablemente debido a la
gran cantidad de exoenzimas atrapadas en el mismo (Dignac et al., 1998). También se
detectaron sustancias humicas, acidos urénicos y acidos desoxirribonucleicos (DNA)
(Tsuneda et al., 2001; Zhang et al., 1999), estos ultimos aparecen en pequefias

cantidades que son liberadas por las células muertas después de la lisis.

Los hidratos de carbono se pueden encontrar formando homopolisacaridos (compuestos
por un solo tipo de azucar) o heteropolisacaridos (presentan en su estructura de dos a
cinco azucares diferentes), pudiendo llevar sustituyentes organicos o inorganicos. La
cantidad de monomeros de azlicar que posea los EPS es importante para sus
propiedades de cohesion y para la facilidad de este para formar agregados (Decho,

2000).
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La naturaleza polianionica de los EPS es debida a la presencia de grupos piruvato y

acidos uroénicos (Decho, 2000). Algun EPS poseen sulfatos y fosfatos, que contribuyen

en su capacidad quelante (Sutherland, 2001).

A modo de resumen podemos definir una serie de funciones que ejercen los EPS como

consecuencia de su naturaleza bioldgica y de sus caracteristicas fisico-quimicas:

1.

Permitir establecer y mantener asociaciones entre microorganismos y entre €éstos

y su medio ambiente (Decho, 2000).

En la biopelicula la division celular es muy baja, en su lugar el exceso de energia
lo emplea en sintetizar EPS, de tal forma que este constituye una fuente de

reserva de energia y carbono (Decho, 2000).

Protege a las exoenzimas (Hoppe, 1991).

En la mayoria de los casos los EPS actian como protector frente a la desecacion
dada la capacidad de estos polimeros de retener agua por su caracter hidrofilo

(Potts, 1994).

Actiia como una esponja donde quedan atrapados y concentrados moléculas
organicas e iones del medio acuoso. Este proceso favorece la concentracion de

nutrientes bacterianos en el interior del EPS (Decho, 2000).

Juega un papel crucial en la floculacion de los fangos activos y en la estructura

de los floculos que lo forman (Frelund et al., 1996; Rudd et al., 1984).

Tiene capacidad quelante de metales toxicos y otros contaminantes (Decho,

2000).

Confieren a la célula proteccion frente a agentes liticos, fagociticos, ataque de
protozoos e incluso frente a los bacteriofagos. Ademas inhiben la accion de

determinados agentes antimicrobianos.
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1.4.1.1. Efecto de los EPS en el ensuciamiento de la membrana

Los EPS no solo son el principal componente de los foculos de los fangos, manteniendo
el floculo en una matriz tridimensional, sino que también son participes del
ensuciamiento de membrana en los sistemas MBR. Cho et al. (2005) encontraron una
estrecha relacion entre los EPS y la resistencia especifica de la torta y establecieron una
ecuacion funcional en la que la resistencia especifica de la torta es proporcional a la
concentracion de EPS. Ahmed et al. (2007) también observd que mientras que la
concentracion de EPS aumentaba, la resistencia especifica de la torta aumentaba, y esto
consecuentemente resultd en la subida de la TMP. Un estudio reciente realizado por Ji
and Zhou (2006) indicé que la composicion y la cantidad de EPS en la superficie de la
membrana influenciaban su ensuciamiento y que el total de biopolimeros en fangos en
suspension jugaba un papel mas importante que los EPS en el ensuciamiento de la
membrana. Ramesh et al. (2006) probaron que la resistencia al ensuciamiento estaba
principalmente causada por los EPS esparcidos, pero no por las fuertemente fijadas. Los
EPS esparcidos estaban correlacionados con los procesos de sedimentacion y

floculacion (Li and Yang, 2007).

Sin embargo, en algunos estudios observaron que los EPS tenian poca correlacion con
el atascamiento de la membrana. Rosenberger & Kraume (2002) encontraron que, en
contra de alguna literatura, no podia observarse impacto de las EPS en la filtrabilidad.
En vez de eso, el SMP result6 tener gran impacto en la filtrabilidad del fango. Esto fue
confirmado por un trabajo mas reciente que no reportaba relacion clara entre los EPS y
el ensuciamiento de la membrana ya que su concentracion era menor de 10 mg/g SS

(Yamato et al., 2006).

El fango activo tiene un gran impacto en el ensuciamiento de la membrana (Germain et
al., 2005; Fan et al., 2006). Sin embargo, los EPS no pueden ser considerados como
unicos causantes del ensuciamiento, aunque tienen gran influencia sobre las
caracteristicas de los fangos relacionadas con el ensuciamiento. Las concentraciones de
EPS estan estrechamente conectadas a las caracteristicas de los fangos como el indice

volumétrico, floculacion, hidrofobicidad, carga de la superficie y la viscosidad.
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1.4.2. Producto Microbiano Soluble (SMP)

El SMP fue definido originalmente por Namkung & Rittman (1988) y fue investigado
mas extensamente por Noguera et al. (1994), Rittmann et al. (1987, 1994) y de Silva
and Rittmann (2000). E1 SMP se ha definido como aquellos componentes celulares
solubles que han sido liberados durante la lisis celular, dispersos a través de la
membrana de la célula, perdiéndose durante la sintesis o que son excretados con algin

proposito. Tienen un peso molecular moderado y son biodegradables.

El SMP es importante en el tratamiento de aguas residuales debido a que estan presentes
ubicuamente y normalmente forman la mayor parte de la demanda quimica de oxigeno
y de la demanda bioldgica de oxigeno de los procesos de tratamiento bioldgico de aguas
(de Silva and Rittmann, 2000; Rittmann and McCarty, 2001). EI SMP puede ser
subdividido en dos categorias: productos de utilizacion de sustrato asociado (UAP), los
cuales son producidos directamente durante el metabolismo del sustrato, y productos de
biomasa asociada (BAP), los cuales estdn formados por biomasa, presumiblemente

como parte de la degradacion.

El origen del SMP fue descrito por Kuo (1993), citando los factores que causaban su

formacion:

1. Equilibrio en la concentracion: los organismos excretan materiales organicos
solubles para establecer una concentracion en equilibrio a lo largo de la

membrana de la célula (Harold, 1972; Christensen, 1975; Painter, 1973).

2. Falta de nutrientes: las bacterias excretan materia organica durante la falta de
nutrientes debido a que deben obtener energia para mantener la respiracion
enddgena o el metabolismo de los componentes intracelulares cuando el sustrato
esta esencialmente ausente (Dawes and Ribbins, 1964; Burleigh and Dawes,

1967; Boylen and Ensign, 1970).

3. Presencia de fuente de energia: la presencia de un incremento en la
concentracion de fuente de energia exdgena puede estimular la excrecion de

SMP (Saier et al., 1975; Neijssel and Tempest, 1976; Thompson, 1976).
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4. Muerte acelerada del sustrato: Una repentina adicion de una fuente de carbono y
energia a bacterias necesitadas de carbono y energia puede acelerar la muerte de
algunas bacterias. Los SMP podria ser producidos como resultado de este
proceso (Postgate and Hunter, 1964; Dawes and Ribbins, 1964; Strange and
Dark, 1965; Pirt, 1975).

5. Disponibilidad de los nutrientes requeridos: si los nutrientes esenciales estan
presentes en concentraciones muy bajas podria producirse SMP para buscar los
nutrientes requeridos (Neilands, 1967, Hunter, 1972; Emery, 1982; Morel,
1983).

6. Aliviar el estrés ambiental: los SMP se producen en respuesta al estrés
ambiental, como por ejemplo cambios extremos de temperatura y choque
osmotico (Nossal and Heppel, 1966; Heppel, 1967; Smeaton and Elliot, 1967;
Rogers, 1968). Kuo (1993) también especula con que los SMP se producen en

respuesta a sustancias toxicas.

7. Normal crecimiento bacteriano y metabolismo: los SMP, como las enzimas
exocelulares, son producidos no solo durante condiciones estresantes sino
también durante crecimiento y metabolismo normal (Saier et al., 1975; Herbert,

1961; Demain et al., 1965).

En el SMP se han identificado muchos componentes de origen microbiano como acidos
himicos y fulvicos, polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos, acidos organicos,
aminoacidos, antibidticos, esteroides, enzimas exocelulares, sideroforos, componentes
estructurales de la célula y productos del metabolismo energético. Recientemente,
Urbain et al. (1998) dijo que los UAP son principalmente pequefios compuestos de
carbono derivados del sustrato original y que los BAP son macromoléculas celulares
que contienen carbono y nitrogeno, aunque las pruebas experimentales de esto no son

definitivas.

Hejzlar and Chudoba (1986a, b) y Schiener et al. (1998) se concentraron en intentar
identificar las fracciones con alto peso molecular presentes en los efluentes. Hejzlar and

Chudoba (1986a, b) encontraron que todos los polimeros aislados de reactores de fangos
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activados contenian azucares, amino-azicares, acidos urénicos y aminoacidos,
indicando su caracter heteropolisacarido. Schiener et al. (1998), llevaron a cabo analisis
similares en el material con alto peso molecular de un reactor bioldgico anaerodbico,
identificando las fracciones con alto peso molecular como heteropolisacaridos
consistentes en monosacaridos y aminoazucares, aunque el 9 % de los productos de la

hidrolisis permanecieron sin identificar.

En relacion al peso molecular, Barker and Stuckey (1999) hacen una revision de la

literatura existente llegando a las siguientes conclusiones:

e Se encuentra mayor cantidad de compuestos con alto peso molecular en

efluentes biologicos que en influentes.

e Los efluentes bioldgicos contienen compuestos con un amplio espectro de peso

molecular (desde <0,5 a >50 kDa).

e Los influentes generalmente exhiben distribuciones anormales de peso
molecular con una predominancia de las fracciones de peso molecular muy bajo

(<0,5 kDa), mientras que los efluentes siguen patrones bimodales.

e La distribucion de los pesos moleculares del efluente estd significativamente
afectada por las condiciones operativas del sistema. A mayores tiempos de

retencion celular, los materiales tienen un mayor peso molecular.

e La distribucion del peso molecular del SMP esta afectada por el tipo de sustrato.

1.4.2.1. Efecto del SMP en el ensuciamiento de la membrana

Recientemente, la influencia del SMP en el ensuciamiento de la membrana en MBR ha
atraido mucha atencioén (Rosenberger et al., 2005, 2006; Jeong et al., 2007; Drews et al.,
2008; Paul and Hartung, 2008). Debido al rechazo de la membrana, el SMP se acumula
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mas facilmente en MBR, lo que conlleva a una pobre filtracién del fango suspendido.
Geng & Hall (2007) observaron que la distribucion del tamaio del foculo y la cantidad
de SMP en el fango activo eran las propiedades mas importantes que influenciaban
significativamente la predisposicion al ensuciamiento de la membrana. Ademas,
algunos estudios han mostrado que las sustancias de apariencia polisacarida en SMP
contribuyen al ensuciamiento de la membrana mas que las sustancias de apariencia
proteica (Rosenberger et al., 2006; Geng and Hall, 2007). Se puede deducir que el
impacto del SMP en el ensuciamiento de la membrana depende de la concentracion de

SMP, los materiales de la membrana y el modo de operacion (Meng et al., 2009).

Ya que el SMP ha sido reconocido como un factor significante en el ensuciamiento de
la membrana, los estudios cientificos sobre los SMP o sobre el sobrenadante de fangos
se han convertido en uno de los principales temas de investigacion en el ensuciamiento
de la membrana. Rosenberger et al. (2006) informé que el SMP del fango (materiales
solubles y coloidales) tenia un impacto en el ensuciamiento de la membrana y era la
causa de la diferencia en la actuacion de la membrana entre dos MBR idénticas. Iritani
et al. (2007) demostré que la contribucion del sobrenadante al ensuciamiento de la
membrana de un fango activo anaerobico es casi del 100 %, indicando que el SMP es el
factor controlador en la microfiltracion de fangos activos. Pero, la concentracion de
coloides y solutos en el sobrenadante no se mencionaba en el estudio. Lyko et al. (2007)
analizaron el SMP en el sobrenadante y en el permeado asi como en los EPS extraidos
de membranas sucias en un MBR a gran escala, encontrando una influencia importante
de las sustancias humicas solubles y los carbohidratos en complejos con cationes
metalicos en el ensuciamiento de la membrana. Estas investigaciones sugerian que la
presencia de SMP en MBRs impactaba en el ensuciamiento de la membrana
significativamente, y que la concentracion y composicion de SMP determinaria su

predisposicion al ensuciamiento.

Recientemente se han comenzado a formular diversas hipotesis sobre las interacciones
que se establecen entre todas estas sustancias (EPS, SMP, sustancias hiimicas, bacterias
libres, cationes divalentes, etc.). Una de ellas es la posibilidad de que entre todos estos
elementos se genere la formacion de una segunda capa que actuaria como una
membrana secundaria, incrementando la retencion y/o la adsorcion de las

macromoléculas (Chu and Li, 2005). Estas hipotesis requieren de mas estudios y de
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nuevas metodologias de medicion analitica ya que por los procedimientos actuales no se
puede conocer la totalidad de los componentes presentes en los fangos activos y por lo
tanto la totalidad de los componentes que intervienen en el ensuciamiento de la

membrana.

1.4.3. Métodos de extraccion de SMP y EPS

En la literatura se pueden encontrar muchas técnicas de extracciéon para SMP y EPS
pero sus resultados se han visto alterados por el inevitable impacto que las propias
técnicas tienen sobre la célula en cuanto a la lisis celular que provocan, lo que afecta a
la composicidon asi como a la estructura de las EPS obtenidas, pudiendo, todo ello,
inducir a conclusiones erroneas. Para que no se produzcan conclusiones erréneas, el
proceso de extraccion debe intentar combinar la mayor y mas eficiente extraccion de
estas sustancias, no degradar o alterar a los biopolimeros y causar el minimo grado de

lisis celular.

En este sentido, las diferentes técnicas de extraccion obtienen cantidades muy distintas
de EPS, incluso para cultivos y condiciones similares, con variaciones de hasta 100
veces en la cantidad de EPS extraidas (Wingender et al., 1999; Liu and Fang, 2002).
Asimismo, se han encontrado que los métodos también influyen de modo importante en
la composicion de los EPS, provocando diferencias significativas en los contenidos
relativos de las distintas sustancias poliméricas (Zhang et al., 1999; Comte et al., 2006),

en la estructura y grupos funcionales que los constituyen (Comte et al., 2006).

La mejor extraccion dependerd del tipo de interaccidn que mantenga unidas a los EPS
con la matriz con la que se encuentren interrelacionadas. Entre las principales fuerzas de
union involucradas entre los EPS y las matrices que las contienen se pueden mencionar:
fuerzas de Van der Walls, interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofobicas y, en algunos casos, enlaces covalentes. Estas fuerzas actian
de forma distinta entre un sistema y otro e, incluso, se pueden presentar distintas

combinaciones en una misma matriz.
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1.4.3.1.- Métodos de extraccién de SMP

A lo largo de la introduccion se ha concluido que los SMP son sustancias poliméricas
extracelulares solubles por lo que estaran libres en el fango activo. La extraccion de
estos compuestos se realizard por medio de un proceso fisico como es el de
centrifugacion (Judd, 2006). Es un proceso bastante efectivo ya que el SMP se refiere a
la biomasa clarificada. Sin embargo, en influentes mas recalcitrantes, la biomasa
clarificada estard compuesta por componentes que permanecen sin transformar por el
proceso bioldgico (Judd, 2011) por lo que podra haber ciertas interferencias en su

caracterizacion.

Para la extraccion del EPS soluble o SMP, la centrifugacion es el método utilizado en la
totalidad de los casos (Nielsen and Jahn, 1997). La diferencia que hay entre las
extracciones de SMP de las diferentes investigaciones es la fuerza centrifuga utilizada y
el tiempo que se aplica dicha fuerza. Malamis and Andreadakis (2009) utilizaron una
fuerza de 3500g durante 10 minutos. Sin embargo, hay otros casos de estudio donde en
se usaron tiempos de centrifugacion de 15 minutos y una fuerza de 12000g (Jang et al.,
2007) y de 30000g (Al-Halbouni et al., 2008). En el caso opuesto esta la investigacion
realizada por Pan et al. (2010a) donde las muestras de fango activo se centrifugaron a

4000 rpm durante 10 minutos.

1.4.3.2.- Métodos de extraccion de EPS

La mayoria de los métodos recogidos en la literatura se basan en la aplicacion de

procesos fisicos, quimicos o una combinacion de ambos.

Meétodos fisicos de extraccion de EPS: Los mas utilizados se basan en la aplicacion de
ondas de ultrasonidos (Dignac et al., 1998; Comte et al., 2006; Azeredo et al., 1998), en
el calentamiento (Comte et al., 2006; Frelund et al., 1996) o centrifugacion (Zhang et
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al., 1999; Brown and Lester, 1980), seguidos de una posterior filtracion para separar las

células de los polimeros liberados.

El principal inconveniente de la centrifugacion es saber cudl es la correcta fuerza
centrifuga aplicada y el tiempo de aplicacion para que no se produzca la lisis celular. En
la literatura se han recogido tiempos que van desde los 15 a los 30 minutos y fuerzas

centrifugas que van desde 4000 g (Comte et al., 2006) a 33000 g (Liu and Fang, 2003).

En relaciéon al método por calentamiento también se han establecido diferencias
significativas entre la literatura existente. Normalmente el calentamiento se realiza a
presion atmosférica (1,0 bar), con tiempos comprendidos entre 10 y 30 minutos, y a
temperaturas que van desde los 60° C (Li and Yang, 2007) a los 80° C (Zhang et al.,

1999). Esta técnica puede inducir una apreciable lisis celular (Nielsen and Jahn, 1999).

El método de aplicacion de ultrasonidos puede variar con respecto a la potencia
utilizada y al tiempo de exposicion. El tiempo de exposicion puede variar entre 1 y 2
minutos mientras que la potencia variard entre 300 W (Azeredo et al., 1998) y 37 W
(Dignac et al., 1998). Como en el caso del método por calentamiento, la aplicacion de

este método conlleva a una apreciable lisis celular.

Metodos quimicos de extraccion de EPS: Los métodos quimicos de extraccion se
basan en la adicion de distintos reactivos. Estos reactivos pueden establecer distintas
reacciones quimicas con los EPS facilitando asi su liberacion. La literatura recoge
diversos reactivos para la precipitacion de EPS: EDTA (Brown and Lester, 1980; Sheng
et al., 2005; Comte et al., 2006), NaOH (Brown and Lester, 1980; Sheng et al., 2005),
Glutaraldehido (Comte et al., 2006; Azeredo et al 1998), formaldehido (Liu and Fang,
2003) y etanol e isopropanol a -80° C (Quesada et al., 1994).

Como pasaba en el caso de los métodos fisicos, el principal problema es saber qué
cantidad de reactivo utilizar y cuanto tiempo debe actuar cada reactivo para que se
produzca la precipitacion de los EPS. Un ejemplo puede ser observado entre el método
que definen Sheng et al (2005) para el NaOH en el que el reactivo tiene una

concentracion de 1 M y un periodo de exposicion de 3 horas, y el método definido por
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Brown y Lester (1980) en el que el reactivo tiene una concentracion de 2 M y un tiempo

de exposicion de 5 horas.

Segun algunos autores la combinacion de procesos de extraccion quimicos puede

incrementar la cantidad de EPS extraido (formaldehido + NaOH) (Liu and Fang, 2003).

Métodos fisico-quimicos de extraccion de EPS: Una forma de incrementar la
eficiencia de la extraccion de los EPS es aplicar conjuntamente métodos fisicos y
quimicos. Uno de los casos con mas estudios realizados es el de la combinacion del uso
de resinas de intercambio i6nico con o sin agitacion (Frelund et al., 1996; Comte et al.,
2006; Liu and Fang, 2003). Los cambios en los pardmetros mas importantes que se
recogen en la literatura son el tipo, granulometria y dosis de la resina usada, ademas de
las condiciones de agitacion. También son utilizados otros tipos de métodos fisico-
quimicos como son la combinaciéon de formaldehido con ultrasonidos (Liu and Fang,

2003) o resina de intercambio 16nico con sonicacion (Comte et al., 2006).

1.5. CONTROL DEL ENSUCIAMIENTO DE LA MEMBRANA

En apartados anteriores se han definido los mecanismos del origen del ensuciamiento de
las membranas en sistemas MBR. En este apartado se expondran los mecanismos que
existen para intentar evitar o disminuir dicho ensuciamiento ya que el control y la
mitigacion del ensuciamiento de la membrana es esencial en los sistemas MBR para

asegurar una operacion rentable y a largo plazo.

Aunque la comprension de los fendmenos y mecanismos de ensuciamiento puede ser
esclarecedora, el control en la practica puede ser muy limitado en sistemas MBR y
generalmente se lleva a cabo utilizando una o varias de las siguientes estrategias (Judd,

2011):

1. Aplicar un pretratamiento apropiado al agua de alimentacion.
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2. Emplear apropiados protocolos de limpieza fisicos o quimicos.

3. Reducir el flyjo.

4. Aumentar la aireacion.

5. Modificar quimica o bioquimicamente el fango activo.

1.5.1. Pretratamiento de la alimentacion

Tras los afios de desarrollo y evolucion de los sistemas MBR se ha reconocido el éxito
de la adaptacion de esta tecnologia en sistemas de fangos activos. Los MBR pueden
sustituir eficazmente a la sedimentacion primaria, el biotratamiento y la separacion de
solidos secundarios, asi como los tratamientos terciarios. Sin embargo, las rejillas de
gruesos utilizadas para los tratamientos convencionales no son suficientes para los
MBR. Estas rejillas son demasiado gruesas ya que tienen un tamafno de exclusion de
unos 3 mm, aumentando el riesgo de atascamiento de la membrana. Esto es debido
generalmente a los pelos que hay presentes en las aguas residuales urbanas que
obstruyen tanto los huecos de las membranas como los sistemas de aireacion. En el caso
de las membranas de ultrafiltracion, tienden a formar agregados de pelos y otros
desechos que se acumulan en la parte superior de la membrana, pudiéndose quedar
entrelazados con los filamentos de la membrana y siendo muy dificiles de eliminar
mediante lavados a contracorriente o con limpiezas quimicas. La obstruccion de las
membranas planas se produce por medio de incrustaciones no homogéneas que causan
deshidratacion de los fangos localizados en los canales de las membranas. Si la
aireacion no consigue eliminar esta acumulacion, el fango se acumula encima de las
incrustaciones, aumentando el area afectada. Las fibras que se acumulan en el sistema
de aireacion pueden modificar el flujo y el volumen de aire, reduciendo la limpieza de

las membranas y promoviendo asi el ensuciamiento de la membrana.

Segun un estudio realizado por Frechen et al. (2007) la mayoria de las plantas MBR en

Europa poseen rejillas horizontales o verticales de entre 0,5 y 1 mm de didmetro y que
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la mayoria estdn protegidas con rejillas de gruesos de entre 3 y 6 mm,
independientemente de la configuracion de la membrana. En el mismo estudio también
se vieron diferentes marcadas en el rendimiento de las pantallas de igual valor pero con
aberturas diferentes. Se encontr6 que un tamiz de malla de 0,75 mm eliminaba el 66 %
mas de solidos y 2,5 veces mas de materia organica que un tamiz con el mismo tamafio

de exclusion pero con otra configuracion.

1.5.2. Protocolos de limpiezas fisicas y quimicas

En los sistemas MBR, la limpieza fisica se logra normalmente mediante contralavado,
es decir, invirtiendo el flujo de permeado para eliminar las particulas fijadas a la
superficie de la membrana, o relajacion, que es simplemente cesar la filtracion para
liberar a la membrana de la presion generada mientras que contintia la turbulencia en la
membrana debido a la aireacion. Estas dos técnicas pueden usarse combinadas. La
limpieza quimica se lleva a cabo con acidos minerales u orgénicos, sosa caustica o, mas
habitualmente en MBR, hipoclorito sédico. La eleccion del reactivo, las
concentraciones y el tiempo de contacto dependen de la naturaleza del ensuciamiento de
la membrana, de la experiencia del operador y de las recomendaciones del fabricante
(Yang et al., 2006). Tipicamente, la limpieza quimica se puede clasificar en la limpieza
ex situ e in situ (Wang et al., 2014). La limpieza quimica ex situ s6lo se realiza cuando
las membranas tienen un ensuciamiento severo. Alternativamente, se puede afadir una
concentracion mds baja de agente de limpieza quimica al agua de lavado por
contralavado para producir un "contralavado mejorado quimicamente", realizado solo

periddicamente.

La limpieza fisica es menos dificultosa que la limpieza quimica debido a que
generalmente es un proceso mas rapido que la limpieza quimica, no exige productos
quimicos, no produce residuos quimicos y degrada menos la membrana, aunque es
menos eficaz que la limpieza quimica. La limpieza fisica elimina los s6lidos de mayor
tamafio unidos a la superficie de la membrana, o lo que es conocido como
ensuciamiento reversible, mientras que la limpieza quimica elimina los materiales mas

persistentes a menudo denominado ensuciamiento no eliminable.
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Limpieza fisica = Los parametros generales para tener en cuenta en las limpiezas

fisicas son la duracion y la frecuencia, ya que estos determinan los tiempos de
inactividad del proceso. Si se realizan contralavados, el flujo del contralavado también
es de interés. Jiang et al., 2005 comprobaron que los cuando los contralavados se hacian
con mas frecuencia y eran mas prolongados (filtracién a 600 s / retroceso a 45 s) eran
mas eficientes que con los contralavados mas frecuentes pero mas cortos (filtracion de
200 s / retroceso de 15 s). En otro estudio, se encontr6 que la frecuencia de contralavado
(entre 8 y 16 min) tenia mas efecto sobre la eliminacién de incrustaciones que la
intensidad de aireacién (0,3-0,9 m’/h por m* de superficie de membrana) para un
sistema MBR dotado con fibra hueca (Schoeberl et al., 2005). Aunque la limpieza mas
eficaz se esperaria generalmente al hacer un contralavado més frecuentemente, mas
fuerte y con mas duracion, las variaciones posibles necesitan estudiarse ya que se
necesitaria reducir la demanda de energia. Esto se ha logrado a través del disefio de un
sistema de control genérico que optimizd automaticamente la duracion del contralavado
de acuerdo con el valor d¢ TMP monitorizado (Smith et al., 2005). Sin embargo,
muchos de estos estudios no siempre han tenido en cuenta la pérdida de productividad

que resulta del uso del permeado durante el lavado a contracorriente (Judd, 2011).

El contralavado también se puede realizar utilizando aire en vez de agua (Sun et al.,
2004) pero se requieren 15 minutos de contralavado por cada 15 minutos de filtracion
(Visvanathan et al., 1997), lo que provocaria un secado parcial de algunas membranas y
por lo tanto problemas de integridad de la membrana debido a su fragilizacion (Judd,

2011).

Aunque segun varias investigaciones, al trabajar con periodos de relajacion se favorecen
mas las incrustaciones en la membranas que al estar trabajando con filtracién continua
(Chua et al., 2002), al trabajar con periodos de relax se consigue periodos de tiempo
mas largos sin tener que hacer limpieza quimica (Ng et al. 2005). Si se tiene en cuenta
los estudios que evaluan los protocolos de mantenimiento, han tendido a combinar la

relajacion con los contralavados para optimizar el proceso (Vallero et al., 2005).

En la préctica, los protocolos de limpieza fisica tienden a seguir las recomendaciones de
los fabricantes con valores de relajacion de 1-2 min cada 8-15 minutos de operacion,

tanto para las configuraciones planas y de fibra hueca. Si se emplean contralavados en
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las configuraciones de fibra hueca, generalmente se aplican flujos de 1-3 veces el flujo
de funcionamiento y suele complementar con la relajacion en lugar de eliminarla. La
operacion sin contralavado aumentara el riesgo de una acumulacion lenta de impurezas
sobre o dentro de la membrana. Sin embargo, preservara en gran medida la biopelicula
presente en la membrana, lo que le proporcionard proteccion. Esta capa es menos
permeable y mas selectiva que la propia membrana, por lo que puede ser beneficiosa

para el proceso siempre que la resistencia total que ofrece no sea excesiva.

Limpieza quimica -> Este tipo de limpieza se utiliza para complementar la limpieza

fisica ya que permite eliminar incrustaciones residuales mediante limpiezas de
mantenimiento con concentraciones quimicas moderadas, que podran ser repetidas
desde dos veces a la semana a una vez al mes, e incrustaciones irreversibles mediante
una limpieza quimica intensiva o recuperacion de la membrana. Normalmente, se
aplican cinco tipos de reactivos de limpieza quimica para los MBR (Liu et al., 2001):
desinfectantes u oxidantes (por ejemplo, NaClO o H,0,), bases (por ejemplo NaOH),

acidos (por ejemplo, HCI), quelatos y tensioactivos.

La limpieza quimica de mantenimiento se hace in situ y esta disefiada para mantener los
valores de permeabilidad de la membrana lo mas cercanos posibles a los originales y asi
reducir la frecuencia de la limpieza intensiva. La limpieza intensiva se lleva a cabo ex
situ o en el tanque de membrana drenado para permitir que las membranas se empapen
con el reactivo utilizado, realizandose cuando la filtracion no es sostenible debido a una
permeabilidad reducida. Los proveedores recomiendan una combinacién de hipoclorito
(0,1 — 0,5 % p/p) para eliminar la materia orgénica y acido organico (citrico u oxalico
suplementado con acido mineral para obtener un pH=3) para eliminar incrustaciones
inorganicas. El logro de la recuperacion de la permeabilidad de la membrana depende
principalmente de las reacciones quimicas entre los reactivos utilizados y las impurezas

depositadas sobre las superficies de la membrana o en los poros.

La limpieza de mantenimiento generalmente toma de 30 a 120 minutos para un ciclo
completo y se realiza normalmente cada 3-7 dias con concentraciones moderadas de

reactivo de 200-500 mg/L. de NaOC]l para MBRs aerdbicas clésicas. Para el caso de la
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limpieza intensa se emplea concentraciones de reactivo bastante mas altas (0,2-0,3 %
en peso de NaOCl), junto con 0,2-0,3 % en peso de acido citrico o 0,5% en peso de

acido oxalico (Judd, 2011).

La limpieza quimica in situ es una limpieza conveniente y eficiente pero al estar los
productos quimicos dosificados en contacto directo con el médulo de membrana y el
fango activo pueden dafar la integridad de la membrana (Porcelli and Judd, 2010; Zhao
and Yu, 2015) y pueden crear efectos adversos en el rendimiento del biorreactor. Un
ejemplo del dafio producido en la membrana es la ampliacion del tamafio de poro y la
porosidad superficial de las membranas de PVDF, PES/PVP y PE al estar en contacto
con NaClO, NaOH y 4acidos, respectivamente (Vanysacker et al., 2014, Wang et al.,
2014, Zhou et al., 2014). Ademas, Ettori et al. (2011) informaron que después de la
cloracion, se aumento6 la hidrofobicidad superficial y la densidad de carga negativa de la
membrana de poliamida. Aparentemente, estos cambios afectarian a parametros tales
como el flujo, la resistencia a la filtracion y las interacciones entre las impurezas y las
membranas (Begoin et al., 2006, Puspitasari et al., 2010). Si se tiene en cuenta el
rendimiento del biorreactor, se ha informado que las propiedades de los fangos activos
pueden cambiar después de estar en contacto con NaOCl y podria agravar el
ensuciamiento de la membrana, ya que puede producirse un aumento en la produccion
de EPS y una disminucién en el tamafio de los floculos. (Cai and Liu, 2016; Lee et al.,

2013).

1.5.3. Reduccidn del flujo

Aunque la reduccion del flujo siempre reduce el ensuciamiento, hay que tener en cuenta
que esto afectara directamente al coste operacional debido a la demanda del area de
membranas. Debe de hacerse una diferenciacion entre flujo operativo o bruto y flujo
neto, que es el flujo basado en el paso entre los ciclos de limpieza. En relacion al flujo
hay dos modos de operacion en los sistemas MBR que determinaran los requisitos de

las limpiezas y por lo tanto el flujo neto:
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e Modo de operacion con permeabilidad sostenible: En este caso se eligen
determinadas caracteristicas (flujo constante con insignificantes subidas de
TMP) para un funcionamiento estable durante un tiempo prolongado. La
mayoria de los sistemas dotados de membranas planas han funcionado

tradicionalmente en operacion continua, es decir, sin relajacion.

e Modo de operacion intermitente: El flujo de operacion esta por encima de lo que
el sistema puede soportar y es necesario emplear medidas correctivas
intermitentes. En este modo de operacion se utilizan los periodos de relax
suplementados con periodos de contralavados y algin tipo de limpieza quimica
de mantenimiento. Todos los sistemas MBR equipados con membranas de fibra

hueca funcionan de esta manera.

1.5.4. Aumento de la aireacién

La aeracion es necesaria en los MBRs aerobicos (Braak et al., 2011) para proporcionar
demanda de oxigeno a los microorganismos, haciendo que los floculos de los lodos
estén en suspension y se mitigue el ensuciamiento de la membrana. En un estudio
reciente realizado por Sun et al. (2016), han determinado que el consumo de energia de
la aireacion representa aproximadamente la mitad del consumo total de energia en los
MBR. Por lo tanto, la optimizacion de la aireacion, incluyendo las tasas de aireacion, el
tamafio de las burbujas y los modos de aireacion, es de gran importancia tanto para el

control de incrustaciones como para la disminucion del uso de energia

Es conocido que el aumento de la tasa de aireacion aumenta el flujo critico hasta el
valor umbral pero normalmente este aumento en la intensidad de la aireacidon supone un
incremento en el consumo energético. En los ultimos afios se le ha prestado mucha
atencion a los nuevos sistemas de aireacion mas eficaces que reducen la demanda
especifica de aireacion (Miyashita et al., 2000). Una distribucion eficaz y uniforme de la
aireacion para suprimir el ensuciamiento es de suma importancia. Estudios realizados
por Sofia et al. (2004) han demostrado que el uso de burbujas de aire finas y distribuidas

uniformemente a partir de orificios de 0,5 mm proporcionan una mayor elevacion y una
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menor resistencia en comparacion con una aireacion de burbuja gruesa con orificios de
2 mm. También ha sido estudiado el uso de una tasa de aireacion variable para aumentar
el flujo durante los periodos de cargas maximas en un corto espacio de tiempo (Howell
et al. 2004) y a gran escala (Stone and Livingston, 2008; Ginzburg et al., 2008).
Ademas, se han realizado varios estudios en los que el flujo se ha correlacionado con la
aireacion (Monclus et al., 2010) pero generalmente se reconoce que no hay impacto en

la permeabilidad de la membrana més all4 de cierto valor de aireacion umbral.

1.5.5. Variacion quimica o bioquimica del fango activo

La calidad de la biomasa se puede controlar bioquimicamente, ajustando el SRT, o
quimicamente. Normalmente el valor del SRT no se establece pensando en el control
del ensuciamiento de la membrana sino en la calidad del efluente, en la produccion de
lodos, en la predisposicion a la obstruccion del modulo de membrana y / o en la
eficiencia de la aireacion de la biomasa. Sin embargo, los estudios han demostrado que
el ensuciamiento se puede reducir, aunque sea minimamente, mediante la adicién de
productos quimicos. Los aditivos se pueden insertar en la biomasa con el fin de
modificar las caracteristicas del fango activo, favoreciendo el proceso de filtracion y
reduciendo el ensuciamiento. Tales sustancias pueden ser coagulantes, polielectrolitos,

agentes adsorbentes y mejoradores del rendimiento de las membranas.

Los coagulantes introducen cargas positivas, neutralizando las cargas negativas de la
biomasa, mejorando asi la floculacion (Wu et al., 2006). El cloruro férrico y el sulfato
de aluminio (alumbre) han sido evaluados para mejorar la contaminacion de las
membranas en potabilizacion, también lo han sido para MBRs (Zhang et al., 2008b). La
adicion de sulfato de aluminio al reactor redujo significativamente la concentracion de
los carbohidratos del SMP y mejor6 las prestaciones hidraulicas de las membranas
(Holbrook et al., 2004). También se ha observado que pequefios coloides biologicos (de
0,1 a 2 mm) coagulan y forman un agregado mayor cuando se afiade sulfato de aluminio
al fango activo en sistemas MBR (Lee et al., 2001b). La dosificacion férrica de MBRs
se ha utilizado para mejorar la produccion de bacterias oxidantes del hierro responsables

de la degradacion del H,S gaseoso (Park et al., 2005). En otro estudio, se demostrd que
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la dosificacion férrica controlaba tanto el ensuciamiento irreversible como la viscosidad
en suspension (Itonaga et al., 2004). El pre-revestimiento de membranas MBR con
hidroxido férrico también se ha estudiado como un medio para aumentar la
permeabilidad y mejorar la calidad del efluente (Zhang et al., 2004). En este estudio, se
afiadié cloruro férrico adicional para eliminar las sustancias organicas no

biodegradables que se acumulaban en el biorreactor.

El uso de agentes adsorbentes, como el carbon activo en polvo (PAC), en sistemas de
tratamientos biologicos disminuye el nivel de compuestos organicos ya que su
dosificacion produce carbon activado bioldgicamente que adsorbe y degrada las
sustancias organicas solubles tales como los SMP y EPS (Kim and Lee, 2003). Se ha
demostrado la disminucién del ensuciamiento de membrana en estudios en los que se
trataba el sobrenadante con hasta 1 g /L de PAC (Lesage et al., 2005), debido a la
reduccion de la resistencia especifica de la torta (Ng et al., 2006), y el fango activado
con una concentracion optima de 1,2 g/L de PAC (Li et al., 2005). En este Ultimo
estudié se pudo identificar que los pardmetros que se vieron influenciados fueron la
distribucion del tamano del floculo y la viscosidad aparente de la biomasa. También se
ha utilizado zeolita natural para disminuir la concentracion de SMP y reducir asi el

ensuciamiento (Rezaei and Mehrnia, 2014)

También son utilizados otros tipos de aditivos basados en polimeros cationicos. El
producto MPES0 y el cloruro de poli-aluminio son muy eficaces para disminuir el
ensuciamiento de la membrana (Malamis et al., 2014) E1 MPE50 ha sido probado en
varias investigaciones, demostrando que la adicion de 1 g/L. directamente en el
biorreactor reduce el nivel de los carbohidratos del SMP de 41 a 21 mg/L (Yoon et al.,
2005). Otros compuestos también han sido estudiados por Iversen et al. (2009).
Revelaron una alta eliminacion de SMP por el compuesto KD452 y un incremento en el
flujo critico por los reactivos MPE50, KD452 y almidén. Sin embargo, el uso de
aditivos generalmente no se practica en MBRs a gran escala, ya que el coste del uso de
productos quimicos no se puede justificar por la disminucién de incrustaciones en la

membrana.

Recientemente se ha estado experimentando con un método nuevo para mejorar el

rendimiento en sistemas MBR, la modificacion quimica de la superficie de la
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membrana. Deowan et al. (2016) aplicaron un nuevo revestimiento anti-incrustante a las
membranas de los sistemas comerciales de fibra hueca, que se basé en una técnica de
microemulsion bicontinua polimerizable (PBM). Los autores hicieron una comparativa
entre el rendimiento de un MBR con el revestimiento aplicado con un MBR
convencional y concluyeron que con el revestimiento la membrana exhibia una
incrustacion mucho menor. De manera similar, Zhao et al. (2014) desarrollaron una
membrana de microfiltraciéon compuesta, que se hizo mezclando PVDF con 6xido de
grafeno hidrofilo (GO). Esta membrana de PVDF / GO se prob6 en un sistema MBR y
se pudo observar que exhibia mayor flujo critico, menor frecuencia de limpieza y menor

resistencia de la membrana que una membrana PVDF convencional.
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2. OJETIVOS

Los MBRs se han convertido en una alternativa viable a los sistemas convencionales de
fangos activos para el tratamiento de aguas residuales, tanto urbanas como industriales,
ya que son instalaciones compactas que permiten obtener un efluente de alta calidad,
con una baja produccion de biomasa. Esta tecnologia, aunque a dia de hoy cuenta con
mas de 8000 instalaciones en todo el mundo, sigue estando en desarrollo. Aunque la
expansion de los sistemas MBR es visible, para poder optimizar todo lo posible las
condiciones operacionales, es necesario realizar estudios en los que se tenga en cuenta
el disefio de la instalacion, las caracteristicas del agua a tratar y las de la membrana a

utilizar, ademads de propiciar unas condiciones operacionales adecuadas.

El ensuciamiento de la membrana es el principal y mayor problema que puede
producirse en un sistema MBR ya que puede condicionar las operaciones y el
mantenimiento de estos sistemas, limitando su vida util y aumentando los costes
operacionales. En este sentido las sustancias poliméricas extracelulares, como los EPS y
el SMP, son los principales causantes del ensuciamiento de la membrana, debido a la
naturaleza de sus compuestos, que favorecen su deposicion en los poros o la superficie

de la membrana.

Segtin el método utilizado para la extraccion de EPS se conseguird extraer mas o menos
cantidad, lo cual afectara al conocimiento sobre la composicion real. Debido a esto, en
el presente estudio se propone una serie de métodos de extraccion de EPS para conocer
cual es el mas eficiente en relacion a la cantidad extraida y que mas se aproxima a la
cantidad real que hay en el fango activo. Una vez establecido el método mas eficiente se
estudiard mas a fondo como afecta la cantidad de EPS y SMP, asi como sus

componentes, al ensuciamiento de la membrana en sistemas MBR.

En base a lo expuesto anteriormente, se ha realizado la presente investigacion
denominada evolucion de las caracteristicas de la biomasa en funcion de las
condiciones operacionales en sistemas MBR cuyo objetivo principal es conocer como
afectan las variables y parédmetros operacionales de los sistemas MBR en la

concentracion y composicion de EPS y SMP, y su influencia sobre la operatividad
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del sistema y calidad del efluente. Conociendo en base a que se producen las
variaciones en la concentracion y composicion de estos compuestos extracelulares, se
podran definir las condiciones operacionales que limitan su proliferacion en sistemas
MBR y por lo tanto controlar los problemas operacionales relacionados con el aumento
en la TMP por ensuciamiento de la membrana, asi como los que afectan a la calidad del
efluente. De este modo se producira una optimizacién del proceso que aumentara la vida

util de la membrana y aumentard la calidad del efluente.

Para el correcto desarrollo del objetivo principal propuesto es necesario plantearse una
serie de objetivos secundarios que ayudardn a entender las variaciones de la biomasa, en

especial de los SMP y EPS, en sistemas MBR:

1. Seleccionar un método idoneo de extraccion de EPS de fangos activos, adaptado
a las condiciones operacionales en sistemas MBR, que permita conocer con
mayor precision la cantidad real de sustancias exopoliméricas presentes en el

medio.

2. Analizar la evolucion de SMP y EPS, asi como sus principales componentes
(carbohidratos, proteines y acidos humicos), en sistemas MBR segun las
variables operacionales, tales como temperatura, SRT, HRT y carga

contaminante.

3. Analizar la relacion existente entre las principales caracteristicas del fango
activo: MLSS, MLSSv, viscosidad e hidrofobicidad relativa y las SMP, EPS y

sus principales componentes.

4. Valorar el efecto potencial de SMP y EPS sobre el ensuciamiento de membranas

y concretamente sobre el incremento de TMP.

Para alcanzar estos objetivos con éxito es fundamental trabajar con sistemas MBR a
escala real, alimentados constantemente con agua residual urbana real, con un
exhaustivo control de las condiciones operacionales y con una adecuada automatizacion
y monitorizacién del proceso. Debido a ello, se podran simular situaciones reales de
operacion, obteniendo resultados ttiles que se podran extrapolar a situaciones en las que

se trabaja con instalaciones MBR aplicadas al tratamiento de aguas residuales urbana.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. INSTALACION EXPERIMENTAL

Para alcanzar los objetivos establecidos se ha trabajado con una instalacion
experimental con tecnologia MBR. La planta estaba configurada en pre-desnitrificacion

y estaba dotada con membranas planas de microfiltracion (Kubota Corporation).

Para la puesta en marcha se realizé el llenado de los biorreactores con agua residual

urbana real procedente de la ciudad de Granada.

La planta a estudio se encuentra situada en la estacion depuradora de aguas residuales
de Granada Sur (EDAR Sur) (Figura 3.1). El agua residual utilizada en la investigacion
es pre-tratada en la EDAR Sur y posteriormente es bombeada desde la salida del
desarenador-desengrasador hacia la instalacion experimental. El agua de entrada, por lo
tanto, esta libre de arenas, grasas, residuos sélidos urbanos y particulas de tamafio

superior a 3 mm, tamafio de exclusion del tamiz ubicado en la EDAR Sur.

Figura 3.1: EDAR Sur Granada con ubicacion de la planta experimental (izquierda) y
detalle de la planta experimental (derecha)
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El agua residual pretratada es bombeada desde el canal de entrada a los sedimentadores
primarios de la EDAR sur (Figura 3.2) a la planta experimental. Para ello se utiliza la
bomba de alimentacion (P-00), la cual es una bomba sumergible capaz de bombear 16,8
m’/h de agua residual. El agua es conducida mediante tuberias de polietilentereftalato
(PET) enterradas para evitar grandes variaciones en la temperatura del agua residual de
alimentacion, hasta un tamiz rotatorio de 4 cepillos, que posee una malla de 1 mm de
luz de paso (Figura 3.2). Tras pasar por el tamiz, el agua es acumulada en un deposito
con una capacidad maxima de 1 m’, desde el que se bombea el influente al biorreactor

anoxico de la instalacion experimental.

Figura 3.2: A la izquierda, canal de entrada a decantadores desde donde se bombea el
agua, y a la derecha, tamiz rotario y depdésito de acumulacion de la planta experimental

Para el correcto funcionamiento de la parte experimental del estudio fue necesario dotar
a la estacion experimental de un almacén de reactivos y repuestos, y de un canal para la
recogida de derrames, reboses y baldeos que eran conducidos a una arqueta donde habia
instalada una bomba de 20 m*/h de capacidad, la cual bombeaba todos los vertidos hasta

el canal de entrada de la EDAR Sur.

La instalacion MBR (Figura 3.3) consta de tres reactores bioldgicos: un reactor anoxico
donde se lleva a cabo el proceso de desnitrificacion, un biorreactor aireado en el que

tiene lugar el proceso de nitrificacion y la transformacion de la materia orgdnica y un
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reactor donde se encuentra sumergida la membrana y en el cual se realiza la separacion

fisica de la parte solida de la liquida.

Figura 3.3: Instalacidn experimental con tecnologia de microfiltracion FS50 Kubota

Las membranas, denominadas FS50, estan fabricadas en polietileno clorado y tienen un
tamafio de poro nominal de 0,4 pm. La naturaleza de las membranas poliméricas es a
menudo hidrofébica, lo que significa que su estructura repele el agua por medio de
superficies no polares, obstaculizando el proceso de filtracion. En el caso de las
membranas Kubota, se obtiene la afinidad con el agua durante el proceso de fabricacion,
cuando se aplican ciertos tensioactivos a la superficie externa de la ldmina de
membrana. Este proceso dota a las membranas de propiedades hidrofilicas que evitan la
rapida colmatacion por coloides y sustancias organicas, disminuyendo asi su tendencia

al ensuciamiento (Pearce, 2007; Judd, 2011).

Las membranas se disponen en cassettes o modulos de piso sencillo, cuyas
caracteristicas técnicas se pueden observar en la Tabla 3.1. Bajo los cassettes se dispone

una parrilla de difusores que, mediante un flujo turbulento, evitan la deposicion de
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fangos sobre las placas. El patron de flujo sobre la membrana es del tipo flujo cruzado
y fuera-dentro por lo que el fango activo se filtra a través de las ldminas de membrana y
los espaciadores internos por efecto de succion. Los solidos son retenidos en su
superficie y el permeado sale a través de los conductos superiores, con valores de TMP
de entre 0,05-0,15 bar. No precisan contralavados, ya que la formacion de la torta sobre
la superficie de la membrana contribuye a mejorar el proceso de filtracion, alcanzando
didmetros de poro efectivo equivalentes a la ultrafiltracion (Le-Clech et al., 2006;
Pearce, 2008), por el cual no solo los solidos en suspension sino también los coliformes
y virus pueden ser retenidos. Las placas son de facil reposicion y alta durabilidad (unos
10 afios en condiciones de trabajo adecuadas), no existiendo friccion entre las

membranas.

Tabla 3.1: Caracteristicas técnicas de la membrana plana de microfiltracion

Fabricante de las membranas KUBOTA
Numero de cartuchos por médulo 50
Superficie de filtracion por cartucho 0,8 m”
Superficie total de membrana por médulo 40 m*

Caudal medio tedrico de filtracion por superficie de 0.6 m¥/m’ dia (a 20°C)
membrana

Caudal medio de permeado diario (por modulo) 24 m’/d
Caudal maximo tedrico de filtracion por superficie de 1.2 m*/m dia (a 20°C)
membrana

Caudal méaximo de permeado diario (por médulo) 48 m’/d
Depresion de operacion 20 kPa
Temperatura maxima 40 °C

pH de operacion 3-11
Material de la membrana Polietileno Clorado
Dimensiones por modulo (Ancho x Largo x Alto) 880 x 3100 x 3580 mm

Como puede verse en el diagrama del proceso (Figura 3.4), tras pasar por el tamiz, el
agua de alimentacion es bombeada desde el tanque de acumulacion hasta el reactor
andxico mediante una bomba de tornillo excéntrico (BRE-100.01) con una capacidad

méxima de 3 m’/h.
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El biorreactor andxico tiene una capacidad maxima de 4 m’ y esta fabricado en plastico
reforzado con fibra de vidrio (PRFV). El tanque estd semienterrado para facilitar el
proceso y contiene en su interior una bomba agitadora (BS-101.01) cuya capacidad
méxima es de 20 m’/h y que funciona intermitentemente, favoreciendo la mezcla del
influente con el fango e impidiendo que los floculos sedimenten al tenerlos en
suspension. También posee un sensor de altura para controlar la entrada de influente y

el volumen de fango presente en él.

El fango activo es bombeado desde el tanque andxico al tanque aireado mediante una
bomba de tornillo (BRE-101.05) de 8 m*/ h de capacidad maxima. Este bombeo puede
realizarse de dos formas diferentes, una de ellas mediante un sistema de aspersion
compuesto de boquillas de cono lleno y aspersion conica (Spraying system) instalado en
la parte superior del reactor y otra que inyecta el fango, o bien por la parte mas baja del
reactor biologico aireado, o a una altura de 2 m aproximadamente. El sistema de
pulverizacion también puede ser utilizado para la dosificacion de antiespumante
(Foamtrol AF 1440E) y controlar asi la generacion de espumas que se pueda producir
en determinados episodios. Este reactivo se prepara diluido al 50% en agua en un
tanque de polietileno blanco con un volumen maximo de 0,25 m’ y se dosifica mediante

una bomba de piston (BD-401.01) capaz de aportar un caudal maximo de 10 L/h.

El tanque aireado tiene una capacidad méaxima de 20 m’ y est4 fabricado en PRFV. La
aireacion en el biorreactor se consigue gracias a dos soplantes (B-401.01 y B-401.02)
(Figura 3.5) que insuflan aire uniformemente en el tanque mediante una parrilla de
difusores de membrana ITT Sanitaire de 9 pulgadas (Figura 3.5) situados en la parte
inferior del biorreactor, que aportan burbuja fina y manteniendo a la vez el fango en
mezcla perfecta. Los difusores estan fabricados en una mezcla de caucho de etileno
propileno dieno (EPDM) y tienen un rango de entre 0,8 y 7 Nm’/h por disco. La
capacidad maxima de aireacién es de 25 Nm’/h de aire cada soplante, pudiendo ser
reguladas mediante variadores de frecuencia en el panel local de control (PLC),

garantizando asi una determinada concentracion de OD en el tanque.
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Figura 3.4: Diagrama del proceso de la planta experimental de microfiltracion
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Conectada al tanque aireado hay una conduccion que hace circular el fango a través de
un circuito donde hay incorporados sensores que toman medidas en continuo del pH y
el oxigeno disuelto. La circulacion del fango por este circuito se consigue gracias al
bombeo del fango activo del tanque aireado mediante una bomba centrifuga (DC-
102.08) con un caudal maximo de 6,6 m’/h. A través de este circuito también se realizan
las purgas programadas. La purga de fango se produce cuando una valvula de tres vias
abre la salida del fango, durante un tiempo programado, al exterior. El fango es
canalizado hasta un deposito aforado de 1 m® de capacidad méaxima para controlar el
volumen de purga realizado. El deposito es vaciado diariamente en el canal que recoge

los vertidos.

Figura 3.5: Difusor de aire ubicado en el reactor aireado (izquierda) y soplante
utilizada en el proceso bioldgico (derecha)

Dependiendo de la necesidad, se puede extraer el fango activo del reactor desde tres
alturas diferentes: 2,5, 3,75 y 5 m. Ademas, consta de un aliviadero de seguridad en la
parte superior del tanque. Desde una de estas alturas, el fango activo pasa por gravedad
al reactor donde se encuentra sumergida la membrana. El tanque de membrana tiene una
capacidad maxima de 3,9 m’ y est4 fabricado en PRFV, contando en el interior con un
modulo de membrana (Figura 3.6). Cada membrana posee su propio colector en la parte
superior que confluye en una tuberia general que conduce el permeado al canal de salida
de la EDAR Sur. La tuberia general cuenta con un transmisor que mide la depresion

generada para forzar el paso de agua a través de las membranas, valor a partir del cual el
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sistema calcula la TMP y dando a conocer asi el grado de ensuciamiento de la

membrana en cada momento.
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Figura 3.6: Mddulo de membranas de microfiltracion de la casa comercial KUBOTA

La filtracion se realiza al ejercer una fuerza de succion mediante una bomba centrifuga
(BC-103.09) autoaspirante con capacidad de entre 0,8 y 1,5 m’/h. Al producirse la
fuerza de succion, la parte liquida es capaz de atravesar las membranas al crear la
depresion necesaria para el paso de agua tratada. El permeado producido es evacuado de
la instalacién al canal de salida de la EDAR Sur mientras que el fango concentrado es
recirculado por gravedad mediante rebose al reactor andxico, completdndose el proceso
de desnitrificacion. Segiin las recomendaciones del fabricante, se ha considerado un
caudal de recirculacion minimo de 4 veces el caudal de influente con el fin de prevenir
una acumulacion de sélidos excesiva en el tanque de membranas que conlleve a una
rapida colmatacion de las mismas. Por ello, durante la presente investigacion se ha
trabajado con un caudal de recirculacion de 4Q, es decir, cuatro veces mayor que el

caudal de entrada de influente.
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Para evitar la excesiva deposicion de sélidos en la superficie de las membranas, el
biorreactor de membranas dispone de un sistema de produccién de aire mediante una
turbina de canal lateral de 40 Nm’/h de capacidad maxima (C-303.01), que funciona
siempre que la bomba autoaspirante esté¢ trabajando. De esta forma se consigue una
corriente de aire ascendente que facilita el proceso de filtracion al limpiar la superficie

de las membranas.

Aun teniendo la aireacion, la membrana sufre la deposicion de fango en su superficie.
Aunque, para el caso de la microfiltracion, esta deposicién es beneficiosa ya que
disminuye el tamafio del poro medio de la membrana, hay que realizar una serie de
sistemas de limpieza para evitar una acumulacion excesiva en la superficie de la
membrana que llevaria a un mal funcionamiento del sistema. Uno de estos sistemas
consiste en periodos de relax en los que se mantiene parada la succion mientras que se
suministra aire en la base de las membranas para eliminar los excesos de fango. Puede
llegar el caso que la TMP haya aumentando demasiado y con los periodos de relax no se
consiga revertir la situacién. En estos casos es necesaria realizar limpiezas quimicas en
las que la solucion del reactivo es introducida dentro de los cartuchos de membrana
mediante los recolectores de cada membrana, empapando los paneles desde el interior
para limpiar la superficie de esta (Le-Clech et al., 2006; Judd, 2011). El reactivo
utilizado es el hipoclorito sédico al 0,5 % el cual es introducido al interior de las
membranas mediante una bomba centrifuga (BD-402.01) de 3,7 m’/h de capacidad
maxima, que bombea el hipoclorito sddico desde un tanque de polietileno blanco de
0,25 m’ de volumen maximo. La frecuencia de las limpiezas quimicas viene
determinada por la evolucion del proceso. Si la depresion generada por la bomba de
succidn supera los 0,15 bar se activa una senal de alarma que indica la necesidad de la
limpieza quimica. Si no se realiza, la depresion generada aumentaria hasta el valor de
0,25 bar y entonces se activaria una sefial de alarma que hard parar el proceso de

filtracion.
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3.2. INSTRUMENTACION, AUTOMATIZACION Y CONTROL DEL
PROCESO

La instalacion experimental estd dotada de una serie de sensores y medidores de flujo
que permiten llevar un control en continuo del proceso. En concreto cuenta con sensores
de nivel de lamina de agua, pH, OD, temperatura, TMP, deteccion de espumas y
caudalimetros de aire, agua y fango. La Tabla 3.2 resume la instrumentacion instalada
en la planta experimental. El sistema se puede operar con flexibilidad ya que muchos de
estos instrumentos generan sefiales de entrada a lazos de control. Con ellos se puede
llevar un riguroso control de algunas de las principales variables operacionales que
puede afectar al proceso bioldgico, tales como temperatura, pH, concentracion de OD,

SRT y HRT.

Todas estas bombas y equipos estdn dotados de variadores de frecuencia que permiten

modular el funcionamiento de los equipos buscando sus consignas.

Todos los sensores y medidores de flujo registran datos continuamente que son emitidos
cada segundo, obteniendo un total de 86400 datos diarios de cada instrumento de
medida. Los datos recogidos son almacenados en una base de datos para su posterior

supervision.

La instalacion experimental esta permanentemente controlada y automatizada mediante
un PLC de la marca SIEMENS, que estd conectado por Ethernet con un sistema de
supervision basado en el SCADA “Intouch 10.0 3k p con I/O server Runtime”
(Wonderware Historian personal 100 tags v.9), el cual es un generador de aplicaciones
HMI (Interfaz hombre/maquina) destinadas a la automatizacion industrial, control de
procesos y supervision. A su vez, el sistema SCADA instalado incluye las herramientas
de bases de datos INSQL (SQL adaptado industrial) y “Active Factory per named user

ver 9.2 para la elaboracion de informes y gestion de datos en entornos web.
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Tabla 3.2: Instrumentacion instalada en la instalacion experimental

INSTRUMENTO

MODELO

OBJETIVO

Boyas de nivel max. y min. en
el tanque del tamiz

Caudalimetro de agua de
entrada

Sensor de nivel biorreactor
andxico
Caudalimetro de fango
anoxico-aerébico
Medidor de espumas en el
biorreactor aireado

Caudalimetro de aire en
tanque aireado

Sensor de pH circuito de
recirculacion/purga

Transmisor recogida datos pH

Sensor de temperatura
circuito de
recirculacion/purga

Transmisor recogida datos
temperatura

Sensor de OD circuito de
recirculacion/purga

Transmisor recogida datos
oD

Vélvula de tres vias en el
circuito de
recirculacion/purga

Caudalimetro de purga

Sensor de nivel MBR

Caudalimetro de aire MBR

Medidor de temperatura del
aire de entrada

Medidor de TMP

Caudalimetro de efluente

Electromagnético Endress &
Hauser, mod. Promag 50P

Sumergible piezorresistivo
Endress & Hauser, mod.
Waterpilot FMX167

Electromagnético Endress &
Hauser, mod. Promag 50W

Capacitivo Endress & Hauser,
mod. Liquicap M FTI

Vortex, Endress & Hauser, mod.
Proline Prowirl 72

Endress & Hauser

Endress & Hauser, mod
Liquisys M COM?223/253

Endress & Hauser

Endress & Hauser, mod
Liquisys M COM223/253

Endress & Hauser

Endress & Hauser, mod
Liquisys M COM223/253

Eléctrica

Electromagnético Endress &
Hauser, mod. Promag 50W

Endress & Hauser

Rotametro Stiibbe (0-60 Nm?/h)

Endress & Hauser, mod.
Omnigrad M TR10

Piezoeléctrico Endress &
Hauser, mod. Cerabar M

Electromagnético Endress &
Hauser, mod. Promag 50P

73

Controla la bomba sumergible
que aporta el agua de
alimentacion a la instalacion

Proporciona la sefial del lazo
de control que actia sobre la
bomba de entrada de agua

Permite la comunicacion
digital necesaria para la
recogida en continuo de las
medidas tomadas por el sensor
de pH

Permite la comunicacion
digital necesaria para la
recogida en continuo de las
medidas tomadas por el sensor
de temperatura
Controla el funcionamiento de
las soplantes que aportan aire
Permite la comunicacion
digital necesaria para la
recogida en continuo de las
medidas tomadas por el sensor
de OD

Programada para activarse a

determinadas horas del dia y

purgar el volumen de fango
deseado

Controla la bomba que aporta
fango al MBR o para la
filtracion cuando el nivel es
inferior al programado

Protege a las membranas de
presiones demasiado altas
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Diariamente se recogen datos cada segundo de todos los sensores: OD, temperatura, pH,
TMP y niveles de lamina de agua, y de todos los medidores de flujo, ya sean de agua,
fango o aire. Debido a ello, es necesario la gestion de los datos ya que es una cantidad
de datos diaria muy elevada. En la presente investigacion se ha utilizado el software
especifico de gestion de datos “Active Factory” que permite trabajar mas facilmente con
los datos adquiridos, facilitando la generacion de graficas y su tratamiento estadistico, la

discusion de los resultados y la obtencion de conclusiones.

Determinados parametros de operacion, tales como el caudal de las bombas de
permeado, los tiempos de filtracion, de relax de las membranas o de contralavados, se
pueden definir y controlar a través del SCADA. También se pueden programar dos
consignas de OD en el biorreactor aireado, estableciéndose una concentracion maxima y
una minima. De esta forma, cuando se alcance la concentracion minima establecida de
OD, la soplante encargada de suministrar aire se pondra en funcionamiento hasta
alcanzar la concentracion maxima definida. A diferencia de la configuracion de esta
soplante, la encargada de suministrar aire a las membranas estd configurada para

trabajar en espacios de tiempo establecidos.

El sistema de automatizacién estd basado en puntos de consigna que regulan el
funcionamiento de la mayoria de los equipos, los cuales pueden funcionar tanto de
manera automatica como manual y sus puntos de consigna pueden ser establecidos, en
cada caso, segiin requerimientos del estudio. Como medida de seguridad del proceso en
general, si la instalacion experimenta alglin tipo de problema que afecte a su correcto
funcionamiento y que no pueda corregirse mediante los lazos de control, el sistema
entra en modo de funcionamiento “stand —by”, que consiste en la parada de la filtracion
y mantenimiento de las recirculaciones de fango y soplantes en continuo. Con esta
medida se consigue que los procesos bioldgicos permanezcan activos y que las
membranas estén protegidas hasta que se resuelva el problema y la instalacion esté

nuevamente operativa con total normalidad.

El SCADA es capaz de definir también la posicion de la valvula de tres vias presente en
el circuito de recirculacion. En su posicion normal, el fango tras pasar por el circuito de
sensores sera conducido de nuevo al biorreactor aireado. Con el SCADA se puede

controlar la valvula para llevar a cabo la purga del fango activo (manual o automatica)

74



3. Materiales y Métodos Tesis Doctoral Eugenio Marin Marin

del sistema por este circuito, seleccionando no sélo la cantidad diaria de fango activo

que se desea purgar para determinar el SRT, sino también la hora y el nimero de veces

al dia que debe cambiar su posicion.

3.3. FASE EXPERIMENTAL

3.3.1 Variables de proceso

La instalacion experimental ha estado en funcionamiento continuo durante 900 dias

aproximadamente para llevar a cabo la fase experimental del presente estudio. Durante

este tiempo la planta ha operado bajo distintas condiciones operacionales para ver como

influian estas variables del proceso bioldgico en el sistema MBR. Para ello se han

tenido en cuenta las variables modificables como el SRT y HRT, y las variables no

modificables como la temperatura y la carga contaminante.

SRT: Es un variable operacional fundamental en el proceso MBR. Consiste en el
tiempo que los microorganismos responsables del proceso depurador son
retenidos como biomasa en el interior de los reactores bioldgicos. Su valor viene
determinado por el cociente entre el volumen total de los reactores bioldgicos y
el caudal de purga. El caudal de purga se fija mediante una consigna de volumen
al caudalimetro de la bomba de purga. Los datos son recogidos y enviados al
SCADA donde son almacenados para por ser gestionados seglin las peticiones

del usuario.

Se ha estudiado la influencia del SRT en las caracteristicas de la biomasa por lo
que se ha ido variando a lo largo de toda la fase de experimentacion. Se empezo
a trabajar con agua bruta y se mantuvo parada la purga hasta alcanzar un SRT de
10 dias. A partir de aqui se fijaron valores de SRT de 10, 15, 20, 25, 30, 35y 40

dias con grandes intervalos de tiempo

HRT: Es el tiempo que se tiene retenido el influente en el interior de la

instalacion. El HRT puede modificar la capacidad de depuracion de las
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instalaciones. Su resultado viene definido por el cociente del volumen total de
los reactores bioldgicos entre el caudal del influente. El caudal de permeado
producido se fija al establecer una consigna de caudal que es controlada por un
caudalimetro. Los datos se almacenan y se procesan en el SCADA quedando

disponibles para su visualizacion.

El caudal influente y el volumen total del sistema se fijo previamente en 0,45
m’/h y en 10,5 m’ respectivamente, por lo que se ha trabajado durante todo el

periodo de estudio con un HRT de 23 h aproximadamente.

e OD: El oxigeno disuelto tiene un comportamiento ciclico que viene determinado

por consigna con un valor minimo de 0,5 mg O,/L y un méximo de 2,0 mg O,/L.

e Altura de la ldmina de agua: Es la altura de agua con la que se trabaja en el
tanque aireado. Esta variable influye en la tasa de transferencia de oxigeno.
Aunque el reactor aireado est4 preparado para trabajar con tres alturas diferentes,
durante todo el periodo de estudio la altura de la 1dmina de agua ha estado fijada

en 2,5 m.

e Temperatura: La temperatura del fango activo estd sujeta a los cambios
climaticos y estacionales ya que la instalacion experimental se encuentra a la
intemperie por lo que se ha trabajado con rangos de temperaturas del fango

activado que van desde los 8° C a los 32° C.

e (arga contaminante: La carga contaminante viene determinada por las
oscilaciones en la concentracion del agua residual urbana. Las caracteristicas del
agua de alimentacion depende de su variabilidad en la concentracion y en el
volumen que se genera, tanto a nivel horario, diario y estacional. Para tener bajo
control esta variable se han realizado medidas analiticas diarias de la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) del influente. A lo largo de la fase de
experimentacion se ha trabajado con unos valores de DQO para el influente de

entre 125 y 2050 mg O/L.
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3.3.1.1 Evolucion ciclica del Oxigeno Disuelto (OD)

El oxigeno disuelto en la estacion experimental varia segun los parametros de consigna
establecidos. Esto quiere decir que se asigna un minimo y un maximo de oxigeno
disuelto en el tanque aireado por lo que en la planta se activard o parara la aireacion
respectivamente cuando se alcancen estos valores. Los valores de consigna estan
establecidos entre 0,6 y 2,0 mg O,/L. En la Figura 4.6 se puede ver las variaciones de
oxigeno disuelto que se producen en los reactores biologicos, las cuales se repiten a lo

largo del tiempo de forma constante.

En la Figura 3.7 se aprecia que los ciclos de OD no son simétricos, es decir, que no
tarda lo mismo en transferirse el oxigeno al fango activo que en ser consumido por la
biomasa activa presente en el fango. El nivel de OD maximo se alcanza tras
aproximadamente 200 segundos de funcionamiento de las soplantes mientras que el
consumo de oxigeno hasta el valor minimo establecido se logra a los 450 segundo
aproximadamente. De esta forma la duracion total de los ciclos completos de aireacion

sera de alrededor a 10 minutos.
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Figura 3.7: Evolucién ciclica del Oxigeno Disuelto en el sistema

77



3. Materiales y Métodos Tesis Doctoral Eugenio Marin Marin

Aungque la consigna se estableci6 con valores minimos y maximos de 0,6 y 2,0 mg O,/L
respectivamente, los valores reales rebasan a los valores teoricos debido al tiempo de
respuesta del sistema. Se obtienen unos valores minimos de 0,5 mg O,/L y maximos de

2,5 mg O,/L aproximadamente.

3.3.2. Recogida de muestras

Para la presente investigacion se han tomado muestras de la instalacion experimental
diariamente. Més concretamente, se han recogido muestras de fango activo, tanto del
reactor aireado como del los reactor andxico y de membrana, de efluente y de influente.
La recogida de muestras precisa de un proceso de recoleccidon, conservacion y
transporte que mantengan sus condiciones sin ser alteradas hasta su analisis en el

laboratorio. De esta forma se recogen las siguientes muestras:

100 mL influente.

e 100 mL de fango del tanque andxico.

e 100 mL de fango del tanque aireado.

e 100 mL de fango del tanque de membrana.

e 100 mL de efluente.
Todas estas muestras son recogidas en botes estandar de plastico estériles de 100 mL,
evitando la contaminacioén de las muestras desde su recogida en la planta experimental
hasta el laboratorio. Para su traslado, las muestras son transportadas en una nevera

portatil para mantener la temperatura baja (4° C) e impedir que evolucionen en el

transporte.

A modo de resumen, en la Tabla 3.3 se puede ver los andlisis realizados en la fase

experimental con las diferentes muestras.
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El efluente es tomado como una muestra compuesta, es decir, se toma de forma que
representen las 24 horas del dia. Su toma se hace mediante la desviacion de parte del
agua de permeado a un bote de vidrio de 1 L de capacidad. La recogida se realiza a
través de una manguera de polietileno que posee en su extremo una valvula manual que
puede regular el goteo continuo permitiendo su acumulaciéon y conservacion en un
frigorifico a una temperatura constante de 4° C, con el fin de evitar su evolucion, y en

ausencia de luz.

Tabla 3.3: Analisis realizados con las muestras recogidas

Efluente Influente Fango T. Fango T. Fango T.
AnoX. Air. Memb.

DQO v v
Solidos en
Suspension v v v v
Totales
Solidos en
Suspension 4 4
Volatiles
Viscosidad v v
SMP
EPS
Proteinas
Carbohidratos
Acidos
himicos
ADN
Carbono
organico
Carbono
inorganico
Hidrofobicidad
relativa

S X X X X XXX~

La muestra de influente es también compuesta y se recolecta de manera continua
mediante una electrovalvula dotada con un temporizador que se abre 3 segundos cada

30 minutos en un bote de vidrio de 5 L de volumen maximo. La muestra es recogida a la
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salida del tamiz de 1 mm y es conservada en el frigorifico a una temperatura continua de

4° Cy en la oscuridad.

Las muestras de fango son tomadas de forma puntual. La muestra de fango del tanque
andxico se recoge en un punto de tomamuestras en la tuberia de bombeo entre el tanque
anoxico y el aireado. La toma de la muestra del fango del tanque aireado se hace
mediante un tomamuestras situado en el circuito de sensores y purga de fango. Por
ultimo, la muestra de fango del reactor de membrana se recoge mediante un
tomamuestras ubicado en el circuito de recirculacion de fangos entre el tanque de
membranas y el tanque anoxico. En la Figura 3.8 puede verse representado un diagrama

en el que se situan los puntos de recogidas de muestras en la planta experimental.

Tomamuestras de
—-->

Circuito de sensores Fango Aireado

Y

A A
MBR

Influente Efluente

>

A 4

—>| Reactor Anoéxico l Reactor Aireado

Tomamuestras de

.. Tomamuestras de
Fango Anoxico

Recirculacion de fangos Fango del MBR

Figura 3.8: Diagrama de los puntos de recogida de muestras de los diferentes fangos

3.4. METODOLOGIA ANALITICA

3.4.1. Comparativa métodos de extraccion de EPS

Un aspecto que ha dificultado el estudio de los EPS en los fangos activos ha sido las

técnicas de extraccion de los mismos. Aunque hay diferentes técnicas de extraccion, los
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resultados obtenidos se han visto alterados por el propio impacto que produce la
extraccion en la muestra, obteniendo variaciones de la cantidad de EPS extraida de hasta
cien veces (Wingender et al., 1999; Liu and Fang, 2002; Yu et al., 2006). Para ello se ha
realizado un estudio comparativo de los métodos de extraccidon mds usados segun las

revisiones bibliograficas.

La seleccion del método de extraccion mas adecuado para la extraccion de EPS presente
en fangos activos aireados se ha realizado a partir de 13 métodos diferentes. Dichos
métodos han sido seleccionados del estudio bibliografico realizado en el apartado 1.4
del presente estudio. Se han desarrollado 3 métodos fisicos (centrifugacion, sonicacion
y calentamiento), 5 métodos quimicos (acido etilendiaminotetraacético (EDTA), NaOH,
formaldehido, glutaraldehido y etanol a -20°C) y 5 métodos con combinaciones de
métodos fisicos y quimicos (Formaldehido + NaOH, formaldehido + calentamiento,
formaldehido + sonicacion, NaOH + calentamiento y NaOH + sonicacion). Los métodos
de extraccion de EPS que se van a describir a continuaciéon han sido resumidos

esquematicamente en la Figura 3.9.

3.4.1.1 Extraccion por centrifugacion

Esta técnica se utilizd como medio de control, es decir, con el fin de disponer de una
cantidad extraida de biopolimeros de cada muestra. Estd basado en la aplicacion de
fuerzas centrifugas que actian sobre las células o un agregado bacteriano.
Especificamente, consiste en someter a la muestra a la acciéon de fuerzas de corte
mediante la rotaciéon y que actian sobre las paredes de las células provocando la

separacion del EPS de la célula.

El método de extraccion se realizd mediante una modificacion del método descrito por
Liu and Fang (2002). Muestras de 10 mL de fango activo se centrifugan a 15.000g
durante 1 hora en una centrifuga Eppendorf modelo 5804. A continuacion, el sedimento
obtenido es descartado y el sobrenadante es filtrado mediante un filtro Millipore de 0,22
um. La disolucién de EPS resultante fue almacena a 4° C hasta la realizacion del

analisis quimico de sus componentes.
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Figura 3.9: Comparativa metodos de extraccion de EPS en fangos activos
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3.4.1.2. Extraccién por sonicacion

Una muestra de 10 mL de fango activo es sometida a sonicacion (Selecta Ultrasons)
durante 2 minutos segiin una modificacion del método descrito por Comte et al. (2006).
Tras el proceso de sonicacion, el fango es centrifugado a 15.000g durante 1 hora
(Eppendorf centrifuge 5804). Se descarta el sedimento y el sobrenadante se filtra
mediante filtros Millipore de 0,22 um de tamafio de poro. La disolucion de EPS es

conservada a 4° C hasta su caracterizacion quimica.

3.4.1.3. Extraccién por calentamiento

El método de extraccion de EPS por calentamiento estd basado en el método descrito
por Dignac et al. (1998). Se someten 10 mL de fango a un bafio térmico (Bunsen Franke
en-631 1/3) con una temperatura de 80° C. Posteriormente se centrifuga la muestra a
15.000g durante una hora mediante una centrifuga Eppendorf modelo 5804. El
sobrenadante es filtrado mediante filtros Millipore de 0,22 um y el sedimento es
descartado. La disolucion de EPS es almacenada a 4° C mientras que se realiza la

caracterizacion quimica de sus componentes.

3.4.1.4. Extraccién con EDTA

Mediante la utilizacion de EDTA para la extraccion de EPS de fangos activos se
provoca la repulsion de los componentes de la matriz de EPS. Este reactivo ayuda a la
eliminacion de cationes importantes para la estructura de la matriz tales como el Ca*" y

el Mg*" lo que provoca la desintegracion de dicha matriz.

La extraccion con EDTA se realizé segiin una modificacion del proceso descrito por Liu
and Fang (2002). Se afiaden 10 mL de sal disédica de EDTA al 2 % p/v a 10 mL de

muestra de fango activo y se deja reaccionar durante 3 horas a 4° C. Al cabo del periodo
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de reaccion, la disolucion resultante se centrifugd y filtr6 en las mismas condiciones

indicadas en los apartados anteriores.

3.4.1.5. Extraccién con NaOH

La extracciéon de EPS de fangos activos con NaOH se basa en la ionizacién de los
grupos tales como el grupo carboxilico en proteinas y polisacaridos. Esto provoca una

fuerte repulsion de los EPS en su propia matriz, induciéndolos a una mayor solubilidad.

Este método fue muy similar al anterior ya que en la practica consistid6 en dejar
interaccionar a 10 mL de fango activo con una disolucién de NaOH 1 N durante 3 horas
a una temperatura de 4° C. El método utilizado fue una modificacién del método
descrito por Liu and Fang (2002). Transcurrido el tiempo indicado, la disolucion final
fue centrifugada y filtrada, siguiendo también el procedimiento comentado

anteriormente.

3.4.1.6. Extraccion con formaldehido

Al ser un método de extraccion quimico, este método es muy similar a los métodos de
extraccion con NaOH y EDTA. Se toman 10 mL de muestra y se le afiaden 0,06 mL de
formaldehido al 37,5 % v/v y se deja reaccionar durante 1 hora a 4° C. Tras el periodo
de actuacion del formaldehido, la muestra es sometida a centrifugacion, filtrada y
caracterizada quimicamente. El método utilizado es una variacion del método descrito

por Liu and Fang (2002).
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3.4.1.7. Extraccion con glutaraldehido

Como los anteriores métodos de extraccion quimica de EPS, el método de extraccion
mediante el uso de glutaraldehido se basa en la desestabilizacion de la matriz de EPS.
Para ello se toman 10 mL de muestra y se le afiaden 0,06 mL de glutaraldehido al 10 %
v/v y se deja reaccionar durante 12 hora a una temperatura continua de 4° C segln el
método descrito por Comte e al. (2006). Tras el periodo de actuacion, la muestra se le
realiza el mismo procedimiento que a los demas métodos de extraccion: centrifugacion,

filtrado y caracterizacion quimica de sus componentes.

3.4.1.8. Extraccion con etanol a -20°C

El método utilizado para la extraccion de EPS mediante etanol ha sido una modificacion
del método descrito por Quesada et al. (1994). A 10 mL de muestra se le han afiadido 30
mL de etanol, previamente conservado a -20° C, y se ha dejado reaccionar durante 24
horas a 4° C. Tras el periodo de actuacion del agente quimico, la muestra es
centrifugada a 15.000 G durante 1 hora mediante una centrifuga Eppendorf modelo
5804. El sobrenadante es filtrado mediante filtros Millipore de 0,22 pm y el sedimento

es descartado. La disolucion de EPS obtenida es caracterizada quimicamente.

3.4.2. Extraccion de SMP

Para la extraccion de SMP del fango activo se ha seguido el procedimiento
descrito por Judd (2006). Para ello se ha sometido a 10 mL de muestra a una
centrifugacion a 5000g (Eppendorf centrifuge 5804) durante 10 minutos.
Posteriormente, el sobrenadante fue filtrado mediante filtros Millipore de 0,22 um y el
sedimento fue reservado para la extraccion de EPS. La disoluciéon de SMP obtenida fue

caracterizada en carbohidratos, proteinas, acidos humicos, carbono organico y carbono
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inorganico. En la Figura 3.10 se puede visualizar un esquema del proceso utilizado para

la extraccion de SMP.

Resuspender en agua miliQ

' ' Centrifugacion el )
! v
' s
5000 G, 10 min i L _

Muestra %“J Filtracion 0,22 pm
de fango & o
activo v
[ smP ]

E e

Figura 3.10: Esquema extraccion SMP (Adaptado de Judd, 2006)

3.4.3. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Se puede considerar la DQO como una forma de estimar la materia organica presente en
una determinada muestra, a través de la determinacion por via quimica de la cantidad de

oxigeno necesario para oxidarla.

El proceso se basa en una oxidacion de la materia orgénica, empleando para ello un
oxidante fuerte como el dicromato potasico (K,Cr,O7) en medio acido fuerte (exceso de
H,S0O4). El método utilizado segin APHA (2012) es a reflujo cerrado y determinado
espectrofotométricamente en comparacion con una disoluciéon madre de Ftalato 4cido de

potasio (HOOCC¢H4COOK).

Reactivos:

e Solucién 4cida: En 500 ml de acido sulfurico se adicionaron 6,6 g de Ag>SO,.
Se mantiene en agitacion hasta disolucion y se enrasa hasta 1 L de H,SO4 (98%
v/V).
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e Solucion oxidante: Adicion de 40 g/L de sulfato de mercurio (HgSO4) en una

solucion de K,Cr,07 0,0167 M.

e Solucidén madre: Se adicionan 850,34 mg de Ftalato 4cido de potasio en 500 ml
de agua destilada. Se agita hasta la completa disolucion y se enrasa hasta 1 L
con agua destilada. Teniendo en cuenta la relacion de oxidacion del ftalato (1 g
de ftalato: 1,176 g de O,) la solucion madre preparada tendra una relacioén de

oxidacion de 1 mg O,/mL.

Para la metodologia de flujo cerrado debemos anadir 3 mL de muestra, 2 mL de
solucion oxidante y 4 mL de solucion 4cida en tubos de oxidacidon de vidrio. Se cierran
los tubos, se agitan y se colocan en un bloque térmico precalentado a 150° C durante 2

horas.

Una vez oxidada la muestra, para la valoracion final se emple6 el método
espectrofotométrico en el que se compara la absorbancia del cromo (III) obtenido con
una curva patron expresada en mg O,/L de DQO. La absorbancia se determina a una
longitud de onda de 600 nm en el espectrofotometro (Helios y), obteniendo el dato de

DQO al extrapolar en la ecuacion de la recta obtenida mediante el patron.

La curva patron para la calibracion se realizé a partir de la solucion madre de ftalato,
mediante diluciones seriadas en matraces aforados de 100 mL. Las diluciones seriadas
tuvieron una concentracion de entre 0,001 y 1 mg/L. Se despreciaron aquellas

. . ., , . . 2
regresiones cuyo coeficiente de correlacion resulto ser inferior a r'= 0,999.

3.4.4. Solidos en Suspension Totales (SST)

Para determinar la concentracion de s6lidos en suspension totales en las muestras, se ha
empleado el método descrito por APHA (2012) de filtracion-secado-pesada. Se trata de
un proceso de separacion solido-liquido mediante evaporacion, separando los solidos de
la fase acuosa mediante filtracion, con filtros de 0,45 pum de tamano de poro y

fabricados en fibra de vidrio.
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Una vez filtrada la muestra, los filtros son introducidos en la estufa a 105°C durante una
hora para eliminar el agua retenida. Una vez transcurrido el tiempo de evaporacion, los
filtros son llevados a un desecador y una vez enfriados se determina el peso del filtro
con los solidos secos retenidos. Introducimos nuevamente el filtro en la estufa durante
15 minutos, se vuelve a enfriar en el desecador y se pesa. Se debe repetir la operacion
de pesado hasta obtener un peso constante. La medida se expresa en mg/L mediante la

siguiente expresion:

Pf — Pi

sSt (mg/L) = ——

Donde:

* Pi: Peso tara del filtro (mg).

* Pf: Peso final tras la desecacion (mg).

* Vol: Volumen de muestra (L).

Previamente a la determinacion de los solidos totales en suspension del agua, se debera
condicionar los filtros para su posterior uso, es decir, se deben limpiar con el objetivo de
eliminar fibras sueltas y estabilizar su peso. Para ello se hace pasar a través de ellos tres
volimenes de agua y posteriormente se ponen a secar una hora en la estufa a 105° C.
Transcurrido el tiempo, se enfrian los filtros en un desecador, se pesan y se vuelven a
meter en la estufa a 105° C. Se vuelven a enfriar en el desecador y se hacen repeticiones
de pesado hasta que el peso se mantenga estable. El mismo proceso debe hacerse
también tras meter los filtros 20 minutos en la mufla a 550° C, necesario para la

determinacion simultdnea de SSV.
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3.4.5. Solidos en Suspensidn Volatiles (SSV)

Este pardmetro también ha sido analizado mediante el método de filtracion-secado-
pesada descrito en el apartado anterior afiadiendo una fase mas de incineracién en horno

mufla (APHA, 2012).

Se basa en la pérdida de peso de una muestra de sélidos por su incineracion,
introduciendo los filtros secos en una mufla a 550° C durante 20 minutos. De esta forma
los compuestos inorganicos se volatilizan tras su combustion, pasando a CO, y H;O,
quedando la materia inorgénica como materia fija. Para conocer los valores de los SSV

se aplica la siguiente expresion:

Pai — Pti

SSv (mg/L) = Vol

Donde:
* Pti: Peso tras la incineracion (mg).
* Pai: Peso antes de la incineracion (mg).

* Vol: Volumen de muestra (L).

3.4.6. Determinacion de proteinas y acidos humicos

Las concentraciones de proteinas y sustancias humicas se realizd de forma simultanea
utilizando el método de Lowry (Lowry, 1951) modificado por Frelund (Frelund, 1995).
El método de Lowry se basa en la reaccion de las proteinas con el reactivo de Folin
Ciocalteau dando un complejo coloreado. Este reactivo es una disolucion de tungstato
sodico y molibdato sddico en acido fosforico y acido clorhidrico. El mecanismo del
proceso es el siguiente: el Cu*", en medio alcalino, forma un complejo con los enlaces

peptidicos de las proteinas reduciéndose a Cu’. Este ion, asi como los grupos R de los
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residuos de tirosina y triptéfano de las proteinas, reaccionan con el reactivo de Folin,
produciendo inicialmente un producto inestable, que se reduce para formar un
compuesto coloreado. La valoracion espectrofotométrica se mide a una longitud de onda
de 750 nm. La intensidad del color depende de la cantidad presente en las proteinas de
estos aminoacidos aromaticos y sera proporcional a la concentracion de proteinas en la

disolucion.

El método de Lowry presenta interferencia con las sustancias htimicas, por lo que
Frolund et al. (1995), modificaron el procedimiento inicial, tomando en cuenta las
sustancias himicas durante la medicion de las proteinas. La modificacion introducida
por Frelund se basa en la medicion del desarrollo del color en presencia y ausencia del
CuSOs4. En presencia del CuSOy tanto las proteinas como las sustancias humicas son
medidas. En ausencia de CuSOQy, el desarrollo del color es debido a los compuestos
himicos y a los dcidos aminocromogénicos, mientras que la coloracion producida por
las proteinas se reduce en un 20%. Las disoluciones preparadas y el procedimiento
analitico llevado a cabo para la medicion simultdnea de proteinas y sustancias humicas

se muestran a continuacion.

Disoluciones preparadas:

(A) CuSO4.5H,0 (1% m/v).

(B) Tartrato doble de sodio y potasio CsHsKNaO4.4H,0 (2% m/v).

(C) NaOH (0.2M).

(D) Carbonato de sodio (4% m/v).

(E) Reactivo de Fiolin-Ciocalcieu (2N).

(F) 49 mL (D) + 49 mL (C) + 1 mL (A) + ImL (B).

(G) Disolucion (E) diluida dos veces con agua destilada.

(H) 49 mL (D) + 49 mL (C) + 1 mL agua destilada + 1 mL (B).
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Procedimiento analitico:

1. De cada muestra a analizar se deben preparar dos tubos de vidrio en paralelo.

2.5 mL de (F) + 1 mL de muestra en el tubo 1 y 5 mL de (H) + 1 mL de muestra en el
tubo 2.

3. Homogenizar en un vortex.

4. Reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Adicionar a ambos tubos 0.5 mL de (G).

6. Homogenizar en un vortex.

7. Reposo durante 15 min en la oscuridad.

8. Homogenizar en un vortex.

9. Reposo durante 15 min en la oscuridad.

10. Lectura a 750 nm contra un blanco reactivo (agua destilada) de las muestras

presentes en ambos tubos (presencia y ausencia de CuSQOy).

Las concentraciones de las proteinas y las sustancias humicas se calcularon a partir de
curvas patron realizadas con albumina sérica bovina (BSA) (Panreac) y de 4acidos
humicos (Sigma Aldrich) y se expresaron en mg/L equivalentes de la sustancia patron.
A partir de las lecturas de absorbancia (Abs), se estimd por separado la absorbancia de

las proteinas y de las sustancias humicas mediante las siguientes ecuaciones:

Abs Proteinas = 1,25 (Abs Total con CuSOy4 - Abs Total sin CuSOy)

Abs Sustancias humicas = Abs Total sin CuSO4 — 0,2 Abs proteinas
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3.4.7. Determinacién de carbohidratos

Para la determinacion de los carbohidratos presentes en las muestras se ha utilizado el
método de fenol-sulfurico desarrollado por Dubois et al. (1956). El método se
fundamenta en que los carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes.
Bajo estas condiciones, una serie de reacciones complejas toman lugar empezando con
una deshidratacion simple, si se continua la catalisis dcida se producen varios derivados
del furano que condensan consigo mismos y con otros subproductos para producir

compuestos coloridos producto de la condensacion de compuestos fenolicos.

Todos los azicares como oligosacaridos y polisacaridos pueden ser determinados,

recordando que éstos bajo hidrolisis acida producen monosacaridos.

Para la determinacion de carbohidratos se ha tomado 1 mL de muestra a la cual se le
afiadido 0,6 mL de fenol al 5 % (v/v) y posteriormente 3,6 mL de acido sulfurico al 98
% (v/v). La adicion de acido sulfurico ha de ser de forma brusca, creando una reaccion
muy exotérmica. Tras 30 minutos de reposo el color se estabiliza y la muestra se valora

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 480 nm.

La forma en la que se produce la reaccion no es estequiométricamente ya que depende
de la estructura del azicar, por lo tanto se realiza una curva patron. (Nielsen, and Jahn,
1999). Dicha curva patrén se ha realizado con D-glucosa (Panreac) por lo que los datos

obtenidos seran expresados como mg D-Glucosa/L.

3.4.8. Determinacion de ADN

La concentracion de ADN en la muestra se puede estimar con la reaccion de la
difenilamina (Burton, 1956). Este colorante reacciona selectivamente con 2-
deoxipentosas. En disolucion acida la deoxipentosa se convierte en el altamente reactivo
B-hidroxilevulin aldehido que reacciona con la difenilamina para dar un compuesto azul.

Una curva patron de concentraciones conocidas de DNA permitird determinar el
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contenido en DNA del problema por interpolacion sobre la recta patrén de las

densidades opticas de la disolucion problema.

Reactivos:
e Acido perclérico (PCA) al 10% y 20%.
e Difenilamina (DFA) al 4% en acido acético glacial.
e Acetaldehido 0.8% v/v en agua MilliQ (mantener en ftrio).

e ADN patrén (esperma de salmén) 1mg/mL.

Procedimiento analitico:

1. Preparacion de la curva patrén. Dilucion 4 del ADN patron: en un eppendorf de
2 mL poner 1 mL de ADN patron y 1 mL de PCA al 20%. Concentracion de
ADN patron 500 pg/mL.

2. Poner todos los tubos tapados con tapon de pléstico a hidrolizar en bafio a 90° C

durante 30 min.

3. Poner los tubos en hielo. Cuando estén frios afiadir a todos los tubos 4 mL de

disolucion de difenilamina y agitar en vortex.

4. Afadir 50 pL de disolucion de acetaldehido y agitar. Mantener en frio porque el

acetaldehido es muy volatil. Mantener siempre los tubos cerrados.

5. Dejar los tubos cerrados a 30° C toda la noche.

6. Medir la absorbancia a 595 nm.

Este procedimiento solo se ha utilizado en la comparativa de métodos de extraccion de

EPS. Con los resultados obtenidos se puede llegar a conocer el grado de lisis celular
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producido por las técnicas utilizadas para la extraccion ya que al producirse la lisis se

liberaria el material genético y por lo tanto se produciria un aumento en su medida.

3.4.9. Hidrofobicidad relativa

La hidrofobicidad de la superficie celular es uno de los factores mas importantes en la
determinacion de la adhesion de las bacterias a las superficies biologicas y no biologicas
o interfaces (Rosenberg et al., 1980; Van Loosdrecht et al., 1987a). El fango activado
consiste en comunidades microbianas y su hidrofobicidad superficial afecta en gran

medida a las caracteristicas de los EPS (Liu and Fang, 2003; Zou et al., 2009).

El método utilizado para determinar la hidrofobicidad relativa fue el método BATH
descrito por Rosenberg (1980). En ¢l se utiliza la hidrofobicidad relativa como el
porcentaje de células bacterianas adheridas a la fase hidréfoba en un sistema de dos
fases. En este método, se mezcla vigorosamente un hidrocarburo (n-hexadecano, n-
octano o p-xileno) con una suspension acuosa bacteriana y se determina el cambio de

absorbancia en la fase acuosa antes y después de la mezcla.

El método ha sido optimizado por Liu et al. (2010) y acondicionado segin las

posibilidades del estudio siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Las muestras de fango activado se centrifugan a 1760 x g durante 10 minutos.

2. Se descarta el sobrenadante y los granulos de fango se resuspenden al volumen
original con tampon Fosfato-Urea-Magnesio (PUM). Se repite dos veces este

Pproceso.

3. El fango lavado se sonica durante 2 minutos en un bafio con ultrasonidos

(Selecta ultrasounds).

4. La muestra se resuspende en tampon PUM para que tenga una absorbancia

inicial de aproximadamente 0,200 a 600 nm (Absi).
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5. Se le anade n-octano a la suspension a una relacion H/A de 1/5.
6. Lamezcla se agita en el vortex durante 2 minutos.
7. La absorbancia (Abse) de la fase acuosa se mide después de reposar durante 20

minutos.

Finalmente, la hidrofobicidad relativa (HR) se puede determinar mediante la siguiente

ecuacion:

RH = (1 - Abse / Absi) x 100%

Para la elaboracion del tampon PUM se han utilizado los siguientes reactivos:

22,2 ¢ KoHPO4-3H,0.

L 7,26 g KH2P04,

e 1,8 gurea.

e 0,2 g MgSO4 7H,0.

o 1L Hzo.

3.4.10. Viscosidad

De las propiedades reologicas del fango activo la mas importante es la viscosidad, que
viene determinada por la resistencia a que tiene el fango a las deformaciones graduales
producidas por tensiones cortantes o tensiones de traccion. La viscosidad depende no
solo de la composicion del fango sino también del tamafio de particulas, el grado de
dispersion, el contenido en sélidos y la afinidad quimica con las particulas de la fase

dispersa.
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Para la medida de la viscosidad se ha utilizado un viscosimetro rotacional (Fungilab
Alpha series) equipado con un bafio térmico (Fungilab eagles) que permite realizar

medidas en un rango de temperatura con un valor maximo de 50° C.

En el presente caso de estudio se han realizado medidas de viscosidad para fangos
activados a diferentes temperatura (15°, 20°, 25° 30° y 35° C) y para el efluente a una

temperatura de 20° C.

3.4.11. Carbono total, organico e inorganico

El carbono orgénico total (COT) se mide mediante la oxidacién de la materia orgénica,
mediante calor y oxigeno, o mediante oxidantes quimicos y se detecta mediante el

analisis infrarrojo de la produccién de CO..

En la fase de experimentacion se ha obtenido medidas de carbono total y carbono
inorganico mediante un analizador TOC (Microbeam Skalar) y por ende de carbono

organico. El proceso que realiza el analizador es el siguiente:

e Para determinar el carbono total el aparato oxida todo el carbono presente en la
muestra a CO, mediante combustion en el pirotubo donde se alcanzan
temperaturas de 950° C. La muestra pasa por un espectrofotometro donde se
determina el contenido en CO, por infrarrojo y por consiguiente el carbono total
en mg/L. Para la obtencion de la recta de calibracion en la determinacion de
carbono total se utiliza una disolucion de ftalato acido de potasio (KCgHs04) de
Img/mL de carbono, que se prepara disolviendo 2,1254 g de ftalato en 1 L de

agua.

e Para obtener como resultado el carbono inorganico, la muestra se acidifica
pasandola por H3PO,, donde solo el carbono inorganico reacciona con el acido y
pasa a CO,. Mediante espectrofotometria por infrarrojos se determina la
cantidad de CO; y por lo tanto el contenido en carbono inorgédnico, en mg/L.

Para la obtencion de la recta de calibracion en la determinacion de carbono
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inorganico se utiliza una disolucion de Na,COs; y NaHCO; de 1mg/mL de

carbono, disolviendo 4,4122 g de Na,COs y 3,497 g NaHCOs, respectivamente.

e Por diferencia entre el carbono total y el carbono inorganico se obtiene el

carbono organico.

Para la acidificacion de la muestra se utiliza acido fosforico (H3PO4) al 85% en peso. Se

disuelven 23,5 mL de H3PO, al 85% en 1L de agua destilada.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos por mediciones continuas fueron tratados con el software especifico
Active Factory 9.2 (Wanderware) para eliminar errores durante la medicion y obtener
valores medios diarios. Los datos registrados durante la fase experimental se han
sometido a diversos estudios estadisticos mediante el uso del programa estadistico

Statgraphics Plus.

Tanto las variables modificables como las no modificables han sido comparadas con los
parametros analizados durante la investigacion. Como se han realizado analisis de los
parametros de los diferentes fangos activos en cada reactor biolodgico, se han realizado
analisis de varianza (ANOVA) de una via mediante Statgraphics, siendo la variable
dependiente el pardmetro a estudiar y el factor los diferentes reactores. De esta forma se
determina la presencia de diferencias significativas entre fangos activos de los
diferentes reactores bioldgicos. Mediante el mismo paquete estadistico también se han
realizado comparaciones estadisticas de multiples muestras segin el método de
diferencias significativas minimas de Fisher (LSD) para buscar diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes métodos de extraccion de EPS y

agruparlos segin homogeneidad.

Los coeficientes de correlacion de Pearson han sido determinados entre las variables
operacionales: HRT, SRT, carga de DQO, carga de SS y temperatura, y los parametros
operacionales: MLSS, MLVSS, TMP, Resistencia a la filtracion, Viscosidad,
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Hidrofobicidad, DQO del efluente, SMP y EPS, asi como por los biopolimeros que
componen a las sustancias extracelulares. Estos andlisis estadisticos se realizaron

utilizando el programa estadistico Statgraphics Plus.

Las correlaciones lineales simples se han realizado utilizando la aplicacién de hojas de
calculo de Microsoft Office 2010 (Excel) por el que se han obtenido los coeficientes de

determinacién (R?).
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS PREVIOS

4.1.1. Comparativa de metodos de extraccion de EPS

Previamente a la realizacion de los andlisis experimentales se realiz6 una comparativa
de métodos de extraccion de EPS para determinar qué método era el mas adecuado para
el caso de estudio ya que la cuantificacion del EPS estd fuertemente relacionada con el
tipo de método de extraccion (Wingender et al., 1999). Los métodos utilizados en las
diferentes investigaciones van desde los métodos mas avanzados como son las resinas
de intercambio catatonico hasta los mas simples como es el calentamiento. Segun el
estado de la literatura sobre métodos de extraccion de EPS, hay una gran controversia
con el método mas idoneo para extraer el EPS de una muestra. Segin una comparativa
realizada por Liu and Fang (2002) el método mas fiable para la extraccion del EPS es el
del formaldehido y NaOH. Sin embargo, hay otros autores que utilizan las resinas de
intercambio catatonico (Malamis and Andreadakis, 2009; Frelund et al. 1996), el NaOH
(Zhang et al., 2008a) o el método por calentamiento (Wang et al., 2009a; Judd, 2006 y
2010; Ramesh et al. 2007).

Para una mejor comprension de la influencia de los EPS en el sistema estudiado, se
realizd una comparativa de métodos de extraccion de EPS a partir del fango activo
aireado de la instalacion experimental en la que se utilizaron 3 métodos fisicos:
centrifugacion (blanco), calentamiento y sonicacion; 6 métodos quimicos: NaOH,
formaldehido, glutaraldehido, EDTA, etanol -20° C y formaldehido + NaOH; y 4
métodos fisico-quimicos: formaldehido + calentamiento, formaldehido + sonicacion,
NaOH + calentamiento y NaOH + sonicacion. Los resultados de los andlisis de
carbohidratos, proteinas, acidos humicos y ADN obtenidos para cada método de
extraccion se pueden visualizar desde la Tabla 4.1 a la Tabla 4.13. De la misma forma, y

a modo de resumen, en la Tabla 4.14 también se pueden observar los datos obtenidos.
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Tabla 4.1: Composicién del EPS extraido mediante el método de centrifugacion (mg/g

SSv)

Proteinas

Acidos
himicos

Carbohidratos

ADN

Centrifugacion (Blanco)

No . N Valor Valor
. Media Desviacion L .
repeticiones Maximo Minimo
6 0,3976 0,4198 0,6944 0,1008
6 2,4097 1,5704 4,8023 0,4006
6 0,9181 0,4950 1,3725 0,1450
3 1,0413 0,3075 1,3482 0,7331

Tabla 4.2: Composicion del EPS extraido mediante el método de calentamiento (mg/g

SSv)

Proteinas

Acidos
humicos

Carbohidratos

ADN

Calentamiento

Ne° . .., Valor Valor
.. Media Desviacion L. o
repeticiones Maximo Minimo
6 22,954 8,680 35,222 12,702
6 26,500 12,451 44,753 12,019
6 11,304 1,863 13,920 9,328
6 2,107 1,854 5,366 0,168

Tabla 4.3: Composicion del EPS extraido mediante el método de sonicacion (mg/g SSv)

Proteinas

Acidos
hdmicos

Carbohidratos

ADN

Sonicacion
0
N . Media Desviacion V,al_o r \{al_or
repeticiones Maximo Minimo
5 3,588 - 3,588 3,588
5 3,029 1,742 5,508 0,965
6 1,871 1,567 4,569 0,323
5 0,870 0,642 1,733 0,146
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Si se tiene en cuenta los métodos fisicos de extraccion de EPS, se puede observar que
los componentes mayoritarios han sido los acidos humicos para las extracciones con
centrifugacion (Tabla 1.1) y calentamiento (Tabla 1.2), y las proteinas en la extraccion
con sonicacion (Tabla 1.3). El método mediante centrifugacion se ha tomado como
blanco, es decir, se han contabilizado todos los valores de las diferentes extracciones a
partir de sus valores. El calentamiento como método de extraccidon provoca mas lisis

celular que el método de sonicacion ya que se ha obtenido mayor concentracion de

acidos nucleicos en la muestra.
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Tabla 4.4: Composicion del EPS extraido mediante el método de NaOH (mg/g SSv)

Proteinas

Acidos
humicos

Carbohidratos

ADN

NaOH
(0]

N . Media Desviacion \{al_o r V'al'or
repeticiones Maximo Minimo

6 249,680 40,443 312,553 202,060

6 130,382 20,546 159,108 100,938

6 38,963 7,188 45975 25914

6 7,595 6,491 18,606 2,593

Tabla 4.5: Composicion del EPS extraido mediante el método de formaldehido (mg/g

SSv)

Proteinas

Acidos
humicos

Carbohidratos

ADN

Formaldehido

(0]
N . Media Desviacion \{al_o r
repeticiones Maximo
6 5,232 6,071 17,299
6 4,490 1,911 7,898
6 6,472 2,017 3,597
6 145,709 110,881 371,290
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Tabla 4.6: Composicion del EPS extraido mediante el método de EDTA (mg/g SSv)

Proteinas

Acidos
humicos

Carbohidratos

ADN

EDTA
(o]

N ) Media Desviacion V,al_o r V'al_or
repeticiones Maximo Minimo

6 80,147 56,176 119,869 40,424

6 1093,442 430,039 1495,480 470,486

6 5,402 2,740 8,791 2,834

5 2,495 3,054 7,867 0,631

Tabla 4.7: Composicion del EPS extraido mediante el método de etanol -20° C (mg/g

SSv)

Proteinas

Acidos
humicos

Carbohidratos

ADN

Etanol -20° C

NO
repeticiones

6

Media Desviacion

24,566

15,283

19,038

10,270

19,154

8,292
3,382

5,701

Valor

Méaximo

56,144
23,226
24,276

17,720

Valor

Minimo

6,452
3,672
15,367

4,106

Tabla 4.8: Composicién del EPS extraido mediante el método de glutaraldehido (mg/g

SSv)

Proteinas

Acidos
hdmicos

Carbohidratos

ADN

Glutaraldehido

NO
repeticiones

6

6

Media Desviacion

10,457
32,833
78,139

6,010

105

7,244

18,517

17,059

3,437

Valor

Maximo

20,979
68,159
98,703

11,265

Valor

Minimo

4,445
15,701
51,853

0,777
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Tabla 4.9: Composicion del EPS extraido mediante el método de formaldehido + NaOH
(mg/g SSv)
Formaldehido + NaOH

N° ) L Valor Valor
.. Media Desviacion L. .
repeticiones Maximo Minimo
Proteinas 6 139,796 30,633 175,515 91,397
Acidos 6 119,033 21,605 159,953 99,634
humicos
Carbohidratos 6 45,529 6,219 55,476 38,402
ADN 6 111,768 149,508 416,155 37,035

Segtin las extracciones de EPS mediante reactivos quimicos, el componente que esta
presente en mayor cantidad son las proteinas en el método de extraccion de la NaOH
(Tabla 4.4), el ADN en el método con formaldehido (Tabla 4.5), los 4cidos hiimicos en
el método mediante EDTA (Tabla 4.6), las proteinas en el método de extraccion que se
utiliza etanol -20° C (Tabla 4.7), los carbohidratos en el método de extracciéon con
glutaraldehido (Tabla 4.8) y las proteinas en el método conjunto con formaldehido y
NaOH (Tabla 4.9). Al centrarse en la cantidad de acidos nucleicos analizados, se puede
ver como los métodos quimicos de extraccion poseen una mayor cantidad de ADN, esto
indica que los tratamientos son mas agresivos y que provocan mayor dafio a la célula.
En los dos métodos en los que se ha utilizado el formaldehido se ha registrado mayor
concentracion de ADN en la muestra, superando los 100 mg/g SSv. Este resultado es
muy superior al que encontraron Liu and Fang (2002) en su investigacion ya que fue
solamente para los métodos con formaldehido y formaldehido + NaOH encontraron
unas concentraciones de ADN de 0,07 = 0,01 mg/g SSv y 0,35 + 0,05 mg/g SSv

respectivamente.

Es de especial interés la concentracion de acidos humicos registrados mediante el
método de extraccion de EDTA ya que segtn lo obtenido hay una mayor cantidad de
este biopolimero que de SSV, lo que obviamente es un error. Por ello, es necesario

realizar mas analisis para ver que interferencia ha podido haber en su caracterizacion.
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Tabla 4.10: Composicion del EPS extraido mediante el método de formaldehido +
calentamiento (mg/g SSv)
Formaldehido + calentamiento

N° . ., Valor Valor
.. Media Desviacion L. ..
repeticiones Maximo Minimo
Proteinas 6 19,207 5,500 28,212 13,945
Acidos 6 25,380 5,188 34,507 18,517
humicos
Carbohidratos 6 13,884 3,471 18,779 8,504
ADN 6 216,017 195,647 612,645 103,931

Tabla 4.11: Composicion del EPS extraido mediante el método de formaldehido +
sonicacion (mg/g SSv)
Formaldehido + sonicacion

No . N Valor Valor
.. Media Desviacion L .
repeticiones Maximo Minimo
Proteinas 6 7,218 3,116 9,966 3,737
Acidos 6 5952 1.859 8,833 3.397
humicos
Carbohidratos 6 7,579 3,198 12,367 3,422
ADN 6 178,534 125,658 432,856 96,827

Tabla 4.12: Composicién del EPS extraido mediante el método de NaOH +
calentamiento (mg/g SSv)
NaOH + calentamiento

No . ., Valor Valor
. Media Desviacion L. L
repeticiones Maximo Minimo
Proteinas 5 338,267 50,206 395,975 264,850
Acidos 5 365517 25.597 401,717 336,674
humicos
Carbohidratos 5 71,430 4,831 77,767 66,448
ADN 5 12,475 11,032 31,671 3,490
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Tabla 4.13: Composicion del EPS extraido mediante el método de NaOH + sonicacién
(mg/g SSv)
NaOH + sonicacion

N° ) L Valor Valor
.. Media Desviacion , . .
repeticiones Maximo Minimo
Proteinas 6 291,723 35,321 331,089 231,092
Acidos 6 188,576 24,062 222,489 155,167
humicos
Carbohidratos 6 47,096 5,339 55,616 39,823
ADN 6 6,394 5,403 16,940 2,669

Las caracterizaciones de las extracciones mediante métodos fisico-quimicos han
demostrado que el componente mayoritario han sido el ADN en ambos métodos con
formaldehido (Tabla 4.10 y Tabla 4.11), los 4cidos humicos en el método con NaOH +
calentamiento (Tabla 4.12) y las proteinas en el método que se ha utilizado
conjuntamente NaOH + sonicacion (Tabla 4.13). Al igual que pasara con el
formaldehido en los métodos quimicos de extraccion, el ADN en los métodos fisico-
quimicos vuelve a tener una gran concentracion, esta vez superando los 200 mg/g SSv.
Es necesario realizar analisis complementarios para ver si se ha podido generar alguna
interferencia en el método y por lo tanto se ha producido una sobreestimacion de sus

valores.

La extraccidon por centrifugacion se realiza para establecer un valor de referencia de la
concentracion de ADN en el EPS. A partir de este valor, se puede conocer el grado de
lisis celular debido a que si aumenta la concentracion de ADN en la muestra significara
que se ha producido lisis en la célula ya que el EPS del fango activo debe contener sélo
pequeiias cantidades de acidos nucleicos extracelulares (Nielsen et al., 1997). Altos
niveles de ADN en EPS puede indicar la contaminacion por los materiales intracelulares

resultantes de la ruptura celular durante el proceso de extraccion (Zhang et al., 1999).

Antes de someterse cada muestra a la extraccion de EPS, se le ha extraido el SMP

quedando las muestras libres de los biopolimeros que estan esparcidos naturalmente en
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el exterior ya que el SMP comprende componentes celulares solubles liberados durante
la lisis celular, los cuales luego se difunden a través de la membrana celular y se pierden
durante la sintesis o se excretan para algiin proposito (Laspidou and Rittmann, 2002; Li
et al., 2005). Otro motivo por el cual es importante realizar previamente la extraccion de
SMP, es porque el SMP puede contener también componentes recalcitrantes del
influente que permanecen sin transformar por el proceso bioldgico (Judd, 2011) y que

pueden interferir en los métodos de extraccion.

Se han identificado dos tipos de EPS segun la posicién que ocupan en la matriz del
floculo, el EPS que esta fuertemente ligado a la célula y el que esta débilmente ligado a
la célula (Higgins and Novak, 1997). Si se tienen en cuenta los resultados obtenidos en
el método de extraccion por centrifugacion (blanco), dichos resultados pertenecen al
EPS débilmente ligado a la célula. Este resultado viene respaldado por las técnicas de
extraccion de diversos autores que realizan la extraccion de los dos tipos de EPS de
manera independiente, la débilmente fijada a la célula por centrifugacion, sonicacion o
combinacion de ambas, y la fuertemente fijada a la célula por cualquiera de los métodos
de extraccion estudiados en el presente estudio (Wang et al., 2009a; Al-Halbouni et al.,

2008).

Como se puede ver en la Tabla 4.14, hay una gran diferencia entre los resultados
obtenidos para cada método de extraccion de EPS utilizado tal y como establecen Zhang
et al. (1999) y Comte et al. (2006). Si se tiene en cuenta la concentracion de los
biopolimeros extraidos y analizados, se puede observar como los métodos por los que se
ha extraido méas cantidad de carbohidratos, proteinas, acidos himicos y ADN ha sido el
método del glutaraldehido, del NaOH + calentamiento, del EDTA y del formaldehido +
calentamiento con respectivamente. Los métodos por los que se han extraido mas EPS
han sido el método mediante EDTA con 1052,311 £+ 404,163 mg/g SSv y los métodos
con NaOH, NaOH + sonicacion y NaOH + calentamiento con 426,621 + 54,811 mg /g
SSv, 533,788 + 37,549 mg/g SSvy 787,690 + 33,328 mg /g SSv respectivamente. En
base a esto, estos serian los métodos mas adecuados a priori para su uso en la extraccion

del EPS a partir del fangos activo aireado utilizado en el estudio.
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Tabla 4.14: Comparativa métodos de extraccion de EPS (mg/g SSv)

Carbohidratos Proteinas

Acidos hiimicos

Tesis Doctoral Eugenio Marin Marin

ADN Total EPS
Centrifugacion 0,918 +£ 0,495 0,398 £ 0,420 2,410 £ 1,570 1,041 + 0,308 5,783 + 1,739
Calentamiento 11,304 + 1,863 22,954 + 8,680 26,500 + 12,451 2,107 £ 1,854 62,865 +21,439
Sonicacién 1,871 £ 1,567 3,588 3,029 + 1,742 0,870 = 0,642 5,522 + 3,068
NaOH 38,963 £7,188 249,680 + 40,443 130,382 + 20,546 7,595 £ 6,491 426,621 + 54,811
Formaldehido 6,472 +£2,017 5,232 £ 6,071 4,490 £ 1,911 145,709 +£ 110,881 161,903 + 106,270
Etanol -20° C 19,037 + 3,382 24,566 £ 19,154 15,283 + 8,292 10,270 + 5,701

Glutaraldehido
EDTA
Formaldehido + NaOH
Formaldehido + calentamiento
Formaldehido + sonicacion
NaOH + calentamiento

NaOH + sonicacién

78,139 + 17,059 10,457 +£ 7,244

5,402 + 2,740 80,147 £ 56,176
45,529 £6,219 139,796 + 30,633
13,884 + 3,471 19,207 + 5,500
7,579 + 3,198 7,218 £3,116
71,430 +4,831 338,267 £ 50,206

47,095 £5,339 291,723 +£ 35,321

32,833+ 18,517
1093,442 + 430,039
119,033 £21,605
25,380 + 5,188
5,952 + 1,859
365,517 £25,597

188,576 + 24,062

6,010 + 3,437
2,495 £ 3,054
111,768 + 149,508
216,017 £ 195,657
178,534 £ 125,658
12,475+ 11,032

6,394 + 5,403

64,061 + 21,615
123,954 + 31,357
1052,311 + 404,163
416,127 + 169,909
274,488 + 189,510
198,080 + 120,983
787,690 + 33,328

533,788 £ 37,549
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Los diferentes métodos de extraccion de EPS deben intentar combinar la mayor y mas
eficiente extraccion de estas sustancias, no degradar o alterar a los biopolimeros y
causar el minimo grado de lisis celular (Frelund et al., 1996). Si se tiene en cuenta la
primera premisa, y como se puede visualizar en la Tabla 4.15, el método por el que se
obtiene mayor cantidad de EPS extraido es el método del EDTA con aproximadamente
1180 mg EPS/g SSv y por el que se obtiene menor cantidad es utilizando la sonicacion
con 9,357 mg EPS/g SSv. Como es logico, el valor obtenido en la extraccion mediante
la adiciéon de EDTA es erroneo por lo que fue necesario realizar un estudio de como
podian afectar los reactivos quimicos de los métodos de extraccion al andlisis de los

biopolimeros (Figura 4.1) y asi cumplir con la segunda premisa de la extraccion de EPS

iddénea.

B Carbohidratos ™ Proteinas ™= ADN Acidos htimicos

350 2500
300 -
- 2000
250 -
200 - 1500
|
>
E 150 \

- 1000

100
- 500

(9]
e

Concentracién Acidos himicos (mg/L)

Concentracién Carbohidratos, Proteinas y ADN

Figura 4.1: Interferencia reactivos quimicos utilizados en la extraccion de EPS en los
métodos colorimétricos utilizados
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El estudio de la influencia de los reactivos quimicos en las extracciones de EPS se
realiz6 siguiendo los procedimientos comunes de cada extraccion quimica pero
sustituyendo la muestra del fango activo aireado por agua ultrapura (MilliQ), la cual
estd exenta de los biopolimeros caracterizados en el EPS. De esta forma se puede
conocer como afecta cada reactivo quimico a los métodos colorimétricos utilizados para

determinar la concentracion de los biopolimeros presentes en el EPS.

Como es visible en la Figura 4.1, hay reactivos quimicos utilizados en la extraccioén de
EPS que interfieren en los métodos colorimétricos de caracterizacion de los
biopolimeros. El EDTA interfiere especialmente en el método de Lowry modificado por
Frelund para el analisis de proteinas y acidos humicos ya que se obtiene un error de mas
de 2000 mg/L, confirmando asi los resultados erroneos anteriormente observados. Este
resultado es respaldado por la investigacion realizada por Comte et al. (2006). En esta
investigacion concluyeron que el método EDTA tiene una alta eficiencia de extraccion y
provoca un bajo grado de lisis celular pero el EDTA residual podria contaminar la
extraccion de EPS y luego interferir con la determinacioén de proteinas en el método de
Lowry. Aunque en menor medida, el formaldehido también produce un gran error en la
lectura de la concentraciéon de ADN con un valor de més de 300 mg/L por lo que no se
podra realizar una medida certera de la lisis celular que se ha producido en las
extracciones de EPS mediante su utilizacion. El analisis de carbohidratos en presencia
de glutaraldehido también se ve comprometido por una interferencia en el método de
extraccion ya que se produce un error de lectura que sobrepasa los 200 mg/L. El NaOH,
aunque en menor medida que los anteriores, también tiene una interferencia en el
método colorimétrico de andlisis de proteinas. A partir de estos resultados se puede
definir el método de extraccion de EPS mediante la adicion de etanol a -20° C como el
método quimico mas adecuado para el estudio de los EPS presentes en el fango activo
aireado utilizado en la presente investigacion ya que es el que menos interfiere en el

analisis de los biopolimeros que componen el EPS.

Se realizd una comparacion estadistica de multiples muestras segun el método de
diferencias significativas minimas de Fisher (LSD). Mediante este estudio (Figura 4.2)
se ha podido comprobar que hay diferencias estadisticamente significativas entre los

distintos tipos de métodos de extraccion de EPS utilizados (p-valor = 0,0001). Sin
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embargo, también se ha podido comprobar que hay algunas similitudes entre varios de

los métodos, por lo que se han agrupado segtin su homogeneidad (Tabla 4.15).

Calentamiento | | [{
EDTA |
Etanol | T
Formaldehido | T 4+

Formaldehido y calen {0+
‘ormaldehido y NaOH | -
Formaldehido y sonic s -

Glutaraldehido | | {i
NaOH | |
JaOH y calentamiento
NaOH y sonicacion
Sonicacion

400

800

1200 1600

Concentracion (mg EPS/g SSv)

Figura 4.2: Diagrama de cajas y bigotes del total de EPS extraido mediante los

diferentes métodos

Tabla 4.15: Distribucion de los grupos homogéneos segun el EPS total extraido

EPS total (mg/g SSv)

Grupos homogéneos

Centrifugacion
Calentamiento
Sonicacioén
NaOH
Formaldehido
Etanol -20° C

Glutaraldehido

EDTA

Formaldehido + NaOH
Formaldehido + calentamiento
Formaldehido + sonicacién
NaOH + calentamiento

NaOH + sonicacién

4,767
62,865
9,357
426,621
161,903
69,156
127,440
1181,485
416,127
274,488
199,283
787,690
533,788

AB
A

DE
ABC
AB

ABC

DE
CD
BC
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Segun los grupos homogéneos de la Tabla 4.15 y el diagrama de cajas y bigotes de la
Figura 4.2, puede observarse que el uso de EDTA provoca un gran error en la
extraccion ya que se obtienen valores de EPS mayores a la cantidad de SSv de la
muestra por lo que se puede descartar dicho método. Tras el método de extraccion de
EDTA se encuentra el método con NaOH y calentamiento que es independiente a todos
los demas métodos y por el que se extrae una cantidad de EPS cercana a los 800 mg/g
SSv. Si se contintia descendiendo en la cantidad de EPS extraido se puede ver como se
va produciendo homogeneidad entre varios métodos de extraccion siendo el grupo
homogéneo con mas representatividad aquel que estd compuestos por los métodos de
sonicacion, calentamiento, formaldehido, etanol -20°C y glutaraldehido. Liu and Fang
(2002) realizaron un estudio bibliografico y recogieron que diferentes autores
obtuvieron un maximo de EPS extraido a partir de fango activo aireado de: 165 mg/g
SSv con el método de formaldehido + NaOH (Liu and Fang, 2002), 109 mg/g SSv con
una resina de intercambio catatonico (Rudd et al., 1984) y 58 mg/g SSv con el método
de calentamiento a 80° C (Liu et al., 2001). Estudios realizados por Frglund et al. (1996)
indicaron que el EPS suponia al menos el 20-25% del fango activo o el 33-42% de la
parte organica. Segun los resultados de los diferentes autores, la cantidad extraida en la
presente investigacion es muy elevada por lo que habria que investigar si se ha
producido lisis en la célula y los resultados obtenidos son erréneos al medir también el

material intracelular.

Una vez comprobado qué método es el por el cual se extrae mayor cantidad de EPS y
cudl es el método que menos afecta al analisis de los biopolimeros, es necesario conocer
qué método es el que provoca menos lisis celular y asi cumplir la tercera premisa para la
idonea extraccion de EPS. Hay que hacer hincapié en que el método de cuantificacion
de ADN se ha utilizado exclusivamente para realizar la medida de lisis celular
provocada por los diferentes métodos de extraccion de EPS. Una vez conocido su valor
en la comparativa de métodos de extraccion, su medida no se realizard a lo largo de la

fase experimental.

Para conocer si hay diferencias significativas entre la cantidad de ADN cuantificado de
cada extraccion de EPS se ha realizado una comparacion estadistica de multiples
muestras segin el método LSD. Los resultados se pueden ver representados mediante

un diagrama de cajas y bigotes (Figura 4.3) o por la distribucion de grupos homogéneos
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(Tabla 4.16). Los métodos que pertenezcan al mismo grupo, no tienen diferencias

significativas entre si respecto a la cantidad de ADN cuantificada.

Calentamiento | }
EDTA

Etanol | |#
Formaldehido 1~ ¥
Formaldehido y calen o "
ormaldehido y NaOH | [~ .
Formaldehido y sonic o |+ .
Glutaraldehido | 4
NaOH | F

[aOH y calentamientc 1
F

NaOH y sonicacion
Sonicacion

0 200 400 600 800
ADN (mg/g SSv)
Figura 4.3: Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de ADN en los diferentes

métodos de extraccion de EPS

Tabla 4.16: Grupos homogéneos en la cuantificacion de ADN

Grupos homogéneos .
Calentamiento A
Sonicacion A
NaOH A
Formaldehido C D
Etanol -20° C A B
Glutaraldehido A
EDTA A
Formaldehido + NaOH B C
Formaldehido + calentamiento D
Formaldehido + sonicacién C D
NaOH + calentamiento A B
NaOH + sonicacion A
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Como se ha mencionado anteriormente, el formaldehido tiene una enorme interferencia
en el método de cuantificacion de ADN y se puede ver reflejado en los resultados
obtenidos mediante el estudio estadistico en los que se ve claramente como las
extracciones mediante el uso de formaldehido son independientes al resto de métodos de
extraccion de EPS. Segun este estudio, y en relacion a la tercera premisa de la
extraccion idonea de EPS, los métodos que provocan menos lisis en las células son los
pertenecientes al grupo uno por lo que todos serian viables para su uso en la extraccion

de EPS a partir del fango activo aireado en el estudio.

Al englobar las tres premisas de la correcta extraccion de EPS, se puede identificar un
método como el mas adecuado para su uso con los fangos utilizados en la investigacion.
El método elegido es el método de extraccion mediante la adicidon de etanol a -20° C ya
que esta presente en el grupo de métodos de extraccion con menor lisis celular, es el
unico método quimico de extraccion que no tiene una interferencia significativa en los
métodos colorimétricos de analisis de carbohidratos, proteinas, acidos hiimicos y AND,
y por ¢l se extrae una mayor cantidad de EPS. El resultado obtenido estd sustentado por
la comparativa de métodos de extraccion realizada por Quesada et al. (1994) en la que
concluyeron que el método de extraccion con etanol era el méas adecuado para la
extraccion de EPS a partir de cultivos puros. El método de extraccion mediante
calentamiento estd muy cerca del método elegido pero se ha descartado debido a que
hay autores que indican que somete a la célula a una mayor lisis celular. Es el caso de la
investigacion realizada por Antonelli et al. (2011) en la que concluian que el método
mediante calentamiento influia significativamente en la integridad de la membrana de la

célula, dafidandose el 75-90 % de las células inicialmente viables durante esta fase.

En este estudio previo se ha querido conocer la influencia del formaldehido en la
prevencion contra la lisis celular. Segun diversos autores la extracciéon de EPS con un
tratamiento previo con formaldehido es la forma mas eficiente para la extraccion de
EPS de fangos activos debido a que el tratamiento con formaldehido podria fijar las
células, previendo asi la lisis celular, por la reacciéon con grupos de las proteinas y
acidos nucleicos de las membranas de las células (Liu and Fang, 2002; Comte et al.,
2005). Sin embargo, debido a la influencia que tiene el formaldehido en el método
colorimétrico de cuantificaciéon de ADN no se ha podido realizar un estudio exhaustivo
y por lo tanto no se ha podido confirmar los resultados obtenidos por los autores

anteriormente citados.
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Independientemente de definir el método mas adecuado para la extraccion de EPS a
partir de fangos activos aireados, también se ha realizado un estudio para comprobar
como afecta al resultado final el uso de métodos quimicos y fisicos de extraccion de
EPS conjuntamente. Mediante una comparacion estadistica de multiples muestras segin
el método LSD, se ha realizado un estudio para comprobar si hay diferencias
estadisticamente significativas entre los métodos utilizados, encontrando un p-
valor=0,0001. Los resultados obtenidos han sido representados en la Tabla 4.17 y en la
Figura 4.4 en los cuales se puede ver una agrupaciéon de métodos en los que no hay
diferencias significativas entre ellos y un diagrama de cajas y bigotes con los datos de

las extracciones de EPS respectivamente.

Tabla 4.17: Grupos homogéneos en la combinacion de métodos de extraccion de EPS

Grupos homogéneos

NaOH A
Formaldehido B
Formaldehido + calentamiento B
Formaldehido + sonicacion B
NaOH + calentamiento C
NaOH + sonicacién A

Al tener en cuenta los resultados obtenidos, se puede observar que en todos los casos
que se han utilizado varios métodos conjuntamente se ha aumentado la concentracion de
EPS extraida. Sin embargo, si se tiene en cuenta los datos logrados al realizar el estudio
estadistico, se puede decir que dependiendo de la combinacion de los métodos de
extraccion de EPS habra diferencias estadisticamente significativas entre ellos y por lo
tanto sera una combinacion satisfactoria. En el caso del formaldehido no se puede
establecer la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre el método
simple y los métodos en los que se ha combinado con calentamiento o sonicacion. Por
otro lado se puede considerar que el método de extraccion con NaOH no se ha

diferenciado con el método de NaOH suplementado con sonicacion pero si con el
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método de extraccion mediante la combinacidon con calentamiento ya que son
estadisticamente independientes. Debido a ello, se puede considerar que la combinacion
entre métodos de extraccion de EPS fisicos y quimicos es beneficiosa en todos los casos
pero solo hay diferencias significativas cuando se ha utilizado la combinacion fisico-

quimica con NaOH y calentamiento.

Formaldehido ﬂ . s
Formaldehido y calen I .
'ormaldehido y NaOH =11 :
Formaldehido y sonic . m >
NaOH R
JaOH y calentamiento ]
NaOH y sonicacion B
0 200 400 600 800 1000

Concentracion (mg EPS/g SSv)

Figura 4.4: Diagrama de cajas y bigotes de la extraccion total de EPS en la
combinacién de métodos

4.2. EVOLUCION DE LAS VARIABLES OPERACIONALES DE PLANTA

Desde el comienzo de los andlisis el dia 4 de Febrero del 2013, se ha trabajado
continuamente con excepcion de dos paradas de larga duracion, que coinciden con los
dos periodos de estiaje, debido a problemas técnicos y una pequefia parada en las que se
cambiaron las membranas planas de microfiltracion debido a su ensuciamiento critico.
Es por ello que se ha trabajado con dos juegos diferentes de membranas: el primero, con
un total de 740 dias de operacion, desde el 4 de Febrero de 2013 hasta el 13 de Febrero
de 2015 y el segundo con un total de 152 dias, desde el 14 de Febrero de 2015 hasta el
final del periodo analitico el 15 de Julio de 2015. Teniendo en cuenta el computo global,

se ha trabajado durante 892 dias en los que han modificado diferentes variables
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operacionales, pudiendo conocer asi como afectan las variaciones de dichas variables al

comportamiento del sistema.

A lo largo de la fase experimental, se han fijado ciertas variables que han podido ser
modificadas en el sistema, tales como el SRT y HRT. También se ha tenido en cuenta
las variables operacionales no modificables como la temperatura y la carga

contaminante.

Aunque ha tenido ligeras variaciones durante el periodo de estudio, el HRT se ha
mantenido constante en el tiempo. Para los valores de SRT se program6 una subida
paulatina de sus valores a lo largo del tiempo pero los valores se han visto
condicionados por pérdidas de fango no forzadas que ha sufrido el sistema a lo largo de

la fase de estudio.

4.2.1. Analisis de la evolucidn de la temperatura

La temperatura media ambiental ha sido recogida por la estacion meteorologica de
aeropuerto de Granada que, junto a la temperatura del fango registrada, se pueden ver en
la Figura 4.5. La instalacion experimental se encuentra a la intemperie por lo que tanto
la temperatura media ambiental como la temperatura del fango activado siguen la
evoluciéon normal de la meteorologia segun las estaciones del afio, teniendo una
temperatura elevada en los meses de verano y una temperatura baja en los meses que se
corresponden con la estacion invernal. Aunque la evolucion de las dos temperaturas es
la misma durante el tiempo, se puede ver una diferencia clara entre las dos, sobre todo
en los periodos donde las temperaturas son mas bajas. Esto se debe en gran medida al
alto calor especifico que posee el agua y que la convierte en un excepcional
amortiguador y regulador de los cambios térmicos. A ello hay que sumarle la
generacion de calor debido a la aireacion inyectada en el tanque de membrana y aireado,
y a las reacciones quimicas y bioldgicas que se producen en el sistema. De esta forma
las temperaturas del fango rara vez descienden de los 10° C mientras que la temperatura
media ambiental pueda llegar a marcar valores de menos de 0° C. Sin embargo, si se

tienen en cuenta las temperaturas en los meses estivales, puede verse que las
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temperaturas practicamente se igualan ya que al cambio térmico producido por el

ambiente hay que sumarle todos los procesos que generan calor dentro del sistema
MBR.
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Figura 4.5: Evolucion de la temperatura media ambiental y del fango activo

Si se tienen en cuenta las temperaturas maximas y minimas del fango activo registradas
(Figura 4.6), se puede percibir que no hay una gran diferencia térmica entre los dos
extremos de temperaturas. Sin embargo, durante la fase experimental se ha alcanzado
una temperatura maxima de 34,43° C y una minima de 5,59° C, lo que implica un rango
de temperatura de aproximadamente 30° C. Estas variaciones de temperatura a la largo
del periodo de experimentacion provocan modificaciones en las caracteristicas de la
biomasa, como es la variacion en la concentracion de los EPS y SMP. Segtn diversos
autores la temperatura tiene un impacto negativo en la concentracion de EPS ya que una
disminuciéon de la temperatura aumenta su concentracion, pudiendo inducir un
ensuciamiento severo de la membrana en los MBR sumergidos (Wang et al., 2009a;
Lyko et al., 2007; Rosenberger et al., 2006). Drews et al. (2007) también observaron
que un cambio brusco en la temperatura del fango activo podria provocar la liberacion

espontanea de SMP y aumentar los problemas de ensuciamiento. Abdullah et al. (2010)
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concluyeron que cuando la temperatura se aumentaba de 25° C a 45° C el EPS disminuia
pero el SMP aumentaba. Zhang et al. (2006c) encontraron el mismo comportamiento en
la evolucion del SMP y explicaban que el incremento de la concentracion de SMP habia
sido atribuido al incremento de la actividad metabodlica de los microorganismos a altas

temperaturas.
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Figura 4.6: Evolucion de las temperaturas maximas y minimas del fango activo

La mayor concentracion de EPS a menor temperatura podria explicarse por una mayor
produccion de sustancias orgéanicas solubles (Barker y Stuckey, 1999), probablemente
por un cambio en las poblaciones microbianas debido al estrés en microorganismos a
bajas temperaturas (Al-Halbouni et al. 2008) y por una reduccion de la degradacion de

estas sustancias debido a consideraciones cinéticas.

La temperatura también influye directamente a la viscosidad del fango activo utilizado
en el presente estudio. Una disminucion en el valor de la temperatura provoca un
aumento en la viscosidad del fango activo y viceversa. Nagaoka (1999) concluye que la

viscosidad tiene un gran impacto en la resistencia a la filtracion por lo que el aumento
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de la TMP es debido, en mayor o menor medida, a la disminuciéon producida en la

temperatura.

4.2.2. Analisis de la evolucion del Tiempo de Retencion Hidraulico (HRT)

El HRT indica la duracién que el influente permanece en el sistema MBR antes de
permearse por lo que es una variable operacional muy importante en MBRs (Le-Clech
et al., 2006; Meng et al. 2009). Esta variable depende del volumen total del sistema y
del caudal de entrada a planta. Debido a ello se pueden producir variaciones no
controladas que provocan cambios en sus valores. Las fluctuaciones puntuales fueron
causadas principalmente por problemas técnicos en el sistema, pérdidas de fango y por
el arrastre de aire en la succidon del permeado que causaban la modificacion del caudal
influente. El HRT es una de las variables que puede afectar a la capacidad de
depuracion de los sistemas MBR por lo que es necesario el constante registro de sus
valores para ver como evoluciona el sistema con sus fluctuaciones ya que segiin Brown
et al. (2013) y Khan et al. (2013), una disminucién en el HRT favorece el crecimiento

de la biomasa al producirse un incremento de la carga organica disponible.

El HRT también tiene un efecto indirecto sobre el ensuciamiento de la membrana, ya
que determina, junto a otros parametros operativos, las caracteristicas del fango activo.
Multitud de investigaciones coinciden que al disminuir el HRT la tasa de atascamiento
de membrana aumenta (Fallah et al., 2010; Shariati et al., 2011) debido a un aumento de
la viscosidad del fango activo y de las concentraciones de EPS (Meng et al., 2009). La
disminuciéon del HRT estimula la liberacion de EPS de las células bacterianas, causa el
crecimiento masivo de bacterias filamentosas y la formacion de fléculos de gran tamafio
e irregulares. Ademas, la disminucion del HRT también provoca un aumento en la
concentracion de MLSS (Guo et al., 2012; Meng and Yang, 2007). Un estudio realizado
por Isma et al. (2014) demostraron que el EPS aumentaba cuando se disminuia el HRT
de 20 a 14 dias, provocando graves atascamientos en la membrana. Por otro lado se
encuentra la investigacion realizada por Tay et al. (2003) en el que encontraron que el

HRT adecuado para optimizar el rendimiento del sistema MBR era de 12 horas.

122



4. Resultados y Discusion Tesis Doctoral Eugenio Marin Marin

Aunque hay fluctuaciones puntuales en los valores de HRT (Figura 4.7), su valor
permanece constante en el tiempo con un valor en torno a 24 horas. Las fluctuaciones
mas representativas tienen lugar en los primeros dias del periodo de estudio y en febrero
del 2015. Ambos sucesos estan identificados por problemas de la rapida colmatacion de
la membrana. En el primer periodo, se empieza a trabajar con agua bruta lo que provoca
un rapido ensuciamiento de la membrana que es solucionado con la disminucién del
caudal influente. En el segundo periodo se produce la reposicion de las membranas y se
decide bajar el caudal influente hasta la formacion de la torta sobre la membrana. Al
bajar el caudal del influente, se reduce automaticamente el caudal permeado por lo que
la membrana paso a trabajar a TMP mas bajas. Independientemente de las fluctuaciones
en el HRT, este se puede considerar constante durante todo el periodo de investigacion,

por lo que los resultados obtenidos estan condicionados por el alto valor del HRT.
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4.7: Evolucion del HRT

4.2.3. Analisis de la evolucidn del Tiempo de Retencion Celular (SRT)

El SRT es una de las variables operacionales mas importante en el desarrollo de los

sistemas de fangos activos ya que controla en tltima instancia las caracteristicas de la
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biomasa. Al venir determinado por el volumen total del sistema y el volumen de fango
purgado es muy facil que se produzcan fluctuaciones en su valor debido a pérdidas
incontroladas de biomasa. Las pérdidas incontroladas de fango activo provocaran que se
pierdan MLSS y que la ratio Alimento / Microorganismos (F/M) se modifique, variando
las caracteristicas de la biomasa. Concretamente, las pérdidas de fango aumentan la
ratio F/M ya que hay mas disponibilidad de alimento en el sistema. Valores altos de la
ratio F/M puede aumentar la concentracion de EPS debido a la utilizacion de los
alimentos por los microorganismos (Meng et al., 2007), lo que provocaria un aumento
en el ensuciamiento de la membrana (Trussell et al., 2006). Por ello, es de vital
importancia controlar las pérdidas de fango y asi mantener un ratio F/M en valores

bajos.

Las variaciones que se producen en el SRT son muy importantes ya que pueden afectar
al ensuciamiento de membrana (Water Environment Federation, 2011). La mayoria de
los estudios realizados indican que un aumento en el SRT provoca una disminucién en
la concentracion de EPS ya que la biomasa permanece mds tiempo en el sistema
(Ahmed et al., 2007; Pan et al., 2010b), provocando condiciones de ausencia de
alimento y creando un entorno propicio para la baja formacioén de EPS (Judd, 2006). Sin
embargo, altos valores de SRT no son propicios para el proceso debido a que aumentan
el valor de los MLSS vy la viscosidad, generando un aumento en el ensuciamiento de la
membrana (Jiang et al., 2008). El valor del SRT ha de ser especialmente calculado ya
que hay estudios en los que se indica que trabajar a valores de mas de 50 dias favorece
el ensuciamiento (Water Environment Federation, 2011) pero trabajar con valores muy
bajos también aumenta significativamente el ensuciamiento de la membrana (Le-Clech
et al., 2006). Los bajos SRT aumentan tanto los EPS como los SMP (Meng et al., 2009)
y reducen el rendimiento del sistema debido a la baja concentracién de biomasa (Meng

et al., 2007)

Los problemas operativos que dificultan el control del SRT se trataron de solucionar
realizando inicialmente un balance de caudales en la instalacion, lo cual permitio
conocer el volumen de purga real, el cual fue considerado como una media arrastrada a
lo largo de todos los dias de operacion de la planta con realizacién de purga. Para los
periodos en los que la instalacion no realizd purga, el valor de SRT se considero

coincidente con los dias de operacion transcurridos.
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En la Figura 4.8 puede verse la evolucion del SRT a lo largo de la fase experimental. Se
ve claramente una evolucion irregular producida por multiples pérdidas de fango
incontroladas que provocaban la disminucioén de su valor constantemente lo que alter6
los valores que se habian fijado previamente en el estudio. Durante la fase de estudio se
ha podido trabajar con un rango de SRT que va desde 1 dia al comienzo de la fase
experimental, ya que se empezd a operar con agua bruta, hasta 26,1 dias que
corresponde con un periodo donde se suprimieron las purgas para aumentar la
concentracion de MLSS rdpidamente. En algunos casos las pérdidas de biomasa han
sido muy grandes, produciéndose un enorme descenso en los valores de SRT. Son de
especial interés 3 sucesos: el primero en Noviembre de 2013 en el que el SRT desciende
de 21,5 a 4,5 dias, el segundo en Septiembre de 2014 descendiendo el SRT de 25,3 a 3,9
dias, y el tercero en Febrero de 2015 en el que el SRT disminuye de 26,1 a 7,6 dias.
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Figura 4.8: Evolucion del SRT

Tras el incremento del SRT tras la puesta en marcha se puede observar un periodo mas
0 menos estable con valores proximos a 10 dias. También es visible otro periodo entre
Agosto y Octubre de 2013 en el que el SRT permanece estable a un valor cercano a 5

dias. Estos periodos son muy importantes ya que al tener un valor estable, se puede
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estudiar la influencia de las demas variables en las caracteristicas de la biomasa sin

tener en cuenta las variaciones de SRT.

En determinadas ocasiones fue necesario eliminar la purga diaria y poder asi aumentar
la edad del fango mas rapidamente y con ello la concentracion de MLSS. Esta medida
fue necesaria ya que en determinados momentos se trabajaba a unos niveles de MLSS
por debajo de los recomendados por el fabricante de membranas. Los periodos en los
que no se han establecido purgas diarias han sido dos: el primero desde finales del mes
de Septiembre hasta principios de Noviembre del 2013, y el segundo va desde finales
del mes de enero hasta finales del mes de Febrero del 2015. El altimo periodo coincide
con grandes pérdidas de fango que conllevaron a la inutilizaciéon de las membranas,

teniéndo que ser reemplazadas el dia 13 de Febrero del 2015.

4.2.4. Andlisis de la evolucién de las caracteristicas del influente

Las aguas residuales urbanas (ARU) se caracterizan por tener una gran variabilidad en
cuanto a la concentracion y al volumen generado. La composicion y volumen de las
ARU varia tanto a lo largo del dia, como semanal o estacionalmente, lo que conlleva a
que el influente presente caracteristicas muy variables en base a la carga contaminante.
Las caracteristicas de las ARU dependeran de las actividades llevadas a cabo de la
ciudad de la que se recoge el agua, de las caracteristicas ambientales, de las redes de
saneamiento utilizadas, de las variaciones de consumo de agua y de la infiltraciéon o

exfiltracion de agua en conduccion, etc (Henze et al., 2008).

La correcta caracterizacion del agua de entrada es de vital importancia ya que es un
parametro que va a condicionar el funcionamiento del sistema. Es por ello que durante
toda la investigacion se han realizado andlisis diarios de muestras compuestas de

influente de DQO, sélidos en suspension e hidrofobicidad relativa.
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4.2.4.1. Andlisis de la evolucion de la DQO en el influente

En la figura 4.9 se puede ver la evolucion de la concentracion de DQO total y soluble
del influente. En ella se aprecia que hay una gran variabilidad de los valores registrados
durante toda la fase experimental, presentando un valor medio de DQO total de 917,72
+ 348,04 mg O,/L y de DQO soluble de 133,57 + 94,76 mg O,/L. La variabilidad en la
carga contaminante puede ser debida a que en el pozo de entrada de la EDAR Sur de la
ciudad de Granada recibe los reboses de diferentes procesos unitarios de la estacion
depuradora tales como espesado, digestion anaerdbica y secado. A parte también recibe
vertidos externos traidos a la EDAR mediante camiones cisterna que corresponden a
fosas sépticas, lixiviados y de aguas residuales procedentes de limpiezas de sistemas
publicos de saneamiento. Todos estos vertidos hacen que la carga contaminante del
agua residual empleada en la fase experimental pueda tener determinadas fluctuaciones
debido a que son flujos que presentan grandes cargas contaminantes en muchos de sus
componentes, como por ejemplo en la DQO, en la que en los lixiviados pueden llegar a
alcanzar los 16000 mgO,/L, en el fango de fosas sépticas los 90000 mgO,/L, en los
sobrenadantes anaerdbicos los 9000 mgO,/L o en el agua de secado de fango los 4000
mgO,/L. Estas contaminaciones se repiten de forma anéloga para caracteristicas como la
DBOs y los soélidos en suspension (Henze et al., 2001; Henze et al., 2008). Debido a
ello, la carga contaminante aumentard significativamente cuando se produzcan estos

vertidos y provocaran grandes fluctuaciones en sus registros.

Ademas de la amplia variabilidad en la carga contaminante, los valores son bastante
mas elevados en comparacion con los habituales para aguas residuales urbanas ya que
estas tienen unas concentraciones normales en torno a 500 — 600 mg O,/L (Ronzano y
Dapena, 1995), Segun Henze et al. (2008), la carga contaminante registrada podria
clasificarse como una contaminaciéon media-alta para un agua residual urbana. En
algunos muestreos se recogen valores muy cercanos a las concentraciones normales
pero hay otros en los que su valor se duplica, o incluso se triplica. Durante los meses
anteriores y posteriores a las paradas de verano fue cuando se registraron valores mas
altos de DQO total con registros superiores a 1500 mg O,/L. Segiin Ronzano y Dapena,
(1995), Orhon et al. (1997) y Henze et al. (2008) estos valores podrian ser consecuencia

de alguna de las siguientes causas:
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Consumo bajo de agua en la ciudad que provoca una menor dilucién en zonas

Pérdidas de parte del agua en las conducciones que se vierten en el terreno.

Posibles vertidos industriales con actividades que generan altos grados de

Figura 4.9: Evolucion de la concentracion de DQO total y soluble del influente

Al contrario de la DQO total, la DQO soluble se mantiene sin variaciones bruscas a lo
largo de toda la fase experimental. Es por ello que se puede deducir que las

fluctuaciones producidas en la DQO del influente se deben en su mayoria a variaciones

de la fraccion particulada.

El porcentaje de DQO soluble y particulada estan representados en la Figura 4.10. A lo
largo del periodo de andlisis se han registrado unos valores medios para la DQO soluble
de 16,20 = 11,69 % y de 83,80 + 11,69 % para la DQO particulada, con porcentajes

maximos de 83,58 y 98,54 y minimos de 1,46 y 16,42 respectivamente. Los valores
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obtenidos no estan entre los valores habituales de un agua residual tipo ya que segin
Ronzano and Dapena (1995) esta tiene unos valores de DQO particulada y DQO soluble
de 37,1 y 62,9 % respectivamente.

%

N

(=)
1

E DQO soluble ®DQO particulada
Figura 4.10: Evolucién del porcentaje de DQO soluble y particulada

Con los porcentajes obtenidos se puede conocer el porcentaje de particulas que entran el
sistema con un tamafio determinado. Como para medir la DQO soluble se ha filtrado la
muestra por un filtro de 0,45 um, todas las particulas analizadas en esta muestra seran
menores a 0,45 um mientras que para las de la DQO particulada seran mayores a 0,45
um. Segin Rudolfs and Balmat (1952) las particulas en aguas naturales y aguas

residuales se pueden clasificar en:
e Solidos sedimentables: > 100 um.
e Solidos supra-coloidales: de 1 um a 100 um.
e Solidos coloidales: de 0,001 pm (10 A) a 1 pm.

e Solidos disueltos: <10 A
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Esto nos indica que hay una menor aportacién de particulas coloidales o disueltas que
tienen un tamafo muy proximo al tamafio de exclusion de la membrana utilizada. En
términos de mecanismos de ensuciamiento, los materiales solubles y coloidales son
responsables del bloqueo de los poros de la membrana, mientras que los sélidos en
suspension representan principalmente la resistencia de la capa de torta (Itonaga et al.,
2004). Es por ello que el influente utilizado favorecerd mas al desarrollo de solidos en
suspension en el sistema y por lo tanto a la formacion de la torta. La contribucion al
sobrenadante de la biomasa (solubles y coloides, generalmente definidos como SMP)
sera menor por lo que habrd un menor aporte de sustancias que favorezcan al
ensuciamiento de la membrana. Teniendo en cuenta que esta fraccion influye entre un
17 % (Bae and Tak, 2005) y un 81 % (Itonaga et al., 2004) en el ensuciamiento de la
membrana, se considera el influente utilizado como menos perjudicial que el influente

estandar definido por Ronzano and Dapena (1995).

Como el caudal de entrada a planta se mantuvo constante a lo largo del periodo de
analisis, fue necesario evaluar las caracteristicas del influente mediante el analisis de la
carga organica volumétrica (COV). Los valores de carga contaminante se han definido
como carga organica volumétrica, expresada en Kg DQO/d m’ y cuyos resultados estan
representados en la Figura 4.11. Hay una gran variabilidad de COV a lo largo del
periodo de estudio pero se observa que los valores mas bajos pertenecen a los analisis
realizados en los meses que corresponden a la estacion invernal y los mas altos a los

realizados tras ambos parones estivales.

La COV es uno de los parametros mas importantes que afectan al funcionamiento de los
sistemas bioldgicos de tratamientos de aguas residuales (Tay et al., 2009). Zhang et al
(2010) investigaron el efecto que tenia el COV variable sobre el ensuciamiento de la
membrana. Para ello utilizaron dos MBR idénticas, una con COV constante y otra con
COV variable. Informaron que el ensuciamiento de la membrana durante el periodo de
arranque en el MBR alimentado con COV variable fue mas significativo que el MBR
alimentado con COV constante. Sin embargo, cuando se estabilizaban ambos MBR, la
tendencia al ensuciamiento se invirtio claramente, produciendo menos ensuciamiento el
MBR con COV variable. Otro estudio realizado por Johir et al. (2012) se centr6 en
investigar el efecto que tiene la subida del COV de 0,5 a 3,0 Kg COD/m’ dia sobre el
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ensuciamiento de la membrana, concluyendo que las mayores tasas de incrustaciones se

producian a COV mas altas, en las que habia mayor cantidad de sustancias hidrofilas.
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Figura 4.11: Evolucion de la Carga Organica Volumétrica por DQO

4.2.4.2. Andlisis de la evolucion de los Solidos en Suspension en el influente

Otra de las caracteristicas mas significativas del ARU es la concentracion de sélidos en

suspension ya que puede afectar considerablemente al proceso bioldgico y al

rendimiento del sistema MBR.

En la Figura 4.12 se ha representado la evolucion de los SST y de los SSV del influente.
Estos valores han seguido la misma evolucion que la DQO, es decir, se producen
fluctuaciones a lo largo del periodo de estudio pero los registros mas altos se han
producido en los meses previos o anteriores a la estacion estival. Los resultados medios
obtenidos para los TSS y los VSS durante todo el periodo de estudio fueron de 1228,67
+ 605,37 mg/L y 978,77 + 452,86 mg/L respectivamente. Se obtuvieron unos valores
maximos de TSS de 3980 mg/L y de VSS de 3280 mg/L, y unos minimos de 100 mg/L
para TSS y de 80 mg/L para VSS. Segtn la composicion tipica de ARU de Metcalf and
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Eddy (1995), tanto los valores obtenidos para TSS como para VSS superan los valores
altos de un ARU tipo. La diferencia entre valores maximos y minimos demuestra una

vez mas la gran variabilidad del influente con el que se ha trabajado.
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Figura 4.12: Evolucién de los solidos en suspension en el influente

Las caracteristicas del fango activo, en lo que se refiere al ratio SSV/SST, vienen
determinadas por el patron que presenta las caracteristicas del influente que llega a la
instalacion (Arévalo, 2011), ya que cuando el influente posee concentraciones de
materia orgdnica mas elevadas el porcentaje de sustancias volatiles del fango activo
también serd mas elevado (Kneer et al., 2011) y viceversa (Huang et al., 2001). Debido
a ello, se ha realizado una representacion de la evolucion de los porcentajes de
sustancias volatiles del influente utilizado a lo largo del tiempo (Figura 4.13). Se ha
obtenido un valor medio de la fraccion organica del influente de 81,12 + 7,75 %. Este
valor se ha mantenido mds o menos constate a lo largo de casi todo el periodo de
estudio, a excepcion del periodo que va desde Septiembre de 2013 hasta Diciembre del

mismo afio donde los valores descendieron a valores en torno 60 — 70 %.
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Segun lo expuesto anteriormente, el fango activo utilizado en la fase de analisis tendra
una relacion directa con el influente ya sea en la fraccion volatil o en la fraccion
particulada (Munz et al., 2008). Esta relacion refleja la importancia de trabajar con ARU
reales en la investigacion ya que las aguas residuales sintéticas no representan las
variaciones producidas por las anteriores (Van Nieuwenhuijzen et al., 2008) y por lo

tanto no se podran observar sus efectos en el sistema.
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Figura 4.13: Evolucidn del porcentaje de VSS en el influente

Como en el caso de la DQO, se ha seguido la evolucion de la carga orgénica
volumétrica en funcion de los SSV del influente (Figura 4.14). Al igual que en la
evolucion de los SSV, los valores fluctuan a lo largo del periodo de andlisis, situandose
los valores maximos en los registros cercanos a los meses de verano. Se obtiene un
valor medio de 0,92 + 0,45 Kg VSS/m’-d y un valor maximo y minimo de 2,44 y 0,2
Kg VSS/m’-d respectivamente.
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Figura 4.14: Evolucion de la Carga Organica Volumetrica por VSS

El contenido en compuestos orgédnicos del influente es muy influyente en las
caracteristicas de la biomasa del fango activo ya que se produce una acumulacion de
materias volatiles en la misma proporcion en la que estan en el influente (Huang et al.,
2001; Knerr et al., 2011). Segtin un estudio realizado por Liu and Fang (2002) mediante
microscopia confocal de barrido laser (CLSM), en 1 g SSV habia 536 mg de EPS, lo
que indica que mas de la mitad de las sustancias organicas son EPS. En base a esto, el
contenido en compuestos organicos en el agua bruta es muy importante ya que definira
la composicion de EPS del fango activo y por lo tanto la tendencia al ensuciamiento de

membrana.

4.2.4.3. Andlisis de la evolucién de la Hidrofobicidad Relativa (HR) en el influente

El andlisis de la HR es muy importante en los sistemas MBR ya que las interacciones
hidrofobicas que ocurren entre los solutos, las células microbianas y el material de
membrana pueden afectar a las membranas, siendo mas severo en las membranas
hidrofobas que en las hidrofilicas (Madaeni et al 1999, Yu et al., 2005; Chang and Lee,

1998). Esto se debe a que cuanto mas hidrofilo el material de la membrana, menor es la
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adsorcion de macrosolutos que existen en las aguas residuales, tales como proteinas.
Los materiales hidrofobos, por otro lado, tienden a adsorber sustancias hidrofobicas en
las aguas residuales, dando como resultado incrustaciones (lorhemen et al., 2016).
Segun Judd (2011), aunque el efecto directo de la hidrofobicidad del fango sobre el
ensuciamiento de membrana es dificil de evaluar, su relaciéon ha sido puesta de

manifiesto por Jang et al. (2005a, b, 2006).

Dada la importancia de este parametro, se ha realizado una representacion de la
evolucion de la hidrofobicidad relativa del agua de alimentacion (Figura 4.15) ya que el
fango activo con el que se ha trabajado dependeré en gran medida de ella, obteniéndose
un valor medio del periodo de estudio de 35,30 + 9,29 % por lo que el influente tiene
una composicion de sustancias mayoritariamente hidrofilicas. Los resultados han
fluctuado durante toda la investigacion, registrandose un valor maximo de 59, 78 % y
un valor minimo de 9,80 %. A partir del mes Abril de 2013 puede verse una evolucion
que se repite a lo largo del periodo de anélisis, con porcentajes altos en los meses mas

calurosos y mas bajos en los meses con temperaturas mas bajas.
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Figura 4.15: Evolucion de la hidrofobicidad relativa del influente
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Para un mejor conocimiento de este parametro se ha realizado su correlacion con el
porcentaje de las diferentes fracciones estudiadas para el influente. Se ha utilizado la
DQO soluble para la fraccion soluble, la DQO particulada para la fraccion particulada,
los SSV para la fraccion orgénica y la diferencia entre SST y SSV, es decir la parte
inerte, como la fraccion inorgdnica. Como se puede observar en la Figura 4.16, no hay
ningin tipo de relacion entre la hidrofobicidad relativa con la fraccion soluble,
particulada y organica. Sin embargo, aunque no hay una correlacion significativa (R* =
0,0623), si se puede observar una tendencia positiva entre la hidrofobicidad relativa y la
fraccion inorganica del influente ya que se produce un aumento en la hidrofobicidad a
medida que aumenta la fraccion inorgdnica. Segun estos resultados la fraccion
inorgénica es la que confiere hidrofobicidad a la muestra por lo que esta fraccion es la
que aportara hidrofobicidad al fango activo. La presencia de sustancias inorganicas
(Ca®™", Mg™", Fe’, AI’",S04*,PO,, COs*,0H, etc.) en el fango activo puede dar lugar
a precipitaciones sobre la membrana provocando su ensuciamiento (Wang et al., 2008,
2014). Sin embargo hay sustancias, como es el caso del i6n metalico Ca*, que en
cantidades moderadas (hasta 280 mg/L) pueden ser beneficiosas para controlar y
mejorar el bioensuciamiento debido a la uniéon y puenteo con el EPS, mejorando la
biofloculacion (Arabi and Nakhla, 2008). En un estudio realizado por Kim and Jang
(2006) se demostrd que bajo concentraciones ptimas de Ca>" la resistencia debida al
bloqueo de poros de la membrana se redujo al disminuir la hidrofobicidad del SMP. Es
por ello que es necesario contrastar este resultado con los andlisis de hidrofobicidad

relativa realizados en el fango activo usado en la fase experimental.

4.3. EVOLUCION DE LOS PARAMETROS OPERACIONALES

4.3.1. Evolucién de los MLSS y MLSSV

Los valores tanto de MLSS como de MLSSV sufrieron variaciones a lo largo de periodo
experimental. Principalmente fueron motivadas por la variabilidad de la COV del caudal
influente y por las pérdidas incontroladas de fango, por las que sus concentraciones se

veian reducidas.
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Figura 4.16: Correlaciones entre HR fraccion soluble (arriba a la izquierda), HR y
fraccion particulada (arriba a la derecha), HR y fraccion inorganica (debajo a la
izquierda), y HR y fraccion organica (debajo a la derecha)

En la Figura 4.17 se representa la evolucion de MLSS y MLSSV. Puede verse que hay
fluctuaciones, siendo la mas representativa el aumento producido en Octubre de 2013
debido a que se perdi6 una gran cantidad de fango activo y se par6 la purga para que
aumentaran los MLSS répidamente. Durante el periodo de estudio, se trabajo con una
concentracion media de MLSS de 3,96 £ 2,00 g/L. y de MLSSV de 2,97 + 1,40 g/L. Los
MLSS tuvieron una concentracion maxima y minima de 10,00 g/L y 0,35 g/L
respectivamente, mientras que los MLSSV tuvieron unos picos maximo y minimo de

6,57 g/L y 0,30 g/L respectivamente.
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Si se tiene en cuenta el porcentaje de sustancias volatiles presentes en el fango, se ha
trabajado con un porcentaje medio de 76,28 + 5,18 %, con un porcentaje maximo de
92,10 % y un porcentaje minimo de 41,74 %. Segln los datos obtenidos, mas de 3/4
partes del fango son de origen organico por lo que habra una cantidad de EPS en el
medio, ya que segun Liu and Fang (2002) mas de la mitad de la fraccion orgénica en el

fango activo estd compuesta por EPS.
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Figura 4.17: Evolucion de los MLSS y MLSSV

La concentracion de MLSS tiene una relacion directa con el SRT, aumentando la
concentracion de MLSS conforme se aumenta el SRT (Hait and Tare, 2011; Huang et
al., 2001). Dado que los aumentos de SRT suponen un descenso en el volumen de fango
activo purgado, a una menor purga habrd una mayor acumulacion de sélidos en los
reactores. Como se observa en la Figura 4.18 la evolucion de MLSS y SRT es
practicamente similar a excepcion del periodo en el que se cambiaron las membranas
(13 Febrero del 2015) en el que hay un aumento del SRT pero no hay aumento de los
MLSS. Esto se debe a que en ese periodo se modifico el HRT con el que se estaba
trabajando, aumentando su valor. Wen et al. (1999) desarrollaron una ecuacion afectada

por el HRT y SRT para definir la concentracion de MLSS, de modo que a mayor HRT,
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menor MLSS y a mayor SRT mayor MLSS. En este periodo hay un aumento del HRT y

del SRT por lo que el MLSS solo sufre un pequefio aumento en su concentracion.
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Figura 4.18: Evolucién conjunta de los MLSS y SRT

Para comprobar la relacion existente entre los MLSS y el SRT se ha realizado un
estudio de correlacion entre ambos pardmetros, obteniendo un valor de R? = 0,2878
(Figura 4.19). Aunque no es un valor muy alto, teniendo en cuenta que la gran cantidad
de muestras es muy representativa, se puede establecer una relacion directa entre MLSS
y SRT ya que al aumentar los valores de SRT los valores de MLSS aumentan y

viceversa.

4.3.2. Evolucion de la Presion Transmembrana (TMP)

La TMP se define como la diferencia de presion entre los dos lados de una membrana.
Es una medida valiosa porque describe la cantidad de fuerza que se necesita para hacer

pasar el fango a través de la membrana. Una TMP baja es propia de una membrana
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limpia y que funciona correctamente. Por otro lado, una TMP alta podria indicar que la

membrana esta sucia y tendrd la capacidad de filtrado reducida.
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Figura 4.19: Correlacion entre MLSS y SRT

A lo largo de la investigacion se han registrado los valores de la TMP para determinar
su evolucion y ver como las diferentes condiciones de trabajo afectan en sus valores. Se
ha trabajado con flujos hidraulicos bajos, manteniendo un valor medio de operacion en
torno a 9 L/m*h y no sobrepasando nunca los 13 L/m*-h. Estos valores han sido
inferiores al valor nominal marcado por el fabricante por lo que no se ha forzado la
membrana. Al operar a flujos hidraulicos bajos se evita que los resultados obtenidos se
vean influenciados por la membrana ya que al trabajar con valores bajos se consigue un

menor grado de ensuciamiento (Le-Clech et al., 2006).

Se ha trabajado con ciclos de nueve minutos, ocho minutos en producciéon y uno en
relax. Como puede verse en la Figura 4.20 la TMP comienza desde presiones bajas
cuando la membrana esta en relax y va subiendo ligeramente hasta alcanzar un valor
medio. Tras el tiempo de filtracion se produce una nueva parada de un minuto de
duracion en el que la TMP desciende a los valores que determina la presion ejercida por
la altura de la 1damina de agua en el reactor de membranas. La instalacion experimental

no realiza contralavados, lo que permite generar una capa de depdsitos que ayudara al
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proceso de filtracion realizado por la membrana al no dejar expuestos los poros de la

membrana.
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Figura 4.20: Evolucion de la TMP durante los ciclos de filtracion

Los datos de TMP se registran mediante el medidor de TMP instalado que envia los
datos al SCADA constantemente, por el cual se puede obtener un dato minimo, medio y
maximo diario. De esta manera se puede representar la evolucion de la TMP maxima y
minima (Figura 4.21), y la evolucion de la TMP media (Figura 4.22) a lo largo del
tiempo y hacer un estudio de las variaciones producidas por la modificacion de las

variables operacionales en sus valores.

La Figura 4.21 representa la evolucion de la TMP minima y méxima que se han
registrado durante la fase de experimentacion. En ella se puede observar como la TMP
minima se mantiene casi constante en el tiempo a un valor de -0,05 bar, siendo este el
valor en periodo de relax de las membranas. Se han registrado fluctuaciones en su valor
debido a problemas técnicos en los que la filtracion se para, como los ocurridos a final
del periodo de estudio en los que el nivel del tanque de membrana estaba por debajo del

minimo establecido. La TMP maxima registra diversas variaciones a lo largo del
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periodo experimental. Los valores méximos estan muy cerca de los -0,25 bar debido a
que éste es el valor critico de TMP establecido en el sistema. Cuando se llega a este

valor umbral, la planta para la filtracion automaticamente quedando el sistema en

parada de proteccion.
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Figura 4.21: Evolucion de la TMP minima y maxima

TMP (Bars)

-0,2 3

-0,25
Figura 4.22: Evolucion de la TMP media
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Como se puede observar en la Figura 4.22 hay una evolucion irregular en los valores de
la TMP media a lo largo de la fase de estudio. Durante todo el periodo en el que se han
registrados valores de TMP, se han producido varias pérdidas de biomasa en el sistema
lo que provocaba que se trabajara a SRT muy bajos y por lo tanto con unos niveles de
MLSS por debajo de los establecidos por el fabricante. A excepcion de la primera
subida de TMP a los 10 dias de comenzar la fase experimental, siempre que se ha
superado el umbral de alarma de la TMP (-0,15 bars) ha sido necesario realizar una
limpieza quimica con hipoclorito sddico. Es de especial interés el periodo de estudio
que va desde Octubre del afio 2014 a Febrero de 2015. En este periodo hubo varias
pérdidas de biomasa muy seguidas que provocaron un descenso en el SRT, pudiemdo
afectar al ensuciamiento de la membrana. Se intentd realizar varias limpiezas de
membrana con hipoclorito sodico sin éxito. También se realizaron dos limpiezas
externas de las membranas, la primera de ellas dejando las membranas en remojo in situ
durante 4 horas con hipoclorito sodico y la segunda dejando las membranas en remojo
in situ durante toda la noche con hipoclorito sodico y NaOH. A pesar de los intentos
realizados por recuperar las membranas, el dia 13 de Febrero de 2015 se tuvieron que
reemplazar debido a su severo ensuciamiento. En la Figura 4.23 es posible ver el estado
de las membranas que se habian cambiado. A partir de la reposicion de las membranas

se puede observar como la TMP permaneciéo més o menos estable.

Figura 4.23: A la izquierda: membrana plana de microfiltracion cambiada por
ensuciamiento irreversible, a la derecha: membrana plana de microfiltracion nueva
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En la Figura 4.24 se ha representado conjuntamente la evolucion de la concentracion de
MLSS con la evolucion de la TMP. Puede observarse que en los periodos donde hay
una concentracion de MLSS menor a 2 g/L se produce un aumento en el valor de la
TMP hasta valores por encima del nivel de alarma, llegando en alguna ocasion a valores
de TMP medios cercanos a -0,20. En los periodos donde la TMP media ha superado el
umbral de alarma, la TMP maxima diaria ha alcanzado el umbral critico fijado en el que

la planta automaticamente para la filtracion (-0,25 bars).
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Figura 4.24: Evolucién de los MLSS y TMP media

La influencia que tiene los MLSS en la TMP ha creado una gran controversia entre los
investigadores ya que su interaccion con el ensuciamiento de la membrana es bastante
compleja. Normalmente se considera que el aumento de la concentracion de MLSS
influye negativamente en la TMP (Cicek et al.,, 1999; Chang and Kim, 2005). Sin
embargo existen otros autores que, o no han encontrado ningtn tipo de influencia de los
MLSS en el ensuciamiento (Hong et al., 2002; Lesjean et al., 2005) o incluso
encuentran influencias positivas respecto a la TMP (Brookes et al., 2006; Arévalo,

2011), es decir, que la TMP disminuye cuando los MLSS aumentan.
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La concentracion de MLSS tiene un efecto en el ensuciamiento de la membrana y ha
sido considerada frecuentemente como el principal componente de las impurezas (Le
Clech, 2006). La mayoria de los estudios afirman que un aumento de la concentracién
de MLSS tiene un impacto negativo (mayor TMP o menor flujo hidraulico) en las
prestaciones hidraulicas del MBR (Chang and Kim, 2005; Cicek et al., 1999). Wu y
Huang (2009) observaron que al operar a concentraciones de MLSS por encima de 10
g/L aument6 considerablemente la viscosidad, lo que a su vez afect6 a la filtrabilidad.
En el presente estudio no se ha podido demostrar que los MLSS tengan una relacion con
la TMP y por lo tanto con el ensuciamiento, ya que se ha realizado un estudio de su
relacion lineal, obteniendo un valor de correlacion entre ellos de 0,0083 (Figura 4.25).
El resultado obtenido es respaldado por las investigaciones realizadas por Le-Clech et
al. (2003b), Hong et al. (2002) y Lesjean et al. (2005), en las que observaron un impacto
insignificante. Autores como Arévalo et al. (2011) también observaron que existia un
impacto positivo entre MLSS y TMP, es decir, que el incremento de MLSS disminuia la
TMP y por lo tanto el ensuciamiento de la membrana. En el presente estudio se ha
trabajado como maximo a una concentracion de MLSS de 10 g/L por lo que no se ha
superado el umbral de 30 g/L, por encima del cual la concentracion de MLSS tiene una
influencia negativa (Lubbecke et al., 1995). Rosenberger et al. (2005) describieron mas
especificamente la tendencia al ensuciamiento por MLSS, estableciendo en su estudio
que a concentraciones menores de 6 g/L, un aumento en su valor reduce el
ensuciamiento mientras que subidas en concentraciones superiores a 15 g/L se
provocaba un mayor ensuciamiento. En base a esto, se pueden encontrar similitudes con
el presente estudio ya que los valores de TMP madas altos se han registrado
principalmente para valores bajos de MLSS (< 2g/L). También se puede observar que
cuando se ha operado con valores altos de MLSS (entre 7 y 10 g/L) la TMP permanece
practicamente estable con valores cercanos a -0,08 bars. Esta tendencia se puede
justificar con las investigaciones de algunos autores que establecian rangos de MLSS
que no tenian influencia sobre el ensuciamiento: Rosenberger et al. (2006) estableci6 un
rango de MLSS de 9 a 14 g/L sin efecto, Le-Clech et al. (2003b) concluyeron que no
habia impacto en concentraciones de MLSS entre 4,4 y 11,6 g/L, y Brookes et al. (2006)

indicaron que el rango de MLSS entre 6 y 18 g/L no habia efectos en la membrana.

Debido al extenso debate creado por la interpretacion de los datos de los MLSS

conforme a la evolucion de la TMP, se considera que la concentracion de MLSS es un
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indicador de pobre eficacia en el ensuciamiento de la membrana ya que los factores que
se han demostrado clave en este proceso, y aun mas si se trabaja con flujos bajos, son
los productos microbianos, como son el EPS y el SMP (Nagaoka et al., 1996; Le-Clech
et al., 20006).
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Figura 4.25: Correlaciones entre MLSS y TMP (izquierda) y entre temperatura y TMP
(derecha)

Con objeto de valorar el efecto de otras variables sobre la TMP, también se ha realizado
una correlacion entre los valores de esta y la temperatura del fango activo que se ha
registrado durante la fase de estudio. Como se puede ver en la Figura 4.25 el factor de
correlacion no es muy significativo (R* = 0,0263) pero se observa que hay una
tendencia a disminuir la TMP conforme se aumenta la temperatura del fango. Los
efectos de la temperatura en la filtracion de membrana se deben a la influencia que tiene
esta sobre la viscosidad del fluido permeado (Mulder, 2000). Aunque el efecto de la
temperatura en la TMP en el presente estudio no es muy significativo, esta puede tener
efectos indirectos en el ensuciamiento de la membrana. Se sabe que la temperatura
influye a la tasa de biodegradacion por lo que en MBR podria afectar al ensuciamiento
de la membrana debido a que altera las caracteristicas de los MLSS. Las bajas
temperaturas provocan mayor presencia de bacterias filamentosas en el MLSS (Parada-
Albarracin et al., 2012) que producen mas SMP, provocando un mayor aumento del

ensuciamiento (Guo et al., 2012). Ma et al. (2013) también observaron que la baja
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temperatura provoca un aumento en la presencia de EPS en los MLSS. A parte de la
influencia de la temperatura en la biodegradabilidad, también se ha demostrado que
tiene influencia sobre la desfloculacion, la difusibilidad y la adsorcion en los MBR

(Drews et al., 2010).

En ultima estancia, se ha realizado de un estudio para ver como evoluciona la TMP
segun la variacion en el flujo hidraulico. En la Figura 4.26 puede verse representada la
evolucién conjunta del flujo hidraulico y la TMP. En ella se observa una evolucion casi
constante del flujo con un valor muy proximo a 10 L/m? h. Durante la fase experimental
se han producido también variaciones en su valor debido principalmente a las pérdidas
de biomasa que modificaban los parametros operacionales. El episodio ocurrido en el
periodo que se reemplazan las membranas (13 de Febrero del 2015) es singular ya que
se producen grandes fluctuaciones en su valor. En este periodo la planta llego varias
veces al umbral de TMP maximo por lo que flujo se vio interferido por las constantes

paradas del sistema.
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Figura 4.26: Evolucion Flujo hidraulico y TMP media
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Para conocer mejor la relacion, se ha realizado un estudio de la correlacion lineal entre
ambos pardmetros. En la Figura 4.27, en la que se representa la correlacion lineal, se
puede observar que aunque no tenga un coeficiente de correlacion significativo (R? =
0,0112), hay una tendencia positiva en sus valores. Segun esta tendencia y la ecuacion
de Darcy (Ec. 1), la TMP aumenta conforme aumenta el flujo hidraulico. Segin esta

ecuacion, el flujo hidraulico también dependera de la resistencia a la filtracion (Rt).
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Figura 4.27: Correlacion entre TMP y flujo hidraulico

4.3.3. Evolucién de la viscosidad en el fango activo

La viscosidad es un parametro muy importante en los sistemas MBR ya que puede
interferir en la filtracion y en el suministro de oxigeno a los microorganismos. Un fango
mas viscoso opondrd mas resistencia a la filtraciéon por lo que para mantener el mismo
flujo de permeado se tendrd que suministrar mas presion de succion, aumentando los
costes operacionales del proceso. Segin Hasar et al. (2004), las suspensiones con mayor
viscosidad requieren mayores velocidades de flujo cruzado para crear regimenes
turbulentos. Si el flujo cruzado no es suficiente para separar los s6lidos de la membrana,
es razonable que la capa de incrustacion se acumule mas rapidamente sobre la superficie
de la membrana. En el caso opuesto, si la viscosidad del fango activo es mas baja, se

requerirdn velocidades de cizallamiento mas bajas para obtener la misma tension de
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cizalla (Jeison and van Lier, 2006). Debido a la mayor permeabilidad de la membrana,

se puede lograr el mismo volumen de agua a una TMP mads baja (Smith et al., 2012).

La medida de la viscosidad se ha realizado tanto para el fango presente en el reactor de
membrana como para el presente en los reactores anoxico y aireado. Las medidas se
realizaron a 15, 20, 25, 30 y 35° C, viendo una disminucion en sus valores conforme se
iba aumentando la temperatura segun la dindmica de fluidos no newtonianos en la que
los fluidos no tienen un valor de viscosidad definido y constante. También se ha
realizado la medida de la viscosidad del efluente pero en este caso solo se han registrado

valores a 20° C de temperatura.

Las registros de las medidas de los reactores aireado, andxico y de membrana pueden
verse en las Figuras 4.28, 4.29 y 4.30 respectivamente, pudiéndose observar que todas
las representaciones de viscosidad en los diferentes reactores y a diferentes temperaturas
siguen el mismo patréon. En sus evoluciones se ve como hay tres subidas bastante
visibles las cuales son debidas a paradas en el volumen de fango purgado por lo que los

MLSS aumentan y por lo tanto la viscosidad del fango.

A modo de resumen se ha realizado la Tabla 4.18 donde se puede ver el valor medio,
maximo y minimo de todo el periodo de estudio para cada valor de temperatura y cada
reactor biolodgico. En cada reactor se ve una evolucion clara de la viscosidad media y
maxima conforme la temperatura va aumentando. El valor minimo es el que se mantiene
mas constante a lo largo del estudio, variando pocas décimas entre la menor y mayor
temperatura en cada reactor. Si se comparan los valores obtenidos para cada reactor se
observa también una evolucion en el sistema, siendo el fango activo el menos viscoso,
el fango anoéxico el intermedio y el fango del MBR el mas viscoso. La mayor diferencia
entre viscosidades de diferentes reactores se encuentra en el valor maximo ya que el
fango activo anoxico y el de membrana casi duplica y triplica el valor del fango aireado
respectivamente. La diferencia se ve reducida en el caso del valor medio de la
viscosidad, habiendo como maximo 1,35 Cp de diferencia entre el fango mas viscoso y

el menos viscoso.
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Figura 4.30: Evolucion de la viscosidad en el reactor de membrana
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Tabla 4.18: Resumen medidas viscosidad fango activado

Reactor Aireado Reactor Anoxico Reactor de Membrana

Media D.E. Méax. Min. | Media D.E. Méx. Min. | Media D.E. Maéax. Min.
15°C | 2,81 1,05 597 1,22 3,26 1,56 10,00 1,33 4,16 2,54 16,97 1,37
200C | 2,52 099 574 1,23 2,94 1,45 926 1,32 3,72 236 1574 1,37
25°C | 236 092 555 1,23 2,74 1,36 8,79 1,26 | 3,46 2,19 1447 127
3°Cc| 221 08 532 123 | 257 127 837 122 | 324 206 13,55 1,23

3°C | 2,09 081 500 1,20 242 1,20 805 1,18 | 3,04 192 12,03 1,19

La mayor viscosidad del reactor de membrana se debe a la acumulacion de la fraccion
particulada tras ser rechazada en la filtracion. Esto hace que se acumulen los MLSS en
el tanque de membrana, los cuales tienen un impacto directo en la viscosidad (Hasar et
al., 2004; Rosenberger et al., 2002), aumentando la viscosidad del fango. Hay que
recordar que en el sistema MBR utilizado para el estudio hay una recirculacion del
fango desde el tanque de membrana hacia el tanque andxico por lo que se producira un

aporte de fango viscoso en el tanque anoxico que hara aumentar la viscosidad en €l.

Para conocer la relacion existente entre los diferentes fangos estudiados se ha realizado
un analisis de la varianza (ANOVA) a una temperatura de 20° C. Se ha podido
comprobar que hay diferencias significativas entre el fango aireado y el anodxico
(p=0,0001) y entre el fango aireado y el del tanque de membrana (p=0,0001). Sin
embargo, si se tiene en cuenta el fango anoxico y el del tanque de membrana se puede
decir que no hay diferencias estadisticas entre ellos ya que se obtiene un p-valor de
0,4360. En la Figura 4.31 se representa las medias obtenidas segun el método de la
diferencia significativa minima de Fischer (LSD) con un nivel de confianza del 95 %.
En ¢l se observa que hay homogeneidad entre el fango activo anoxico y el del tanque de

membrana y que el fango aireado es estadisticamente diferente.

Para un mejor entendimiento del sistema en términos globales, se ha establecido un
valor de fango mediante la ponderacion de los valores obtenidos segin el volumen del
tanque en el que se encuentran. Los datos obtenidos se pueden ver representados en la

Figura 4.32. La evolucién sigue el mismo patrén que las medidas registradas para los
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diferentes tanques pero en este caso los valores maximos y minimos han sido mas

suavizados, siendo sus valores de 10,86 y 1,20 Cp respectivamente.
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Figura 4.31: Analisis LSD de la viscosidad con un nivel de confianza del 95 %

—_
\S)

[a—
(=)

Viscosidad (Cp)

¢ 15°C ®m20°C a25°C x30°C o35°C

Figura 4.32: Evolucion de la viscosidad global del fango activo
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Anteriormente se ha hecho mencion a la relacion que tiene la viscosidad con los MLSS.
Es por ello que en la Figura 4.33 se ha realizado una representacion grafica de la
evolucion de la viscosidad a una temperatura de 20° C y de los MLSS de forma
conjunta. Se ve claramente como la viscosidad depende de la concentracion de los
MLSS del sistema ya que la evolucion que sigue ambas representaciones es
practicamente similar. Ahondando maés en la relacion entre estos dos pardmetros, se ha
estudiado la correlacion lineal entre ambos (Figura 4.34), obteniéndose una alta
correlacion lineal ya que se ha obtenido un coeficiente de determinacion de 0,8272. De
esta forma se corrobora las investigaciones realizados por Manem and Sanderson (1996)
y Rosenberger et al. (1999) en la que se concluia que la viscosidad aumenta de forma

lineal con el aumento de la concentracion de MLSS.
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Figura 4.33: Evolucién conjunta de los MLSS y viscosidad fango a 20° C

El aumento de los MLSS, y por lo tanto de la viscosidad, tiene consecuencias en el
sistema ya que disminuye la eficiencia de la transferencia de oxigeno (Krampe and
Krauth, 2003; Germain et al., 2007). Se ha demostrado que la naturaleza pseudoplastica
no newtoniana del fango activo influye negativamente sobre el coeficiente de

transferencia de oxigeno (Koide et al., 1992; Garcia-Ochoa et al., 2000; Jin et al., 2001;
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Badino et al., 2001; Ozbek and Gayik, 2001). Esto se ha atribuido a los efectos de
coalescencia y solubilidad de la burbuja ya que a mayor viscosidad se forman burbujas
mas grandes (Ozbek and Gayik, 2001) y hay una mayor resistencia a la transferencia de
masa registrada (Badino et al., 2001). A viscosidades altas también se produce una peor
distribucion del aire por lo que las burbujas mas pequefias quedan atrapadas en el
reactor (Jin et al., 2001). Debido a que el sistema exige la disolucion del oxigeno en la
biomasa para permitir la degradacion aerdbica de los contaminantes, una baja
transferencia de oxigeno requiere una tasa de aireacion mas alta y por lo tanto la energia

suministrada tendrd que ser mayor, aumentando los costes operacionales.
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Figura 4.34: Correlacion MLSS-viscosidad fango activo

Para ver la influencia que tiene sobre el sistema, se ha estudiado la relacion que tiene la
viscosidad a 20° C con la TMP media y maxima (Figura 4.35). Se puede observar que
no hay ningun tipo de relacién entre la viscosidad y la TMP ya que se obtiene un R* =
0,0012 con la TMP media y un R’ = 0,0042 con la TMP maxima. Debido a ello, la
viscosidad per se no tiene un impacto directo sobre la TMP en el estudio realizado. Sin
embargo, hay estudios que han confirmado la existencia de una relacién ya que al
aumentar la viscosidad disminuye la permeabilidad (Li et al. 2007) y aumenta la
resistencia de la membrana (Chae et al., 2006). Hay que tener en cuenta que el aumento

de la viscosidad puede venir afectado por el aumento de otro pardmetro que puede tener
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influencia sobre la TMP. Un ejemplo de ello es el aumento de viscosidad producido por
el aumento de EPS y especialmente por el aumento de la concentracion de los

carbohidratos que lo componen (Meng et al., 2006, 2009; Zhang et al., 2008a).
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Figura 4.35: Correlacion lineal entre TMP media y viscosidad a 20° C del MBR
(izquierda) y correlacion lineal entre TMP méaxima y viscosidad a 20° C del MBR
(derecha)

4.3.4. Evolucién de la HR en el fango activo

La hidrofobicidad se considera generalmente como la tendencia que tienen las
moléculas no polares para formar agregados con el fin de disminuir la superficie de
contacto con las moléculas de agua, mientras que la hidrofilicidad es el concepto
opuesto a la hidrofobicidad (Meyer et al., 2006). Una investigacion realizada por van
Loosdrecht et al. (1987a) inform6 que la fijacion de los floculos del fango aumentaba a
medida que aumentaba su hidrofobicidad. Una mayor hidrofobicidad de los floculos
presentes en el fango activo podria adherir mas fuertemente las particulas de los
fléculos entre si, asi como sobre la superficie de la membrana, aumentando con ello el
ensuciamiento de la membrana (Chang and Lee, 1998). Dewanti and Wong (1995) y

Emanuelson et al. (2003) demostraron que los foculos microbianos con mayor HR
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podrian depositarse mas facilmente sobre la superficie de la membrana ya que las
bacterias que forman floculos son mas hidrofobicas que las que estan suspendidas en el
fango. Con el fin de investigar la influencia de la hidrofobicidad relativa en el
ensuciamiento de la membrana, se ha evaluado la HR del tanque aireado, anoxico y de
membrana. Como se vio en el apartado de caracterizacion del influente, también se ha

realizado el seguimiento de la HR del influente.

En la Figura 4.36 la evolucion de la HR ha sido muy similar tanto entre los diferentes
tanques como en el influente, teniendo sus mayores registros en los meses proximos a la
estacion estival y los menores en la invernal. Claramente hay una acumulacion de
sustancias hidrofobicas en el fango ya que su valor de HR es mayor que en el influente.
En la Tabla 4.19 se ha resumido los valores obtenidos de HR a lo largo de la fase
experimental. En ella se puede ve como hay un aumento entre las medias de cada tanque
y el influente, produciéndose un aumento de mas del 20 % de sustancias hidrofobicas en
el fango respecto al influente. La diferencia también es visible en los valores maximos y
minimos con una desigualdad de aproximadamente el 20 % en cada caso. Si se tiene en
cuenta los diferentes reactores del sistema, se contempla un leve aumento en el valor
medio de HR en cada reactor. El fango menos hidrofobico es el aireado con un valor
medio de 56,64 + 10,36 %, seguido del fango andxico con una media de 56,91 + 9,23 %
y posteriormente del fango del reactor de membrana con un porcentaje medio de 58,01
+ 9,47 %. Todos los reactores estdn dentro de los valores normales segun un estudio

realizado por Chang et al. (2001) en el que encontraban un valor medio de HR del fango

del 57 %.

Tabla 4.19: Resumen valores registrados HR
Aireado (%) Anoxico (%) MBR (%) Influente (%)

Media 56,64 56,91 58,01 35,30
Desviacion 10,36 9,23 9,47 9,29
Maximo 77,24 76,80 76,79 59,78
Minimo 20,00 28,05 28,04 9,80
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Figura 4.36: Evolucion de la HR en los diferentes reactores e influente

La diferencia entre las medias del reactor con mas hidrofobicidad y el reactor con
menos hidrofobicidad es de apenas el 1,5 %, es por ello que se ha realizado un ANOVA
para ver si hay diferencias estadisticamente significativas entre los reactores. En la
Tabla 4.20 y la Figura 4.37 se puede observar que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los tanques ya que se obtienen unos p-valor superiores a 0,05. Si se
tiene en cuenta la relacion entre los diferentes reactores y el influente, se ve que en este
caso si hay diferencias estadisticamente significativas al obtener un p-valor = 0,0001 en
todos los casos estudiados. En relacion al diagrama de cajas y bigotes representado en la
Figura 4.37, se observa que el influente esta fuera del rango de concentracion de los

reactores por lo que es estadisticamente diferente y se agrupa de manera independiente.

La hidrofobicidad tiene influencia sobre los floculos bacterianos presentes en el fango
activo por lo que habra una tendencia de los floculos a repeler el agua. Se ha observado
que la fijacion de los floculos de lodo aumentarda a medida que aumenta su
hidrofobicidad (van Loosdrecht et a., 1987b). Con el fin de investigar la influencia de la
hidrofobicidad del fango activo sobre la TMP, se evalu6 la HR registrada durante la fase

de experimentacion (Figura 4.38).
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Reactor Reactor
_ o MBR Influente

Aireado Anodxico
Reactor Aireado —_ p=0,6266 p=0,0725 p=0,0001
Reactor Anoxico | p=0,6266 —_ p=0,1690 p=0,0001
MBR p=0,0725 p=0,1690 —_— p = 0,0001

Influente p=10,0001 p=10,0001 p=10,0001 —_—
100 F i
80 | = — —
o 60 i [ ) L
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Z 40 mmam
i EE o - ]
20 - 1
0

Influente MBR Reactor AireadoReactor Anoxico

Figura 4.37: Diagrama cajas y bigotes del porcentaje de HR en los diferentes reactores

En la Figura 4.38 se observa que no hay una correlacion lineal significativa entre la HR
y la TMP, obteniendo un coeficiente de correlacion muy bajo (R* = 0,059). Aunque
dicho coeficiente es muy bajo, puede verse una leve tendencia a aumentar la TMP
conforme la muestra es mas hidrofilica, es decir, la HR es mas baja. Aunque el efecto
directo de la HR sobre el ensuciamiento del MBR es dificil de evaluar, la medicion de la
hidrofobicidad de fangos activos reveld que la disminucion de la HR en los EPS puede

causar el deterioro de los floculos, aumentando la resistencia a la filtracion de la torta
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(Jang et al., 2005a, b). En sentido opuesto, Chen et al. (1997) encontraron que una
mayor hidrofobicidad de los floculos del fango activo podria tener una adherencia mas
fuerte sobre las particulas de los floculos, asi como la superficie de la membrana,
aumentando la TMP y por lo tanto el ensuciamiento de la membrana. Resultados
similares encontraron Meng et al. (2006) demostraron estadisticamente que un aumento
en la HR de diferentes fangos activos aumentaba la resistencia al ensuciamiento, por lo
que los floculos microbianos con mayor HR podrian depositarse en la superficie de la
membrana mucho mas facilmente. En el mismo estudio, Meng et al. (2006) demostraron
que la HR tiene una fuerte correlacion con la cantidad de EPS total. Lee et al. (2001a)
demostraron que las proteinas en el EPS tuvieron una fuerte influencia positiva sobre la
HR de los fléculos microbianos. Esta influencia viene determinada por los aminoacidos

hidrofébicos que componen las proteinas del EPS (Jorand et al., 1998).
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Figura 4.38: Correlacion entre HR de fango activo y TMP media

La naturaleza de las membranas poliméricas es a menudo hidrofébica, lo que significa
que su estructura repele el agua por medio de superficies no polares, obstaculizando el
proceso de filtracion. En el caso de las membranas utilizadas en el estudio, se obtiene la
afinidad con el agua durante el proceso de fabricacion, cuando se aplican ciertos
tensioactivos a la superficie externa de la lamina de membrana. Este proceso dota a las
membranas de propiedades hidrofilicas que evitan la rdpida colmatacion por coloides y

sustancias organicas, disminuyendo asi su tendencia al ensuciamiento (Pearce, 2007,
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Judd, 2011). Segtin el fabricante, hay procesos que pueden afectar al proceso de
hidrofilizacién de las membranas, provocando cambios estructurales en su superficie.
Muchas investigaciones informaron que el cambio en la hidrofobicidad de la membrana
a menudo ocurre con otras modificaciones de la membrana tales como tamafio de poro y
morfologia, lo que hace mas dificil la correlacion entre la hidrofobicidad de la
membrana y el ensuciamiento (Le-Clech et al., 2006). El efecto de la hidrofobicidad de
la membrana en un MBR aerobio, a partir de una comparacion de dos membranas de UF
de caracteristicas similares, reveld un mayor rechazo y ensuciamiento del soluto y
mayor resistencia a la torta para la membrana hidréfoba (Chang et al 2001). En
contraposicion, Fang and Shi (2005) indicaron que las membranas de mayor
hidrofilicidad tienden a ser mas vulnerables a la deposicion de impurezas de naturaleza
hidrofila. Sin embargo, en este estudio, la membrana mas hidrofila también presentd
mas poros abiertos, lo que podria ser otra razén para graves ensuciamiento. La
vulnerabilidad por las deposiciones hidrofilicas puede explicarse porque en los MBR los
lodos activados contienen cantidades sustanciales de EPS hidrofilico, que se ha

identificado como una importante impureza (Le-Clech, 20006).

En el apartado 4.2.4.3 se analizdé la relacion que tenia la HR con las diferentes
fracciones de solidos en suspension del influente. En la Figura 4.39 se ha representado
la correlacion entre la HR del fango y la fraccion organica y la fraccion inerte de los

MLSS.

En la representacion de la correlacion entre la HR y las diferentes fracciones del fango
activo se puede observar que los coeficientes de correlacion son bajos, con unos valores
de R* = 0,0477 para la fraccién orgénica y R* = 0,0939 para la fraccion inerte. Sin
embargo, existe una tendencia positiva en ambas facciones, sobre todo en la fraccion
inerte, confirmandose el resultado obtenido en la caracterizacion del influente. La
fraccion organica estd compuesta mayoritariamente por EPS (Liu and Fang, 2002)
producido por el metabolismo celular. Es de especial interés el contenido en proteinas
ya que los aminodcidos presentes en el EPS tienen caracteristicas hidrofobas (Jorand et
al., 1998). Debido a ello, es necesario el estudio de los EPS ya que segin numerosos
autores son los principales componentes que afectan al ensuciamiento de la membrana

en sistemas MBR (Nagaoka et al., 1996,1998; Chang and Lee, 1998; Cho and Fane,
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2002; Rosenberger and Kraume, 2002; Chang et al., 2002; Sun et al., 2011; Wang et al.,
2011).
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Figura 4.39: Correlacién entre HR y la fraccion orgénica del fango activo (izquierda) y

entre HR y la fraccidn inerte del fango activo (derecha)

4.3.5. Evolucion de la calidad del efluente

Los sistemas MBR se caracterizan por la obtencion de un efluente de alta calidad,
teniendo el agua tratada gran diversidad en su posible consumo, por lo que la mayoria

de estos sistemas estan asociados a la reutilizacion del agua.

Para la caracterizacion del efluente se ha medido la DQO del agua tratada a lo largo de
la fase experimental, obteniendo una evolucion que puede ser observada en la Figura

4.40.

A lo largo de la investigacion el efluente ha tenido una DQO con un valor medio de
21,93 £ 15,69 mg O,/L y unos valores maximos y minimos de 81 y 0,5 mg O,/L
respectivamente. Durante este tiempo, ha sufrido varias fluctuaciones, siendo las mas

importantes las producidas al comienzo del estudio y durante los meses de Enero a
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Mayo de 2014 en las que se obtienen unos efluentes con unos valores de DQO muy
superiores a la media. Son destacables también las fluctuaciones producidas en el
periodo donde se produce el reemplazo de las membranas debido a las pérdidas de
fango activo por lo que se puede entender que este periodo fue perjudicial tanto para la

membrana como para la calidad del efluente.
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Figura 4.40: Evolucion de la DQO del efluente

Para conocer el motivo de las fluctuaciones en la calidad del efluente se han realizado

correlaciones con las principales variables operacionales, las cuales se muestran en la

Figura 4.41.

Aunque no hay una fuerte correlacion entre temperatura y calidad del efluente, si se
puede observar una tendencia negativa. La temperatura es la variable operativa que mas
afecto a la calidad del efluente, de tal manera que cuanto mas altas eran las
temperaturas, menos DQO habia en el efluente. El efecto de la temperatura sobre la
actividad bioldgica es responsable de esta correlacion negativa. Segun Arévalo et al.

(2014) las bajas temperaturas aumentan la concentracion de DQO sobrenadante en el
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fango activo, lo que indica que las reducciones de temperatura tuvieron un impacto

significativo en la eliminacion de la DQO por biodegradacion.
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Figura 4.41: Correlacion DQOef - T2 media (arriba a la izquierda), correlacion DQOef
- SRT (arriba a la derecha), y correlacion DQOef — HRT (abajo)

En la correlacion DQO del efluente y SRT también se puede apreciar una tendencia, de
manera que un SRT mas largo proporciona una mejor calidad de efluente. Segliin
Barreto et al. (2017), las tasas de absorcion de oxigeno aumentan en el sistema MBR

siguiendo una tendencia similar a la observada con el aumento de la concentracion de
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MLSS cuando hay suficiente OD disponible en el biorreactor aerobio. Una mayor
concentracion de MLSS implica una mayor concentracion de biomasa activa, lo que
resulta en una menor relacion F/M. En estas condiciones, el sistema se encuentra en un
estado de endogénesis y la metabolizacion de la materia organica biodegradable es mas

rapida (Arévalo et al., 2014).

4.3.6. Evolucion del SMP en el fango activo

El SMP ha sido extraido del fango activo aireado durante el periodo de
experimentacion. La extraccion se ha efectuado mediante el método descrito por Judd et
al. (2006) por triplicado, desechando los valores que se salian del intervalo de

conflanza.

Durante la fase de estudio, las muestras de SMP han sido caracterizadas en proteinas,
acidos humicos y carbohidratos. Sin embargo, al principio de la fase de analisis se
utiliz6 el método de Lowry et al. (1951) que median conjuntamente el contenido en
proteinas y acidos himicos. Las extracciones de SMP también han sido caracterizadas

en Carbono Organico Total (TOC), Carbono Inorganico (CI) y Carbono Organico (CO).

En la Figura 4.42 puede verse representado la evolucién en el tiempo de los
biopolimeros que forman el SMP. Se comienza a trabajar con una concentracion muy
alta de proteinas + 4cidos htimicos y carbohidratos debido a que se empieza a trabajar
directamente con agua bruta, la cual tiene una proporcion mayor de SMP que el fango
activo en relacion con los sdlidos en suspension volatiles. A medida que el fago se
estabiliza, la proporcion de los biopolimeros se reduce hasta llegar a valores mas o
menos estables de 10 mg/g SSV en proteinas + &cidos humicos y 2 mg/g SSV en
carbohidratos. A partir del mes de Junio del 2013 se empieza a caracterizar las proteinas
y los &cidos humicos por separado utilizando el método de Lowry et al. (1951)
modificado por Frelund et al. (1995). Tras el primer par6on estival se observa como se
reducen la concentracion de acidos humicos, proteinas y carbohidratos debido a
perdidas de fango activo en el sistema que provocaron un descenso en los niveles de

MLSS, causando un aumento en la proporcion de SMP en el fango. Una vez

166



4. Resultados y Discusion Tesis Doctoral Eugenio Marin Marin

estabilizado sus valores, permanecen constantes hasta el segundo parén. A partir de aqui
se produce una serie de pérdidas de fango en el sistema que hacen que vuelvan a
aumentarse la proporcion en el fango activo. En este periodo es donde se han registrado
los valores mas altos para proteinas, carbohidratos y acidos himicos, con un valor que
corresponde al 11 de Febrero del 2015 de 38,64 mg/g SSV, 42,48 mg/g SSV y 92,98
mg/g SSV respectivamente. El dia 13 de Febrero del 2015 el proceso es detenido para
intercambiar las membranas debido a la su colmatacion. De esta fecha en adelante se
produce un leve descenso en sus valores debido a la estabilizacion del fango. En el
ultimo mes de operacion el SRT se establecid en 5 dias por lo que los biopolimeros

tienden a subir su proporcion en los MLSSV.

Durante todo el periodo de andlisis se ha trabajado con un valor medio de proteinas,
acidos huimicos y carbohidratos de 2,51 + 3,85 mg/g SSV, 8,20 + 8,79 mg/g SSV y 2,60
+ 3,43 mg/g SSV respectivamente. Los carbohidratos tuvieron un valor maximo de
42,48 mg/g SSV y un minimo de 0,19 mg/g SSV, mientras que las proteinas y acidos
himicos tuvieron unos valores maximos y minimos de 38,64 mg/g SSV y 0,11 mg/g
SSV, y de 92,98 mg/g SSV y 0,02 mg/g SSV respectivamente. Los datos obtenidos
muestran que los componentes mayoritarios del SMP son los 4acidos himicos, con una
concentracion media casi 4 veces mayor que la concentracion de proteinas o
carbohidratos. Generalmente se ha aceptado que los componentes mayoritarios del SMP
han sido las proteinas y los carbohidratos. Hay numerosas investigaciones en las que
solo se cuantificaron las proteinas y carbohidratos, siendo el caso los estudios realizados
por: Evenblij and van der Graaf (2004) en el que encontraron 23 y 7 mg/L de proteinas
y carbohidratos respectivamente, Grelier et al. (2005) en el que cuantificaron de 10-34
mg/L de proteinas y entre 5-33 mg/L de carbohidratos, y Ji and Zhou (2006) con una
concentracion de proteinas de entre 4,5 y 6 mg/L y de carbohidratos de entre 3,7 y 4,5
mg/L trabajando con agua sintética. En algunas investigaciones solo se ha detectado la
presencia de carbohidratos en el SMP, teniendo una concentracion de entre 3 y 14 mg/L
(Rosenberger et al., 2006). Sin embargo, hay algunos autores que han definido la
concentracion de acidos humicos presentes en el SMP y han encontrado que es el
componente mayoritario, al igual que en el presente estudio. Cabassud et al. (2004)
encontraron que el principal componente del SMP eran los 4cidos humicos con una
concentracion de 36 mg/L, seguido de los carbohidratos con una concentracion de 25

mg/L y de las proteinas con una concentracion de 8 mg/L. La relevancia de cada
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componente y su concentracion varian de un estudio a otro debido a que la formacion y
composicion del SMP se ven afectadas por diversas variables operacionales tales como:
la carga orgéanica, el SRT, la concentraciéon de la biomasa o las caracteristicas del

influente (Sponza, 2003).
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Figura 4.42: Evolucidn de los biopolimeros presentes en el SMP

En la Figura 4.43 se representa la evolucion de los porcentajes de los biopolimeros en
relacion al valor de SMP total que viene definido por el sumatorio de carbohidratos,
proteinas y acidos hiimicos. Se ve claramente que al principio del estudio, el porcentaje
maximo correspondia a las proteinas ya que estas se median conjuntamente con los
acidos humicos, con un porcentaje medio de 80,08 £ 9,90 % y con valores maximos y
minimos de 93 y 59,40 % respectivamente. Al comenzar a caracterizar a los acidos
himicos, son estos los que ocupan un mayor porcentaje del SMP con una media de
64,04 £ 17,71 %, seguido de los carbohidratos con 19,73 + 9,04 % y de las proteinas
con 17,68 + 18,52 %.
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Figura 4.43: Evolucidn del porcentaje de los biopolimeros respecto al total de SMP

El SMP también ha sido caracterizado en su composicion de CO, Cl y CT. En la Tabla
4.21 se representan los datos estadisticos de cada uno de los componentes. En ella se
observa que las fraccion inorgéanica del SMP es mayor, teniendo la fraccion inorganica
un valor de 26,73 = 15,05 mg/L y la orgénica un valor de 22,25 + 21,44 mg/L. Esto
indica que hay aproximadamente un 55 % de componentes inorganicos y un 45 % de
compuestos organicos en las extracciones de SMP realizadas. La presencia de sustancias
inorganicas es debido a que la extraccion de estos compuestos se realiza por mediante
un proceso fisico como es el de centrifugacion (Judd, 2006), por el que se obtiene una
muestra clarificada. Puede ocurrir que en influentes mas recalcitrantes, la biomasa
clarificada est¢ compuesta por componentes que permanecen sin transformar por el
proceso bioldgico (Judd, 2011) por lo que podra haber ciertas interferencias en el SMP.
Para investigaciones futuras sera necesario evaluar el tiempo y la fuerza gravitacional
utilizada para la extraccion de SMP para asi poder hacer una extraccion lo mas optima

posible.

En base al contenido de SMP, puede verse como su concentracion es mayor a la
concentracion de carbono organico registrado, el cual tiene una concentracion de 22,25
+ 21,44 mg/L frente a los 30,05 £ 19,29 mg/L del SMP. De este dato se puede obtener

que los carbohidratos, proteinas y acidos humicos conformen casi la totalidad del SMP
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extraido del fango activo aireado y que se haya producido una sobreestimacion en el
valor de alguno o algunos biopolimeros. Una posible causa es el error en la media
conjunta de proteinas y acidos hiimicos mediante el método colorimétrico de Frolund et
al. (1995) ya que se obtienen absorbancias muy bajas, obteniendo una gran diferencia de

concentracion entre un valor de absorbancia de 0,001 y 0,002.

Tabla 4.21: Resultados estadisticos de la evolucion de CO, CI, CT y SMP en mg/L

Cl CO CT SMP
N° de Analisis 217 214 246 287
Media 26,73 22,25 48,23 30,05
Desviacion 15,05 21,44 30,53 19,29
Minimo 0,00 0,81 3,44 1,59
Maximo 63,89 125,56 173,39 163,34
Mediana 25,58 20,04 44,97 27,13
Varianza 226,52 459,62 931,97 371,93

La covarianza de las muestras demuestra que el CI es la fraccion que ha variado menos
a lo largo del estudio mientras que el CT es el que mas ha variado. La evolucion de
estos componentes se puede ver mas claramente en la Figura 4.44, en la que se
representa su evolucion en el tiempo. En dicha figura, se puede observar como el
contenido en CI es el que ha sufrido menos fluctuaciones a lo largo del periodo de
estudio. Aunque con grandes fluctuaciones en varios registros, el SMP se ha mantenido
estable con una concentracion de entre 20 y 40 mg/L. El contenido en CO es el que mas
ha variado a lo largo del periodo de estudio, sobre todo en la parte final de la fase de
experimentacion donde se registran valores desde 20 mg/L hasta 120 mg/L. Al igual
que en la Figura 4.42, es visible un aumento de las concentraciones en CO, CI y SMP

en el periodo donde se tuvo que reemplazar las membranas debido a su baja
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permeabilidad. Debido a ello, es necesario estudiar la influencia que tienen las variables

y pardmetros operacionales para conocer el porqué de su variacion y ver como afecta al

ensuciamiento de la membrana.

180

160 - ¢

2140 - . *

¢

~ 120 4 .

100 - ¢ .
80 - . *
60 K 4 ® 0‘ A
3 YWY TERY L
20 o o % y" ' ‘:ﬁ A o
O T T T T T T T T T T T
LR M X X X X H O O
A7 QA QA QA QT QA QDA QDAQAQXQQXRQNSQ

QDY QA A QA QDD QDR QDY QA QA N Q

SRS VA VA NI S O QT AV A 5 Y

Q
o
9 N D Q) O X LD QA 9N
QN @ W W PN QP
O S A N MR M M NI RPN N

mg/L)

[o]g]

\

Concentrac

* SMP (mg/L) CO (mg/L) 4 CI (mg/L)

Figura 4.44: Evolucion en la concentracion de CO, Cly SMP

La relacion entre las variables operacionales, los pardmetros operacionales, el SMP y
sus componentes ha sido estudiada estadisticamente mediante los coeficientes de
Pearson. En la Tabla 4.22 se ha representado los coeficientes de Pearson entre variables
operacionales y la concentracion de SMP y sus componentes. Por otra parte, se ha
representado los coeficientes de Pearson entre parametros operacionales y la

concentracion de SMP y sus componentes (Tabla 4.23).

A excepcion del HRT, todas las variables operacionales tienen una influencia negativa
sobre la concentracion de SMP, siendo las mas representativas el SRT (coeficiente de

Pearson de -0,2138 y p-valor < 0,01) y la temperatura media del fango (coeficiente de
Pearson de -0,2061 y p-valor <0,01).
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La relacion de la temperatura con SMP esta en disputa ya que existen diferentes
modelos que muestran tendencias divergentes (Janus and Ulanicki, 2010). Sin embargo,
si se tiene en cuenta que una temperatura mas alta implica un aumento del metabolismo
microbiano (Wang et al 2009b; Zhang et al., 2006d) y consecuentemente un mayor
consumo de compuestos metabolizables como el SMP, se puede explicar la correlacion
negativa entre temperatura y los carbohidratos del SMP (SMPc), el componente mas
biodegradable. En el caso opuesto se encontrarian las proteinas (SMPp) ya que, de los

componentes caracterizados, son los menos biodegradables.

Tabla 4.22: Coeficientes de Pearson entre variables operacionales y concentracion de
SMP y componentes

SMP Total SMPp SMPc SMPac
HRT -0,0380 -0,0629 0,0542 -0,0234
SRT -0,2138** -0,1084 -0,0100 -0,1502*
COVvdqo -0,1695** -0,1364 -0,2570** -0,2197**
COVsst -0,1837** 0,0008 -0,1684* -0,0952
T2 Minima -0,1933** -0,0261 -0,2910%* -0,1635%
T2 Media -0,2061** -0,0132 -0,2385** -0,1154
T2 Maxima -0,1886** -0,0674 -0,2820** -0,1798**

**Correlacion significativa con p-valor < 0,01
*Correlacion significativa con p-valor < 0,005

En los sistemas de fangos activos, el SRT es una de las variables operativas mas
importantes que afectan a las concentraciones de SMP y EPS, por lo que un aumento en
SRT significa una menor concentracion de SMP y EPS en el lodo activado (Meng et al.,
2009; Malamis and Andreadakis, 2009). Un aumento en el SRT resulta en una mayor
concentracion de microorganismos en el fango activo que se alimentan de los
compuestos facilmente metabolizables, que causan una disminuciéon de sus
concentraciones (Laspidou and Rittmann, 2002) y, en consecuencia, disminuye la

concentracion de SMP (Lee et al., 2001a; Drews et al., 2008).
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Ambas cargas organicas estudiadas (COVdqo y COVsst) tienen una influencia en el
SMP Total por lo que, cuanto menos concentrado sea el influente mas cantidad de SMP
habra en el fango activo. Para entender esta relacion es necesario recordar que la DQO
soluble del influente estudiado se mantiene sin variaciones bruscas a lo largo de toda la
fase experimental, deduciendo que las fluctuaciones producidas en la DQO del influente
se deben en su mayoria a variaciones de la fraccion particulada. En base a esto, se puede
decir que a mayor COVdqo habrd mayor concentraciéon de componentes de la fraccion
particulada y menor proporcion de componentes solubles que son los formadores del
SMP. En el mismo caso de relacion negativa se encontrarian el SMPc y el SMPac con
un coeficiente de Pearson de 0,2570 y un p-valor < 0,01, y con un coeficiente de

Pearson de 0,2197 y un p-valor < 0,01 respectivamente.

La Tabla 4.23 muestra como el SMP al formar parte de la biomasa de fangos activos,
existe una alta correlacion entre estos y el contenido MLSS y MLVSS con un
coeficiente de Pearson de -0,5283 y un p-valor < 0,01, y un coeficiente de Pearson de
0,5409 y un p-valor < 0,01 respectivamente. Esta correlacion se relaciona con el SRT,
de modo que a mayores SRTs habra mayor retencion de biomasa y por lo tanto las
concentraciones de MLSS y MLVSS seran mayores. Por el contrario, cuanto mas
grande es el SRT, mayor es la degradacion de los compuestos orgéanicos y, por tanto,
menores son las concentraciones de SMP y EPS. Los biopolimeros que componen el
SMP tienen también una gran correlacion, siendo los de menor correlacion el SMPp ya
que tiene un coeficiente de Pearson de 0,3577 con p-valor < 0,01 para los MLSS y un
coeficiente de Pearson de 0,3750 con p-valor < 0,01 para los MLSSV. La menor
correlacion es debida a la baja biodegradabilidad que poseen las proteinas en

comparacion con los dcidos hlimicos y los carbohidratos.

Es de esperar la correlacion entre la relacion MLSSV/MLSS y el SMP dado su caracter
organico. Los componentes que tiene mas correlacion con dicha relacion son los SMPac
con un coeficiente de Pearson de 0,1961 y un p-valor < 0,05. Debido a ello se puede
considerar la relacion MLSSV/MLSS como un factor importante para medir la

presencia de SMP en el fango activo.

La viscosidad, al ser un parametro que esta altamente correlacionado con la

concentracion de MLSS y MLSSV, también tiene una alta correlacion con el contenido
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de SMP y sus compuestos ya que va a depender directamente de las variaciones de

solidos en suspension que se produzcan en el fango activo.

Tabla 4.23: Coeficientes de Pearson

entre parametros operacionales y concentracion

Tesis Doctoral Eugenio Marin Marin

de SMP y componentes

SMP TOTAL SMPp SMPc SMPac
Hidrofobicidad | -0,2208** -0,2490** -0,2897** -0,3049**
MLSS -0,5283** -0,3577** -0,5088** -0,5482**
MLSSV -0,5409** -0,3750** -0,5197** -0,5601**
MLSSV/MLSS 0,1702* 0,0708 0,1686* 0,1961*
TMP Maxima -0,0858 -0,1757* -0,2010** -0,1807**
TMP Media -0,1521* -0,2227** -0,1118 -0,1471*
TMP Minima -0,0791 -0,2398** -0,2767** -0,2492**
Viscosidad -0,4080** -0,2793** -0,4151** -0,4410**
DQOef -0,1562 -0,0792 -0,1300 -0,1577

**Correlacion significativa con p-valor < 0,01
*Correlacion significativa con p-valor < 0,005

La HR también tiene una influencia negativa sobre la concentracion de SMP y sus
componentes. Hay que recordar que el estudio realizado en apartado correspondiente a
la HR del influente y del fango activo, se encontrd una tendencia positiva de la parte
inerte de los solidos en suspension con esta. Debido a ello, el aumento en la
hidrofobicidad vendra determinado principalmente por los componentes inorganicos. En
el caso opuesto se encuentra el SMP y sus componentes, ya que al tener una correlacion
negativa, se puede afirmar que el SMP otorga al fango activo hidrofilicidad,
demostrando los estudios realizados por Le-Clech et al. (2006) en el que demostraban
que en sistemas MBR, los fangos activos contienen cantidades sustanciales de EPS

hidrofilico.
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Aunque las proteinas, carbohidratos y acidos humicos son unos de los compuestos
organicos que aparecen en el efluente de los sistemas MBR (Kent et al., 2011), en el
presente estudio no se ha podido encontrar una relacion estadisticamente significativa

entre estos compuestos y la calidad del efluente.

De los diferentes registros de TMP estudiados, solo la TMP media tiene una leve
correlacion con el SMP Total (coeficiente de Pearson -0,1521 y p-valor < 0,05). En
cambio, tanto la TMP media como la minima y la maxima presentan correlaciones con
los biopolimeros que componen el SMP. La TMP méxima y minima son las que
presentan mayores correlaciones, siendo la mas representativa la del SMPc en cada caso
con un coeficiente de Pearson de -0,2767 y p-valor < 0,01 para la TMP minima y un
coeficiente de Pearson de -0,2010 y un p-valor < 0,01 para la TMP méxima. Tanto la
TMP media como las TMP maxima experimentaron un aumento pronunciado (presion
negativa) después de las pérdidas de biomasa con la consecuente disminucion de SRT.
Xu et al. (2015) observaron que durante las situaciones de estrés, los microorganismos
excretan mas SMP, lo que puede significar un problema significativo en la membrana,
resultando en mayores valores de TMP en los sistemas MBR. Después de que el
sistema analizado alcanzd las condiciones de estado estacionario, ocurrieron varios
problemas accidentales de pérdidas de biomasa. Estos problemas representan una
disminucién periddica en SRT y un aumento en la relacion F/M debido a una presencia
menor de microorganismos activos con respecto al sustrato. Los fangos activos con
altos valores de SRT funcionardn bajo condiciones endogenas, lo que hace que los
diferentes componentes del SMP (carbohidratos, proteinas, acidos humicos, etc.) sean
degradados por microorganismos y, por consiguiente, cuanto mayor es el SRT, menor
sera la concentracion de SMP (Meng et al., 2009). Lo contrario se puede esperar
después de una fuerte caida en SRT, con un probable aumento en la concentracion de
SMP, que a su vez puede afectar a la TMP. Esto es consistente con la tendencia del
sistema estudiado, en el que se encontrd una correlacion inversa entre SMP y SRT.
Ademas, se observo que un aumento en los compuestos de SMP al aumentar la TMP

maxima, una correlacion que es mas acentuada para el SMPc y SMPac.

El aumento de TMP méxima conforme aumentan los compuestos del SMP puede verse
mas claramente representado en la Figura 4.45. Se observa que en todos los periodos en

los que se produce un aumento de la concentraciéon de los compuestos del SMP,
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especialmente la de carbohidratos y acidos humicos, se produce un aumento en la TMP
maxima, llegando en ocasiones al umbral critico (-0,25 bar). Es de especial interés el
comienzo de la fase de experimentacion en el que se produjo un aumento de la TMP
debido a la alta concentracion de los compuestos del SMP. Esto fue debido a que la
puesta en marcha de la instalacion experimental se inicid sin inoculacion previa, la cual
fue muy negativa para la membrana, con alteraciones continuas de la TMP y paradas en
la filtracion, siendo necesario aplicar varias limpiezas quimicas para recuperar la TMP.
Durante esta fase de puesta en marcha, el proceso microbioldgico alin no se habia
establecido y no se podia considerar que el establecimiento se encontraba en
condiciones de estado estacionario. Bajo estas condiciones operativas, la membrana fue
expuesta a un taponamiento o bloqueo de poros debido a que la torta sobre la superficie
de la membrana no se desarrolld, quedando los poros de la membrana expuestos (Le-
Clech et al., 2010; Malamis and Andreadakis, 2009). Estos hechos subrayan la

necesidad de iniciar la filtracion de membrana en MBR con un proceso biologico

establecido.
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Figura 4.45: Evolucién conjunta TMP maxima y componentes del SMP
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También son llamativas las fluctuaciones producidas a finales del afio 2014 y
comienzos del 2015, periodo en el cual se tuvieron que realizar numerosas limpiezas
quimicas y por el cual se tuvieron que reemplazar las membranas debido al severo

ensuciamiento producido.

La influencia del SMP en el ensuciamiento de membranas ha atraido considerable
atencion. Un estudio realizado por Rosenberger et al. (2006) en el que trabajaron con
sistemas MBR de microfiltracion, demostr6 que la concentraciéon de la fraccion de
carbohidratos del SMP correspondi6 a altas tasas de incrustacion y su concentracion fue
influenciada por la temperatura y situaciones de estrés para los microorganismos. En
contraposicion, la correlacion entre la concentracion de carbohidratos y el
ensuciamiento de la membrana no fue observada por Drews et al. (2008) que trabajan
con sistemas de MBR de ultrafiltracion, aunque estos estudios reflejaron que el SMP
podria influir en la obstruccion de la membrana por el taponamiento de los poros,
especialmente a valores bajos de SRT. Sin embargo, estudios realizados por Lyko et al.
(2007) y Al-Halbouni et al. (2008) demostraron que los dcidos himicos también pueden
afectar al ensuciamiento de la membrana, teniendo mas influencia estos que los
carbohidratos (Al-Halbouni et al., 2008). Por lo tanto, se pudo ver como el bajo SRT
aumentd la concentracion de SMP, principalmente del SMPc y SMPac, los cuales

afectan a la TMP y por lo tanto, fueron un factor de riesgo para el proceso.

Los carbohidratos tienen mas propension al ensuciamiento de la membrana que las
proteinas ya que los carbohidratos tienen naturaleza hidrofilica mientras que las
proteinas tienen cardcter hidrofobico (Yigit et al, 2008; Li et al., 2012). Al ser las
membranas utilizadas hidrofilicas rechazaran las sustancias hidrofobicas y atraeran a las
sustancias hidrofilicas, produciendo una mayor acumulacion de estas sustancias en la

membrana.

4.3.7. Evolucién del EPS en el fango activo

Tras la comparativa de métodos de extraccion a partir de fango activo aireado, se

definid el método de extraccion con etanol -20° C (Quesada et al., 1994) como el mas
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adecuado para el fango activo que se utiliz6 en la fase de estudio. Las extracciones de
EPS se realizaron cada dia por triplicado, descartando los valores que se salian del
intervalo de confianza en su caracterizacion. A partir del EPS extraido se realizaron
analisis de proteinas, acidos humicos y carbohidratos segin los métodos descritos en el
apartado de materiales y métodos. Durante el estudio se produjo un cambio en el
método de caracterizacion de proteinas, sustituyendo el método descrito por Lowry et al
(1951) por su modificacion descrita por Frelund et al. (1995) en la que media por

separado los acidos hiimicos y las proteinas.

La evolucion de las concentraciones de los compuestos del EPS se ve representada en la
Figura 4.46. El periodo de experimentacion comienza con valores altos de proteinas +
acidos htimicos y carbohidratos en relaciéon a los MLSSV debido a que se comenzo a
trabajar con agua bruta. A medida que el sistema va alcanzando las condiciones de
estado estacionario, la concentracion de los componentes del EPS va disminuyendo
hasta alcanzar unos valores mas o menos constantes hasta el primer paréon por
problemas operacionales producido en los meses de verano. Durante este periodo se
mantienen valor de carbohidratos préximos a 20-30 mg/g SSV y de proteinas + 4cidos
hiimicos de 40-60 mg/g SSV. Tras el paron estival, y analizando por separado las
proteinas y los 4cidos hiimicos, se empieza a operar con concentraciones altas de
carbohidratos y acidos himicos debido a perdidas de biomasa en el sistema. Tras la
pérdida de fango activo, el sistema va recuperando el estado estacionario, manteniendo
los valores de carbohidratos, proteinas y acidos humicos constantes en el tiempo, con
valores de 10-20 mg/g SSV, 5-25 mg/g SSV y 5-25 mg/g SSV respectivamente. El
segundo parén fue debido a que la instalacion experimental sufridé un problema
operativo, el cual necesito de un periodo de parada para regularizar de nuevo la
operacion. Una vez recuperado el sistema, se producen grandes fluctuaciones de los
componentes del EPS hasta el final del periodo de anélisis. Los biopolimeros sufren un
aumento de su concentracion, llegando a una concentracion maxima de carbohidratos de
34,14 mg/g SSV, de proteinas de 30,05 mg/g SSV y de &cidos humicos de 27,67 mg/g
SSV. Una vez mas, este aumento en la concentracion de los compuestos del EPS es
debido a varias pérdidas de biomasa en el sistema. El dia 13 de Febrero, tras varias
limpiezas quimicas sin éxito, se decide reemplazar las membranas utilizadas debido al
ensuciamiento irreversible producido en la membrana. Tras ello, el sistema va logrando

el estado estacionario hasta que al final del periodo, reduciendo la concentracion de los
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biopolimeros estudiados. En el ultimo periodo de la fase experimental se decide cambiar
el SRT a 5 dias, produciéndose grandes purgas de fango. La reduccion del SRT provoco
una relacion MLSSV/MLSS mayor en el lodo activo, provocando una mayor
disponibilidad de sustrato frente a la presencia de microorganismos (mayores relaciones
F/M). Al haber gran cantidad de alimento, los microorganismos producen mas cantidad
de EPS, aumentando las reservas acumuladas y aumentando la presencia de MLSSV

frente a MLSS.
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Figura 4.46: Evolucion de los biopolimeros presentes en el EPS

Teniendo en cuenta el periodo donde se han realizado independientemente la
caracterizacion de proteinas y éacidos humicos, se obtienen unos valores medios de
proteinas, carbohidratos y acidos himicos de 17,84 + 15,32 mg/g SSV, 17,19 + 6,68
mg/g SSV y 10,20 + 6,11 mg/g SSV respectivamente. La concentracion de proteinas ha
tenido un valor maximo de 88,38 mg/g SSV y un valor minimo de 0,59 mg/g SSV, la de
carbohidratos un valor maximo de 53,32 mg/g SSV y un valor minimo de 5,67 mg/g
SSV y la de 4cidos humicos ha tenido unos valores maximos y minimos de 40,49 y 0,24

mg/g SSV respectivamente.
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Los datos obtenidos presentan que los componentes mayoritarios de los EPS son las
proteinas pero con valores practicamente iguales a los carbohidratos. La composicion
del EPS extraido depende de muchos factores, entre los que se encuentra el tipo de
reactor, los parametros del proceso y el método de extraccion utilizado (Nielsen and
Jahn, 1999). Debido a ello hay una gran controversia en la composicion del EPS.
Aunque al principio se consideraban a los carbohidratos como el principal componente
de los EPS (Costerton et al., 1981), investigaciones mas recientes han demostrado que
son las proteinas los componentes mayoritarios en el EPS procedentes de fangos activos
(Dignac et al., 1998). Resultados similares encontraron Cabassud et al. (2004) ya que
definieron como el componente mayoritario del EPS a las proteinas, con unos
concentraciones de 25-30 mg/g SSV. En la misma investigacion, se encontrd que los
acidos humicos tenian una concentracion de 12-13 mg/g SSV, mientras que los
carbohidratos estaban en concentraciones de 7-8 mg/g SSV. Estudios realizados con
agua sintética, también han demostrado que las proteinas son el mayor componente del
EPS extraido (Le-Clech et al., 2003a; Gao et al., 2004; Ji and Zhou, 2006). En el caso
contrario, y también utilizando agua sintética, se encuentra el estudio realizado por Ahn
et al. (2005), en el que encontraban una mayor composicion en carbohidratos que en

proteinas, teniendo unos valores de 36 y 29 mg/g SSV respectivamente.

Al expresar los resultados obtenidos en términos de porcentaje (Figura 4.47), se observa
como el porcentaje medio mayor a lo largo del periodo de andlisis lo tienen los
carbohidratos con un valor medio de 43,36 £ 11,91 %. El porcentaje medio de las
proteinas es de 36,55 = 19,46 % y el de los acidos himicos de 27,37 + 14,50 %. Los
valores maximos y minimos obtenidos en proteinas, carbohidratos y 4cidos hiimicos han

sido 74,37 y 2,00 %, 85,41y 22,22 %, y 64,92 y 0,26 % respectivamente.

Para complementar este estudio, se ha realizado la evolucion conjunta de la
concentracion de los componentes del EPS junto al SRT, viendo como ha influenciado
la edad del fango en la composicion del EPS. En la Figura 4.48 se observa como cuando
hay periodos en los que el SRT es bajo, la predominancia la tienes los carbohidratos.
Esto es debido a que se produce una acumulacion, habiendo una mayor relacion F/M,
por lo que los microorganismos producen mas cantidad de EPS y aumentan las reservas
acumuladas. En el caso opuesto, cuando el SRT es mayor, hay una mayor concentracion

de microorganismos en el fango activo que se alimentan de los compuestos facilmente
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metabolizables, que causan una disminucion de sus concentraciones (Laspidou and
Rittmann, 2002). En base a esto, los carbohidratos serdan consumidos por los
microorganismos antes que las proteinas ya que son mas faciles de metabolizar,
disminuyendo su valor y por lo tanto quedando las proteinas como el componente
mayoritario del EPS a SRT mayores. La reduccion de carbohidratos es visible
claramente en Octubre de 2013, donde la ausencia de purga hizo aumentar rapidamente

al SRT, disminuyendo rdpidamente la composicion de los carbohidratos.
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Figura 4.47: Evolucion del porcentaje de los biopolimeros respecto al total de EPS

Al igual que para el SMP, el EPS y sus componentes, los variables operacionales y los
parametros operacionales han sido estudiados estadisticamente. Se ha analizado la
relacion entre ellos mediante los coeficientes de Pearson. En la Tabla 4.24 se ha
representado los coeficientes de Pearson entre variables operacionales y la
concentracion de EPS y sus componentes y en la Tabla 4.25 se ha representado los
coeficientes de Pearson entre parametros operacionales y la concentracion de SMP y sus

componentes.
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Figura 4:48: Evolucion conjunta del SRT y los biopolimeros presentes en el EPS

La variable operacional que ha afectado mas a los EPS ha sido el SRT, obteniéndose un
coeficiente de Pearson de -0,3750 y un p-valor < 0,01. En base a los resultados
obtenidos, se puede concluir que el EPS aumenta conforme el SRT disminuye, siendo
mas remarcable en el caso de los carbohidratos del EPS (EPSc), con un coeficiente de
Pearson de -0,4248 y un p-valor < 0,01. Al disminuir el SRT, aumenta la relacion F/M,
habiendo mas cantidad de alimento disponible para los microorganismos. En periodos
de abundancia, los microorganismos tienden a acumular sustancias de reserva por lo que

el EPS, y los carbohidratos en especial, aumentaran.

El efecto del SRT en la produccion de EPS ha sido muy debatido entre los diversos
investigadores que lo han estudiado. Badireddy et al. (2010) observaron mayores
concentraciones de EPS en SRTs mas altos, lo que implica que los microorganismos
produjeron mas EPS bajo metabolismo enddgeno. Sin embargo, la mayoria de los
investigadores (Malamis and Andreadakis, 2009; Janus and Ulanicki, 2010; Ahmed et
al., 2007; Masse et al., 2006) han encontrado menor concentracion de EPS en SRTs mas
altos. Otros estudios han demostrado que el EPS total fue independiente del SRT,
aunque se observo un fuerte efecto en su composicion (Liao et al., 2001). Varios

factores, ya sean solos o combinados, juegan un papel importante en la formacion de
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EPS. El HRT puede influir tanto en la relacion F / M del biorreactor como en la
concentracion de MLSS, la cual esta afectando y a su vez relacionada con la produccion

de EPS (Meng e al., 2009).

Liao et al. (2001) observaron que los incrementos del SRT de 4 a 12 dias disminuyeron
el contenido de EPSc y aumentaron el de las proteinas del EPS (EPSp), confirmando los

resultados obtenidos en la presente investigacion.

Tabla 4.24: Coeficientes de Pearson entre variables operacionales y concentracion de
EPS y componentes

EPS Total EPSp EPSc EPSac
HRT -0,0768 -0,0339 -0,0549 -0,0023
SRT -0,3750** -0,3104** -0,4248** -0,0078
COvdqo -0,0439 0,0952 -0,2130** -0,2378**
COVsst -0,1666** 0,1328 -0,1379 -0,2038**
T2 Minima -0,0255 0,1754%* 0,0380 -0,1304
T2 Media -0,1458* 0,1610%* 0,0780 -0,1173
T2 Maxima -0,0515 0,1374 0,0440 -0,1353

**Correlacion significativa con p-valor < 0,01
*Correlacion significativa con p-valor < 0,005

El efecto de la temperatura del fango activo no tiene una gran correlacioén con los EPS.
Solo en el caso de la temperatura media se puede encontrar una leve correlacion con el
EPS Total (coeficiente de Pearson -0,1458 y p-valor < 0,05). Segtin diversos autores, la
temperatura influencia a los MLSS y MLSSV, disminuyendo su valor conforme la
temperatura aumenta (Ruiz et al., 2011; Arévalo et al., 2014; Janus and Ulanicki, 2010).
Cabe senalar que el coeficiente de rendimiento heterotrofico (YH) y el coeficiente de
desintegracion (bH) del fango activo aumentan con la temperatura, teniendo bH una
relacion lineal y YH alcanzando un valor méximo. El hecho de que la actividad
microbiana aumente con la temperatura explica la disminucion de la relacion VSS / TSS

cuando la temperatura aument6 debido a los mayores valores de bH y la reduccion en la
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produccion neta de fangos a temperaturas mas altas (Arévalo et al., 2014). Al reducirse
la concentracion en VSS, la concentracion de EPS también disminuird, por lo que se
entiende que un aumento en la temperatura media provocard un descenso en el EPS
Total. Este patron también se observo en los modelos matematicos de Janus y Ulanicki
(2010), basado en el modelo ASM3 de lodo activo en el que la relacion entre la
concentracion de EPS y la temperatura fue controlada por un coeficiente de hidrolisis de
EPS, cuya tendencia fue similar al coeficiente de hidrolisis de la fraccion particulada

biodegradable de la materia orgénica.

Las EPSp también tienen una correlacion leve con las temperaturas media y minima,
obteniendo unos coeficientes de Pearson de 0,1610 (p-valor < 0,005) y 0,1754 (p-valor
< 0,05). Como se ha visto en los coeficientes de Pearson, en este caso la correlacion es
positiva, aumentando la concentraciéon de EPSp conforme aumenta la temperatura. Esta
relacion es consistente con los resultados obtenidos en la evolucion de EPS, donde las
EPSp aumentan cuando aumenta la actividad microbiana (disminucion de SRT) pero al
no ser consumidas, debido a su baja metabolizacion por parte de los microorganismos,

se van acumulando en el sistema.

De las cargas organicas estudiadas solo COVsst tienen una influencia en el EPS Total
con un coeficiente de Pearson de -0,1666 y un p-valor < 0,01.Segin el resultado
obtenido se puede entender que a menor carga organica habra una mayor cantidad de
EPS Total en el fango activo. Esta relacion se hace mas fuerte en el contenido de 4cidos
himicos del EPS (EPSac) con un coeficiente de Pearson de -0,2038 (p-valor < 0,01).
Este parametro va a influir directamente a los MLSS por lo que habrd mayor cantidad
de MLSS cuanto mayor sea la COVsst. Al haber mayor cantidad de MLSS habra
también una mayor cantidad de microorganismos que aumentaran a su vez su actividad
metabolica. Si la relacion F/M es baja, el sistema entrard en un ciclo de endogénesis, es
decir, los microorganismos se alimentaran de las sustancias de reserva presentes en el
fango activo, reduciendo el valor del EPS Total y de sus componentes. En el mismo
caso estarian los EPSc y EPSac que tienen una relacion negativa con la COVdqo
(Coeficientes de Pearson de -0,2130 con p-valor < 0,01 y -0,2378 con p-valor < 0,01
respectivamente), ya que los MLSS también se veran afectados por las variaciones de la

COVdqo.
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En la Tabla 4.25 se muestra, mediante los coeficientes de Pearson, como los parametros
mas relacionados con el EPS Total y sus componentes son los MLSS y MLSSV. Esto se
debe a que tanto los EPS como sus componentes forman parte de la biomasa del fango
activo por lo que habra una gran relacion entre ellos, con unos coeficientes de Pearson

de entre -0,2017 y -0,7696 y con un p-valor < 0,01 en todos los casos.

Segun lo establecido en los apartados anteriores y los estudios realizados por
Rosenberger et al. (1999), la viscosidad tiene una correlacion muy importante con los
MLSS, con un R?= 0,8272 en el presente caso de estudio. Debido a ello se obtiene una
correlacion muy fuerte entre la viscosidad y el EPS Total y sus componentes, siendo la
mayor correlacion la obtenida con los EPSc (coeficiente de Pearson de -0,6714 y p-

valor <0,01).

Tabla 4.25: Coeficientes de Pearson entre pardmetros operacionales y concentracion
de EPS y componentes

EPS Total EPSp EPSc EPSac
Hidrofobicidad -0,0090 -0,0638 -0,2423** -0,0695
MLSS -0,5182** -0,4466** -0,7350** -0,2017**
MLSSV -0,5298** -0,4531** -0,7696** -0,2246**
MLSSV/MLSS 0,1886* 0,1531 0,0961 0,1168
TMP Méaxima 0,0177 -0,1019 -0,2689** -0,0927
TMP Media -0,0371 0,0180 -0,0707 0,1324
TMP Minima 0,2031** 0,0792 -0,0922 0,0187
Viscosidad -0,4132** -0,3360** -0,6714** -0,2289**
DQOef -0,1415 -0,1842* -0,0671 0,0930

**Correlacion significativa con p-valor < 0,01
*Correlacion significativa con p-valor < 0,005

Los EPSc son los tinicos componentes que poseen correlacion con la hidrofobicidad. Se

ha obtenido una correlacion negativa con un coeficiente de Pearson de -0,2424 y un p-
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valor < 0,01. Los resultados obtenidos indican que al aumentar la concentracion de
EPSc disminuye la hidrofobicidad por lo que se entiende que los EPSc tienen caracter
hidrofilico. El resultado obtenido es apoyado por los resultados obtenidos por Liu and
Fang (2003) que demostraban una tendencia hidrofilica en los carbohidratos y una

tendencia hidrofobica en las proteinas.

El contenido en EPS hidrofilico ha sido identificado como un importante causante del
ensuciamiento de membrana (Le-Clech, 2006). Fang and Shi (2005) encontraron que las
membranas mdas hidrofilicas eran mas vulnerables al ensuciamiento por sustancias
hidrofilicas como es el caso del presente estudio, ya que la membrana utilizada tiene un
tratamiento hidrofilico. Sin embargo, en el mismo estudio, la membrana mas hidroéfila
también presentd mas poros abiertos, lo que podria ser otra razon para producirse un
ensuciamiento importante. A pesar de la importancia de la hidrofobicidad de la
membrana en la etapa temprana de la formacion de incrustaciones, se espera que este
pardmetro desempeiie un papel menos importante durante los periodos prolongados de
filtracion. Una vez ensuciada la membrana inicialmente (es decir, acondicionadas), las
caracteristicas quimicas de la membrana seran secundarias en relacion a las de los
componentes del fango activo que cubren la superficie de la membrana (Le-Clech,

2006).

A diferencia de lo ocurrido para los compuestos del SMP, el EPSp tiene una leve
correlacion significativa con la calidad del efluente (coeficiente de Pearson de -0,1842 y
p-valor < 0,05), disminuyendo la concentracion de la DQO del efluente cuando
disminuye la concentracion del EPSp. Los EPS retienen a los floculos mas fuertemente
sobre la membrana e incrementan la dificultad de la eliminacion de la torta (Chu and Li,
2005). Debido a ello, esta relacion puede ser explicada de manera que una mayor
cantidad de EPSp ayudarad a la formacion de la capa de la torta, produciéndose una
disminucién en el tamafio de los poros de la membrana. Con un menor tamafio de poro,

la filtracion sera mas efectiva por lo que el efluente sera de mayor calidad.

A excepcion de los EPSc con la TMP maxima (coeficiente de Pearson de -0,2689 y p-
valor < 0,01), ninguno de los componentes de los EPS tiene una correlacion
significativa con las diferentes TMP medidas. Después de las pérdidas de biomasa

durante la fase de experimentacion, la TMP maxima sufrio grandes aumentos a
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consecuencia de la disminucion de SRT y de los MLSS. Tras las pérdidas incontroladas
de fago activo, el sistema se recuperaba y alcanzaba las condiciones de estado
estacionario. Debido a las variaciones producidas en la concentracion de la biomasa, la
relacion F/M sufrio grandes variaciones, provocando que se pasara rapidamente de
condiciones endogenas (baja relacion F/M) a condiciones de acumulacion (alta relacion
F/M). Estas variaciones se pueden apreciar en la Figura 4.49, en la que se representa
conjuntamente las variaciones producidas en los EPSc y las de la TMP méxima a lo

largo del periodo de estudio.

Como es visible en la evolucion de la TMP maxima, cada vez que se ha producido un
aumento en la concentracion de EPSc, se ha producido un ascenso en su valor. En el
comienzo de la etapa de experimentacion se produjo un aumento de los EPSc hasta un
valor maximo cercano a 90 mg/g SSV, produciendo un aumento rapido en la TMP
maxima hasta llegar a los valores limites de operacion (-0,25 bar) y siendo necesario
realizar una limpieza quimica para poder recuperar los valores de TMP adecuados.
También se pueden observar dos procesos similares con idéntico final, uno en Octubre
del 2013 y otro en Febrero del 2015. En este ultimo, la realizacion de limpiezas
quimicas no fue suficiente para eliminar el ensuciamiento y se tuvieron que cambiar las

membranas por lo que se entiende que el tipo de ensuciamiento era irreversible.
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Figura 4.49: Evolucion de la TMP maximay los EPSc
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Es llamativa la subida de TMP maxima en el mes de Febrero del 2014 ya que no se
produce un incremento en la concentracion de EPSc. Esta variacion se debid a
problemas con las soplantes que ejercen la turbulencia necesaria para que la deposicion
de sustancias sobre la membrana sea baja, lo que provocod un mayor ensuciamiento en

su superficie.

Yigit et al. (2008) caracterizaron la biomasa de un MBR a escala piloto y encontraron
que tanto los carbohidratos del SMP como los del EPS contribuian mas al
ensuciamiento de la membrana que las proteinas. Esta conclusion es consistente con la
tendencia del sistema estudiado, en el que se encontrd una correlacidon inversa entre
EPSc y la TMP maxima, por lo que los carbohidratos son un componente importante a

la hora de abordar el ensuciamiento de la membrana en sistemas MBR.

Para conocer su comportamiento, se ha estudiado la relacion existente entre los SMP
Totales, los EPS Totales y sus componentes. Las interrelaciones entre EPS y SMP son
muy complejas ya que el EPS puede estar relacionado con la utilizacion del sustrato y la
biomasa activa, mientras que el SMP puede estar relacionado con la utilizacion del

sustrato, asi como con la descomposicion de la biomasa (Laspidou and Rittmann, 2002).

En la Tabla 4.26 se puede visualizar los coeficientes de Pearson mientras que en la
Figura 4.50 se ha representado las correlaciones lineales existentes entre los EPS, SMP
y sus componentes. Como se puede apreciar, el EPS Total y el SMP Total tiene una
gran correlacion entre ellos, con un coeficiente de Pearson de 0,6470 y un p-valor <
0,01, por lo que se puede definir una evolucion conjunta, habiendo mayor cantidad de
SMP cuanto mayor sea la concentracion de EPS ya que ambos son productos del
metabolismo celular. En relacion a los componentes de los EPS y SMP, se observa una
correlacion positiva entre los EPSp, EPSc, SMPp y SMPc. Sin embargo, los EPSac solo
tienen correlacion significativa con los SMPac. Hay que recordar que los EPSac y
SMPac tenian una correlacion significativa con la COVdqo y COVsst, por lo que la
concentracion de este compuesto puede venir definida por la composicion del influente,
confirmando los resultados obtenidos por Sponza (2003) en los que informaba que la

composicion del SMP y EPS estaba relacionada con el tipo de agua utilizada.

Los mismos compuestos en EPS y SMP tienen en todos los casos una correlacion

positiva. Para las proteinas se ha encontrado un coeficiente de Pearson de 0,2989 con un
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p-valor < 0,01, mientras que para los carbohidratos y acidos humicos se han encontrado
un coeficiente de Pearson de 0,4670 y 0,2480 respectivamente con un p-valor < 0,01 en
ambos casos. Nuevamente se demuestra que tanto los EPS y SMP, asi como sus

componentes son dependientes unos de otros.

Tabla 4.26: Coeficientes de Pearson entre EPS, SMP y sus componentes

EPS Total EPSp EPSc EPSac
SMP Total 0,6470** 0,2167** 0,4958** 0,1641%*
SMPp 0,3268** 0,2989** 0,3014** -0,0360
SMPc 0,3649** 0,1708* 0,4670** 0,1444%*
SMPac 0,4576** 0,1863** 0,5357** 0,2480**

**Correlacion significativa con p-valor < 0,01
*Correlacion significativa con p-valor < 0,005

4.4. ENSUCIAMIENTO DE LA MEMBRANA

El ensuciamiento de la membrana ha sido considerado una gran desventaja y limitacion
en los procesos MBR, siendo investigado desde su aparicion hasta hoy en dia ya que
sigue siendo uno de los mayores problemas que existen para su desarrollo (Yang et al.,
2006). En ensuciamiento estd asociado a la obstaculizacién del flujo hidrdulico de
permeado producto de la filtracion, lo que se puede medir como una resistencia al flujo
hidraulico a través de la membrana (Bae et al. 2003; Fang y Shi 2005). En base a esto, si
se conoce la evolucion de la resistencia producida en el flujo hidraulico, se podra
conocer la evolucion del ensuciamiento y determinar qué factores han intervenido en su

acumulaciéon en la membrana.
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Figura 4.50: Matriz de correlaciones entre EPS, SMP y sus componentes
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4.4.1. Evolucién de la Resistencia a la Filtracion

La resistencia a la filtracion viene originada por la resistencia que provocan las
suspensiones celulares, que contienen materias tanto disueltas como en suspension, a la
filtracion. Este parametro ha sido objeto de numerosos proyectos de investigacion ya
que a través de su andlisis es posible describir el fenomeno de ensuciamiento de la

membrana.

Se han desarrollado numerosos modelos empiricos y teoéricos para describir este
parametro. El modelo de las resistencias en serie es el modelo mas simple descrito
(Field et al., 1995; Lee et al., 2001a), el cual se basa en la ecuacion de Darcy (Ec. 1), en

la cual el flujo hidraulico es funcion de la TMP y la resistencia total (Rt).

TMP
J=— Ec. 1
u-Rt
Donde:
J es la densidad de flujo de permeado (m*/m?'s).
TMP es la presion transmembrana (Pa).

u es la viscosidad del permeado (Pa-s).

Rt es la resistencia a la filtracion (m™).

Segun este modelo, el flujo es inversamente proporcional a la resistencia total, siendo
esta ultima la suma de resistencias individuales. Bae and Tak (2005) proponen una
expresion para el célculo de la resistencia total (Ec. 2), la cual se expresa como la suma

de diferentes resistencias en serie.

Rt = Rm+ Rf + Rc Ec.2
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Donde:
. .. , -1
Rm es la resistencia intrinseca de la membrana (m™).
. . . . . . . -1
Rf la resistencia debida al ensuciamiento irreversible (m™).

Rc es la resistencia debida a la capa de la torta formada sobre la membrana que genera

resistencia reversible (m™).

Hay que tener en cuenta que Rm es la resistencia a la filtracion que ofrece la membrana
limpia y que en el presente estudio la ha suministrado la casa comercial, siendo su valor

de 0,05 x 10" m™.

Al haberse producido la reposicion de los cartuchos de membranas, se han graficado
independientemente los diferentes juegos de membrana. La Figura 4.51 corresponde al
periodo desde el comienzo del estudio hasta el dia 13 de Febrero de 2015, dia que se
cambian las membranas, y la Figura 4.50 corresponde al periodo desde el dia siguiente

del cambio de membranas hasta el final de la fase experimental.
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Figura 4.51: Evolucion Rt con el primer juego de membranas

192



4. Resultados y Discusion Tesis Doctoral Eugenio Marin Marin

A lo largo del periodo de estudio con el primer juego de membranas, se ha trabajado
con una resistencia hidraulica a la filtracion media de 3,6 + 1,26 x 10 m™! y con unos

valores minimos y maximos de 0,41 y 11,36 x 102 m.

El valor registrado es muy
préximo al observado por Deng et al. (2015) ya que trabajaron con 4,05 x 10> m™ en un
MBR comun, y con 3,54 x 10" m™ en un MBR con adicién de un polimero catatonico
(MPE o MPES50). Segtin Lee et al. (2001a) la resistencia a la filtracion venia definida
por la resistencia de la membrana (12%), la resistencia al ensuciamiento reversible (80
%) y la resistencia del ensuciamiento irreversible (8 %). Como se puede ver en la Figura
4.51 hay varios valores que se salen de la evolucion que ha tenido la resistencia a la

filtracion de la membrana durante el periodo de estudio. Esto se debe a problemas

técnicos que modificaron el flujo hidraulico y por lo tanto la Rt.

La estacion experimental se comenzo6 a operar sin inoculacién previa, lo que provoco
diversas alteraciones en la Rt y pausas en el permeado, siendo necesario aplicar varias
limpiezas quimicas para recupera TMP. Durante esta fase de puesta en marcha, el
proceso microbioldgico alin no se habia establecido y no se podia considerar que el
sistema estuviese operando bajo condiciones de estado estacionario. Estas condiciones
operativas fueron muy negativas para la membrana ya que fue expuesta a un
taponamiento o bloqueo de poros debido a que la torta sobre la superficie de la

membrana no se pudo desarrollar (Le-Clech, 2010; Malamis and Andreadakis, 2007).

A medida que se iba consiguiendo el estado estacionario, y como se ve en la evolucion
de la resistencia total a la filtracion, el valor de Rt fue creciendo paulatinamente hasta
que se realiza una limpieza quimica con hipoclorito sédico el dia 16 de Octubre de
2013. Segun el estudio realizado por Sarioglu et al. (2012), la resistencia de la torta
antes de realizar la limpieza quimica es el principal componente que afecta a la
resistencia hidraulica a la filtracion, por lo que en ese momento la membrana esta libre
del ensuciamiento reversible lo que provocd una disminuciéon en su valor. La
contribucion de la resistencia de la torta a la resistencia total tiene un rango de 52.97% a
79.40% (Meng et al., 2008). La evolucion de este episodio ocurre varias veces mas a lo
largo del periodo de estudio, teniendo que realizar en todos una limpieza quimica para
reducir los valores de la resistencia total de la membrana a la filtracion. Concretamente,
las posteriores limpiezas quimicas se realizaron el 14 de Febrero de 2014, el 18 de

Noviembre de 2014, el 5 de Febrero de 2015 y el 9 de Febrero de 2015. En todos los
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casos, la resistencia a la filtracion redujo su valor tras las limpiezas quimicas por lo que
se puede establecer que los problemas de ensuciamiento eran de tipo reversible. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la recuperacion de la Rt no es total, ya que los
valores no alcanzan sus valores minimos iniciales. En base a esto, las limpiezas
quimicas no fueron efectivas al 100 %, quedando algunas sustancias resistentes a las
limpiezas quimicas que influian en el de ensuciamiento en la membrana. Sarioglu et al.
(2012) concluy6é que aunque tras realizar la limpieza quimica no hay resistencia
especifica a la torta, hay otros componentes que afectan al bloqueo de los poros de la
membrana, siendo estos los principales componentes de la resistencia a la filtracion que
conducen al ensuciamiento. La presencia de este ensuciamiento indica un ensuciamiento
permanente, el cual ird en aumento. Debido a su masiva presencia, las Gltimas limpiezas

quimicas no fueron utiles y se decidi6 reemplazar las membranas.

El segundo periodo de estudio en la resistencia a la filtracion (Figura 4.52) se trabajo
con unos valores medios de 3,00 £ 0,51 x 10 m! y con unos valores minimos y
maximos de 2,38 y 5,65 x 10'* m™, trabajando por debajo de los valores con los que
trabajaron Deng et al. (2015). También se comenzd a operar con valores de Rt
anormalmente altos ya que las membranas planas de microfiltraciéon se estaban
utilizando por primera vez y al no tener formada la torta de proteccion las membranas se
ensuciaron rapidamente. Esto obligo a tener que reducir el caudal de permeado hasta
que la membrana permitiera volver al valor con el que se habia trabajado normalmente
para que no se produjera un ensuciamiento de la membrana irreparable. Pasado el
periodo de aclimatacion, se puede observar como el valor de Rt permanece mas o

menos establece con pequenas fluctuaciones hasta el final de la fase experimental.

Segun Mulder et al. (2000), Jenkins et al. (2004), Jiang et al. (2005) y Pan et al. (2010a)
el aumento de la resistencia a la filtracion puede estar motivado principalmente por

cuatro fendmenos:

e La temperatura presenta influencia sobre la TMP a través de la viscosidad del
fluido, de forma que al descender la temperatura el fango aumenta su viscosidad
y su resistencia hidraulica al filtrado. La viscosidad del fango se ve aumentada
hasta en un 10%, dificultando la filtracion y reduciendo la tension de corte del

flujo de burbuja gruesa que peina la superficie de membrana.
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Figura 4.52: Evolucidon Rt con el segundo juego de membranas

El proceso de desfloculacion se ve incrementado a bajas temperaturas,
aumentando la cantidad de bacterias filamentosas, reduciendo el tamano de
fléculos de la biomasa y aumentando la liberacion de productos celulares al
medio, como SMP y EPS, que presentan una gran influencia sobre el

ensuciamiento de membrana.

La velocidad de transporte de las particulas, calculada mediante el coeficiente de
difusion Browniano estd linealmente relacionada con la temperatura,

disminuyendo al disminuir esta.

La degradacion de los compuestos de DQO se reduce al disminuir la
temperatura, resultando una mayor concentracion de materia soluble y

particulada de DQO en el reactor.

Ademas de los fenomenos citados, la TMP y por lo tanto la resistencia de la membrana

a la filtracion, se ven afectados por la aireaciéon de la membranas y las limpiezas

quimicas realizadas. La aireacion de las membranas es necesaria para evitar la elevada

deposicion de solidos en suspension en la superficie de estas. Las soplantes utilizadas

durante la fase de experimentacion para airear las membranas son soplantes de “palas”
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que se van desgastando debido al funcionamiento y progresivamente va disminuyendo
el caudal que son capaces de suministrar. Este suceso provocd que a mitad del mes de
Febrero de 2014 el flujo de aire suministrado fuese insuficiente para arrastrar los
excesos de fango adheridos a la superficie de la membrana y provocd un aumento de la
resistencia a la filtracion y de la TMP. Tras sustituir las piezas se aprecid un descenso
en los valores de TMP y Rt por lo que es necesario un estricto control operativo sobre
estos procesos para evitar un aumento en el ensuciamiento y alargar el tiempo de
operacion ya que el flujo de burbujas sobre las membranas presenta un gran efecto sobre

el ensuciamiento (Delrue et al., 2011).

Como se ha visto en el apartado de introduccion, las limpiezas quimicas son
tratamientos agresivos sobre la superficie de la membrana que pueden modificar las
propiedades fisicas de estas (Arkhangelsky et al., 2007b; Wang et al., 2010) por lo que
solo deben utilizarse cuando sea estrictamente necesario. Mediante la aplicacion de
reactivos se puede eliminar eficazmente el ensuciamiento de la membrana, recuperando
su permeabilidad y disminuyendo la resistencia a la filtracion. Es un proceso que
produce un gran desgaste en las membranas ya que se pueden modificar las
caracteristicas quimicas de las membranas Kuzmenko et al., 2005; Arkhangelsky et al.,
2007a; Wang et al., 2010) y reducir su resistencia mecanica al deteriorarse los

materiales (Arkhangelsky et al., 2007b).

A lo largo de la fase de estudio se han realizado las siguientes limpiezas quimicas de las

membranas:

e Limpieza quimica de mantenimiento con hipoclorito sédico el dia 16 de Octubre

de 2013.

e Limpieza quimica de mantenimiento con hipoclorito sddico el dia 14 de Febrero

de 2014.

e Limpieza quimica de mantenimiento con hipoclorito sodico el dia 18 de

Noviembre de 2014.

e Limpieza quimica intensiva con hipoclorito sodico el dia 5 de Febrero de 2015.
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e Limpieza quimica intensiva con hipoclorito sodico y NaOH el dia 9 de Febrero

de 2015.

Teniendo en cuenta las limpiezas quimicas realizadas y la Ec. 2 donde la resistencia
total se expresaba como la sumatoria de diferentes resistencias se puede establecer que
la resistencia generada por la formacién de la capa de la torta es nula en el momento que
se realiza la limpieza quimica al ser ensuciamiento reversible. Por lo tanto se puede

definir una nueva ecuacion para estos momentos (Ec. 3).

Rt = Rm + Rf Ec. 3

Mediante la Ec. 3 y la ecuacién de Darcy (Ec. 1), se puede establecer una ecuacion para

el ensuciamiento irreversible tras la realizacion una limpieza quimica (Ec. 4).

Rf =22 — Rm Ec.4

De esta manera se puede controlar la evolucidén del ensuciamiento irreversible en la
membrana (Figura 4.53), el cual viene provocado por la adsorcion pasiva de coloides y
el bloqueo de los poros de la membrana (Meng et al., 2009; Le-Clech et al., 2006).
Como se han realizado cinco limpiezas quimicas de membrana, se han calculado cinco
valores de Rf durante la fase de estudio. Se ve como en los dos primeros valores la
subida es muy pequefia pero a partir de ahi hay un incremento mas intenso, duplicando
los valores iniciales hasta llegar a un valor de 6,96 x 10> m™ el dia 9 de Febrero de
2015. La contribucion del ensuciamiento de poros a la resistencia general oscila entre el
5% (Defrance et al., 2000) y el 52% (Wisniewski and Grasmick, 1998). La diferencia en
estos valores puede estar en los diferentes tipos de membrana que se utilizaron en estos
estudios (Hwang and Lin, 2002). El ensuciamiento irreversible puede acumularse
gradualmente en la membrana, reduciendo su permeabilidad (Lee at al., 2001a). Tras el
aumento de Rf se decidi6 cambiar las membranas ya que no se podia operar
correctamente con dichas membranas debido a que el ensuciamiento irreversible era

demasiado severo.
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Figura 4.53: Evolucion del ensuciamiento irreversible en la membrana

4.4.2. Influencia de los parametros y variables operacionales en la resistencia a la

filtracién

A lo largo del apartado de materiales y métodos, se ha estudiado la relacion que tenian
las variables y parametros operacionales con la TMP para conocer como la evolucion de
las caracteristicas de la biomasa afectaba a la filtracion. En este apartado se quiere dar a
conocer qué componentes o sustancias son las que tienen una mayor influencia sobre la
Rt, y por lo tanto son las causantes del ensuciamiento de la membrana en sistemas
MBR. Para ello se han estudiado las correlaciones existentes, mediante los coeficientes
de Pearson, de las variables y pardmetros operacionales con las que se ha trabajado
durante la fase de analisis. Como la temperatura, la TMP y la viscosidad son parametros

que determinan la Rt, no se han tenido en cuenta en el estudio estadistico.

En la Tabla 4.27 y Figura 4.54 se aprecian los coeficientes de Pearson y las
correlaciones lineales obtenidos respectivamente. De todas las variables operacionales,
solo el SRT tiene una relacion directa con el ensuciamiento de la membrana, con un
coeficiente de Pearson de -0,1752 y un p-valor < 0,01. Esta tendencia muestra que un

aumento en el SRT provoca una disminucion de la Rt. Varios investigadores han
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relacionado esta tendencia a un mejor control del ensuciamiento de la membrana cuando
el SRT aumentaba (Lee et al. 2001a; Drews et al., 2008; Malamis and Andreadakis,
2009), causando estabilidad en la TMP y por lo tanto en la Rt. Cuanto mas alto es el
SRT habra un mayor aumento en la concentraciéon de MLSS pero se reducira la relacion
VSS / TSS, ya que la mayor concentracion de MLSS encontrada como consecuencia de
trabajar con SRTs largas requiere altas tasas de aireacidn para proporcionar un
suministro de oxigeno adecuado a la biomasa. Por otra parte, es mas dificil conseguir
un lavado eficaz de la membrana debido a una mayor viscosidad de fangos activos. Por
lo tanto, operar a elevados SRTs aumenta el uso de energia externa. Los mayores SRT
resultan en contenidos mas bajos de sustancias volatiles, lo que puede atribuirse a una
mejor degradacion e hidrolisis de macromoléculas trabajando con altos SRTs (Duan et
al., 2014). Como efecto positivo, los SRTs mas altos, muestran menos ensuciamiento de
la membrana por compuestos organicos, especialmente debido a un mejor control de los
compuestos coloidales (Ahmed et al., 2007). Este menor ensuciamiento facilita el
trabajo a valores mas altos de SRT, prolongando la vida de las membranas, por lo que

ofrece grandes ventajas economicas.

Tabla 4.27: Coeficientes de Pearson entre variables y parametros operacionales y Rt

Rt Rt
SMP Total 0,3812** HRT 0,0138
SMPp 0,3877** SRT -0,1752**
SMPc 0,3477** COvdqgo -0,0474
SMPac 0,3834** COVsst -0,0519
EPS Total 0,2165** Hidrofobicidad -0,2289**
EPSp 0,2590** MLSS -0,2484**
EPSc 0,4439** MLSSV -0,2390**
EPSac 0,0935 MLSSV/MLSS 0,1256*

**Correlacion significativa con p-valor < 0,01
*Correlacion significativa con p-valor < 0,005
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Aunque todos los parametros estudiados a lo largo de la fase de experimentacion
presentan influencia sobre el ensuciamiento de la membrana, es el SMP Total el que
tiene mayor influencia en el ensuciamiento con un coeficiente de Pearson de 0,3812 y p-
valor < 0,01. Teniendo en cuenta a los componentes del SMP, también se pueden
apreciar unos altos coeficientes de Pearson con un p-valor < 0,01 en todos los casos. Sin
embargo, dentro del SMP, es el SMPac el que tiene mayor influencia en el
ensuciamiento, seguido muy de cerca por SMPp y SMPc con resultados casi similares.
Estudios realizados por Sun et al. (2011) y Wang et al. (2011) han demostrado que la
formacién de conjuntos biomoleculares de biomoléculas mas pequeiias, tales como las
sustancias humicas, y otras especies, pueden formar grupos de biopolimeros mucho
mayores que los SMP en sistemas MBR, provocando un ensuciamiento grave de la

membrana.

Recientemente, la influencia del SMP en el ensuciamiento de la membrana en MBR ha
atraido la atencion considerablemente (Rosenberger et al., 2005, 2006; Jeong et al.,
2007; Drews et al., 2008; Paul and Hartung, 2008). Huang et al. (2000) y Chang et al.
(1998) han demostrado que el SMP tiene una influencia considerable en la resistencia
de la membrana al ensuciamiento y que un aumento de este produce un aumento en la
TMP. En contra posicidon se encuentran los estudios realizados por Lee et al. (2003) y
Cho and Fane (2002), en los que se observa que los SMP no tienen ninguna influencia

en el ensuciamiento de la membrana.

Algunos autores se centran en la composicion quimica del SMP para justificar el
ensuciamiento de la membrana en MBR. Rosenberger et al. (2006) y Yigit et al. (2008)
han demostrado en sus estudios que los carbohidratos contribuyen mas al ensuciamiento
de la membrana que las proteinas. Sin embargo, otros autores han demostrado que las
proteinas juegan un papel mas importante que los carbohidratos en el ensuciamiento de
la membrana (Meng et al. 2006). Segun los datos obtenidos, todos los compuestos del
SMP presentan una influencia positiva en el ensuciamiento de la membrana casi por
igual, ya que tienen unos coeficientes de Pearson muy similares, por lo todos seran

factores de riesgo a evaluar para reducir el ensuciamiento de la membrana en sistemas

MBR.
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Rt

SMP Total

SMPac

SMPc

SMPp

EPS Total

EPSac

EPSc

EPSp

HRT

SRT

COVdqo

COVsst

Hifrofobicidad

MLSS

MLSSV

MLS$V entre MLS

Figura 4.54: Matriz de correlaciones entre variables, parametros operacionales y Rt
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En relacion a la evolucion en la cantidad de EPS extraido durante la fase de
experimentacion se puede decir que existe una relacion directa entre la Rt y la cantidad
de EPS Total (coeficiente de Pearson de 0,2165 y p-valor < 0,01). Numerosos autores
han recogido que el EPS es el principal causante del ensuciamiento de membrana
(Ramesh et al., 2006; Ji and Zhou, 2006; Cho et al. 2005). Sin embargo, hay otros
autores, como Rosenberger and Kraume (2003), que observaron que el EPS no tiene
ningin impacto en la filtrabilidad, encontrando al SMP como responsable en la

reduccidn de la filtrabilidad.

En lo referente a los resultados obtenidos en el analisis de correlacion entre Rt y la
composicion del EPS, se aprecia como el EPSc es el compuesto, de todos los
estudiados, que mayor influencia tiene en el ensuciamiento de la membrana con un
coeficiente de Pearson de 0,4439 y un p-valor < 0,01. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Yigit et al. (2008) en los que se demuestra que los carbohidratos son los
principales componentes que provocan incrustaciones en la membrana. Aunque menor,
las EPSp tienen influencia en el ensuciamiento de la membrana con un coeficiente de
Pearson de 0,2590 y un p-valor < 0,01, mientras que los EPSac no muestran ningin tipo

de relacion con la Rt.

Para tener un mejor entendimiento de las caracteristicas del fango y sus efectos en el
ensuciamiento de la membrana han sido realizadas numerosas investigaciones (Germain
et al., 2005; Fan et al., 2006). Meng et al. (2009) han demostrado que el fango activado
tiene un impacto muy complejo en el proceso de ensuciamiento de membrana. El EPS y
SMP no pueden ser considerados como la tinica causa del ensuciamiento de membrana,
aunque tienen gran efecto en las caracteristicas del fango y el ensuciamiento de
membrana. Aunque los resultados obtenidos en las investigaciones son diferentes unos
de otros, debe decirse que las concentraciones de EPS y SMP estan estrechamente
conectadas a las caracteristicas del fango como el indice de volumen, la capacidad de
floculacion, hidrofobicidad, carga superficial y viscosidad del fango, las cuales afectan a

la permeabilidad.

La influencia de los MLSS y MLSSV en la TMP y por lo tanto en la Rt, ha sido muy
discutida por diversos autores, dada su compleja interaccion con el ensuciamiento de la

membrana. Generalmente se considera que un aumento de la concentracion de MLSS
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presenta influencias negativas en la TMP (Cicek et al., 1999; Chang and Kim, 2005.
Chang et al. (2002) consideran que esta relacion directa con el ensuciamiento de la
membrana es debido a que influyen en la resistencia de la torta. Sin embargo, segin
Defrance et al. (2000) y Le- Clech et al. (2003) el ensuciamiento de la membrana es
independiente a la concentracidon de sélidos en suspension. Otros investigadores, no solo
no han encontrado influencias directas de los MLSS en la TMP (Hong et al., 2002;
Lesjean et al., 2005) sino que han detectado influencias positivas en la filtracion
(Brookes et al., 2006) sin que se pueda realizar una relacion directa entre el aumento de

los MLSS vy el incremento del ensuciamiento en las membranas.

Tras realizar el estudio estadistico se ha comprobado que tanto los MLSS como los
MLSSV tienen influencias negativas con el ensuciamiento de la membrana con unos
coeficientes de Pearson de -0,2484 y -0,2390 respectivamente y con p-valor < 0,01 en
ambos casos. Esta relacion indica que hay mayor ensuciamiento de membrana cuando
los valores de MLSS y MLSSV son mas bajos. El descenso de los MLSS y MLSSV
viene normalmente determinado por una bajada en el SRT. Esto provoca que haya
mayor cantidad de alimento disponible para el metabolismo de los microorganismos lo
que hace que la relacion F/M aumente, resultando en una mayor generacion de SMP y
EPS por parte de los microorganismos y por lo tanto aumentando la concentracion de
sustancias que, como se ha visto anteriormente, afectan al ensuciamiento de la
membrana. Estos resultados son apoyados por el estudio realizado por Malamis and
Andreadakis (2009) en el que se concluye que un incremento en el SRT de 10 a 20 dias
resultaba en un descenso del 80 % del ensuciamiento de la membrana debido a una

reduccion significativa en las proteinas y carbohidratos de los SMP y EPS.

La hidrofobicidad también presenta una correlacion con la Rt, obteniendo un coeficiente
de Pearson de -0,2289 y un p-valor < 0,01. Los resultados indican que se producird un
mayor ensuciamiento cuando las sustancias que componen el fango activo sean mas
hidrofilicas. Anteriormente se observd que los EPSc eran los tnicos componentes que
poseian correlacion con la hidrofobicidad. Teniendo en cuenta que se ha demostrado
que los EPSc son las sustancias que tienen también mas relacion con el ensuciamiento
de la membrana, se puede decir que el caracter hidrofilico de los carbohidratos (Liu and
Fang, 2003) juega un papel muy importante en el ensuciamiento de la membrana. Le-

Clech et al. (2006) inform6 que el contenido en EPS hidrofilico habia sido identificado
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como un importante factor en el ensuciamiento de la membrana. En base a esto se puede
concluir que la hidrofobicidad es un pardmetro muy a tener en cuenta para minimizar el

ensuciamiento de la membrana en sistemas MBR.
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5. CONCLUSIONES

Toda la fase experimental se ha realizado con instalaciones a escala real, alimentada con
agua residual urbana pretratada en continuo, por lo que los resultados obtenidos pueden

ser extrapolados a plantas de tratamiento reales.

Hay que tener en cuenta que cada agua residual es diferente una de otra y que el agua
residual urbana utilizada para alimentar el proceso tiene una composicion especifica que
se caracteriza por una alta carga organica contaminante con significativas fluctuaciones

temporales.

A pesar de observarse fluctuaciones significativas en el HRT, debidas principalmente a
problemas operacionales, todas las condiciones de ensayo pueden considerarse como de

elevado HRT (en torno a 25 d), lo cual afecta a todas las conclusiones obtenidas.

Segun estas premisas y en base a los objetivos establecidos, los resultados obtenidos y
los antecedentes bibliograficos sobre la materia, se han establecido las siguientes

conclusiones.

e En sistemas MBR empleados para el tratamiento del agua residual urbana, es
imprescindible iniciar la filtracion a través de la membrana con el proceso
biologico establecido, facilitando la formacion de una capa de depositos de
origen bioldgico sobre la membrana que protegera los poros, evitando problemas
de oclusion y rapido ensuciamiento. De lo contrario se limitard

significativamente la vida media de la membrana.

e De los métodos de extraccion de EPS comparados, el mas adecuado para aplicar
al fango activo desarrollado en el sistema MBR estudiado, es el método de
extraccion mediante etanol a -20° C. Usando este método, las interferencias con
los métodos colorimétricos son despreciables, el grado de lisis celular es muy

bajo y se extrae una cantidad aceptable de EPS.

e EI SRT es la variable mas influyente sobre la generaciéon de biopolimeros en

sistemas MBR, cuyo incremento reduce el ratio MLSSV/MLSS y produce un
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menor riesgo de atascamiento de membranas, asi como mejor calidad del

efluente en lo referente a materia organica.

e La temperatura es una de las variables mas influyentes sobre la permeabilidad de
las membranas en sistemas MBR ya que tienen efectos directos sobre la
viscosidad del fango activo y en la reduccién del contenido en SMP y EPS

cuando la temperatura se incrementa.

e Mediante la extraccion de SMP utilizando la centrifugacion se obtiene un 45 %
de compuestos organicos, siendo los dacidos humicos los componentes

mayoritarios.

e Los componentes mayoritarios detectados en el EPS del fango activo
desarrollado en el sistema MBR estudiado, utilizando la extraccion mediante
adicion de etanol a -20° C, son los carbohidratos, cuando se opera a SRTs bajos

y las proteinas cuando el SRT es mayor.

e La concentracion de SMP y EPS se ve afectada por los cambios de SRT en
sistemas MBR, teniendo mayor concentracion a SRTs bajos debido a que la
relacion F/M es mayor. Los biopolimeros mas afectados por la variacion de SRT

son los carbohidratos presentes en el EPS.

e La carga orgénica del influente afecta a la composicion del SMP y EPS en
sistemas MBR, destacando de forma mas significativa en la concentracion de

carbohidratos y dcidos humicos.

e Los componentes que mas hidrofilicidad aportan al fango activo en el sistema
MBR utilizado para la experimentacion, son los carbohidratos, mostrando una

relacidon tanto en contenido en el SMP como en el EPS.

e Tanto el SMP como el EPS se correlacionan negativamente con la concentracion
de MLSS y MLSSV, obteniéndose mayor cantidad de estos compuestos cuando
los valores de MLSS y MLSSV son més bajos, debido a la mayor relacion F/M

existente en estas circunstancias de operacion.
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e Al ser ambos, componentes del metabolismo celular, la concentracion de SMP y
EPS dependen una de la otra. La concentracion de los mismos biopolimeros en
cada componente extracelular también tiene dependencia una sobre otra,

produciendo una subida o bajada de manera simultanea.

e El ensuciamiento de la membrana por biopolimeros en sistemas MBR es

principalmente reversible ya que es controlable mediante limpiezas quimicas.

e El SMP tiene mayor influencia que el EPS en el ensuciamiento de la membrana.
Sin embargo, es el contenido en carbohidratos en el SMP y principalmente en el
EPS el que mayor influencia ejerce sobre el ensuciamiento de la membrana en

sistemas MBR.

e Dada la relacion existente entre el ratio MLSSV/MLSS y la concentracion de
SMP y sus componentes, este pardmetro operacional es un buen indicador del

riesgo de atascamiento de membranas por biopolimeros en sistemas MBR.
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6. LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

A raiz de las conclusiones de esta investigacion, se abren nuevas posibilidades para el
mejor conocimiento de las caracteristicas de la biomasa asi como su influencia en la
operatividad de los sistemas MBR. En base a esto, se han propuesto varias lineas futuras

de investigacion en las que profundizar.

1. Operar el sistema MBR manteniendo el SRT y la temperatura con valores
constantes, viendo asi la influencia que tienen otros parametros en la

composicion de la biomasa.

2. Evaluar la relacion existente entre las constantes cinéticas y estequiométricas del
fango activo de los sistemas MBR con el contenido y composicion de SMP y

EPS y valorar su posible influencia con el atascamiento de la membrana.

3. Fraccionamiento de los componentes del SMP y EPS segun su peso molecular
para valorar la influencia del tamafio molecular en el comportamiento del

sistema MBR.

4. Combinar los analisis de composicion del SMP y EPS en el fango activo de
sistemas MBR con la evolucion de los depositos sobre la membrana antes y

después de aplicar limpiezas quimicas.

5. Correlacionar la concentracion y composicion del SMP y EPS en el fango activo
de sistemas MBR con diversas comunidades protozoarias y bacterias
filamentosas, analizando su posible papel indicador sobre el atascamiento de

membranas.

6. Profundizar en la composicion quimica, a nivel molecular, de los principales
componentes del SMP y EPS bajo diferentes condiciones operacionales de
sistemas MBR y valorar su posible influencia en el atascamiento de las

membranas.
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