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“La Ciencia serd siempre una bisqueda,
Jamas un descubrimiento real.
Es un viaje, no una llegada.”

(Kart Popper)

RESUMEN

El medio ambiente litoral europeo constituyen importantes recursos €conémicos y son
areas naturales de alto interés ecolégico que en los ultimos afios han recibido altas
concentraciones de diversos contaminantes procedentes de las distintas aguas residuales,
principalmente industrial y urbana. Esta contaminacion es causante de cambios en el
ecosistema que ponen en peligro no solo los habitats naturales sino también la salud
publica. Para proteger este recurso, las distintos marcos juridicos han establecido limites
de vertido para numerosos contaminantes, entre ellos, amonio, nitrato y fenol, implicando
de esta manera la necesidad de tratar los distintos efluentes que viertan a dicho medio.
Entre los distintos tratamientos para estos contaminantes, los tratamientos biologicos se
presentan como una alternativa viable tanto econdmica como técnicamente, destacando
entre ellos, las tecnologias basadas en biopelicula fija y en especial los sistemas de

Lechos Inundados por las multiples ventajas que posee.

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo la aplicacion de la tecnologia de los
sistemas de lechos inundados en el tratamiento de eliminaciéon de compuestos
nitrogenados y fenolicos procedentes de un efluente salino industrial, mediante el
esquema de proceso de pre-desnitrificacion y utilizando como material de relleno o

soporte de la biopelicula un residuo de ladrillo.

A partir de los resultados obtenidos se ha podido concluir que, la tecnologia y el sistema
se muestra viable desde el punto de vista biolégico, con un material de relleno con
capacidad de regular el pH del medio liquido en el que se encuentre inundado. Proceso,
donde la carga hidraulica idonea, para la reduccion de la DQO, fenol y nitrégeno, esta
comprendida entre 0.7-0.8 m*/m” dia, y en donde se obtiene una nitrificacién completa

para un caudal de aireacion de 13.58 m*/m’ hora.



A mi padre.
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Introduccion

1.- INTRODUCCION

El agua constituye una necesidad primordial para la salud y la supervivencia de la
humanidad, por lo que no es exagerado considerarla como uno de los derechos humanos
basicos (Pérez and Espigares, 1999) y su acceso una necesidad esencial del ser humano,

por lo que debe ser protegida, defendida y tratada como tal (Jackson, 2001).

Desde sus origenes, el hombre ha necesitado ubicarse cerca de corrientes de agua,
pues en el cuerpo humano, el agua constituye aproximadamente el 70 % de su masa, y
necesita alrededor de 10 litros de agua/Kg de tejido al afio, lo que significa una enorme

cantidad de agua potable (Ldopez, 2002).

Estas necesidades de abastecimiento se vieron multiplicadas al utilizar el agua
para la agricultura, comenzando asi los primeros asentamientos; pero es a partir de finales
del siglo XVIII con la Revolucién Industrial cuando tiene que desviarse parte de esta
agua para el desarrollo de las distintas industrias, de ahi, que se pueda definir 3 grandes
bloques como demandantes de agua: consumo humano, agricultura e industria, siendo la
agricultura la que mayor cantidad precisa y la industria la que mas problemas de

contaminacion genera.

La industria precisa de agua bien continental o marina para sus diferentes
procesos o lavados. La cantidad y calidad disponible de la misma asi como, por el
transporte del producto y materias primas va a condicionar la localizacién de la industria,
que se van a ubicar, por lo general, en zonas costeras. Hay que pensar que: los mares
constituyen mas del 97% de la totalidad del agua liquida de nuestro planeta, las sustancias
quimicas organicas € inorganicas contenidas en el mar que tedricamente pueden ser
extraidos de él son abundante y diferentes (Lopez, 2002) y el espacio litoral presenta
mayores posibilidades para la implantacion de centros o intercambiadores multimodales

(Barragan, 1994) que facilitan el transporte de mercancias o productos.
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No es de extrafiar que los mayores poligonos industriales andaluces se ubiquen en
¢l espacio litoral; se ha de tener en cuenta ademas que ésta comunidad auténoma se
encuentra en su mayoria bajo condiciones de baja pluviometria y por tanto con escasez de

aguas continentales.

En este sentido, dentro del marco litoral y mas concretamente el andaluz, la
contaminacion de origen industrial guarda directa relacion con la ubicacion de las grandes
industrias, basicas o pesadas, de elevada carga contaminante, bien de forma aislada o
formando complejos industriales. Son numerosas las areas donde se han detectado
vertidos industriales en el litoral almeriense (Vera, Carboneras, Almeria Capital, El Ejido,
Adra, etc.), las proximidades de los puertos de Motril y Malaga y, sobre todo, el entorno
de los complejos industriales de Bahia de Algeciras, Bahia de Cadiz y Huelva. En los
casos de Algeciras y Huelva se han dado periodicamente episodios graves de
contaminacion que han originado el cierre de playas de bafio, mortandad masiva de peces
y la prohibicién temporal de pesca de moluscos y crustaceos (C.M.A., 1998).

Hasta no hace mucho, ¢l mar se ha considerado como un vertedero natural, ya
que, por su extension y por su capacidad de autodepuracion, podia utilizarse como un
receptor ilimitado que podia asimilar cualquier material s6lido o liquido que se quisiera

tirar o depositar en él.

Los vertidos industriales, que a través de los rios, cloacas y emisarios submarinos
llegan al litoral, incluyen desde residuos inertes (chatarras, vidrios, etc.) a residuos
toxicos y peligrosos que contienen sustancias estables, toxicas y bioacumulables (Spacie
et al., 1985), como metales pesados (mercurio, cadmio, plomo, etc.), organoclorados,
compuestos fenolicos, que suponen un problema ambiental y de salud piblica, pasando
por las aguas residuales que contienen materia organica, nutrientes, solidos en
suspension, microorganismos, que aparentemente pueden dar lugar a un efecto favorable
para la comunidad biologica por la entrada de nutrientes organicos e inorganicos pero, a
la larga, o por las grandes cantidades de estos nutrientes se producen cambios en las
cadenas troficas y unas especies se sustituyen por otras con reduccion de la biodiversidad
(Lutz-Arend et al., 2000). Ademas, pueden dar lugar (Matsuoka, 1999) al desarrollo de
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algas planctonicas (mareas rojas) que si estan formadas por dinoflagelados toxicos,
pueden ser catastroficas para los peces y moluscos, provocando episodios dramaticos para

economias basadas en la pesca y turismo.

Asi pues, la presencia de estas sustancias en el medio marino limita el uso de este
recurso natural, de manera que su proteccion y en consecuencia de las aguas litorales
constituyen una preocupacion creciente en el ambito cientifico y politico, que incumbe
resolver a todos los paises, puesto que, en ultima instancia, las consecuencias pueden

tener un alcance global.

En este ambito, se han desarrollado distintas normativas europeas, nacionales y
autonomicas para la proteccion del medio marino, avanzando asi en el esfuerzo por
disponer de los instrumentos adecuados que permitan poner freno al deterioro del espacio
litoral mediante el control y correccién de los factores y los efectos que alteran o

modifican la situacion ambiental de este medio.

Estas normativas, han establecido la necesidad de evitar el vertido de sustancias
que por su bioacumulacién, toxicidad y persistencia pueden provocar en el medio litoral
procesos degenerativos irreversibles, fijando para ello, limites maximos de vertido para
una lista de parametros, entre los que se encuentran compuestos nitrogenados (Nitrato,

amonio) y fendlicos, obligando a las distintas industrias implicadas a tratar sus efluentes.

1.1.- IMPACTO AMBIENTAL DE EFLUENTES INDUSTRIALES CON ALTA
CARGA EN COMPUESTOS NITROGENADOS Y FENOLICOS EN
ECOSISTEMAS COSTEROS

Existen industrias, principalmente del sector quimico-farmacéuticas que en el
supuesto de no tratar sus efluentes ricos en sustancias nitrogenadas y fendlicas, va a
provocar una descarga masiva de nitrogeno y fenol en las aguas receptoras provocando su
contaminacion. En el caso del nitrogeno, su efecto mas importante es la eutrofizacién del
medio. El nitrogeno es generalmente un nutriente limitante en ecosistemas acuaticos, por

lo tanto su presencia estimula la produccion primaria (Wulff et al., 1990; Caumette et al.,
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1996). Con respecto al fenol, los efectos estan mas relacionados con su capacidad de
causar deterioros fisiologicos sobre la vida salvaje (Lye, 2000) y humana (Kavlock et al.,
1996).

1.1.1.- Eutrofizacion

1.1.1.1. Introduccién

La eutrofizacién ha sido considerada como una de las mas amenazantes formas
de contaminacién acuatica aunque en el entorno marino en general, por su gran poder de
dilucién, le pone freno a su desarrollo. Ya en los afios 40 y 50, la eutrofizacion se
consideraba como un problema ambiental, alcanzando su maxima inquietud en los afios
60 y 70, convirtiéndose hoy por hoy en uno de los problemas mas importantes en lagos,

estuarios y aguas costeras (Harper, 1992).

Entre las muchas definiciones que existen, la eutrofizacion puede ser definida

como:

v" El aumento de nutrientes en agua, especialmente de los compuestos de
nitrégeno o de fosforo, que provoca un crecimiento acelerado de algas y especies
vegetales superiores, con el resultado de trastornos no deseados en ¢l equilibrio
entre organismos presentes en el agua y en la calidad del agua a la que afecta
(Decreto 54/199, de 2 de marzo, 1999. BOJA)

v" El proceso por el cual un incremento de nutrientes causa un cambio en el
estatus nutricional de la vida existente en el agua (Richardson and Jorgensen,
1996).

En las aguas marinas, la eutrofizacion antropica, semejante a la que hoy se ha
generalizado en los lagos, embalses, etc., aparece cerca de las costas o en mares cerrados.
Ocurre que en muchas areas no es el fosforo, sino el nitrogeno el factor limitante
siguiendo la Ley de los Minimos, uno de los Principios de la Ecologia (Odum, 1971) del
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desarrollo del planctén. Segin Margalef (1995), las cianobacterias fijadoras de nitrogeno
son muy frecuentes en las aguas dulces; pero rarisimas en el mar. Quiza por esto €l

nitrégeno es con mucha mas frecuencia factor limitante en el medio marino.

El Mar Mediterraneo constituye un caso especial entre los grandes mares del
mundo por las determinadas caracteristicas de gran recinto semicerrado, con zonas con
especiales circunstancias de contaminacion y de eutrofizacion. La primera publicacion
cientifica mas o menos relacionada, en el Mar Mediterraneo, con el problema marino que
ocupa, fue realizada por Heldt en 1927, quién publico un trabajo descriptivo de un caso
en Tunez, aunque no utilizd6 concretamente el termino eutrofizacion. El primero en
referirse a la eutrofizacion antropogénica en el Mediterraneo fue Gilet en 1960, quién

describid un caso extremo con anoxia, en el puerto de Marsella (Lopez, 2002).

1.1.1.2. Efectos de la Eutrofizaciéon en el medio marino

Los efectos de la eutrofizacion son diversos. Con la disponibilidad de
macronutrientes (nitrogeno, fosforo), la produccion primaria de algas y macrofitas se ve
estimulada. Las consecuencias mas frecuentemente observadas cuando se alcanza un
estado eutrofico se puede resumir en los siguientes fendmenos: biomasa mas abundante,
coloracion de las aguas, reduccion de la transparencia, déficit de oxigeno en las capas
mas profundas, perdida de biodiversidad, olor producido por el ambiente reductor

generado.
De forma mas estructural se produce una serie de procesos que desencadena un
conjunto de cambios y efectos, siendo entre los mas relevantes o destacables los

siguientes:

Cambio en la estructura v funcion del ecosistema.

La eutrofizacién origina un gran cambio en la composicion de especies,
estructura y funcién de las comunidades marinas sobre una amplia zona. La respuesta
general de las comunidades fitoplanctonicas es un incremento de la biomasa y

productividad (Vollenweider, 1992; Riegman, 1995). Una de las alteraciones mas
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comunes, muy bien observada (Oviatt ez al., 1989; Kimor, 1992a, b; Vollenweider, 1992;
Hallengraef, 1995) es el cambio de diatomeas a dinoflagelados, incluso un cambio de
tamafio del fitoplancton, variando hacia la dominancia de tamafios pequefios,
nanoplanctonicos. Una respuesta similar se ha observado que ocurre con la comunidad
zooplanctonica, copépodos herbivoros reemplazados por tamafios menores y zooplancton

gelatinosos (Regner, 1991).

De igual manera, la eutrofizacion altera la diversidad, estructura trofica de la
comunidad de peces (Riegman, 1995; Wu, 1982). Ademas, da lugar a periodos de
hipoxia/anoxia causando la mayoria de la mortandad de peces y la destruccion de la
comunidad marina (Diaz and Rosenberg, 1995), apareciendo especies oportunistas,
cambiando por tanto la composicion de especies. Este fenémeno es bien conocido en el
sur del Mediterraneo (Caumette, et al., 1996, 1980; Pugnetti, ef al ., 1992)

“Blooms” de algas vy sustancias téxicas.

Ocurre que en ocasiones el mar se colorea de rojo, de ocre o de amarillo, y
presenta connotaciones toxicas, tiene lugar entonces lo que se conoce por marea roja:
también se les llama, segin localidades, marejada roja, aguaje, purgas de mar, ciguatera,
hemotalasia, florecimiento o “bloom”, etc. Ciertas manifestaciones de esta naturaleza son
estrictamente naturales y su deteccion es muy antigua, otras van precedidas de
eutrofizacion antropogénicas (Lopez, 2002).

El mayor impacto de la eutrofizacién es el crecimiento acelerado de algas y la
produccién de algas toxicas (mareas rojas). Estas mareas ejercen consecuencias
desastrosas para el turismo, la pesca y salud publica. Un ejemplo, en 1988, una marea de
Chrysochomunila polylepis, alga toxica flagelada, ocup6 en Noruega una extension de
75.000 km’, provocando perdidas muy significativas (GEASMP, 1990).

La produccién por parte de algunas algas de biotoxinas supone uno de los
mayores peligros para la salud humana. El riesgo viene asociado por el consumo de
pescado y marisco contaminados por esas biotoxinas, por el contacto directo con estas
algas toxicas que puede incluso causar dermatitis y conjuntivitis. En la tabla 1.1 ( Wu,
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1999), aparecen diversos tipos de toxinas asociada a las algas que las producen y los
efectos sobre la salud publica. En Francia en 1983, cerca de 3.000 personas fueron
afectadas por toxinas con efectos gastrointestinales después de consumir marisco

expuesto a una marea de Dinophysis spp. ( Lassus ef al., 1991).

Tabla 1.1.- Tipos mas comunes de algas marinas que producen toxinas con riesgo para la salud

humana.
Efectos sobre la salud humana Especies Toxinas
Pardlisis Gonyaulax spp., Alexandrium spp.  Saxitoxina, gonyautoxina
Neurotdxicos Gymnodinium breve Brevetoxina
Diarreas Dinophysis sp. Prorocentrum spp. Acido Okadiaco
Gyrondinium aureolum
Amnesia Nitzchia pungens Acido Doméico

En la figura 1.1 se encuentra sefialados puntos de la costa europea en donde

suelen aparecer destacadamente la contaminacion por eutrofizacion.

O Episodios de Eutrofizacion

Figura 1.1.- Episodios de eutrofizacién marina en la costa europea (Lopez, 2002).

1.1.2..- Compuestos fenoélicos.

1.1.2.1. Introduccién.

Los compuestos fenolicos son contaminantes presentes en los efluentes de

multitud de industrias como refinerias, productoras del carbon, industrias textiles,
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industrias del plastico, y farmacéuticas entre otras, pudiéndose alcanzar niveles de hasta
mas de 6.000 mg/1 de fenol (Croos et al., 1982).

Sus dobles enlaces entre los atomos de carbono, y en especial la presencia de
anillos aromaticos, incrementa la toxicidad de estos compuestos ( Demirer y Speece,
1998).

1.1.2.2. Efectos sobre la salud humana y medio marino.

En los ultimos afios, s¢ han observado evidencias que indican que estan
ocurriendo cambios en la fecundidad y reproductividad de animales y humanos (Harrison
etal., 1997).

Estudios en laboratorios indican que detras de estos cambios hay sustancias
quimicas producidas por el hombre que en el medio ambiente poseen un potencial
disruptor sobre el sistema endocrino, actuando con propiedades estrogénicas. Un gran
numero de publicaciones sugiere que una amplia gama de problemas de salud humana y
efectos sobre la vida animal pueden ser debidos a estos disruptores hormonales (Colborn
and Clement, 1992; DEPA, 1995; IEH, 1995; German FEA, 1996; Kavlock et al., 1996).
Los efectos humanos que pueden aparecer por la exposicion a estas sustancias, incluyen
(Harrison et al., 1997):

v" Incremento en la incidencia de cancer testicular, prostata y de mama.

v" Reduccion en la cantidad y calidad del esperma.

v Incremento en la incidencia de criptorchidismo (descenso testicular) y
hipospadias (malformacion en el pene).

v Incremento en la incidencia de quistes en los ovarios de las mujeres.

v Alteracién fisica y mental en el desarrollo de nifios, asi como alteraciones
en el desarrollo fetal.

Entre esas sustancias con propiedades estrogénicas se encuentran compuestos

fenolicos como : Alkifenol, nonilfenol, Bisfenol-A, etc
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Aunque es verdad que no hay evidencias en estudios sobre humanos que
confirmen la causalidad entre exposicion y efectos (Harrison, 1997), si existen

experiencias con animales (Sonnenschein, 1998) que los demuestran con cierta claridad.

Si esta probada la toxicidad del fenol en bacterias, algas, crusticeos y peces en el
medio marino (Kirk-Othmer, 1996; Schurmann ef al., 1997; Guerra, 2001). Es conocido
que los compuestos fendlicos son extremadamente toxicos en ecosistemas acuaticos en
concentraciones de mg/l e incluso a concentraciones de pg/l, influyendo en las
propiedades organoeléctricas de las aguas con vida piscicola o marisco (Buttino and
Filippi, 1991).

Para el pentaclorofenol el valor del indice LCs esta en un rango de 0.6 a 1.2 mg/1
para la especie marina Ophryotrocha diadema, y de 0.04 a 0.13 mg/l para los salmones,
descrito por Hooftman y Vink (1980). El efecto letal de los alkyilfenoles sobre Crangon
septemspinos (0.15-2.7 mg/l) y Salmo salar (0.15-1 mg/l) fue estudiado por McLeseese ef
al. (1981).

El peligro a exposiciones seguidas para dosis subletales de fenol afectan al
sistema nerviosos y circulatorio, con una reduccion en el nimero y crecimiento de las
células de sanguineas (Guerra, 2001). Karnovic-Ozretic y Orzetic (1988) observaron una
disminucién significativa en el numero de eritrocitos, proteinas totales y colesterol en el
plasma de la sangre de Mugilus auratus tras una exposicion de 8 dias a concentraciones
de fenol de 7.5 pg/l.

Es por todo ello, que se hace necesario sistemas de depuracién capaces de
eliminar estos compuestos, incluso en bajas concentraciones, evitando asi su impacto en

el entorno.
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1.2.- PROBLEMATICA ESPECIFICA EN LA COSTA NORTE ALMERIENSE.

La industria DSM Deretil S.A, perteneciente al grupo Industrial DSM (investiga,
desarrolla y fabrica productos quimicos, farmacéuticos, alimenticios y otros bienes y
equipos de alta calidad que vende a todo el mundo, en sectores tan diferentes como: el
farmacéutico, alimentacién, y otros), se dedica fundamentalmente a la produccion y
comercializacién de antibidticos B lactamicos € intermedios quirales para la sintesis de
dichos antibidticos. Actualmente es el mayor productor mundial de estos compuestos,
exportando el 80 % de su produccién. Mas de la mitad de la sintesis mundial de

amoxicilina se fabrica usando un compuesto (para-hidroxifenilglicerina) fabricado en la

planta de Villaricos en Almeria, cuya ubicacion se refleja en el figura 1.2.

o Bl T
P

Fig 1.2~ Losliacionde nPlants. 2 JRgiBenp Sodbe T iiel - Ll Bl
de DSM Deretil S.A. en Almeria.

Esta planta inici6 su actividad industrial en la zona en 1968, con la obtencion de
bromo y derivados (de ahi su ubicacién en zona maritima), abandonada esta linea de
fabricacion en la actualidad. La planta actual cuenta con una plantilla directa que asciende
a 278 personas, siendo la indirecta cercana a 500 personas, convirtiéndose de esta manera
en un motor importante en la vida socioeconomica de la Comarca del bajo Almanzora,

zona que vive principalmente de la agricultura y en la ultima década del turismo de playa.

Como se ha indicado anteriormente, DSM Deretil fabrica aminoacidos y
derivados destinados a la industria farmacéutica generando de los distintos procesos de
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produccién una serie de aguas residuales de composicion muy diversa, que se¢
caracterizan por temer elevadas concentraciones en nitrogeno, materia reductora
(fundamentalmente fenol) y otras sustancias, que se deben tratar por requerimiento
normativo y medioambiental, y al que este trabajo de investigacion ha dedicado todo su
tiempo en pos de un sistema adecuado que permita su tratamiento y consecuentemente la

proteccion del medio ambiente marino y humano.

A parte de la necesidad obvia de cumplir con la legislacion, DSM Deretil tiene
compromisos derivados de la firma del Compromiso de Progreso en el que se

compromete a un crecimiento respetuoso con el medio ambiente.

1.3.- MARCO NORMATIVO. VERTIDOS EN ZONAS COSTERAS.

A continuacién se hace un analisis de la normativa vigente que le es de aplicacion
en zonas costeras, con la finalidad de poder contrastar posteriormente los limites que

dicha normas imponen con los resultados que se obtienen en este trabajo de investigacion.

La legislacion es muy diversa, europea, espafiola, asi como la propia de la
Comunidad andaluza por ubicacion de la planta industrial de DSM Deretil S.A, y todo
ello en entorno de frecuentes encuentros de los distintos paises preocupados en la
adopcion de medidas para la proteccion del medio ambiente marino que se ha ido

ratificando en miltiples convenios o tratados internacionales.

Haciendo un poco de historia, se comienza cuando la Asamblea General de
Naciones Unidas emplaza una Conferencia sobre el Medio Ambiente Humano, que se¢
celebrd en Estocolmo, en junio de 1972. Fruto de la misma fue la convocatoria por el
Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), de una reuniéon
intergubernamental sobre la proteccion del Mediterraneo, que tuvo lugar en Barcelona
del 28 de enero al 4 de febrero de 1975, y a la que asistieron dieciséis Estados riberefios

del Mediterraneo y la Comunidad Econémica Europea.

e —————— e S L L =S e
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En dicha reunién se aprobé un Plan de Accion del Mediterrianeo (PAM),
coordinado desde su creacién por el PNUMA, y también se acordo preparar los proyectos
de un Convenio de Barcelona para la proteccion del mar Mediterrdneo contra la
contaminacion y de dos Protocolos conexos: uno sobre cooperacion en caso de accidente
maritimo (Protocolo sobre cooperacion para combatir en situaciones de emergencia la
contaminacion del Mar Mediterraneo causada por hidrocarburos y otras sustancias
perjudiciales) y otro sobre vertido desde buques (Protocolo para la prevenciéon y

eliminacién de la contaminacién por vertido desde buques y acronaves).

Un afio después, el PNUMA convocé una Conferencia de Plenipotenciarios de
los Estados ribereiios, que se volvié a celebrar en Barcelona del 2 al 16 de febrero de
1976, y que aprobo los textos de los tres instrumentos juridicos mencionados, que fueron
firmados en Barcelona por catorce Estados y la CEE, y que entraron en vigor el 12 de
febrero de 1978.

El Convenio designé al PNUMA para que desempefie las funciones de Secretaria
del Convenio y de sus Protocolos, siendo €l Gobierno de Espaiia el depositario de ambos
instrumentos. En Espaiia, ¢l texto del Convenio originario fue publicado en el B.O.E. de
21 de febrero de 1978.

Mas recientemente, la Conferencia de Plenipotenciarios sobre el Convenio,
celebrada también en Barcelona los dias 9 y 10 de junio de 1995, tomé los siguientes
acuerdos: Adopcion de enmiendas al Convenio, incorporando al mismo la Agenda 21 y
los Principios de la Reunién de Rio Janeiro(desarrollo sostenible y necesidad de proteger

la flora y la fauna).

> Adopcioén de enmiendas al Protocolo sobre prevencion por vertidos desde buques
y aeronaves.

> Aprobacién del nuevo Protocolo sobre zonas especialmente protegidas y la
diversidad biologica en el Mediterraneo.

> Adopcion de la Resolucién de Barcelona sobre el medio ambiente y el

desarrollo sostenible en la cuenca mediterranea, con sus dos Anexos: Plan de

#
12
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Accién para la Proteccion del Medio Marino y el Desarrollo Sostenible de las
Zonas Costeras del Mediterraneo (PAM-Fase II), y Sectores de actividades
prioritarias relacionadas con el medio ambiente y el desarrollo en la cuenca

mediterranea - 1996-2005.

Como consecuencia de estas modificaciones, €l convenio se rebautizé bajo la
denominacién Convenio de Barcelona para la proteccion del medio marino y la zona
costera del Mediterrdneo. Por otra parte, como consecuencia del citado Protocolo sobre
zonas especialmente protegidas y la diversidad bioldgica en el Mediterraneo, ratificado
por Espaiia en noviembre de 1998 y publicado el instrumento de ratificacion en el B.O.E.
de 18.12.1999, nacia una nueva figura de proteccion internacional para las areas costeras
y marinas mediterraneas: las llamadas Zonas Especialmente Protegidas de

Importancia para el Mediterraneo(ZEPIM).

La XI Reunién Ordinaria de las Partes Contratantes del Convenio tuvo lugar
a finales de octubre de 1999, en la isla de Malta. En la misma se plantearon diversas
acciones y plazos concretos para la aplicacion del Plan de Accion del Mediterraneo
(PAM), instrumento en gran parte constituido por los diferentes Protocolos para la
prevencion y el control de la contaminacién, y la delegacion espaifiola presentd una

recomendacion para el turismo sostenible en la cuenca mediterranea.

En noviembre de 2001, se celebréo en Ménaco la XII Reunién Ordinaria. En
ella fueron aprobadas las sicte ZEPIM propuestas por Espaiia, todas ellas dentro de aguas
jurisdiccionales espaiiolas, que en su momento podrian integrarse en la Red Natura 2000.
Con esta inclusion, Espaiia es el pais que cuenta con mayor numero de ZEPIM, que, a

saber, son las siguientes:

Isla de Alboran.

Fondos marinos del Levante de Almeria.
Cabo de Gata-Nijar (Almeria).

Islas Medas (Girona).

Cabo de Creus (Girona).

5 % & KN
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v' Islas Columbretes (Castellon).
v" Mar Menor y costa oriental mediterranea de la Region de Murcia.

En el marco de la Unién Europea hay que tener en cuenta tres Decisiones del
Consejo, de fecha 22 de octubre de 1999 (D.O.C.E. Serie L 322, de 14.12.99). por las que

se toman las siguientes medidas en relacion con este Convenio:

+ Aprobacién en nombre de la Comunidad del Protocolo sobre las zonas especialmente
protegidas y la diversidad bioldgica en el Mediterraneo, asi como sus anexos (Decision
1999/800/CE). Este Protocolo ya habia sido ratificado por Espaiia el 23 de diciembre de
1998 (B.O.E. 18.12.1999).

v Aceptaciéon de las enmiendas al Protocolo revisado sobre proteccion del
Mediterraneo contra la contaminacién de origen terrestre (Decision
1999/801/CE).

v" Aceptacion de las enmiendas al Convenio de Barcelona y a su Protocolo sobre la
prevencion de la contaminacion causada por vertidos desde buques y acronaves
(Decision 1999/802/CE).

En Espafia, el Ministerio de Asuntos Exteriores ha comenzado los
procedimientos de ratificacion, por parte de nuestro pais, de los dos Protocolos ain
pendientes, a saber: el Protocolo sobre la exploracién y explotacion de la plataforma
continental, fondo y subsuelo, y el Protocolo sobre los movimientos transfronterizos

residuos peligrosos.

Actuando segun las directrices fijadas por las reuniones de las partes del
Convenio, en 1995 se cred, también en Barcelona, la Comisién Mediterranea de
Desarrollo Sostenible (CMDS), cuyos objetivos, en términos generales, son: Identificar,
evaluar y examinar los grandes problemas economicos, ecologicos y sociales,
enmarcados en el Programa de Accion MED 21, formular propuestas en las reuniones de

las Partes y evaluar la aplicacion de sus decisiones.
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En la actualidad, la CMDS esta elaborando la Estrategia Mediterranea de
Desarrollo Sostenible, prevista para el afio 2003, que persigue la aplicacion en el
Mediterraneo de las propuestas de accion de los principales convenios internacionales,
proponiendo la realizacion de evaluaciones periddicas del estado del medio ambiente

marino y del litoral mediterraneo mediante observatorios nacionales.

En este ambito de reuniones y ratificando los convenios fueron apareciendo las

distintas normativas que a continuacion se describen.

1.3.1.- Legislacion europea

En el ambito de la Unién Europea, la primera disposicion dictada en esta materia
es la Directiva 76/464/CEE del Consejo, de 4 de mayo de 1976, relativa a la
contaminacion causada por determinadas sustancias peligrosas vertidas en el medio
acuatico de la Comunidad. Se pretende poner las bases para la proteccion del medio
acuatico frente a la contaminacion, y en particular la causada por determinadas sustancias

persistentes, toxicas y bioacumulables.

En dicha directiva se recogen en su anexo (Tabla 1.2) dos listas de sustancias
peligrosas separadas en categorias y grupos, y de forma particular, en la lista II, el
amoniaco y nitritos como sustancias que influyen desfavorablemente en el balance de
oxigeno, para las cuales los estados miembros deberan de adoptar las medidas apropiadas
para eliminar esta contaminacion de las aguas indicadas en su articulo 1: Aguas interiores
superficiales, aguas maritimas territoriales, aguas interiores del litoral y aguas

subterraneas.
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Tabla 1.2.-

Lista Iy IT del Anexo perteneciente a la Directiva 76/484/CEE, relativa a la

contaminaci6n causada por determinadas sustancias peligrosas vertidas al mar.

ANEXO

Lista I de categorias y grupos de sustancias

oo

N

*

Compuestos organohalogenados v sustancias que pueden dar origen a compuestos de
esta clase en el medio acuatico.

Compuestos organofosforicos.

Compuestos organoestanicos

Sustancias en las que esté demostrado su poder cancerigeno en el medio acudtico o
transmitido por medio de éste (1).

Mercurio v compuestos de mercurio.

Cadmio y compuestos de cadmio.

Aceites minerales persistentes e hidrocarburos de origen petrolifero persistentes y, en lo
relativo a la aplicacion de los articulos 2, 8, 9, y 14 de la presente Directiva.

Materias sintéticas persistentes que puedan flotar, permanecer en suspension o hundirse y
causar perjuicio a cualquier utilizacién de las aguas.

Lista IT de categorias y grupos de sustancias

1. Los metaloides v los metales siguientes v sus compuestos:

~N WU W) -

9%
11

13.

15
Ly
19

(8]

G

. Zinc 2. Cobre
. Niquel 4. Cromo
. Plomo 6 . Selenio
. Arsénico 8 . Antimonio
Molibdeno 10 . Titanio
. Estaio 12 . Bario
Berilio 14 . Boro
. Uranio 16 . Vanadio
. Cobalto 18 . Talio
. Teluro 20 . Plata

Biocidas v sus derivados que no tiguren en la lista L.
Sustancias gque tengan efectos perjudiciales para el sabor v/o el olor de los productos de

consume humano obtenidos del medio acuatico, asi como los compuestos que puedan
dar origen a sustancias de esta clase en las aguas.

4. Compuestos organosilicicos toxicos o persistentes v sustancias que puedan dar origen a
compuestos de esta clase en las aguas. excluidos los biologicamente inofensivos o que dentro
del agua se transtorman rapidamente en sustancias inofensivas.

~Now

oe

Compuestos inorganicos de fostoro v tostoro elemental.

Aceites minerales no persistentes e hidrocarburos de origen petrolitero no persistentes.
Cianuros. fluoruros.

Sustancias que influyan destavorablemente en el balance de oxigeno, en particular las

siguientes: amoniiaco, nitritos.

16



Introduccién

En este mismo sentido, y para completar el dictado de la anterior directiva se
emite la Directiva 86/280/CEE del Consejo de 12 de junio de 1986, en la que se fija con
arreglo al apartado 1 del Art. 6 de la Directiva 76/464/CEE, los valores limites de las
normas de emision de las sustancias peligrosas comprendidas en la lista I del Anexo de la

citada directiva.

1.3.2.- Legislacion nacional

La necesidad de depurar los vertidos previamente a su evacuacion final al medio
surge ya del reconocimiento unanime (Art. 45.1 de la Constitucion Espariol, CE') de que
“ todos tienen el derecho de disfrutar de un medio ambiente adecuado para el desarrollo
de la persona, asi como el deber de conservarlo “. En este sentido “los poderes publicos
velaran por la utilizacion racional de todos los recursos naturales, con el fin de proteger
y mejorar la calidad de vida y defender y restaurar el medio ambiente, apoydndose en la
indispensable solidaridad colectiva” (Art. 45.2 C.E.), pero como se indica el Art. 45.3

C.E. “ en términos que la ley fije “.

Por otro lado, la misma Constitucion Espafiola establece en su articulo 132.1 que
la ley ha de regular el régimen juridico del dominio publico. En este contexto, es evidente

la relevancia del Dominio Publico maritimo-terrestre.

Para superar tales situaciones, la Ley 22/1988, de 23 de julio, de Costas, asi
como los reglamentos que la desarrollan, son los pilares fundamentales de la legislacion
espafiola en cuanto se refiere a aguas litorales. En ella se contempla los mecanismos
juridico-administrativos necesarios para garantizar la proteccion de la calidad de las
aguas. Ademas esta ley recoge, tanto los criterios contenidos en la Recomendacion
29/1973, del Consejo de Europa, sobre proteccion de las zonas costeras, como en la Carta

del Litoral de 1981 de la Comunidad Econémica Europea.
Es de destacar que entre sus objetivos se encuentra el conseguir y mantener un
adecuado nivel de calidad de las aguas y de la ribera del mar, indicandose para ello en el

Capitulo IV, Seccion II, Art. 57.2 la necesidad de evitar el vertido de sustancias
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peligrosas a las aguas interiores y al mar, y en su Art 57.3 que “en funcion de los
objetivos de calidad fijados para el medio receptor de contaminacion, los vertidos se
limitardn en la medida que lo permita el estado de la técnica, las materias primas y,
especialmente, en virtud de la capacidad de absorcion de la carga contaminante, sin que

se produzca una alteracion significativa de dicho medio”.

Por otra parte, la entrada de Espafia a la Union Europea hace precisa la
incorporacion al ordenamiento juridico espafiol de aquellas disposiciones comunitarias
relativas a la Contaminacién causada por determinadas sustancias peligrosas vertidas en
el medio acuatico de la Comunidad.

En este sentido y materia, el Real Decreto 258/1989 de 10 de marzo de 1989,
sobre vertidos de sustancias peligrosas desde tierra a mar, se dicta con objeto de
incorporar las Directivas del Consejo 76/464/CEE y 86/2807CEE comentadas en el
apartado anterior.

En este Real Decreto, se establece la normativa general sobre vertidos de
sustancias peligrosas desde tierra al mar, y dispone que habran de dictarse normas de
emision, objetivos de calidad, métodos de medida de referencia y procedimientos de
control, en relacion con el vertido al mar desde tierra de aquellas sustancias que por sus
especiales caracteristicas se incluyen en las listas I y IT del anexo II del citado Real
Decreto. Para ello se dictan las Ordenes 31/10/1989 y 28/10/1992.

1.3.3.- Normativa de aplicaciéon para la Comunidad Auténoma de

Andalucia

Andalucia no ha estado al margen de esta mayor sensibilidad general hacia las
cuestiones ambientales. Asi, en €l Estatuto de Autonomia (1981) se sefiala como objetivo
basico, en el art. 12.5, “...el fomento de la calidad de vida del pueblo andaluz, mediante
la proteccion de la naturaleza y del Medio Ambiente...” .
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El litoral es una de las piezas principales del territorio andaluz que mas problemas
y oportunidades genera en la actualidad, no solo para su desarrollo econdémico sino
también por el estado del medio ambiente. Sol, playa y contacto con la naturaleza son los
valores que la Comunidad Autéonoma Andaluza exhibe como atractivo de lo que, sin

ninguna duda, es el primer sector econdémico de Andalucia.

De conformidad con los articulos 148.1.9 y 149.1.23 de la C.E,, la distribucion de
competencias en materia de medio ambiente entre las Comunidades Auténomas y el
Estado serian las siguientes: primero corresponde al Estado la elaboracion de la
Legislacion basica en materia de medio ambiente ademas de la ejecucion de las
competencias que se reserve en dicha Legislacion; segundo, corresponderia a las
comunidades Auténomas el desarrollo de la Legislacion Basica del Estado y su ejecucion,

asi como el dictado de normas adicionales de proteccion.

En el cumplimiento de estas competencias, la Comunidad Andaluza dicta su Ley

en materia de medio ambiente, la Ley 7/94 de 18 de mayo, de Proteccién Ambiental.

La mejora, pues, del espacio litoral es para la Comunidad Andaluza un objetivo
primordial de interés econdémico y ambiental, constituyendo, por tanto, la mejora de la

calidad de las aguas litorales un elemento esencial de la Ley.

En desarrollo de la Ley y con el objetivo principal de incrementar los controles
preventivos y la vigilancia ambiental en el dominio publico maritimo-terrestre, se aprobd
el Decreto 334/1994 por el que se regula el procedimiento para la tramitacion de
autorizaciones de vertido al dominio publico maritimo-terrestre y de uso en zona de

servidumbre de proteccion.

Igualmente, en desarrollo de la Ley, se aprobo el Decreto 14/96, de 16 de enero
de 1996, Reglamento de Calidad de las Aguas Litorales, que pretende recoger y en
muchos aspectos profundizar y ampliar lo establecido en la Legislacion vigente en
materia de vertidos desde tierra a mar y de control de la calidad del agua, entre las que

cabe citar:
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v Ley 22/1988, de Costas y su Reglamento.

v Real Decreto 258/1989, por el que se establece la normativa general sobre
vertidos de sustancias peligrosas desde tierra al mar.

v Ordenes 31/10/89, 9/5/91 y 28/10/92 que incorporan a la legislacion de
aguas maritimas, las normas de emision, objetivos de calidad y condiciones de
control de los vertidos que contengan las 17 sustancias de la lista I de la Directiva
76/464/CEE (relativa a la contaminacién causada por determinadas sustancias
peligrosas vertidas en el medio acuatico de la Comunidad).

v Orden 13/7/93 por el que se aprueba la instruccion para el proyecto de

conducciones de vertidos desde tierra al mar.

El ambito de aplicacion del Reglamento abarca los vertidos cualesquiera que sea
su naturaleza y estado fisico, y que de forma directa o indirecta se realicen desde tierra a
cualquier bien del dominio publico maritimo-terrestre. Entre los aspectos mas interesantes

para el trabajo de investigacion cabe citar:

Una clasificacion de las aguas litorales andaluzas al objeto de establecer los

objetivos de calidad, diferenciando sus condiciones especificas en:

Aguas especiales: aquellas caracterizadas por sus singulares condiciones
ambientales, bien en su vertiente de aguas, valor estético o zonas litorales con destacado
valor ecolégico o paisajistico y aquellas aguas donde se reconozcan la importancia de su

conservacion, como es el caso de las reservas naturales.

Aguas limitadas: aguas de estuarios, bahias o aquellas en donde debido a
condiciones de escasa renovacion y/o a la cantidad de sustancias contaminantes y/o
nutrientes que reciben, se puedan dar fenomenos de eutrofizacion, acumulacion de
sustancias toxicas o cualquier otro fendmeno que incida negativamente en las condiciones

naturales del medio y reduzcan sus posibilidades de uso.
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Aguas normales: Aguas litorales distintas de los estuarios, bahias abiertas o
aquellas en donde debido a sus condiciones de renovacion y/o a la cantidad de sustancias
contaminantes que reciben, puedan verse menos afectadas por los fenomenos antes

mencionados, no previéndose efectos negativos sobre las mismas y sus usos.

Aguas menos limitadas: aguas del mar territorial o aquellas con un intercambio
bueno o en la que se considere que es altamente improbable que lleguen a desarrollarse

fenomenos que afecten a las mismas y sus usos.

Entre los aspectos mas interesantes para el trabajo de investigacion cabe citar su
anexo I, donde se recogen (Tablas 1.3 y 1.4) los limites maximos de vertido, que no
puede sobrepasarse salvo circunstancias especiales. Limites que se van a utilizar para

contrastar los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion.

Tabla 1.3.- Tabla de limites para vertidos en aguas litorales (*). Pardmetros generales.

PARAMETRO Media Mensual ~ Media diaria  Valor Puntual
pH 5.5-9.5
Color (1) 1:40
Temperatura °C (2) Incremento +3°C
Solidos en Suspension mg/l 300 400 500
Materia Sedimentable ml/l 2 3 4
Sélidos Gruesos Ausentes
Sélidos Flotantes Ausentes
DBOs mg O,/1 300 400 500
DQO mgO,1 450 600 750
COT mg/l 150 200 250
Aluminio mg/l 3 6 10
Sulfuros mg/l 1 2 4
Sulfitos mg/l 1 2 4
Nitratos mg /1 75 100 150
Fenoles mg/l 3 15 15
Detergentes mg/1 5 20 50

[Ee=ais e —— L s
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(1): No perceptible sobre un espesor de 10 cm, con la dilucién indicada en mas del 10 % del valor de
referencia en unidades de Co-Pt.

(2): A 100 metros del punto de vertido y 1 metro de profundidad.

(*): Para las aguas residuales urbanas ser4 de aplicacion la Directiva 91/271/CEE, del Consejo de 21 de mayo
de 1991, sobre tratamiento de Aguas residuales urbanas.

Tabla 1.4.- Tabla de limites para vertidos en aguas litorales (*). Sustancias peligrosas.

PARAMETRO Media Mensual ~ Media Diaria ~ Valor Puntual
Cadmio mg/l 0.2 0.4 1
Mercurio mg/l 0.05 02(1)y0.1(2) 02(1)y0.1(2)
DDT mg/l 00.2 0.4 0.8
Pentaclorofenol mg/1 (1) 2 3
Hexaclorobenceno mg/1 13)y 1.9(4) 2(3)y 3.84) 4(3)y 7.6(4)
Hexaclorobutadieno mg/1 1.5 3 6
Cinc mg/1 3 6 10
Cobre mg/l 0.5 2.5 4
Niquel mg/l 3 6 10
Cromo Total mg/l 05 2 4
Cromo VI mg/l 02 04 0.5
Plomo mg/1 0.5 1 2
Selenio mg/l 0.05 0.1 0.2
Arsénico mg/l 1 3 5
Estafio mg/l 10 15 20
Titanio mg/l 1 3 5
Fosforo Total mg/l 40 50 60
Cianuros mg/l 0.5 1 2
Floruros mg/l 10 15 20
Amoniaco mg /1 60 80 100

(1): Sector de electrdlisis de los cloruros que utiliza células de catodos de mercurio.
(2): Sectores diferentes del de electrélisis de los cloruros alcalinos.

(3): Produccion y transformacion de hexaclorobenceno.

(4): Produccion de percloroetileno y de tetracloruro de carbono por precolacion.
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Hay que indicar que el Decreto 54/1999, de 2 de marzo, por la que se declara las
zonas sensibles, normales y menos sensibles en las aguas del litoral, recoge como zona
sensible la desembocadura del rio Aguas y rio Antas, muy proximas a las instalaciones de
DSM Deretil S.A.

2.- TECNOLOGIAS PARA EL TRATAMIENTO DE
EFLUENTES INDUSTRIALES -CON ALTA CARGA EN
COMPUESTOS NITROGENADOS Y FENOLICOS.

Para la realizacion del presente trabajo se llevo a cabo una revision bibliografica
actualizada con el fin de conocer el estado tecnoldgico y cientifico en esta materia y
permitiera el desarrollo de la investigacion. Los principales servicios de documentacion
que se utilizaron fueron de la Biblioteca de: Escuela Técnica Superior de Ingenieros de
Caminos, Canales y Puertos, Area de tecnologias del Medio Ambiente del Departamento
de Ingenieria Civil, Instituto del Agua, Biblioteca General de la Universidad de Granada,
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia, todas ellas de la Universidad
de Granada. Destacar los servicios de documentacion del Colegio de Caminos, Canales y

Puertos.

Entre las Bases de Datos a las que se ha tenido acceso a través de las
instituciones, principalmente de la Universidad de Granada, se¢ puede enumerar:
Enviromental Management Technical Reports Database, Science Journal Citation Reports
y Elsevier Science Journals, ésta ultima cuenta con revistas tales como “Water Science &
Technology”, “Water Research”, “Advances in Water Resources”, “Journal and

Hazardous Materials”, “Journal Biotechnology” entre otras.

El nimero de articulos, referencias y demas informacion recopilada, fue ingente.
A continuacion, se ofrece los diferentes aspectos mas relevantes obtenidos del proceso de

la investigacion bibliografica, también utilizada para el capitulo de introduccion.
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Los efectos producidos por la contaminacion de las aguas incluyen la destruccion
de los recursos hidricos, disminuciéon de su calidad y minimizacion del poder
autodepurador; necesitindose un tratamiento adecuado, en funcion del nivel de
eliminacion de contaminantes, antes de verter las aguas depuradas al medio.

La eliminacioén de solutos de un medio acuoso puede llevarse a cabo por una
diversidad de procesos de naturaleza tanto fisico, quimico como biologico. Para el caso
de compuestos nitrogenados que ocupa esta investigacion, principalmente en forma de

amonio, pueden considerarse como tratamientos factibles los siguientes:

Precipitacién quimica.

La adicién de magnesio y fosfatos que reaccionan con el amonio formando una
sal de fosfato magnesio amonio que precipita, en una relacién estequiométrica de 1:1:1.
Fue utilizado para eliminacién de amonio en concentraciones proximas a 5000 mg/l por
Liy Zhao (2001), y de 400 mg/l por Marttinen ef al. (2002), ambos para un agua residual
procedente de una granja (purines). El pH es fundamental en el proceso debiéndose

mantener en un rango entre 8.5-9.0.

Arrastre de amoniaco con aire o “stripping”.

Se eleva ¢l pH del efluente mediante adicién de cal, con el fin de desplazar los
iones NH,," a NH; en forma gaseosa y eliminar el amoniaco por <<stripping>> con aire,
en torres de contacto (Degrémont, 1979). El pH debe encontrarse en un rango entre 10.5-
11.5 que se consigue con la misma cal aportada al sistema (Metcalf and Eddy, 1995).

Intercambio iénico.

Consiste en desplazar el ion en cuestion en solucién por otro que se halla sobre un
material de intercambio o resina. Dos son las formas con que se puede emplear el
sistema: sistema de cambio aniénico o catiénico. En un sistema catiénico, el amonio es
retirado directamente Un excelente intercambiador natural empleado en este sistema es la
zeolita y la arcillas (Rozic et al., 2000). Si el sistema es anionico, el amonio debe ser
transformado previamente a nitrato. Leakovic ef al., (1999) utiliz6 una resina sintética,
LEWATIT S 4428, que retenia de forma conjunta iones amonio y nitrato para un agua
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residual de una planta de fertilizantes con unas concentraciones de amonio sobre 325 mg/1
y de nitrato 200 mg/1. El inconveniente de estos sistemas es que requieren la regeneracion

de las resinas (Sheng and Chang, 1996).

Adsorcién.

Es un fenémeno fisico de interaccion de las moléculas del contaminante con la
superficie del adsorbente. Carbén activo (Blanco, 1999) y sepiolita (Balci and Dincel,
2002) se han utilizado como adsorbentes, para concentraciones de amonio inferiores a
100 mg/l. y como ocurria en el apartado anterior, el material adsorbente requiere de una

regeneracion.

Tecnologia de membranas.

La eliminacién de los elementos contaminantes se produce al realizarse un paso
selectivo de determinados componentes a través de unas membranas artificiales, haciendo
posible la depuracion del efluente. Bohdziewicz, et al., (1999) emplearon la osmosis
inversa al igual que Koyuncu et al., (2001) y Maettinen ef al., (2002) nanofiltracién, para
la eliminacion de amonio, no obstante, uno de los principales inconvenientes dé estos
procesos es su elevado coste y la dificultad de aplicabilidad a todo tipo de efluentes,

precisando diversos y costosos pretratamientos.

Estas son algunas de las tecnologias aplicables para aplicar amonio, sin embargo
no todas son viables a nivel econémico hoy por hoy, planteando algunas de ellas
inconvenientes cuya solucién es mas problematica que el caso de contaminacién

solucionado.

El tratamiento biologico en el ambito de inversién exclusivamente del proceso de
eliminaciéon de compuestos nitrogenados requiere menor capital que los anteriores y
desde el punto de vista de la explotacion, el tratamiento biolégico requiere en principio
menos recursos tanto energéticos como de reactivos. Los procesos de biodegradacion

pueden ser una alternativa a estos procesos fisico-quimicos.
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En cuanto los tratamientos fisico-quimicos descritos para la degradaciéon o

eliminacion de fenol se pueden destacar como mas aplicables descritos en bibliografia:

* Tratamiento consistente en dos etapas, una coagulacion seguido de una adsorcion
por resinas (Lin and Wang, 2002). Utilizan cloruros metalicos para la
coagulacion y una resina macroreticular para la adsorcion. La concentracion
inicial de fenol en dicho trabajo fue de aproximadamente de 10.000 mg/1.

=  Ozbelge et al, (2002) estudia la eliminacion de compuestos fendlicos
procedentes de agua residual de una industria textil mediante la utilizacién de
cuatro diferentes tipos de coagulante con y sin adiciéon de hidroxido de calcio,
consiguiendo el optimo de eliminacion, 94 %, usando FeCl; y con adicién de
hidréxido de calcio a 23 °C.

* Field and John, (2001) eliminan compuestos feno6licos mediante tratamientos de
membranas, concretamente por osmosis inversa, membranas densas no porosas
donde el transporte selectivo es debido a la afinidad de los diferentes
componentes por la membrana, que determina su disolucién en la misma y la

difusion a su través.

* Oxidacién fotoquimica con TiQ, (Spacek et al, 1995). Se produce una
mineralizacion de los componentes quimicos mediante la utilizacion de la luz
solar, en un proceso fotocatalitico con TiO, que tiene lugar a temperatura

ambiente.

* Awad y Abuzaid (1997, 2000) indican que por métodos electroquimicos, usando
electrodos de grafito para oxidar el fenol y convertirlo en sustratos como 4cido
malico, menos toxico y mas biodegradable.

* La adsorcién ha sido aplicada en el tratamiento de efluentes liquidos
contaminados con fenoles. En este contexto, el carbon activo es constituido como
un material sorbente (Abdo ef al., 1997; Jung, et al., 2001;Polaert et al., 2002);

%——
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sin embargo debido a los altos costos involucrados, principalmente en la etapa de

regeneracion, limita su utilizacion a gran escala (Abdo et al., 1997).

» Otros como descomposicién con ultrasonidos y H;0, (Lin ef al, 1996),

ozonizacion, ultravioleta y peroxido de hidrogeno (Mokrini et al., 1997).

Todos ellos dan una solucion bastante precisa al problema de la eliminacion del
fenol, pero suponen un elevado grado de tecnologia, altos costes de instalacion y
mantenimiento, y presencia de personal altamente cualificado. Ademas estos tratamientos
implican solamente la eliminacién de compuestos fendlicos dando una solucion parcial
para la eliminacion de efluentes con una mayor diversidad de contaminantes, como ocurre
en esta investigacion. En cambio, los procesos bioldgicos, se presentan en la actualidad
como una alternativa a los procesos fisico-quimicos para el tratamiento de contaminantes

en efluentes complejos.

3.-TRATAMIENTO BIOLOGICO DEL EFLUENTE
INDUSTRIAL EN MEDIO SALINO

3.1.- DEPURACION BIOLOGICA EN MEDIO SALINO.

Las altas concentraciones de sales y azicares han sido utilizadas desde antiguo en
la conservacion de los alimentos, y la observacion de que su uso inhibia el deterioro
microbiano estimul6 originariamente el interés por el efecto de las altas concentraciones

de solutos sobre la actividad y crecimientos microbianos.

En aguas residuales complejas, y en particular con presencia de cloruros es muy
dificil conseguir buenos rendimientos en la eliminacion de una sustancia determinada

mediante procesos bioldgicos (Duchon and Bills, 1996).

La mayoria de las bacterias en su medio natural no precisan regular su

osmolaridad interna con precisién porque estan protegidas por una pared celular capaz de
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resistir una considerable presion osmotica interna. Las bacterias mantienen siempre su

osmolaridad muy por encima de la del medio. Si la presion osmética interna desciende

por debajo de la externa, el agua sale de la célula y el volumen del citoplasma disminuye,
dafiandose la membrana. En las bacterias Gram-positivas se dice que la célula se ha

plasmolizado, mientras que en las Gram-negativas no experimentan una plasmolisis, dado

que la pared celular se retrae junto con la membrana (Stainer ef al., 1998).

Los microorganismos se pueden dividir en cuatro amplias categorias con respecto

a su tolerancia a la sal: no haldfilos, organismos marinos, haldfilos moderados y haldfilos

extremos (Stainer et al., 1988; Ventosa and Nieto, 1995) con las siguientes caracteristicas

que a continuacion se describen, recogiendo algunas especies en la Tabla 3.1:

7
0‘0
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Aquellos que son no haléfilos crecen mejor cuando la concentracion en sal se
encuentra por debajo del 1%.

Los organismos marinos crecen mejor alli donde las concentraciones de sal estan
entre el 1-3%. Algunos son capaces de coexistir con bacterias haléfilas en medios
hipersalinos (Marquez et al., 1987).

Los organismos haldfilos moderados se sitian en ecosistemas con
concentraciones entre un 3% y un 15 %.

Y por ultimo, los organismos haldfilos extremos  crecen mejor bajo

concentraciones salinas entre el 15% y 30%.

Tabla 3.1.- Tolerancia osmética de algunas bacterias (Ventosa and Nieto, 1995)

Tipo Fisiolégico Organismos representativos Concentracion salina % de C1Na

No Haléfilos Aquaspirillum serpens 0.1-1.0
Escherichia coli 0.1-0.4
Bacterias marinas Alteromonas haloplanktis 0.2-5.0
Pseudomonas marina 0.1-5.0
Haléfilos moderados  Paracoccus halodenitrificans 2.3-20.5
Vibrio costicola 2.3-20.5
Pediococcus halophilus 0.1-20.0
Halé6filos extremos Halobacterium salinarium 12.0-36.0
Halococcus morrhuae 5.0-36.0
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Las bacterias que se adaptan a la salinidad tienen un bajo nivel de carbohidratos y
proteinas y un aumento del ARN y de los lipidos celulares (Kargi and Dincer, 1997). Las
bacterias haléfilas estan adaptadas al estrés de alta salinidad debido a que posee una
actividad que les permiten acumular potasio, glycerol u otros solutos compatibles dentro
del citoplasma (Woorland and Irvine 1995), permitiéndoles asi incrementar su potencia

i6nica en el interior de la celula.

Los tratamientos anaerébicos generan bastantes problemas técnicos por el efecto
inhibidor de ciertas sustancias (Henze, 1983), como es el caso del sulfato y el sodio. Este
proceso es moderadamente inhibido cuando las concentraciones de sodio y sulfato son
respectivamente 5.5 g/l y 1.0 g/l . Para concentraciones de sodio superiores a 10 g/l se

produce una inhibicion del proceso.

Mientras la salinidad sea elevada las constantes cinéticas de eliminacion de
materia organica y de nitrogeno pueden permanecer bajas (Vredenbregt e al, 1997).
Segiin Smythe et al., (1997) dependiendo del sistema de tratamiento, se puede tratar los
influentes con rendimientos aceptables a partir de unos niveles de concentracion de sales.
Asi, un sistema convencional puede llegar a unas concentraciones inferiores al 5 %; en
sistemas anaerdbicos a menos de 1.5 % y en sistemas especiales de lecho fluidificado,

filtros sumergidos, etc. hasta un 10 %.

3.2.- CICLO DEL NITROGENO

Aunque el nitrogeno molecular (N;) es abundante en la biosfera, constituyendo
alrededor del 80% de la atmoésfera de la Tierra, es quimicamente inerte y por tanto no es
una fuente de este elemento aprovechable por la mayoria de las formas vivientes (Stainer,
1988). Este elemento constituye entre el 8 y un 10 % de la materia viva, formando parte
de los compuestos organicos imprescindibles para la vida como son: acidos nucleicos,

proteinas (donde destacan las enzimas) o lipoproteinas (Martinez -Toledo, 1992).
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Este elemento, en la biosfera sufre lo que en esencia es una traslacion ciclica de
ocho electrones, entre su forma mas oxidada, de valencia +5 (NO’), y la mas reducida, de

valencia -3 (NH',), representandose esa traslacion en la figura 3.1.

€= N0 € NO €= NG, €=

Figura 3.1.- Ciclo del Nitrogeno (Adaptado de Gomez et al., 2000).

La mayoria del nitrégeno en la biomasa se encuentra en el estado mas reducido, y
cuando estos compuestos organicos nitrogenados son catabolizados, se libera sin variar la
valencia, en forma de NH'y. A este proceso se conoce como Amonificacion,
constituyendo el centro del fendmeno de mineralizacion. En este estado, es facilmente
asimilable por los vegetales y por la mayoria de los microorganismos, incorporandose de

nuevo a los compuestos organicos (Aminacién).

En presencia de O, las bacterias nitrificantes obtienen energia oxidando el NH,
a través de varios intermediarios. Se puede dar en cualquier ambiente 6xico terrestre o
acuatico, proceso conocido como Nitrificacién, evitando la acumulacién de NH'; en el
medio y permitiendo la formaciéon de NO.la forma mas soluble. El NO’; también es
asimilado facilmente por las plantas, reduciendo el N de nuevo al estado de valencia -3,
mas apropiado para hacer frente a las necesidades del tejido, por un proceso denominado

Reduccién Asimilativa.
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En condiciones anoxicas se aprecia una secuela indirecta posterior de la
nitrificacion, consiste en que ¢l NO; y NO; pueden actuar como aceptores de electrones
sustituyendo al oxigeno, por un proceso respiratorio denominado Reduccién
Desasimilatoria. Algunas de las formas mas reducidas de N producidas asi son gaseosas
(N20, N,), con la perdida consiguiente de nitrogeno del sistema, conociéndose €l proceso
como Desnitrificacion. En otras palabras, el NO3; o NO7, es el aceptor de electrones

utilizado en la generacion de energia.

El oxigeno puede inhibir el proceso de desnitrificacion, aunque se han descrito
casos de desnitrificacion en aerobiosis (Patureau et al, 1994). De igual manera tanto el pH
como la temperatura son factores que influyen en el proceso (Thomas et al, 1994), entre

otros.

La desnitrificacion podria constituir un escape importante de nitrégeno en los
sistemas acuaticos y terrestres, si no fuera por la asimilacion aproximadamente
equivalente y opuesta del N, por parte de algunos procariotas, que lo integran en su
biomasa mediante un proceso conocido como Fijacion Biolégica de Dinitrégeno (Grant
and Long, 1989). Puesto que a un proceso de nitrificacion le sucede otro de
desnitrificacion, se infiere que la fijacion de nitrogeno es vital para el mantenimiento

continuo de un ciclo equilibrado de este elemento.

La capacidad de fijar nitrogeno parece restringida a algunos organismos
procariotas denominados Diazotrofos (Sprent et al., 1987), no siendo descrita hasta hoy
en ningun organismo eucariota. Actualmente estas bacterias se agrupan en géneros muy
heterogéneos y alejados entre si filogenéticamente, aunque los genes responsables de la

fijacién de nitroégeno estan conservados lo cual indica un origen comun.

Casi todas las bacterias fotoautotrofas estan capacitadas para fijar el nitrégeno
molecular, contrariamente al escaso numero de especies heterétrofas dotadas de este
poder (Wetzel, 1975).
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En biotecnologia medioambiental, se aplica la desnitrificacion cuando se requiere
la total eliminacién de N (Rittmann and McCarty, 2001). Para que se produzca la
desnitrificacion el nitrégeno debe estar en una de sus formas oxidadas, NO;" y NO;.
Debido a que muchas aguas residuales contienen nitrogeno reducido, la desnitrificacion
se empareja frecuentemente a la nitrificacion que es necesaria para oxidar el nitrogeno

reducido.

De esta manera, conociendo el ciclo del nitrégeno y haciéndolo qtil para el interés
de esta investigacion, partiendo de un efluente rico en nitrégeno amoniacal y organico, y
de un tratamiento de biodesnitrificacion, se hace necesario aprovechar la teoria que se
esgrime en los procesos de nitrificacion y desnitrificacion para conseguir la
transformacion de las distintas formas de nitrogeno disucltas en el agua residual en forma
de N, gas inerte y muy abundante en la atmoésfera.

3.2.1.- Nitrificacion

A lo largo de todas las transformaciones que sufre el nitrogeno desde el momento
de su asimilacion reductora por las plantas hasta su liberacion como amoniaco, €l atomo
de nitrogeno permanece en la forma reducida. La nitrificacién se puede definir como el
proceso biolégico mediante el cual el NH', pasa a NO, y a NO; previa oxidacion (Grant
and Long, 1989).

Este proceso ha sido descrito en todo tipo de suelos y aguas siendo realizado
fundamentalmente por bacterias autétrofas, quimiolitétrofas y aerobias estrictas
(Rittmann and Mccarty, 2001). Aunque bacterias heterotrofas como Alcaligenes faecalis
(Papen et al, 1989) han sido descritas con capacidad nitrificante, incluso hay que indicar,
que este proceso no es exclusivo de bacterias ya que también han sido descritos en
hongos como Aspergillus (Eylor and Schmidt, 1959; Verstracte and Alexander, 1972) y
Actinomicetes (Remocle, 1977).

La naturaleza biologica de este proceso fue conocida por primera vez hace 100

afios, cuando se demostré que la aparicion de nitratos en los suelos y en el alcantarillado
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se podia inhibir con antisépticos. Poco después, se establecio que estaban implicados dos
grupos distintos y separados de bacterias acrobias obligadas, ambas capaces de obtener

energia a expensas de distintos compuestos de nitrogeno.

Hasta ahora se sabe relativamente poco de los procesos de nitrificacion en el mar,
aunque es cierto que hace unos decenios se aislaron bacterias nitrificantes del Mar del
Norte y Baltico, pero procedian principalmente de los sedimentos. Mas tarde se
comprobd también la nitrificacion en el agua de varias costas. En cambio, en los océanos
resulto infructuosa la busqueda de estas bacterias durante mucho tiempo, aunque se
sospechaba que la oxidacién microbiana del amoniaco tenia lugar también en el mar
(Rheinheimer, 1987).

Watson (1965) logré aislar la nitrobacteria quimioautdtrofa Nifrosococcus
oceanus y mas tarde encontraron a dos nitrobacterias marinas Nitrospina gracilis y

Nitrococcus mobilis.

Ward (1982) conté 1.000 a 10.000 celulas/l de las bacterias oxidantes del
amoniaco Nitrosococcus oceanus y Nitrosomonas marina en alta mar y 100.000 a

10.000.000 en las aguas costeras.

La importancia de la nitrificacion reside en la produccion de una forma oxidada
de nitrégeno que puede participar en la desnitrificacion, permitiendo de esta manera una

liberacién potencial de nitrogeno a la atmésfera.

3.2.1.1.- Fases de la nitrificacion

La nitrificaciéon la conforma, principalmente, bacterias Gram-negativas con
invaginaciones de membrana denominadas citomembranas o lamelas destinadas a
aumentar la superficie para la fosforilacion oxidativa (proceso que lleva en la respiracion
a la obtencion de energia por oxidacion de sustratos organicos o inorganicos). Ninguna
especie puede realizar todo el proceso de nitrificacion por si misma, sino que dicha

nitrificacion se debe a la accion sucesiva de dos subgrupos de bacterias (Iafiez, 1995):
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% Nitrosas que oxidan el amoniaco (NH'4) hasta nitrito (NO>), se produce en una
fase conocida con Nitrificacion Fase 1.
% Nitricas que oxidan el nitrito a nitrato (NO’), se desarrolla en una fase

denominada Nitrificacion Fase 2.

Nitrificacion Fase 1
Lo constituye los géneros, Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira,

Nitrosolobus y Nitrosovibrio, ( Herbert, 1999).

Segun Herbert (1999), en ecosistemas costeros marinos, y a partir de recientes
analisis de la filogenética con cultivos puros, basados en secuencias del gen 16S y RNA,
se ha demostrado que las bacterias oxidadoras de amonio se pueden dividir en dos grupos
distintos. El primero contiene a Nitrosococcus oceanus formando un rama profunda y
clara dentro de las y-proteobacterias (Woese ef al., 1984). El segundo grupo estaria
formado por un cluster mas pequefio dentro de las P-proteobacterias, pudiendo
subdividirse en dos clases correspondiendo a Nifrosomonas spp. y a Nitrosospira spp
(Woese et al., 1985). Anteriormente se clasificaban las ultimas en Nitrosovibrio sp.,
Nitrosolobus sp., y Nitrosospira sp., pero al tener un alto nivel de homologacion en sus
secuencias del gen 16S y RNA se ha establecido por la singularidad genuina agruparlas

con el nombre de Nitrosospira sp.

En esta primera fase, la bacteria realiza una sucesion de transformaciones por
etapas catalizadas enzimaticamente (Wood, 1986):

NH," + % 0,»[NH,OH] + H" , AG® =+17 kJ/mol
¥, [NH,OH] + NAD" + % H,0 — % NO, + NADH + 3/2 H" , AG® = +73 kJ/mol

El primer paso, oxidacion de amonio a hidroxilamina se cataliza por la enzima
amonio-monooxigenasa y el segundo paso, la oxidacion de hidroxilamina a nitrito se

cataliza por la hidroxilamina oxidoreductasa. El grupo de bacterias oxidadoras de amonio
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autotrofas, quimiolitotrofas, oxidan amonio a nitrito y fijan CO, para satisfacer sus
necesidades de energia y carbono. Tienen escasas diferencias entre géneros y especies,
principalmente debidas a adaptaciones especificas a los distintos habitats. Las
investigaciones bioquimicas defienden un mecanismo para la generacién de un gradiente
de protones basado en una deshidrogenasa productora de protones extracitoplasmatica
unida a una oxidasa terminal citoplasmatica que utilice protones (Dispirito et al., 1985).
Segun Otte et al., (1999), se generan 4 electrones en la oxidacion de la hidroxilamina, que

pueden entrar en la cadena transportadora de electrones.

Segun Grant y Long (1989), globalmente el proceso produce un intercambio de

energia libre que se estima segun la ecuacion siguiente:

NH';+ 1.50,—NO>+ 2H+ H,0 (58 a 84 kcal)

Nitrificacion Fase 2
En esta fase, los grupos de bacterias, principalmente, estan formadas por los

geéneros Nitrobacter, Nitrosococcus, Nitrospina y Nitrospira (Bock et al., 1992).

Segiin el analisis filogenético a partir de recientes analisis con cultivos puros, basados en
secuencias del gen 16S y RNA, para las especies oxidadoras de nitrito, estas se pueden

agrupar dentro de la a-subdivision.

La reaccién de oxidacion de nitrito se ajusta a la siguiente ecuacion (Hollocher,
1984).

NO7,+1/2 0, - NO; (15221 keal)
El sistema oxidador de nitrito esta unido a la membrana (O Kelly ef al., 1970). Se

denomina nitrito oxidoreductasa, las bacterias que lo poseen tienen un color pardo

caracteristico.
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La reaccion global, quedaria resumida en la siguiente:

NH4 +1.8 02 +0.13 COz-’ 0.026 C 5H 702N +0.97 N03—+ 1.97 H++ 09 Hzo

La velocidad de la reacciéon de formacion de nitritos por Nifrososmonas es
sensiblemente inferior a la formacién de nitratos por parte de Nitrobacter. Por ello, la
velocidad de reaccién global esti determinada por la primera, con lo que el nitrégeno
amoniacal en el sustrato es limitante y no suele detectarse presencia de nitritos
significativa (Larrea, 1998).

El rendimiento energético de las fosforilaciones oxidativas de estos compuestos
reducidos de nitrogeno es bastante bajo, por lo que el crecimiento de estas bacterias
quimioautotrofas es bastante lento.

Stephen et al, (1996) consideran que en ecosistemas cCOSteros marinos
Nitrosomonas spp. y Nitrobacter spp. son los principales organismos responsables de las
dos etapas del proceso, respectivamente, aunque se tiene primeras evidencias de la

existencia de Nitrosospiras spp. marinas.

De la reaccion global se deduce las siguientes caracteristicas cruciales del proceso

de nitrificacion:

¢ La oxidacién de 1 gramo de nitrogeno amoniacal produce 1 gramo de nitrégeno
como nitrato y consume 4.57 gramos de oxigeno.

+ Resulta que 1 mg de nitrogeno amoniacal oxidado consume 7.14 mg/l de
alcalinidad, como CaCOs.

Importante es tener en cuenta la liberalizacion al medio de hidrogeniones en el
primer paso, en la oxidacion del amonio, responsable de la acidificacion del medio,
pudiendo ser un problema en sistemas cerrados, y responsable de la propia inhibicion de
la actividad nitrificacion (Gray, 1990;. Ruiz et al., 2003).
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3.2.1.2.- Factores que afectan a la Nitrificacién
Cabe destacar entre los factores que influyen en la nitrificacion el oxigeno

disuelto, salinidad, temperatura, pH, compuestos toxicos o inhibidores, la radiacion solar.

1.- Oxigeno Disuelto.- Los microorganismos nitrificantes son aerobios estrictos, por lo
que se considera que el oxigeno es el principal factor limitante para la nitrificacion, pues
sin este no puede realizarse la oxidacion. Para autores como Larrea (1998),
concentraciones de oxigeno disuelto inferiores a 2 mg/l, la tasa de crecimiento se reduce

significativamente.

Los resultados de modelos y de la experiencia en nitrificacion de biopelicula fija
(Rittmann and Mccarty, 2001) indican que las bacterias nitrificantes tienden acumularse
mas cerca de la superficie de adherencia, mientras que los heterotrofos predominan cerca
de la capa superior de la pelicula fija. Esta <<estratificacion>> es una consecuencia
natural de la mayor tasa de crecimiento de los heterdtrofos, que permite que existan
establemente en la region de la biopelicula fija que sufre las mayores tasas de predacion y

desprendimientos.

En contrapartida, €l hecho de que los nitrificantes estén en la profundidad de la
pelicula fija disminuye la perdida por predacion y desprendimiento a los de lento
crecimiento, aumenta la susceptibilidad a la limitacion de oxigeno disuelto, dado que el
oxigeno disuelto debe difundirse por la capa heterétrofa antes de alcanzar a los
nitrificantes. Al juntarse con la relativamente alta sensibilidad al oxigeno de los
nitrificantes (Campos ef al., 1999), bajas concentraciones del oxigeno disuelto en el
interior de la biopeliculas pueden invalidad las ventajas de proteccion, si la concentraciéon
de oxigeno disuelto del liquido a tratar no se mantiene suficientemente alta. Furamai y
Rittman (1994) describieron disminuciones en las poblaciones de nitrificantes y aumentos
en las concentraciones en el efluente de N-NH," y N-NO, una vez que la concentracién

de oxigeno disuelto caia por debajo de aproximadamente de 3 mg/1.
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Se sabe que Nitrobacter puede crecer acrobicamente con nitrito, piruvato, acetato
o glicerol como fuentes de energia. Cuando crece heterotroficamente el sistema oxidador
de nitrito se reprime. Nitrobacter también es capaz de crecer en anaerobiosis, reduciendo
el nitrato a nitrito con piruvato, acetato o glicerol como donadores de electrones. Por lo
tanto el proceso de oxidacién de nitrito llevado a cabo por Nitrobacter es reversible
(Sundermeyer-Klinger ef al., 1984).

En tratamientos biolégicos como los sistemas de biodiscos o biocilindros, la
difusion del oxigeno fue el sustrato limitante para que la nitrificacion fuese completa,
bajo condiciones reales de aguas residuales (Gonec and Harremoes, 1985). Esto implica
que los sistemas de difusién de oxigeno puede seleccionar los sistemas de tratamientos

destinados a la nitrificacion.

2.- Salinidad.- En los procesos de nitrificacion, tanto los géneros Nitrosomonas como
Nitrobacter se ven afectadas por la presencia del cloruro sodico (Nowak ef al., 1994),
reduciendo la nitrificacion del influente, siendo las primeras las mas afectadas
(Vredenbregt et al., 1997), aunque en 1995 los autores Schenk y Hergemann encontraran
que la oxidacién de nitritos es mas sensible a alta concentracion salina que la oxidaciéon

del amonio.

Esta influencia en el proceso bioldgico obliga a una adaptacion de la microbiota a
la concentracién salina, para evitar un descenso en su actividad (Glass and Silvertsein,
1999). Los procesos de nitrificacion se ven menos afectados por la salinidad que los
procesos de desnitrificacion (Andreadakis et al., 1997). Igualmente Pansward y Anan
(1999), encontraron que la nitrificacion es un proceso sensible a alta concentracion salina
con una inhibicién del 55 % con 30 g NaCl/l inicialmente en el proceso, pero recuperando
la actividad nitrificante en unos pocos dias. Estos mismos autores usando organismos
adaptados a alta salinidad para utilizarlos en sistemas anaerobico/anéxico/aerébico,
obtuvieron muy buenos resultados en la eliminacion de materia organica y nitroégeno.

Los efectos de la salinidad en la inhibicion de la nitrificacion han sido también
investigados usando como tratamiento fangos activos, observandose que la actividad
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nitrificante especifica se ve afectada por la salinidad (Dincer and Kargi, 2001; Campos et
al., 2002) y que la nitrificacion descendia aproximadamente un 20 % con un 5 % en sal
comparado si la nitrificacién se llevara a cabo en aguas libres de sal ( Dicer and Kargi,
2001).

Rosa et al., (1998) investigaron el desarrollo de biopelicula y los parametros de
proceso de la nitrificacion de un agua sintética con un concentracion en NaCl del 50%
mediante filtros sumergidos aireados. Consiguieron que a los 10 dias de la puesta en
marcha del sistema se forme una biopelicula con una actividad estable, y con un tiempo

de retencion de 15 horas, la eliminacion de amonio en un 94%.

3.- Temperatura.- Como proceso biologico que es, la temperatura afecta al proceso de
nitrificacion, limitando la velocidad de crecimiento. Asi pues, a menores temperaturas,

menor velocidad de crecimiento de las bacterias (Knoop and Krunst, 1998).

La velocidad de crecimiento de las nitrobacterias, incluso en condiciones
optimas, es lenta si se compara con bacterias heterétrofas. Segun el Manual Bergey
(1984), el crecimiento quimiolitotrofo es maximo a 28-30°C, a pH 7.5- 8.0, concentracion
2-10mM de amonio (nitrificantes fase 1) y 2-30mM de nitrato (nitrificantes fase 2),
oscuridad y presion parcial de oxigeno. Para Bitton (1994) este proceso tiene un 6ptimo

de temperatura en torno a los 30°C.

Hay muchos resultados en la literatura que refleja el efecto de la temperatura
sobre la actividad nitrificante. Hutton y LaRocca (1975) publicaron que para aguas
residuales con un contenido de nitrégeno de amonio de 700 mg/l se dobla la actividad
nitrificante para aumentos de 10 °C en el rango entre 10 y 35 °C. Bruce ef al., (1999)
observaron que la eliminacién de amonio en lodos de depuradora es mayor en los meses
de verano (15-18 °C) con un 60-80 % de rendimiento que en los meses de invierno (5-
10°C) con un solo 20-40 % de eliminacién. En una planta piloto para el tratamiento de
aguas residuales industriales (Randall and Buth, 1984), obtuvieron que la nitrificacion
conseguia su optimo cuando la temperatura del tanque del licor mezcla alcanzaba entre
24-26 °C.
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4.- pH- Es otro de los factores importantes al crecimiento y actividad de los
microorganismos (Nowak et al., 1994), teniendo para diferentes autores (Jones and
Paskins, 1982; Painter and Loveless, 1983; etc) su optimo de pH en el rango comprendido
entre 7.0 y 8.0.

Para Larrea (1998), las bacterias nitrificantes son muy sensibles a pH inferiores a
7, ya que la nitrificacién como se ha dicho, conlleva un elevado consumo de alcalinidad,
si no se tiene una alcalinidad suficiente se puede producir una reduccion del pH con la

consiguiente reduccion de la velocidad de nitrificacion.

Para un cultivo enriquecido para nitrificantes, Jones y Paskins (1982) reflejan en
su estudio una tasa de actividad maxima a un pH de 7.8 con un 50% de actividad a un pH
de 7.4. Wickens (1983) observé para un tratamiento biologico mediante filtros en agua de
mar, que la nitrificacion se inhibia a un pH por debajo de 6.3 cuando la concentracion de

carbono inorganico era baja.

Estos rangos optimos estan determinados por tres efectos que el pH puede ejercer
sobre las bacterias nitrificantes, a saber (Villaverde et al., 1996):

e Activacion-desactivacion de las bacterias nitrificantes; es debido al
equilibrio de los iones H o OH  en los débiles grupos acido-base de las
enzimas, bloqueando los centros reversibles de actividad.

e Efecto nutricional, vinculado con la alcalinidad; esta enlazado con el
aprovechamiento del carbono mineral el cual es fuente de carbono para
los microorganismos nitrificantes autétrofos. Este aprovechamiento esta
controlado por el equilibrio quimico (COs> — HCO; — CO,) que esta a
su vez controlado fuertemente por el pH.

e Inhibicién por amonio libre y acido nitroso libre, y por metales pesados;
sus concentraciones son funcion de la temperatura, pH e incluso

concentraciéon de amonio y nitrato. La concentracion de amonio libre se
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incrementa a pH basicos, mientras que la concentracion de acido nitroso

se incrementa a pH acidos.

La oxidacion de amonio a nitrato por bacterias nitrificantes provoca una
depresion en el pH con la consiguiente disminucion en la actividad nitrificante. Para
resolver el problema de disminucién del pH en distintos tratamientos, se han utilizado
compuestos naturales con capacidad tamponante: tiza, kaolinita y otras rocas de

carbonato calcico (Green et al., 2000; Campos et al., 2002; Green et al., 2002).

5.- Compuestos Toxicos o Inhibidores.- Son sustancias que actian disminuyendo o

inhibiendo el crecimiento y/o la actividad de las bacterias en los sistemas de tratamiento.

Las propias sustancias que se generan en el proceso de nitrificacion (amonio,
nitrito, nitrato, etc) pueden llegar a ser toxicos dependiendo de la concentracion que se¢
consiga. Nowark (1994) defiende que los procesos de nitrificacion son capaces de
adaptarse a estas sustancias, el problema se origina cuando existen grandes incrementos

de estos compuestos en un corto periodo de tiempo.

Songming y Shulin (2001) han estudiado el efecto del carbono organico sobre la
desnitrificacion, llegando a la conclusion que relaciones de C/N iguales a 1 o 2 provocan
aproximadamente una reduccion del 70% en la eliminacion de nitrogeno amoniacal en
comparacion a concentraciones similares de nitrégeno pero sin carbono. En cambio, para
Painter,(1986)la materia organica per se no es toxica, sugiriendo que un factor asociado a
la degradacién de la materia organica como es el oxigeno disuelto es mas limitante en el

proceso de nitrificacion.

Entre otros compuestos inhibidores del proceso de nitrificacion, se pueden
destacar, el fenol (Nguyen and Shieh, 1995), metales pesados (Orhon et al., 2000) y otras

sustancias mas especificas.
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Para Painter (1986) existen cuatro grupos de compuesto que particularmente
inhiben la oxidacion de amonio a nitrito, a saber, S-C-N (isotiocianato pero no

tiocianato), aminas, compuestos fenélicos y ciclicos del nitrogeno.

Lo anteriormente mencionado es solo un ejemplo de sustancias inhibidoras, pues
la literatura cientifica es abundante en sustancias inhibidoras que ocuparian paginas y
paginas, no siendo este el objetivo de este trabajo.

6.- La radiacion Solar - La luz ultravioleta debido a su baja longitud de onda es letal para
los organismos nitrificantes, siendo Nitrobacter mas sensible que Nitrosomonas (Olson,
1981). Se ha demostrado un aumento en el proceso de nitrificacion en oscuridad

(Guerrero and Jones, 1996).

Segin investigaciones realizadas en el medio ambiente marino, la carencia de
actividad nitrificante en la zona fotica en este medio se atribuye al hecho de que las
nitrificantes se inhiben por la radiacién solar (Bock, 1965; Miiller-Nugliick and Engel,
1961). La inhibicién es causada por longitudes de onda proximos a 480 nm y el
mecanismo de inhibicion parece estar relacionado con la fotooxidacion del citocromo ¢
(Bock, 1965).

Resumiendo, las bacterias nitrificantes son autétrofas, quimiolit6trofas y aerobias
obligadas. Cada factor es crucial para comprender si los nitrificantes pueden ser

seleccionados y acumulados en un proceso biologico. Al ser autdtrofas, los nitrificantes

deben fijar y reducir carbono inorganico. Esto es un proceso costoso en energia, que es
primariamente responsable de que los nitrificantes tengan valores mucho menores en
tasas de crecimiento y acumulacién de biomasa que los heterétrofos aerobios. Su
naturaleza quimiolitotréfica hacen de igual manera que sus tasas de crecimiento y
acumulacién de biomasa sean menores, ya que sus donantes de electrones de nitrégeno
liberan menos energia por equivalente de electron que los donantes de electrones
organicos. Todo ello, implica o se traduce por consiguiente en que los nitrificantes crecen
lentamente. Al ser acrobios obligados usan O, para respirar y como reactante directo de la
monooxigenacion inicial de NH;" a NH,OH (hidroxilamina). Este uso puede ser la raz6n
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de que los nitrificantes sean relativamente intolerantes a concentraciones bajas de oxigeno
disuelto; el catabolismo nitrificador se retrasa por limitaciones de oxigeno a

concentraciones que no tienen efecto en muchos heterotrofos.

3.2.2.- Desnitrificacion

Muchos microorganismos tienen la capacidad de reducir los 6xidos de Nitrégeno
(NO73, NO,, NO, N,0) en condiciones anoxicas, cuando dichos compuestos substituyen
al oxigeno como aceptor terminal de electrones en la cadena respiratoria. Si la reduccion
continua hasta la generacion de gases de N, y N;O, que se pierden a la atmoésfera, el
proceso es conocido como desnitrificacion. Segun Payne (1981) consiste en la reduccion

desasimilatoria de NO’; y NO?, a los gases N; y N,O

N-O — N, Via desasimilatoria o Desnitrificacion
NO3; - NO,; ->NO
NH-OH — NH', Via Asimilatoria

Autores como Margalis y Lovelock (1974), postularon que fueron las bacterias
desnitrificantes, las que comenzaron este proceso desde los origenes de la biosfera, las
que generaron mediante este proceso el N, presente en la atmoésfera y que hoy en dia lo
mantienen en equilibrio. El proceso de la desnitrificacion se hace publico de la mano de
Smith (1867), al afirmar éste, que el nitrato desaparecia de los suelos con alto contenido

en materia organica.

Abhora bien en los ultimos afios se ha demostrado y como caso poco comiin que
bajo condiciones anoxicas, el nitrito puede ser convertido en nitrégeno gas con el amonio
como donador de electrones, proceso denominado como proceso de Oxidacién
Anaerdbica del Amonio (van Dongen er a./, 2000). Este proceso es corroborado por
Fernandez-Polanco et al. (2000) en un estudio para la eliminacion simultanea de

nitrogeno y azufre, siendo la reaccion bioquimica la siguiente.
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No-z +NH+4 - Nz = 2 H20

Schmidt et al. (2002) recogen en su publicacién una propuesta de modelo para la
oxidacion anaerdbica del amonio (Figura 3.2) e incluso microorganismos con esta

caracteristica como Candidatus brocadia anammoxidans.

NO,
N1LON
Citoplasma — SH*
i

“\

HZO!

Zona anam/""“\/: :"
V2H4 m

Figura.3.2.- Propuesta de modelo para la oxidacién anaerdbica del amonio.

Los microorganismos desnitrificantes, a diferencia de los nitrificantes, pertenecen
a diversos grupos bioquimicos y taxonémicos. De entre todos ellos se puede destacar los
geéneros:  Achromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Bacillus, Brevibacterium,
Flavobacterium, Lactobacillus, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas y Spirillum. Son
procariotas aerobios o anaerobios, quimiotrofos (o heterétrofos), incluyendo
arqueobacterias y eubacterias caracterizados por la habilidad de usar NO;" y NO;” como
aceptores de electrones produciendo principalmente N, (Prescott ef al., 1999; Atlas and
Bartha, 1998 ).

La mayoria son acrobios con capacidad de alternar la respiracion con NO;™ y NO,
cuando el oxigeno esta limitado. Solo cuando falta este elemento gaseoso se transforma el
sistema enzimatico para activar la respiracion anéxica. La transformacién andxica a
aerobia se produce enseguida, de ahi que la primera de estas respiraciones tenga
apariencia de una solucién de urgencia que se activa cuando falta oxigeno. Pero la
obtencion de energia viene a ser un 10% menor que en el caso de disponerse de oxigeno

como aceptor de electrones (Rheinheimer, 1987).
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A pesar de todo, en muchas aguas se observan procesos de desnitrificacion,
aunque quede oxigeno; a este respecto se trata siempre de medios acuosos con un
contenido relativamente elevado de material detritico, lo que significa que la microbiota
crece en éstos creando microzonas carentes de oxigeno y en las cuales son posibles los

procesos de desnitrificacion (Jannasch, 1960).

Segin Rheinheimer (1987), la desnitrificacion es posible en presencia de oxigeno

cuando hay disponibles y en abundancia compuestos de carbono de facil asimilacion.

En las zonas anaerobias del mar es también frecuente la desnitrificacion activa.
Heitzer y Ottow (1976) hallaron varios millones de microorganismos desnitrificantes por
gramo en muestras de la capa superior del sedimento del Mar Rojo. Se llegd con dicha
investigaciéon a un estudio taxondmico, de la cual resulté que la mayor parte de las

bacterias pertenecian al género Pseudomonas.

La desnitrificaciéon procede en forma de pasos en los que los nitratos (NOs) se
reducen secuencialmente a nitritos (NO,), 6xido nitrico (NO), oxido nitroso (N;0O) y
nitrégeno gas (N,). Cada semirreaccion y la encima que la cataliza se muestran a

continuacion:

NO; +2¢ +2H — NO; + H;0 Nitrato Reductasas
NO; +e+2H —NO+H0 Nitrito Reductasas
2NO +2¢ +2H — N,0 +H,0 Oxido Nitrico Reductasas
N,O +2¢ +2H — N, (g)+ H,0 Oxido Nitroso Reductasas

Como consecuencia de esta reacciones la desnitrificacién produce bases fuertes
(Rittman and McCarty, 2001). Esa produccion se ilustra en la siguiente reaccion en la que
el acetato (Yamagishi et al, 2001) es el donante de electrones en desnitrificantes

heterotrofos:

CH:;COOH + 8/5 NO; + 4/5 H,0 — 4/5 N, + 2 HCO; + 8/5 OH

= e === =SS ——————— =]
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La alcalinidad del agua se aumenta en 8/5 equivalentes de base fuerte producidos
cuando se reduce 8/5 de N-NO;. En cuanto a materia, esto supone un aumento de
alcalinidad de 3.57 g como CaCOs/g de N-NO;.consumido. En aguas de baja alcalinidad,
el control de pH puede resultar un problema.

3.2.2.1.- Factores que afectan a la desnitrificacién

Al igual que en el caso de la nitrificacion, la desnitrificacién también se ve
afectada por diferentes factores, pero si ademas este proceso biologico va a ser utilizado
para aplicarse en un tratamiento industrial habra de tenerse en cuenta dichos factores,

para poder controlarlo.

1.- Donador de Electrones.- Dependera de que se trate de un microorganismo autétrofo o
heterétrofo. Ahora bien, son estos altimos los mas abundantes en el medio y los que mas
facilmente proliferan, siendo de esa manera necesaria una fuente de carbono para que

tenga lugar la desnitrificacion.

La capacidad desnitrificante estd fuertemente influenciada no sélo por el
contenido en carbono sino por la calidad de este donador de electrones. Es muy amplia la
gama de fuentes de carbono, pero son las moléculas facilmente metabolizables como
carbohidratos, alcoholes o acidos organicos (Akunna et al., 1993; Sison et al., 1996), mas
concretamente sacarosa y etanol (Gomez et al., 2000a), metanol (Pujol ef al, 1994),
acetato (Yamagishi et al., 2001) las preferidas y asi aconsejables para su utilizacion.

Goméz et al. (2000a) observaron en su estudio, que dependiendo de la fuente de
carbono los efectos negativos del oxigeno disuelto sobre la desnitrificacion son
diferentes, es decir, que los efectos del oxigeno disuelto depende de la fuente de carbono
que se utilice. En este estudio se demostré que con el etanol y metanol esos efectos eran

menores que con la sacarosa.

Dado que el metanol es relativamente barato, su utilizacion se difundié mucho,
dando origen a una base de datos muy grande de dicho producto. Al ser un producto de

w‘
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un solo carbono, el metanol tiene algunas caracteristicas poco frecuentes como donante
de electrones organico. Cuando es el donante exdgeno, no puede ser directamente
aplicada en situaciones en las que el donante es otra molécula organica interna (Rittman
and McCarty, 2001).

El tipo de fuente de carbono y la concentracion de ésta influiran en la mayor o
menor reduccion desasimilatoria de nitrato. Hay autores que defienden que para sistemas
donde se necesita baja concentracion de DQO, la relacion DQO/N,. debe ser superior a
3.4 para que se elimine nitrato (Fang and Zhou, 1999) o incluso superior a 8 como
afirman Brond y Sund (1994). Tseng et al., (1998) indican que para producirse una
desnitrificacion completa la relacion de DQO/Nitrogeno total Kjeldahl del influente debe
ser superior a 5.3, acumulandose nitratos y nitritos en el sistema cuando la relacion esta

por debajo de 5.1.

Concentraciones muy bajas de donantes de electrones o concentraciones muy
altas de oxigeno disuelto pueden conducir a acumulacién de intermedios de
desnitrificacion: NO,, NO, y N,O. Una concentracion baja de donante limita el
suministro de electrones para conducir las semirreacciones reductoras. Una concentracion
elevada de O, tiende a reprimir las reductasas de 6xidos nitrico y nitroso antes de que se

reprima la reductasa de nitrato (Payne, 1981).

2.- Oxigeno.- Principalmente puede afectar al proceso por medio de tres efectos

diferentes:

+» Efecto competitivo: desciende la reduccion desasimilatoria de oOxidos de

nitrogeno, al aportar mas energia a la bacteria el empleo del oxigeno como ultimo

aceptor de electrones (Thauer et al., 1977).

.Q

s Efecto inhibidor a nivel enzimatico, descendiendo la actividad de ciertas enzimas
(Davies, 1989).
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< Efecto inhibidor a nivel genético al no permitir la sintesis de ciertas enzimas en

funcion de su concentracion (Braun and Zumft, 1992).

Para Rittman y McCarty (2001), el oxigeno puede controlar de dos maneras la
desnitrificacion. La primera es la represion de los diversos genes reductasa de nitrogeno.
La investigacion con Pseudomonas stutzeri revelan que estos genes se reprimen por
concentraciones oxigeno disuelto mayor de 2.5 a 5 mg O,/1 (Komer and Zumft, 1989). El
segundo mecanismo de control es la inhibicion de la actividad de la reductasa por
concentraciones de unas pocas decenas de mg O»/1 (Rittman and Langeland, 1985). El
hecho de que las concentraciones de oxigeno disuelto que inhiben la actividad de las
reductasas son muy superiores a las concentraciones que las que reprimen los genes de
reductasas significa que la desnitrificacion puede producirse cuando las concentraciones
en oxigeno disuelto estd muy por encima de 0.0 (De Silva, 1997). Esta situacion se
mejora cuando las bacterias desnitrificantes se sitian dentro de floculos o peliculas fijas,
donde la concentracién de oxigeno es mas baja que en el liquido a tratar (Rittman and
Langeland, 1985).

Punzava et al., (2001) sefialan que la desnitrificacion se lleva a cabo en la mayor
parte de la biopelicula cuando la concentracion de oxigeno disuelto del influente se
encuentra por debajo de 3 mg/l pues segun demuestran estos mismos autores la
penetracion de oxigeno disuelto en la biopelicula con los valores indicados no es
significativa como para afectar a la microbiota responsable de la desnitrificacion que
compone la biopelicula. Varios investigadores (Hontoria et al, 1993; Goémez et al.,
2000a) consiguiecron detectar actividad desnitrificante en el tratamiento de aguas
subterraneas contaminadas con nitratos con valores de oxigeno disuelto de hasta 4.5
mgO,/1.

Segun Rittman y McCarty (2001) los desnitrificantes heterétrofos tienen
caracteristicas cinéticas similares a los heterétrofos aerobios, por lo que los procesos de
desnitrificacion deberian funcionar de forma parecida a los procesos aerobios utilizados

para eliminar DBO.
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Aunque como ya se ha visto, los efectos son desiguales segun las cepas
bacterianas y segun las condiciones en la que se encuentre el medio donde se esta
produciendo la desnitrificacidn, aunque por regla general, la capacidad de eliminacion de
nitrato desciende de modo proporcional a la concentracion de oxigeno, sobre todo cuando

la bacteria posee los dos mecanismos respiratorios.

3.- Aceptores de Electrones.- ¢l proceso de desnitrificacion no tendra lugar sin la
presencia de los 6xidos de nitrogeno que deben actuar como aceptores de electrones.
Estos a su vez son los responsables de la sintesis de las enzimas desnitrificantes
(Cutruzzola, 1999).

Ahora bien, hay que tener en cuenta que estos mismos oOxidos de nitrogeno
pueden afectar a los rendimientos en la eliminacion de nitrogeno, sobre todo en los

procesos en los que la concentracion de nitratos es elevada (Thomsen ef al., 1994)

Una caracteristica importante de las bacterias desnitrificantes es que utilizan a
menudo nitrato o nitritos como fuente de N en la sintesis celular. El coste adicional en
electrones para reducir la fuente de N al estado de oxidacion -3 reduce el rendimiento

real (Rittman and McCarty 2001).

4.- Microorganismos Desnitrificantes.- son los responsables que la desnitrificacion
biolégica se lleve a cabo en el sistema elegido. Muchos de los microorganismos
reconocidos como desnitrificantes son quimiotrofos y heterétrofos. Son muchos los
grupos y especies los que tienen la capacidad desnitrificante pero es el genero
Pseudomonas los que mas especies desnitrificantes cuenta, mas que cualquier otro género
(Payne, 1981).

Estos son los cuatro componentes, donantes de electrones, oxigeno disuelto,
aceptores de electrones y microorganismos desnitrificantes, esenciales para conocer y
controlar la desnitrificacion bioldgica si se quiere aplicar como tratamiento para la

eliminacion de nitrogeno en aguas (Payne, 1981).
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A continuacién se describen otros factores que pueden implicar o afectar a la

desnitrificacion:

5.- Salinidad del Medio.- de igual forma que en la nitrificacion, la salinidad afecta a los
procesos anaerobios de desnitrificacion (Soto, 1993), viéndose mas afectados que la
nitrificacion (Andreadakis ef al., 1997), y siendo necesaria también la adaptacion de la
microbiota a la concentracion salina. En la investigacion llevada a cabo por Park et al.
(2001) se observo que la eficiencia desnitrificante se veia afectada por la salinidad pero
que dicha actividad era recuperada después de 10 dias de operar bajo las condiciones de
salinidad.

Lawson (1981) observé que el proceso de desnitrificacion cesaba para una
relacién Na'/MLSSYV superior a 1.9. Por lo contrario autores como De Vries y Hapstaken
(1984) o Kristensen y Jepsen (1991) observaron como el proceso podria darse a valores
superiores de hasta 30 g/l de CI".

Se ha demostrado que bajo las condiciones de pH 9.0 y con una concentracion del
12.5 % en Cl Na, Halomonaas campisalis una bacteria haléfila moderada desnitrificante
es capaz de reducir el nitrato y eliminarlo, con unas tasas especifica de desnitrificacion
similar a bacterias que desnitrifican con concentraciones menores del 1% en NaCl
(Peyton et al., 2001).

6.- pH - el pH 6ptimo para la desnitrificacion esta proximo a la neutralidad, ligeramente
alcalinos (7.0-8.5) aunque el valor varia con la especie (Thomas et al., 1994). Tanto un
incremento como un decremento del pH provocan una acumulacion de intermedios o un
descenso en la actividad desnitrificante, llegando a pasar de un 100% de actividad a pH
7.0-8.0 hasta un 30% a pH inferiores a 6.0 o superiores a 9.0 (Beaubien ef al., 1995). De
todos modos, este proceso se ha llegado a describir a pH entre 3.0 y 11.0, dependiendo en
muchas ocasiones de la especie bacteriana, sin embargo, para valores que se salen de la
neutralidad se detecta un importante descenso en la reduccion de nitrato. Estos efectos se

deben béasicamente a un efecto inhibidor a nivel enzimatico, semejante al que se aprecia
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por efecto del O,. Para otros autores el pH oscila entre 7.5 y 8.5 inhibiéndose a pH 6.0
(Bitton, 1994).

Aunque los desnitrificantes no son especialmente sensibles al pH, los valores de
pH fuera del intervalo 6ptimo, segiin caso, entre 7-8 pueden conducir a la acumulacion de
intermedios. Como se ha podido ver la desnitrificacién produce bases fuertes que puede
afectar al pH del medio en donde se produzca dicha actividad. Son diversos los autores
que han utilizado diferentes sustancias: limonita (Liu and Koenig, 2002) o capsulas
artificiales cuyo contenido en el interior era KH,PO, sensible al pH (Rust et al., 2002),
para regular el pH en procesos de desnitrificacion en sistemas de depuracion de aguas

residuales.

7.- Temperatura.- como proceso biologico que es la desnitrificacion es
dependiente de la temperatura. Se puede considerar que la desnitrificacion depende
exponencialmente de este parametro. Debido a esta influencia es de considerar una

variacion estacional del proceso, siendo mas activo en verano y menos en inviemno.

Bitton (1994) considera que en el agua no existe desnitrificacion con
temperaturas por debajo de 5 °C. Mc Kenney et al., (1984) indican que el limite superior
vendra marcado por la desnaturalizacion de las proteinas, aceptando como maximo en
50°C.

De igual manera que en el caso del pH se ha detectado también cierta influencia a
nivel enzimatico de la temperatura que pueden dar lugar a incrementos en la produccion

de N0, sobre todo con el descenso de ésta.

8.- Presencia de Sustancias Toxicas.- sustancias como metales pesados (Orhon ef al.,
2000), pesticidas, sustancias fenolicas (Nguyen and Shieh, 1995) etc., que pueden
aparecer en habitat normales de desnitrificantes, pueden inhibir los procesos enzimaticos
y afectar negativamente al desarrollo de los procesos metabdlicos. Esta influencia

afectara tanto al nimero de microorganismos como a su metabolismo.
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La presencia de una minima cantidad de mercurio (5pg/l) en los sedimentos
marinos de una colonia britanica aparentemente suprimieron mas el crecimiento que la

actividad desnitrificante (Koike and Hattori, 1975).

3.3.- DEGRADACION DEL FENOL

El fenol como se ha visto, es un compuesto organico con alta toxicidad incluso en
bajas concentraciones y su presencia en medios acuosos esta severamente limitado por la

legislacion.

La eficacia de los tratamientos para aguas residuales con alto contenido en fenol
pueden ser conducidos por técnicas fisico-quimicas, pero sin embargo son tratamientos
muy complejos y costosos (Gonzailez et al., 2001). En este sentido, la aplicacion de
procesos de biodegradacion puede ser una alternativa a estos procesos convencionales
(Buitrén and Lopez-Marin. 1998; Kapoor et al., 1998; Hannaford and Kuek, 1999). La
eliminacion de fenol por via biologica dependera de muchos factores ademas de propia
concentracién, como por ejemplo la relaciéon C/N (Fanng and Zhou, 1999), la estructura
del compuesto, temperatura, salinidad, pH, existencia de nutrientes inorganicos y del
oxigeno (Berrjee, 1997; Demianov et al., 1995).

Alvaro et al. (2000) indican que aguas residuales con contenido en fenol en el
rango de 5-500 mg/l pueden ser consideradas apropiadas para tratarlas mediante procesos
bioldgicos. Ademas, apuntan que la biodegradaciéon de estos compuestos organicos
usando cultivos puros de microorganismos pueden producir sustancias intermedias
toxicas igual o mas que las originarias, pero que este problema puede ser superado si se
utilizan cultivos mixtos que tienen un amplio espectro de propiedades metabélicas.

Muchas de las bacterias aerobicas son capaces de usar compuestos aromaticos
como unica fuente de carbono y energia (Yang and Humphrey, 1975), y en este sentido,
se han descrito diversos y muy eficaces métodos aerébicos para la degradacién del fenol
(Brenner ef al., 1992), pero para Jianmin e al., (1993), existen también procesos donde se

ha degradado fenol por via anaerobia usindose como tunica fuente de carbono, en
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concentraciones de hasta 1260 mg/l, con la ventaja de que el efecto téxico del fenol no es
acumulativo ni permanente en procesos de degradacion anaerobia (Fang and Chan, 1997),
estos mismos autores llegan a lograr degradaciones de fenol de hasta un 98 % en
influentes de 900 mg/l1 a 37 °C.

Mordocco et al., (1999), sefialan la existencia de una concentracion umbral en la
degradacién del fenol a partir de la cual los sistemas biologicos pueden empezar a ser
ineficaces o incluso provocar la muerte completa del sistema, siendo este umbral
dependiente de las condiciones del medio y del tipo de bacteria o bacterias implicadas en

el sistema, por lo que en algunos casos sera preciso proceder a la dilucion del influente.

Profundizando atin mas en la biodegradacion del fenol, se hace necesario evaluar
la relacion entre la tasa de crecimiento especifica del cultivo a utilizar, p, y la
concentracion de fenol, S. Esta biodegradacién ha sido generalmente conocida por ser el
fenol inhibidor de crecimiento bacteriano. La ecuacién 1 (Haldane et al., 1965) ha sido
utilizada precisamente para describir esta degradacion en cultivos tanto puros como

mixtos.
LS .,
H= = Ecuacion [1]
K,+S+(s*/K,)
En donde: W es la tasa de crecimiento maximo especifica.

K, coeficiente medio de saturacion.

K, es el coeficiente de inhibicion

Se da por sentado que la tasa de crecimiento especifico depende de los valores
instantaneos de la concentracion de fenol, temperatura, pH y de la edad del inoculo. La
degradacion puede ser inhibida por compuestos como cianuros o sulfuros (Kumaran and
Parachuri, 1997).

e e
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Con respecto al pH 6ptimo para la degradacion del fenol van a depender del tipo
de bacterias. De esta manera, autores como Alvaro et al. (2000) degradan fenol con
Pseudomona putida a pH 6ptimo entre 6-6.8, mientras otros como Kanekar ef al., (1999)

lo hacen con pH cercanos a 10.0.

Parece que las bacterias que mejor degradan el fenol son del género
Pseudomonas, encontrando especies como Ps. stutzeri y Ps. putida (Banerjee, 1997; Sa
and Boaventura, 2001; Gonzalez et al., 2001; Bertin et al.,2001; Evans et al, 2001), Ps.
pictorum (Chitra et al., 1995) o Ps. diminuta (Kowalska et al., 1998). Se han descrito
especies de este genero capaces de crecer en un amplio rango de compuestos fendlicos no
clorados como tnica fuente de carbono y energia, jugando un papel importante en los
ciclos del carbono de algunas bacterias del suelo y agua (Andreoni and Bestetii, 1988).

Segun Buitron et al., (1998) los microorganismos que utilizan o intervienen en la
degradacion del fenol pueden proceder de los fangos de depuradora, que a partir de un
in6culo los microorganismos van a ir creciendo paulatinamente adaptandose al nuevo
medio. Algunos autores proponen que esa adaptacion podria realizarse afiadiendo una
fuente de carbono junto con el fenol, como glucosa (Satsangee and Ghosh, 1996), ¢ ir

retirandosela hasta que el fenol sea la unica fuente de carbono.

El trabajo de investigacion realizado por Juarez (2002) con alpechines ricos en
compuestos fendlicos concluye, que los alpechines pueden ser degradados por su propia
microbiota, observandose que se puede degradar hasta un 75 % del contenido fenolico
procedente del alpechin de centrifuga, un 80% de los fenoles procedente de alpechineras,
y alrededor de un 50% de los compuestos fenélicos de los alpechines de balsa.

Los recientes trabajos realizados por Evans er al. (2001) correlaciona la
simultanea reduccién de Cr* a Cr’* y la degradaciéon de derivados fendlicos por
microorganismos. Dichos trabajos se realizaron con aguas residuales industriales tratadas
mediante lechos inundados, en unas condiciones de operacion de carga de 5-21 mg de Cr
(VI) /1. dia y 840-3350 mg de fenol/ 1. dia, inoculando el reactor con Pseudomona putida
y E. coli ATCC 33456.
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La degradacién de los compuestos aromaticos en condiciones de desnitrificacion
ha sido estudiada sobre todo con respecto a la biorremediacion de la contaminacién por
gasolina, que se revisé en un articulo (Wilson y Bouwer, 1997). Por otra parte, los
desnitrificantes degradadores de fenol han sido ya aislados (Aders et al., 1995; van Schie
y Young, 1998), y estudiados en mayor profundidad. Esta es una prueba directa del
potencial de los compuestos aromaticos para servir como donantes de electrones en la

desnitrificacion, como asi a ocurrido en esta investigacion.

El fenol se utiliz6 como fuente de carbono para la eliminacion de nitrégeno por
via biologica desasimilativa Yamagishi et al, (2001), para un agua preparada en

laboratorio, obteniendo la siguiente ecuacion:

28NO; + 5C,H,0 =14N, +30C0O, + 280H" + H,0

3.3.1.- Degradacion del fenol en medio salino.

La dificultad a la hora de degradar fenol aumenta si ésta se debe realizar en medio
salino, de manera que si era dificil encontrar bacterias capaces de degradar fenol, la
busqueda se restringe si estas deben soportar ademas las condiciones que establece un

medio salino.

Ahora bien, hay autores que afirman que hay microorganismos metanogénicos
capaces de degradar fenol en condiciones salinas, en aguas residuales procedentes de
petroleras con niveles de hasta 178 mg/l de fenol (Charest er al., 1999). Otros como
Kanekar er al. (1999), han encontrado especies haléfilas moderadas como Halomonas,
capaces de degradar fenol en concentraciones de 100 mg/l en agua residual con

concentraciones de sal como valor 6ptimo cercanas a 30 g CI7/1.

El uso de microorganismos haléfilos para degradar substratos como
hidrocarburos aromaticos (Bertrand et al., 1990), formaldehidos (Azachi et al.,1995), y
fenantreno (McMeekin ef al., 1993) ha sido bien documentado. El fenol tiene
generalmente un efecto bactericida, pero muchos microorganismos han desarrollado
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mecanismos para protegerse y poder usarlo como fuente de carbono y energia (van Schie
and Young, 2000; Muiioz ef al., 2001). Numerosos estudios en la degradacion del fenol
han sido desarrollados con especies no haléfilas, siendo la informacién de especies
haléfilas que degradan el fenol escasa y dispersa (Peyton ef al., 2002). Mufioz ef al.
(2001) aislan e identifican a Deleya venusta, bacteria halofila moderada que crece en
agua de mar pudiendo usar como fuente de carbono el fenol.

Woorland e Irvine (1995), consiguen la degradacion del fenol hasta 99.5% con
una concentracion del 15 % de NaCl usando tratamientos de biopelicula. Hinteeregger y
Streichsbier (1997) consiguen la eliminacién casi por completo del fenol con
concentracién de NaCl del 14 %. Ambos resultados demuestran el potencial en la
utilizacién de bacterias haléfilas para el tratamiento para la eliminacion del fenol con alto

contenido salino en efluentes industriales (Peyton et al., 2002).

Hay que destacar que los estudios e investigaciones llevadas a cabo para la
eliminacién de compuesto fenélicos bien sea en condiciones salinas o no (Woorland and
Irvine, 1995;Evans et al., Karim and Gupta, 2001; 2001;Gonzalez et al., 2001; Sa and
Bonaventura, 2001;Alemzadeh et al., 2002; Aszczyk et al., 2002; Polaert et al., 2002; Li
and Wang, 2002; Peyton et al., 2002, etc), se han realizado bajo efluentes sintéticos, es
decir, las concentraciones de los distintos componentes del efluentes han sido preparadas
en laboratorio, no procedian de efluentes reales.

3.3.2.- Rutas metabélicas de degradacion de compuestos aromaticos.

3.3.2.1.- Rutas Aeroébicas

La dificultad principal para Ia degradaciéon de compuestos aromaticos como los
fenolicos reside en la rotura del anillo aromatico, que presenta una elevada estabilidad
termodinamica. La incorporacién de radicales hidroxilo constituye el paso previo a la
rotura del anillo bencénico; una vez producida la hidroxilacion doble (si no existe ya), las
moléculas quedan en condiciones para poder ser degradadas por diferentes rutas
metabolicas (Gibson and Subrawahian, 1984).

= e e —————————
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Segun las investigaciones clasicas de estas rutas metabolicas revelan que la
mayoria de los sustratos aromaticos son degradados a través de dos intermediarios: los
difenoles catecol y acido protocatéquico, compuestos claves a partir de los cuales se

inician posteriores procesos degradativos (Ribbons, 1966).

Los intermediarios catecol y acido protocatéquico son transformados en
compuestos alifaticos mediante fision oxidativa del anillo aromatico. En bacterias se han

demostrado dos tipos distintos de fision oxidativa (Dagley ef al., 1960):

% Metafision: fision del anillo aromatico en un enlace C-C adyacente a un grupo

hidroxilo.
% Ortofision (o ruta del f-cetoadipato): fision oxidativa entre dos grupos hidroxilo
adyacentes.

A su vez, cada uno de los dos tipos de fisién sigue una ruta de degradacion

distinta segun el compuesto de partida sea el catecol o el acido protocatéquico:

En el caso de la metafision, las rutas a partir de catecol o acido protocatéquico
estan totalmente separadas. Los productos finales de la via son diferentes segun el
intermediario sea catecol (acido formico, piruvato y acetaldehido) o acido protocatéquico

(4cido formico y 2 moléculas de piruvato).

En el caso de la ortofision, las dos rutas a través de catecol o acido protocatéquico
son paralelas y convergentes, llegando a tres intermediarios comunes al final de la via.
Los productos finales de la via son siempre succinato y €l acetil CoA, intermediarios del
ciclo de Krebs, facilmente biodegradables.

Es de destacar que todos los compuestos finales obtenidos pueden integrarse

eficientemente en las rutas metabélicas generales del microorganismo, sumandose a las

transformaciones encaminadas a la obtencién de energia en forma de ATP.

#—'——_
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Las reacciones de fision oxidativa estan mediadas por oxigenasas, de manera que en
esta clase particular de procesos metabolicos el oxigeno molecular no actiia solamente como
aceptor terminal de electrones, sino que es a su vez un sustrato especifico de las enzimas de
la ruta. Por tanto, se trata de rutas aerébicas en el sentido mas estricto. Es decir, incluso en
organismos capaces de utilizar otros compuestos distintos de oxigeno como aceptor final de
electrones, las rutas de degradacion por oxigenasas no funcionarian en ausencia de O,
(Widdel and Rabus, 2001).

Segiin se acaba de ver, se puede decir que los compuestos aromaticos son

degradados por las bacterias por 4 rutas diferentes:

v" Metafision con catecol como intermediario.
v"  Metafision con 4cido protocatéquico como intermediario.
v" Ortofision con catecol como intermediario.
v" Ortofision con acido protocatéquico como intermediario.

Pero no todas las bacterias poseen las 4 rutas degradativas ni son capaces de
degradar todos los compuestos aromaticos, sino que cada género o especie puede efectuar la
degradacion de un determinado grupo de estos compuestos y posee unas rutas metabolicas
concretas para ello.

Se ha determinado que todos aquellos compuestos aromaticos cuya oxidacion
genera catecol como intermediario siguen la degradacién por la via de metafision, mientras
que los compuestos aromaiticos que se oxidan generando acido protocatéquico como
intermediario siguen posteriormente la ruta de degradacién del B-cetoadipato. No obstante,
un estudio demuestra que €l patron de expresion de las enzimas de orto y metafision puede
variar en algunas cepas (Chen ef al., 1993).
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3.3.2.2- Rutas anaerébicas

Segun autores como Heider ef al.,

(1999) y Widdel (2001), desde hace tiempo, Quimiotrofos
- Aerobios
. Fototrofos 20, &
desde los 80, se conocen nuevos organismos Anoxgénicos e
vqe . Biomasa ‘
que son capaces de utilizar hidrocarburos L
2 v
o "//l}\ ’
saturados y aromaticos como sustratos de o7 / T
S . v . £0. “nPm
crecimiento bajo condiciones estrictas de %\
anoxia. Estos microorganismos usan nitrato, Y
hierro o sulfato como aceptores de \ A - <
l}m'rmutx_ufos &, ma"r{,%
electrones para realizar  respiracion SR \\A—B" 20,
o 5 \ “Hy
anaerobica (Figura 3.3). VI =

Figura 3.3.- Posibilidades en la utilizacion de
hidrocarburos por parte de los microorganismos.

Ahora bien, siguiendo estos mismo autores (Heider ef al., 1999; Widdel, 2001),
no hay agente bioquimico que bajo condiciones anéxicas tenga las mismas propiedades
que el oxigeno en la activacion en condiciones aerdbicas en la degradacion de
hidrocarburos. Los mecanismos de degradacion de estos compuestos en condiciones
andxicas no estan aun completas, es decir, que las reacciones de activaciéon en

condiciones anaerobias de hidrocarburos son mecanismos sin precedentes en bioquimica.

En general, las reacciones anacrobias son bastante lentas comparada con sus
contrapartidas aerobias, pero se producen y tienen importancia en el caso de los
hidrocarburos aromaticos (Rittman and McCarty, 2001).

3.4.- Consideraciones sobre el concepto Biopelicula.

3.4.1.- Concepto
Las biopeliculas son conjuntos de microorganismos que estdn dispuestos en

forma de capas en los que sus polimeros extracelulares hacen de unién (Characklis and
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Wilderer, 1989). Hay procesos biolégicos donde los microorganismos se fijan en la
superficie de un material o medio de soporte, y estos crean una capa con alto contenido en
agua y una gran concentraciéon de biomasa que recubren el soporte y que se denomina
pelicula biolédgica fija o “Biopelicula
fija”. Mas técnicamente, se puede
considerar como agrupaciones de
células simples o microcolonias
embebidas en una matriz polimérica

de origen microbiano  (EPS,

Substancias Poliméricas

Extracelulares), formada sobre un oD :d I
. Figura 3.4.- Esquema de las funciones vitales de

sustrato (Zhang and Bishop, 1994), las una biopelicula fija a una superficie

cuales les permiten realizar sus
funciones vitales (Figura 3.4) de forma mas selectiva y permitiéndoles a la vez captar una

mayor concentracion de nutrientes.

Dependiendo del lugar de formacion y composicion, estas biopeliculas pueden
desde provocar problemas de corrosion (Fang et al.,, 2002) y contaminacién microbiana
hasta ser sistemas beneficiosos de tratamiento de aguas residuales (Lazarova ef al., 1999)
0 aguas subterraneas contaminadas (Gonzalez-Lopez et al., 1998).

Como caracteristica principal de esta asociacion biologica consiste en que estos
microorganismos estan unidos a la superficie de un sélido que actiia de soporte, lo que
implica que el donador de electrones, el aceptor de electrones y todos los demas
nutrientes deban ser transportados a los microorganismos dentro de la pelicula por
difusion o cualquier otro proceso de transporte.

Las peliculas biolégicas, que son células inmovilizadas naturales, se presentan en
la naturaleza con gran profusion y tienen un interés cada vez mas importante en
ingenieria de procesos utilizados en control de la contaminacion, tales como filtros
percoladores, lechos inundados, lechos fluidificados, contactores biologicos rotativos, etc.

Los procesos de biopelicula son simples, fiables y estables debido a que esa
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inmovilizacion natural permite una retencion y acumulaciéon de biomasa excelente, sin

necesidad de otros sistemas de separacion de solidos (Rittmannan and McCarty, 2001).

3.4.2.- Caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas

Son varias las hipdtesis que tratan de explicar la estructura fisica de las

biopeliculas que se pueden resumir en las siguientes:

1.- Para autores como Bishop (1996), se considera como sistemas estratificados que
crecen de forma perpendicular al soporte y en donde habria una transferencia de masas

desde la capa superficial a la capa interna.

2.- Lewandowski et al. (1995), las consideran sistemas tridimensionales donde hay
estructuras heterogéneas muy canalizadas, canales que estan llenos de agua y por donde
circulan los nutrientes (Figura 3.5).

Figura 3.5.- Esquema de una Bibpelicula ¥ ééi-: vista mediante nli“croséobi;{ electronica de barrido
de superficie.
3.- Wimpenng y Calasauti (1997), indican que ademas de los anteriores modelos existe

otro, que es las de biopeliculas densas. Dependiendo de la concentracion de nutrientes la

estructura de la biopelicula sera mas o menos densa o canalizada.

Segin Characklis (1989), la densidad de las biopeliculas varia desde valores tan
bajos como 10 Kg/m’ hasta valores de 105 Kg/m®. En cuanto a espesores la biopelicula

puede también variar tremendamente, pudiéndose encontrar desde espesores
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practicamente del tamafio de las células (1-10 mm) hasta 100 mm en procesos aerobios.
Estos espesores van a estar en funcion de la concentracion de nutrientes y flujo del agua,
tipo de substrato, pH, tipos de microorganismos, temperatura, resistencia de la
biopelicula, rugosidad del soporte y edad de la biopelicula.

El crecimiento de toda la biopelicula sera el resultado de la transferencia de
masas y su posterior transformacién por parte de los componentes de la biopelicula. Los
nutrientes circulardn a través de ella de dos modos, uno sobre los canales o las capas
superficiales mediante difusion o conveccion y en las capas interiores o celulares

mediante fenomenos de transporte de masas (Beer and Stoodley, 1995)

Lo primero que hay que resaltar con respecto a la composicién quimica de una
biopelicula es que son sistemas altamente hidratados, facilitando asi la transferencia de
nutrientes. La biopelicula esta compuesta por microorganismos, EPS, cationes
multivalentes, particulas organicas, inorganicas bien en estado coloidal o disueltas. Es el
EPS el responsable principal de la integridad funcional y estructural de la biopelicula,
considerado como el componente llave que determina las propiedades fisico-quimicas de
la misma. El EPS esta constituido por biopolimeros, polisacaridos y proteinas y de otras
macromoléculas como DNA, lipidos y sustancias himicas (Nielsen et al., 1997). Hay que
puntualizar que los polisacaridos no estan necesariamente como componente principal en
un EPS. En muchos casos, biopeliculas de muestras naturales son las proteinas las que
prevalecen y sustancias himicas (Wingender ef al,1999). Mencionar que los
polisacaridos estan unidos principalmente a la funci6n estructural y funcional del biofilm,
mientras que las proteinas estan mas consideradas en términos de la actividad enzimatica
de la biopelicula (Flemming ef al., 2000). En la Figura.3.6, se recogen las posibles
interacciones dominantes intermoleculares que contribuyen a la estabilidad mecanica en
una biopelicula. Solo unos pocos autores especulan que las proteinas extracelulares ticnen
una funcién estructural (Dignac ef al., 1998), sin embargo se debe asumir que no todas las

proteinas extracelulares pueden ser enzimas.

==——0—1—s= . —————————————————————————————————————
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Figura.3.6.- Propuesta de modelo para las interacciones dominantes intermoleculares que

contribuyen a la estabilidad mecanica en una biopelicula. Estin considerados cinco fenomenos: 1=

Repulsiones electroestaticas entre iones residuales: 2= fuerzas electrostaticas atractivas, tipicas en

presencia de cationes divalentes; 3= enlaces de hidrogenos: 4 = otras interacciones electrostaticas
como pueden ser entre dipolos: 5= interacciones de dispersion.

Es también de destacar que la concentracion de proteinas dependera entre otros,
del tipo de microorganismos que componga la biopelicula, concentracion de materia
organica o del oxigeno disponible, cuya limitacion desciende la concentraciéon en
proteinas (Jahn et al., 1996), y otros compuestos procedentes bien de la lisis celular
(ADN) o de la excrecién de los microorganismos como acido uranico o acidos humicos

entre otros (Goméz, 1998).

La composicion de los EPS determina muchas de las propiedades mas
importantes de la biopelicula, como densidad, porosidad, difusividad, resistencia a la
friccion, conductividad térmica y actividad metabolica (Zhang er al., 1999). El EPS
parece proporcionar ademas muchos benéficos a las biopeliculas incluyendo (Steven et
al., 2000):

Fuerzas de cohesion entre la biopelicula.
Absorcion de nutrientes, tanto organicos coOmo inorganicos.

Absorcién de productos del metabolismo microbiano.

& R

Proteccion de la microbiota inmovilizada frente a cambios bruscos en el

medio que les rodea.

W

Absorcion de metales pesados presentes en el entorno.
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6. Absorcion de particulas.
7. Via de transmisién de comunicacion intercelular.

8. Aumenta la transferencia intercelular de material genético.

En cuanto a la composicion bacteriana, va a responder a la capacidad de los
diferentes grupos bacterianos a adaptarse a las condiciones del medio donde se
desarrollan las biopeliculas. Independientemente, la biopelicula no solo va a estar
compuesta por bacterias, sino que microorganismos como protozoos, hongos, rotiferos,

nematodos, anélidos ¢ insectos, pueden formar parte de ésta (Bitton, 1994)

3.4.3.- Formacién de la biopelicula

Se pueden diferenciar los siguientes pasos o etapas (Figura 3.7) en el proceso de
colonizacién y formaciéon de una biopelicula (Characklis, 1990; Allison et al., 2000,
Steven et al., 2000; Stephens, 2002):

. MEDIO ACUOSC

Figura 3.7.- Etapas en la formacion de una biopelicula.

1. 1.- Acondicionamiento del medio soporte al adsorberse moléculas organicas
sobre su superficie.

2. Las células microbianas pasan desde el seno del liquido o fluido hasta el medio
soporte acondicionado, principalmente controlada por interacciones
electrostaticas. Parte de las células que llegan al soporte se adsorben a él.
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oy h B D

La adsorcion puede ser reversible

Se puede producir un desprendimiento o desercion.

Si el tiempo de adsorcion es suficiente esta puede ser irreversible.

De manera que las células producen substancias poliméricas extracelulares
(EPS) formando una matriz polisacaridica que se extiende desde la superficie
de las bacterias “anclando” a estas en la superficie soporte. Las células
adsorbidas irreversiblemente crecen a expensas del sustrato y del agua
incrementando el nimero de células en la biopelicula. A su vez, éstas pueden
también producir o formar cantidades significativas de productos excretando
algunos de ellos constituyendo parte de la biopelicula.

De esta forma, se produce la adhesion de las células microbianas y otros
organismos, asi como material particulado a la biopelicula.

En el transcurso de la formacion y estabilizacion parte o porciones de la
biopelicula se separan y vuelven al agua. Esta separacion puede ser debida al
esfuerzo cortante producido por €l movimiento del fluido (Figura 3.8), a la
accion mecanica de otras particulas que chocan contra la biopelicula y al
desprendimiento de las capas debido a la perdida de cohesion o de adherencia

de la biopelicula (Tejero, 1998) y al aumento en espesor por el crecimiento de

la biopelicula.
Baja Carga Superficial Alta Carga Superficial
Alta Fuerza Cortante Baja Fuerza Cortante

Incremento en Carga Superficial y Fuerzas Cortantes
S

7~

Figura 3.8.- Diferentes estructuras de biopelicula en funcion de la carga superficial y
fuerzas cortantes.
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En el crecimiento de la biopelicula se crea una estratificacién en los grupos
fisiologicos, debido fundamentalmente a la limitacion de la transferencia de oxigeno. En
el tiempo y en funcién del transporte de oxigeno a través de la biopelicula, la dindmica de
esta va regenerandose. Conforme crece la biopelicula el oxigeno desaparece del interior
produciéndose fendmenos anaerobios. Se forma gases en su interior (CHs, SHy, y otros
gases) de manera que la salida de estos gases provocan desprendimientos masivos de

biopelicula, principalmente aquella que esta muerta e inactiva y asi va regenerandose.

Entrando en factores que influyen en la fijacion de los microorganismos sobre un
material soporte y asi en su formacién, las propiedades del fluido van a intervenir en la
fijacion de la microbiota de manera importante, y en la que se destacan como mas

importantes (Cohen, 2001):

pH.

Marcipar et al. (1978) estudiaron la adsorcion de microorganismos en un material
soporte ceramico inorganico en funcion de los pH 4.0 y 6.0. Encontraron que la velocidad
de adsorcion era bastante especifica para cada cepa microbiana, pero en el pH mas bajo el

porcentaje de microorganismos adsorbidos era mayor.

Una posible explicacion para esta mayor adhesion de microorganismos a pH mas
bajos surge de la influencia del pH sobre la carga superficial microbiana. Muchos
microbios poseen un caracter dipolar, el cual puede actuar como catién o anioén
dependiendo del pH de la solucién (Cohen, 2001). Por ejemplo, una elevacion del pH de
3 a 7.5 resulté en un incremento de la carga celular de -10 a -30 My, y la tendencia
opuesta, una disminucion en la carga celular, se consiguié mediante una disminucion del
pH (Kolot, 1988).

Es razonable que a valores bajos de pH la carga negativa de la superficie
microbiana se reduce, lo que conduce a una reduccion en la repulsion electrostatica entre
los microorganismos y el material soporte, cargado negativamente. Esta reduccion en la
repulsion electrostatica podria ser la causa de la mayor adhesion microbiana a valores

bajos de pH.
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Contenido en sales.

Meadows (1971) anunci6é que era capaz de separar células microbianas de la
arena mediante un lavado con agua destilada, pero cuando habia sal en el agua, el lavado
microbiano disminuyd considerablemente. La explicacion para esta mayor adhesion de
los microorganismos en presencia de sales se encuentra también en la influencia de estas
sales sobre la carga superficial microbiana. Kolot (1988) demostré que un incremento en
la concentracion de iones Ca de 0.01% a 1% dividi6 por 8 la carga en la superficie de las
células microbianas. Puestas en agua destilada, la carga negativa de la superficie de las
células microbianas se multiplicé por 5 (de —7.9 a -39 mV). En algunos casos donde los
microorganismos y el material soporte estaban negativamente cargados, los iones
divalentes cargados positivamente reducian la repulsion electrostatica entre  los
microorganismos y el material soporte e incluso podian actuar como puentes entre esas

dos superficies cargadas negativamente (Tampion and Tampion, 1987).

Segun DiCosmo et al., (1994), en células de C. roseus el maximo nivel de
adhesion ocurria en presencia de AICl; 0.1 M. La adhesion disminuia, sin embargo,
cuando la concentracion era mayor o menor que 0.1M. Para Cohen (2001), la explicacion
para esta adhesion maxima con un contenido especifico de sal de 0.1M de AICl; se
encuentra probablemente en conseguir una carga superficial optima para al adhesion. En
una soluciéon de AICl; 0.1 M, la movilidad electroforética de las células microbianas era
cercana a 0. En ese punto la repulsion electrostatica entre las células microbianas y el
material soporte era relativamente baja, lo que resultaba en un incremento de la adhesion.
Con concentraciones superiores de AICl; por encima de 0.1M la adsorcién disminuy6
porque la adsorcion de los iones al los microorganismos y el material soporte resulton en
una inversion de la carga del signo negativo al positivo. Esta inversion de la carga
probablemente desembocod en una repulsion electrostatica entre los microorganismos
cargados positivamente y el material soporte positivo. Se asume que para cada especie
microbiana y tipo de material soporte, existe un contenido Optimo de sales del fluido

tratado, que puede potenciar la adhesién microbiana (Cohen, 2001).

De igual manera, las caracteristicas del material soporte también va a influir en la

adhesion de los microorganismos, de manera que la seleccion del material dependera de
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muchos factores tales como: la resistencia a la degradacion microbiana, caracteristicas
fisico-quimicas y de superficie, coste del material, etc. Mas detalladamente se describe a
continuacion algunas caracteristicas de los materiales soportes:

Material soporte de origen organico.

Es ampliamente aceptado que los materiales organicos tienen una mayor
adsorbancia que los materiales inorganicos, la adsorcion microbiana es de 248 y 2 mg/g
sobre astillas de madera y material siliceo, respectivamente (Gemeiner et al., 1994).
Segin Cohen (2001) la razon de la mayor adsorcion de los materiales organicos en
comparacion con los materiales inorganicos radica en la cantidad y variedad de grupos
reactivos, tales como carboxil, amino, hidroxil, etc., localizados en la superficie del
material organico. Ademas que €l material organico usualmente contiene nutrientes, los
cuales ayudan a la fijacién y crecimiento de los microorganismos. Su contrapartida es que
es un material mas biodegradable, lo que implicaria la necesidad de ser reemplazado con

mas frecuencia que otros materiales no biodegradables.

Material soporte de origen inorgénico:

El material soporte inorganico es considerado usualmente que debe ser mas
resistente al ataque microbiano, exhibir propiedades superiores de termoestabilidad y
tener mejores propiedades al paso de flujos liquidos (Gemeiner et al., 1994).

Normalmente el material inorganico consta de una variedad de 6xidos metalicos.
Esto hace que la fijacién de los microorganismos ocurra en condiciones acuosas, de
manera que se forman hidréxidos de metal sobre la superficie del material inorganico en
lugar de 6xidos de metal (Kolot, 1988). Como resultado se forma enlaces covalentes

parciales entre los microorganismos y esos hidréxidos.

Muchos de los materiales inorganicos, tales como pétreos o ceramicos, estin
cargados negativamente. La alta acumulacién de cargas negativas en la biomasa de los
microorganismos y las cargas negativas del material inorganico sugieren la existencia de
fuerzas que vencen la repulsion electrostatica entre ambos. Una explicacion segan Cohen
(2001), indica que debe ser la formacion de enlaces covalentes parciales formados entre
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los hidroxidos metalicos en la superficie del material y la superficie microbiana lo que
posibilita la fijacion entre ambos. Rouxhet y Mozes (1990) sugieren que la fijacion de los
microorganismos a materiales cargados negativamente se puede facilitar a través de
tratamientos previos del material soporte modificando las propiedades superficiales del

mismo, bien haciendo disminuir la repulsion o bien incrementando su atraccion.

Kolot (1988) indica que existe una propiedad en los materiales inorganicos que
incrementa la capacidad de retenciéon microbiana en dichos materiales que es la
incorporacion especifica metalica interna del material inorganico. La existencia de Fe**
en el material soporte inorganico incrementa la fijacion entre células en al menos un 50%
(Kolot, 1988).

Porosidad del material soporte.

El rango de porosidad del material soporte es un factor importante en la fijacion
microbiana al mismo. En conformidad a Tampion y Tampion (1987), la acumulacion
maxima de biomasa en el material soporte ocurre cuando el tamaiio del poro es de una a

cinco veces el tamafio bacteriano.

En materiales soporte sintéticos el rango de porosidad puede, hasta ciertos
limites, ser controlado. Geminer et al, (1994) consiguicron artificialmente para

materiales cristalinos didmetros de poro en un rango de 20-2000 A.

3.5.- PROCESOS BIOLOGICOS DE NITRIFICACION- DESNITRIFICACION.

3.5.1.-Sistemas para aplicar el proceso de nitrificacion- desnitrificacion.

Comprendida la problematica del vertido de compuestos nitrogenados y fendlicos
sobre el medio ambiente y la salud humana, y llegado a este punto, se ha de comenzar a

examinar los sistemas biologicos de tratamiento para su descontaminacion.

Para conseguir la eliminacién de nitrogeno amoniacal u otras formas reducidas,

se requiere la generacion en el proceso biologico de microorganismos especificos dando
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lugar a los procesos de Nitrificacion (Larrea, 1998), los cuales transforman las anteriores
formas nitrogenadas en nitratos; de manera que en orden a la eliminacion de éstos
surgieron los procesos de Desnitrificacion, que combinados con la nitrificaciéon dieron

lugar a los procesos de Nitrificacion-Desnitrificacion.

Seglin Azevedo et al., (1995), los tratamientos biologicos de nitrificacion y
desnitrificacion son uno de los mas factibles, efectivos y econémicos para la eliminacion

del nitrogeno de aguas residuales tanto urbanas como industriales.

Como resumen, en la tabla 3.2 se muestran los consumos tanto de oxigeno como
de alcalinidad en los procesos de nitrificacion, desnitrificacion y la combinacién de

ambas, nitrificacion-desnitrificacion (Henze et al., 2002).

Tabla.3.2.- Consumo de oxigeno y alcalinidad por la nitrificacion, desnitrificacion y

nitrificacién-desnitrificacion.
Consumo de oxigeno Consumo Alcalinidad
Proceso molO,/molN g0y/gN gO0./gN Equ.Alk/mol N Eqv.Alk/mol N
Nitrificacién 2.0 457 43 20 1.9
Desnitrificacion -1.25 -2.86 -24 -1.0 -.08
Nitrificacion+desnitrificacion 0.75 1.71 1.9 1.0 1.1

" Valores obtenidos en préctica en procesos de fangos activos. .

En este caso sera el sistema a utilizar, y en relacion con los compuestos fendlicos,
se tratara de utilizarlos en la fase de desnitrificacién como fuente de carbono, es decir,
como donador de electrones (Peyton ef al, 2002), de manera que a la vez que se
desnitrifica se consume y elimina estos compuestos. Son diversas las investigaciones
(Holub et al., 1999; Karim and Grupta, 2001; Aszczyk et al., 2002) que estudian la
degradacion del fenol bajo condiciones de desnitrificacion.

En funcién de como se dispongan los crecimientos de los microorganismos, la

aplicacion del proceso bioldgico de Nitrificacion-Desnitrificacion, se puede llevar a cabo
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mediante sistemas con cultivos en suspensién o bien mediante cultivos inmovilizados o

biopelicula fija.

Los primeros, supone poner en contacto los compuestos nitrogenados y fenolicos
con los microorganismos responsables de su eliminacion en un medio liquido,
manteniendo a éstos en suspension. Son los denominados fangos activos, donde para
mantener las condiciones 6ptimas de eliminacion de los compuestos contaminantes se
hace necesario aportar microorganismos procedentes del clarificador o decantador

secundario.

En estos sistemas, segin Andreadakis et al., (1997) la salinidad no inhibe el
proceso de nitrificacion cuando las concentraciones de cloruros son menores de 4 g/l. En
cuanto al fenol, en sistemas con nitrificacion-desnitrificacion, a concentraciones de 20
mg/l (Hunter ef al., 1999) pueden inhibir las bacterias del genero Nitrosomonas (Neufeld

et al., 1980), aunque es posible una eliminacion del fenol (Blaszczyk et al., 1997)

Los segundos, se basan en una asociacién bioldgica formada en una superficie o
material soporte (figura 3.9), de
manera que el agua que se
quiere tratar se hace pasar a
través de este material soporte
que contiene la biopelicula, asi
los  microorganismos  van
retirando del agua los

contaminantes. A diferencia de

los anteriores, estos sistemas no i
necesitan de un continuo aporte Figura 3.9.- Sistemas de canales de agua a través del

: : idoy biopelicula fija al arido soport
de microorganismos. aridoy biope ja al arido soporte.

Bettenworth ef al., (1995) aplicaron el proceso de Nitrificacién-Desnitrificacion

para eliminar nitrogeno de un efluente con alta concentracion salina, mediante un sistema
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de biopelicula fija donde la biopelicula se formé a partir de las cepas nitrificantes-

desnitrificantes, presentes en €l propio influente a tratar.

Ambos sistemas presentan una gran cantidad de variantes y como es logico
pensar, cada uno de ellos presentara una serie de ventajas e inconvenientes. Autores como
Gras y Alvarez (1991) encontraron en los procesos de biopelicula fija numerosas ventajas

con respecto a los sistemas en suspension:

+¢ Disminucién en la produccién de ruido.

% Reduccioén de olores.

% Menor superficie necesaria.

% Adaptacion a la eliminacién de sustancias biodegradables, presentes en bajas

concentraciones.

o,
"0

Reduccion del tiempo de retencion del agua en planta.

.
o0

Explotacion facil y segura.

o2

* Mayor resistencia frente agentes toxicos.
% Se pueden emplear residuos procedentes de la construccion, los cuales pueden
actuar como soporte para el cultivo inmovilizado o biopelicula, contribuyendo de

esta forma al reciclado de residuos.

Otras ventajas que se pueden destacar son:

R/
o

Son menos susceptibles a cargas variables o intermitentes.

Menos sensibles a bajas temperaturas (Welander et al., 1997).

7
%

9,
R0

Permite el desarrollo de microorganismos de crecimiento especifico bajo

(metanogénicas, nitrificantes).

De los procesos existentes de biopelicula fija, se puede destacar los procesos de
filtros sumergidos, lechos fluidificados, lechos bacterianos, y biodiscos o biocilindros,
pudiendo ser éstos una alternativa a los procesos fisicoquimicos dado su menor coste.
Hay también que tener en cuenta, que estos sistemas de biopelicula, descienden el efecto
toxico que algunos componentes, presentes en el influente, pueden llegar a tener frente a
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los microorganismos depuradores. Tienen mayor inercia, por lo que presentan mayores
ventajas a los efectos de los inhibidores. Estas ventajas permiten aplicar los procesos de

biopelicula a la depuracion de efluentes industriales con alta salinidad.

Los procesos de lecho fluidificado son capaces de nitrificar y desnitrificar de
forma estable en un medio en el que la concentacion de cloruros sea de 20 g/l
(Vredenbregt et al., 1997).

El uso de filtros sumergidos en efluentes salinos, puede incrementar las
velocidades de crecimiento de los microorganismos, con respecto a los sistemas

convencionales (Sheng et al., 1998).

De todos estos sistemas (filtros sumergidos, lechos bacterianos, lecho
fluidificados y biodiscos o biocilindros), los que mejores resultados han ofrecido en la
eliminacion de nutrientes son los filtros sumergidos ademas de ser los mas versatiles
(Lacamp et al., 1993) para este tipo de tratamiento; parecen tener un gran potencial para

la eliminacion de nitrogeno en un espacio limitado (Grady Jr. et al., 1999).

3.6.- LECHOS INUNDADOS. FUNDAMENTOS.

La ciencia y arte de la ingenieria de las aguas residuales se extiende soélo
ligeramente hasta hace poco mas de 100 afios. Durante este periodo, la tecnologia
aplicada ha conseguido grandes avances en promover el control de enfermedades y la
proteccion medioambiental. Los tratamientos con biopelicula fija juegan
incuestionablemente un papel importante en esta historia. Comenzando con opciones
como los filtros percoladores, filtros intermitentes, filtros fluidificados y lechos de
contacto; los sistemas de biopeliculas dominaron la tecnologia del tratamiento de las
aguas residuales durante varias décadas. Y aunque este estatus ha sido asumido
posteriormente por los procesos de biomasa en suspension, existe en las ultimas décadas

un resurgimiento incuestionable del interés por las aplicaciones de la biomasa fija.
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Dada la relativa importancia histérica, y la proyeccion de futuro de los sistemas
de biopelicula fija, una revisién cronolégica de los progresivos desarrollos asociados debe
ser interesante e informativa a la vez. Alleman (2000) realiza una revision histérica de la
evolucion de los sistemas de biopelicula fija y que a continuacion se destaca los aspectos

mas relevantes de dicho trabajo.

Como se describe en el clasico cuento de Dickens en 1859, “era el mejor de los
tiempos, era el peor de los tiempos..” Esta imagen literaria retrata de manera
conmovedora la era de mediados del siglo diecinueve, dotada de las bendiciones de la
Revolucién Industrial, pero virtualmente desprotegida frente a enfermedades epidémicas
desenfrenadas.

La demostracion del Dr. Alexander Mueller en 1865 de que el agua residual
podia ser purificada por organismos vivos en una columna de filtracion resulté una gran
revelacion (Pearse, 1938). El Dr. Mueller, un importante quimico de Berlin, patent6
posteriormente su proceso biologico algunos afios después. De vanguardia incuestionable,

aunque ni la patente ni el concepto fundamental atrajeron mucha atencién.

En 1868, uno de los miembros de la Comision Real Britanica encargados en el
estudio de problemas relativos a la disposicion y tratamiento de las aguas residuales, Sir
Edward Frankland, comenz6 un estudio épico del funcionamiento de la filtracion de agua
residual bruta de Londres en columnas de laboratorio rellenadas con medios que variaban
desde grava gruesa hasta lechos de turba. Usando un patron de dosificacion de dos veces
al dia, Sir Frankland mantuvo con éxito el funcionamiento de la filtracién durante 4
meses (Buswell, 1928). Aunque la capacidad de tratamiento del filtro estaba inicamente
demostrada en términos fisico-quimicos, el establecimiento del concepto de filtracion
intermitente habia introducido la necesidad de descansos o periodos de aireacion entre

aplicaciones a las aguas residuales.

Hasta este momento, Europa habia dominado los desarrollos en la tecnologia del
tratamiento de las aguas residuales. En los Estados Unidos, sin embargo, la
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concienciacion sobre el control de la contaminacion llevé al establecimiento de la
Estacion Experimental Lawrence por el Consejo Estatal de Salud de Massachussets
(Metcalf and Eddy, 1916). Su organizacion estaba controlada por Hiram F. Mills, un
distinguido hidrélogo, y los profesores Sedwick y Drown del Instituto de Tecnologia de
Massachussets. Bajo la direccién de Allen Hazen, el grupo Lawrence comenz6 una serie
de experimentos de filtracion en 1887 comparables a los ensayos previos realizados por
Frankland sobre dosificacién intermitente. Sus descubrimientos demostraron de verdad
que los microorganismos que estaban en el medio filtrante podian degradar el agua

residual en un ambiente aerdbico facilitado por la dosificacion intermitente.

En Europa, sin embargo, los ingenieros sanitarios ain dudaban aceptar el
concepto de filtracion intermitente. En 1893, Stoddart (1911) anuncié el uso de un filtro
con medio grueso que recibia por percolacion un flujo continuo. Stoddart insisti6 en que
su trabajo surgi6 de los principios de Frankland y que sus unidades percoladoras eran las

primeras de esa clase. En cualquier caso, el filtro percolador habia sido concebido.

Otra clasica opcion europea desarrollada casi al mismo tiempo fueron los lechos
de contacto. Actuando segun la linea de los experimentos de Lawrence, W. Santo Crimp
y W. J. Dibdin decidieron en 1891 experimentar con un patron de dosificacion que fluia a
través de un lecho de filtracion de un medio grueso durante 8 horas, seguido de un estado
de secado de 16 horas (Metcalf and Eddy, 1916). De los medios gruesos probados en el
agua residual tratada quimicamente de Londres, Dibdin encontr6 que las briznas de coque
aportaban un tratamiento satisfactorio, mientras que la arena se colmataba mucho. En
tests posteriores, Dibdin probo un doble contacto, usando lechos primarios y secundarios
respectivamente conteniendo medios mas pequeiios sucesivamente (Metcalf and Eddy,
1916). El éxito de esta operacion supuso rapidamente la aparicion de varias instalaciones
a escala real, y todas ellas mantenian los ciclos de llenado, reactor y de secado. Y en su
quinto informe (Thompson, 1909), la Comision Real aporté un extenso soporte técnico

para la instalacion y operacion de dichos lechos de contacto.

En cuanto al disefio de los lechos de contacto, hay registrados varias aplicaciones
a escala natural (Metcalf and Eddy, 1916). Aunque en Estados Unidos se construyeron
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unas cuantas unidades a gran escala, los lechos de contacto no recibieron demasiado
interés fuera de Europa; debido a la inundacion del filtro, las condiciones anaerdbicas que
tendia a reducir la calidad del efluente (Hurley, 1943). Esta circunstancia combinada con
frecuentes colmataciones del medio del lecho por el lodo arrastrado (Hurley, 1943),

comenzaron a arrojar dudas sobre la utilidad del tratamiento mediante lechos de contacto.

Reconociendo la conveniencia de una biopelicula aerobia, Dibdin decidié en

1904 experimentar con lechos de aireacion forzada (Keefer, 1940).

Los alumnos del Dr. Fowler, Edward Ardern y William Lockett comenzaron el
estudio historico del tratamiento de biomasa suspendida. En 1914, estos dos estudiantes
publicaron el primer registro sobre un proceso de fangos activos, adheridos al patron de
intermitencia aceptado, pero cambiando a una biomasa suspendida (Ardern and Lockett,
1914).

Durante los siguientes 25 afios, la filtracion intermitente y los lechos de contacto
fueron desechados en favor del diseiio de los filtros percoladores. En los EE.UU., se hizo
un gran esfuerzo para mejorar y actualizar el funcionamiento de los filtros percoladores,
incluyendo el desarrollo y la adopcion de estandares técnicos para el disefio de las cargas
hidraulicas, construccion de los lechos y la operacion de los sistemas (Hardenberg, 1936).

Gran parte de la popularidad de estas unidades de filtros percoladores podia
deberse a su relativa simplicidad, facilidad de operacion y buena relacion coste-beneficio
en cuanto a la capacidad de funcionamiento. Los fangos activos eran todavia un
procedimiento innovador, y que levantaba bastante interés debido a su demanda de
energia para la aireacion (Ardern, 1917). Ademas, el proceso de fangos activos estuvo
plagado de problemas legales, con demandas impuestas contra varias grandes ciudades
por infringir patentes por Activated Sludge, Ltd (Anonymous, 1934). Con la solucién de
dichos problemas, el tratamiento con fangos activos comenzoé a desplazar a los sistemas
basados en biopelicula fija, de tal manera, que se convirti6 en el sistema principal para el

tratamiento de las aguas residuales urbanas.
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Existian, sin embargo, varios desarrollos tangenciales en el campo de la
tecnologia de pelicula fija que merecen algunas consideraciones. La aplicacion de una de
esas opciones, el proceso Hays, una variacién del lecho de contacto, realmente rivalizaba
con la instalacion de los filtro percoladores durante el periodo de 1930 a 1940 (Griffith,
1943). Desarrollado en 1930 por Clifford Hays, un quimico de la Waco, Texas, este
procedimiento empleaba grandes laminas de asbestos de hormigon apiladas verticalmente
espaciadas 1 o 2 pulgadas entre si. Por 1942, habia 63 unidades como ésta en
funcionamiento en los EE.UU, muchas de las cuales estaban localizadas en instalaciones
militares (Kessler and Norgaard, 1942). Sin embargo, la limitada disponibilidad de
laminas acanaladas de asbestos de hormigén durante tiempos de guerra hizo necesario el
uso de laminas planas (Otts, 1982). La ausencia de rigidez superficial hizo que estas
laminas se torcieran y derrumbaran frecuentemente, resultando en fallos del proceso los

cuales condenaron una posible consideracion del mismo en el futuro.

En los 50 se sucedieron desarrollos significativos con la incorporacion del medio
soporte basado en plastico en varios sistemas de tratamiento de pelicula fija. Estas formas
sintéticas ofrecias numerosas ventajas frente a los materiales naturales disponibles en
términos de area superficial de contacto, resistencia a roturas, densidad de

empaquetamiento, y flexibilidad en la construccion.

Investigacion y desarrollo en medios plasticos siguieron dos lineas distintas
durante los primeros afios 50. En América, se proponian y experimentaban unidades
atadas de plastico como empaquetamientos innovadores para aplicaciones en filtros fijos
(Bryan, 1955). Investigadores de Europa, sin embargo, comenzaron probando discos de

plastico rotativos.

Al principio de los afios 80 apareciéo un proceso de lecho sumergido de flujo
descendente comercializado por Cytox incorporando una fila paralela de laminas de
plastico colocadas verticalmente. El reciclaje continuo del fluido dentro del tejido es
dirigido hacia una paleta de agitacion sobre el tanque lo que provoca el transporte de
oxigeno. Aparte de este ltimo sistema de aireacion, el sistema Cytox bien podria ser

considerado como un proceso Hays resucitado.
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El interés suscitado por este tipo lechos inundados, desde inicios del siglo XIX,
como se ha reflejado en las referencias encontradas en el trabajo realizado por Alleman
(2000), permanece en la actualidad, encontrando modificaciones y referencias que asi lo
atestiguan; como las experiencias registradas en Francia por la Compafiia General de
Aguas (Cabe destacar la Estacion Depuradora de Ménaco; 1990, con la patente
Biocarbono) y Lionesa de Aguas o las de Canada a raiz de las exigencias establecidas en
su normativa de 1993. Interés favorecido por la necesidad de buscar alternativas a los
fangos activos debido a los diversos problemas que aparecen en la explotacion de estos:
flotabilidad de fangos, menor resistencia frente agentes toxicos, etc.

Los estudios de la multinacional francesa O.T.V. (Grupo Compaiiia General de Aguas)
concluyeron en el patentado, entre otros, de dos modelos de filtro biologico para
depuracion de aguas residuales: Biostyr® y Biocarbone®. El Biocarbone® (figura 3.10)
utiliza un material pizarroso granular, con un tamafios de 2.5-3 mm, con una superficie
especifica de 1.450 m”m’ y una porosidad de 0.40. El proceso Biocarbone®, que se
comercializa como el Filtro Airedor Biolégico (BAF) en Norteamérica, utiliza flujos en
contracorriente de agua residual y aire. El agua residual primeramente tratada se aplica en
flujo descedente. El aire se rocia a dos tercios de profundidad. El flujo de enjuague se
hace ascender arrastrado por aire. Las cargas de superficie para Biocarbone® sélo son
ligeramente superiores a las de los filtros percoladores, aunque la carga volumétrica es

aproximadamente 10 veces mayor, debido a la mayor area especifica del medio.

BIOCARBONE ®

Influente Enjuague
» -
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T T o T

Aire
:omprimido de
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Lavado,
Iy
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Arrastre de aire Efluente tra;ado

Figura 3.10.- Esquema simplificado de la configuracion de la patente Biocarbone
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El Biostyr® es un lecho poroso de flujo ascendente con un material soporte de
discos de poliestireno, que son ligeramente menos pesados que el agua y flotan. Estan
retenidos en el reactor por una pantalla, y poseen un tamafios de 3.0-3.5 mm, y 1.050
m’/m’ de superficie especifica y una porosidad de 0.39. El material de poliestireno se

comercializa con el nombre de Biostyrene.

Las investigaciones llevadas a cabo por la empresa Degremont (Grupo Lionesa de
Aguas), en 1994, se consumé en una patente denominada Biofor®, que es un filtro
totalmente sumergido con inyeccion de aire en el lecho (Figura 3.11). Las cargas de
superficie y volumétricas son parecidas. Biofor® difiere en que el agua residual y la
corriente de agua son concurrentes. La configuracion de concurrencia se dice que da un
rendimiento de transferencia de oxigeno superior, dado que el oxigeno se suministra en el
lugar de maxima concentraciéon de DQO, dando menos problemas de obstruccién del
medio. Esta patente rellena sus filtros con un medio que recibe el nombre de Biolite® y
esta compuesto de un material arcilloso, con una densidad suprior a la unidad, con una
talla efectiva de 3.0-6.0 mm. (Cabe destacar la construccion en Espaifia de la primera
planta depuradora con esta patente, la del Puerto de Santamaria por esta empresa).

Agua
Tratada
;
! . Salida Agua
A 3 Agea L de lavado & .
Procesa ! ¢ Figura 3.11.- Esquema
(Cmgeaciin} | o : de uno de los sistemas
 JAECRERC T B S de filtros sumergidos,
§ omba a; .
Bk Biofor® (Degremont,
Aire de b S Influente
Lavado

Actualmente en Espafia, el sistema de lechos inundados se esta utilizando
fundamentalmente en el campo de las estaciones depuradoras de aguas residuales
urbanas: Puerto de Santa Maria, Ibiza, Santa Cruz de Tenerife y Benalmadena (Malaga,
en la actualidad en construccion). El Departamento de Ingenieria Civil y mas
concretamente su Area de Tecnologias del Medio Ambiente perteneciente a E.T.S. de
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Caminos, Canales y Puertos de la Universidad de Granada en el afio 1990 comienza una
ardua labor en la investigacion de utilizacion de los lechos inundados para el tratamiento
de distintas aguas. Desde entonces, y ya perteneciendo al Grupo de Investigacion
Microbiologia y Técnicas Ambientales (MITA) y al Instituto del Agua de la Universidad
de Granada se han realizado varias tesis profundizando en el conocimiento de los lechos
inundados: “Estudio comparativo de rellenos en sistemas de depuracion de lechos
inundados” Zamorano (1996), “Optimizacién de los lechos inundados con soporte de
residuos reciclados” Osorio (1998), “Eliminacion biologica de NOs; de aguas
subterraneas mediante filtros sumergidos: Optimizacion del sistema” Goémez (1998),
“Eliminacion de la materia organica y del nitrogeno en el agua residual urbana mediante
lechos inundados” Galvez (2001) y “Mejora de los parametros de disefio de filtros
sumergidos aplicados a la desnitrificacion de aguas subterraneas mediante la inoculacion

selectiva” Moreno (2001).

Nandy y Kaul (2001), afirman que dentro del amplio rango de sistemas de
tratamiento para aguas residuales con un poder alto de contaminacion, los filtros
sumergidos han emergido como una aplicacién con mucho éxito y un tratamiento
alternativo muy viable, debido a su gran concentracién de biomasa, adhesion y a los
problemas minimos de flotabilidad de fangos (Tritt, 1992).

Los filtros sumergidos con respecto a los procesos convencionales de fangos

activos principalmente, poseen las siguientes ventajas adicionales (Pujol et al., 1994):

v" No requieren decantacion secundaria, lo que significa un coste menos de
inversién y disminucion en el espacio de ocupacion.

v" El reactor bioldgico ocupa de 3 a 4 veces menos espacio en volumen que el
de un fango activo.

v" Son faciles de cubrir, permitiendo el control de los efectos negativos de los
olores y ruidos, ademas de minimizar el impacto visual.

v" No existe flotabilidad de fangos y espumas.

v" Permiten la construccién de montajes modulares sencillos y de facil

automatizacion.
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v" Operacion estable en el tiempo.

Como sistema, consisten en un material de relleno que actiia como soporte de la
biopelicula, material que esta inmovilizado y completamente sumergido en el agua a
tratar. De manera, que la biopelicula se encargara de la depuracion, y el relleno puede

actuar ademas como un filtro para s6lidos de mayor tamafio.

La principal desventaja que presenta estos sistemas es la perdida de carga
hidraulica producida bien por el crecimiento progresivo de la biopelicula o por los s6lidos
retenidos. Esto, supone la necesidad de establecer ciclos de lavados del sistema. La
estructuracion y duracion de los ciclos de lavado pueden variar, siendo las fases

empleadas las siguientes (Galvez, 2001):

1.- Fase de esponjamiento, utilizando para ello exclusivamente aire.

2.- Fase de lavado, con agua y aire.

3.- Fase de aclarado, usando solo agua.

El agua resultante de estos lavados que habra arrastrado y recogido la biopelicula
desprendida y otras particulas seran recirculadas hasta el tratamiento primario o
decantacion habilitada al efecto, para pasar el fango a su propia linea de tratamiento.

En la tabla 3.3 se recogen algunos de los materiales soporte para la fijacion de

biopeliculas en sistemas de lechos sumergidos mas utilizados en la actualidad junto

algunas caracteristicas propias.
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Tabla 3.3.- Caracteristica de algunos materiales soporte utilizados en sistemas de lechos

sumergidos.
MATERIAL TAMANO DENSIDAD POROSIDAD SUPERFICIE REFERENCIAS
(mm) (g/em®) ESPECIFICA
(m'/m’)
Porcelana 4mm 1.9 0.48 700 Villaverde et al., 2000;
Fdez, Polanco et al..,
2000
Ceramica 1.7-6 1.5-1.8 0.49 700-1500 Bouwer et al., 2000
Anillos de 1.3cm 0.93 340 Oh, et al, 2001.
polipropileno diametro
Granulos de 3.0-3.5mm 1050/1200 Borregaard, 1997,
Polietileno ‘ Punzava et al., 2001
Anillos de 700 Jou and Huang, 2003.
poliuretano
Biolite  (arcilla  3-4mm 1.5-1.8 1200-1500 Pujol et al, 1998;
vitrificada) Richard and Thébault,
1992

Debido a las caracteristicas fisiologicas de la microbiota desnitrificante y
nitrificante, el proceso de biopelicula en filtros sumergios se puede aplicar de dos modos

diferentes principalmente:

Post-desnitrificacion

El proceso de post-desnitrificacion, basicamente, consiste en dos reactores en
serie, uno aireado y el otro no. El agua entra en el primer reactor aireado (Nitrificacion)
para pasar al segundo reactor anoxico (Desnitrificacion) (Figura 3.11). Se precisa una
previa oxidacion de la materia organica para que no interfiera en el proceso de la
nitrificacion (microorganismos autétrofos) y posteriormente se debe dosificar un fuente
de carbono facilmente asimilable que facilite la actividad desnitrificante
(microorganismos heterétrofos). Estas fuentes de carbono facilmente metabolizables,
permiten su rapida utilizacion como donadores de electrones por las bacterias
desnitrificantes y por otro lado permiten una seleccion de microorganismos

desnitrificantes con alta actividad.

Se consigue altos rendimientos de eliminacién de nitrégeno, siendo el metanol la
fuente de carbono mas utilizada por su alto indice de desnitrificacion, ser facilmente
biodegradable y tener bajo precio (Chudoba y Pujol., 1998); otros autores hablan del
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acido acético (Constantin and Fick, 1997), sacarosa y etanol (Gomez et al., 2000a),
metanol (Pujol et al., 1994) y otras muchas fuentes.

Adicion fuente carbono

Figura 3.11.- Esquema Post-desnitrificacion

Para influentes ricos en fuente de carbono seria un sistema poco rentable, pues se
consumiria la fuente de carbono propia del influente en la columna 6xica necesitandose
después adicionarle una fuente externa a la columna andxica donde se encontraria la
microbiota desnitrificante en su mayoria heterotrofos, lo que implicaria un aumento en los
costes de explotacion. Son sistemas indicados para influentes pobres en donadores de
electrones, que no es el caso del influente que se va a utilizar en este trabajo de

investigacion.

Pre-desnitrificacion

En el proceso de pre-desnitrificacion inicialmente se elimina la materia organica
en un filtro andxico y posteriormente se nitrifica en una segunda columna aireada. El
efluente obtenido (el cual contendra el nitrato procedente de la nitrificacion) se
recirculara al filtro andxico donde en presencia de fuente de carbono proveniente del
influente y nitrato, la microbiota desnitrificante presente en dicha columna transformara
nitrato en nitrégeno molecular (Pujol ef al, 1995) que pasara a la atmésfera (Figura 3.12).
Este sistema, por lo general, no precisa de la adicion de fuente de carbono, es la propia

contenida en el influente, siendo el esquema apropiado para el trabajo de investigacion.
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El control de la desnitrificacion y consecuentemente del nivel de eliminacién de
nitrégeno depende del ratio de recirculaciones (relacion entre lo que se vuelve al proceso
o recircula y el flujo de entrada) del reactor nitrificante al reactor donde se produce la
desnitrificacion. Generalmente los valores usados varian del 100 al 600% (Bryers, 2000).
Para Karschunke and Sieker (1997) la recirculacion interna Optima para procesos de
nitrificacion-desnitrificacién utilizando el sistema de pre-desnitrificacion esta limitada a
400-500 %, ya que para estos mismos autores recirculaciones mayores introducen en la

fase andxica concentraciones elevadas de oxigeno que pueden inhibir la desnitrificacion.

Efl liente

Figura 3.12.- esquema en Pre-desnitrificacion.

El rendimiento total tedrico del sistema para la eliminacion de nitrégeno se puede obtener

mediante la siguiente ecuacion:

Rendimiento Tedrico t= % Recirculacion/ (100 + %Recirculacion)

Son numerosos los estudios realizados en los ultimos afios utilizando los lechos
sumergidos para el tratamiento del nitrogeno con procesos de nitrificacion,

desnitrificacion, o ambos, a saber:

Chui et al,, (2001) emplea un sistema de dos filtro sumergidos: uno de los

sistemas consta de dos filtros sumergidos conectados en serie y el segundo sistema se
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compone de un filtro con una zona anaerébica, anoxica y otra zona aerobica incorporado
en el mismo filtro. Sistema usado para el tratamiento de un agua sintética con una
concentracion en nitrogeno de 480 mg/l, consiguiéndose para ambos sistemas
rendimientos de eliminacion de aproximadamente el 90 % de nitrogeno y el 98 % de
DQO.

Oh et al., (2001) investiga la influencia de los parametros mas importantes que
afectan a la desnitrificacion bajo condiciones de alta concentracion de nitratos de un agua
sintética utilizando para ello el sistema de filtros sumergidos con un material plastico
como soporte de la biopelicula. La investigacion concluye que la desnitrificacion es
completa para cargas volumicas entorno a 9 Kg NO; -N/m’ dia decrececiendo
significativamente los ratios de desnitrificacion para cargas volumicas superiores a 24 Kg
NO; -N/m’ dia.

Villaverde et al., (2000) y Fdz-Polanco ef al., (2000) ambos pertenecientes al
mismo grupo de investigacion, emplean los lechos sumergidos para el tratamiento,
también de aguas sintéticas de nitrogeno utilizando como material soporte para la
biopelicula particulas de porcelana con un tamafio alrededor de los 4 mm. Fdz-Polanco et
al., (2000) en su estudio describen, entre otros, los cambios de la actividad de oxidacion
del amonio por parte de la microbiota nitrificante en funcién de la relacion C/N,
concluyendo que la actividad nitrificacion no pierde eficiencia cuando el efluente
presenta una concentracién inferior de 200 mg O,/1 de DQO que equivale en este estudio
a una relacion de DQO/NH,' de 4.

También son numerosos los estudios que se han realizado utilizando los sistemas
de filtros sumergidos BIOSTYR®. Punzaba et al. (2001) utiliz6 este sistema para estudiar
el efecto de la aireacion en un proceso simultaneo de nitrificacion y desnitrificacion
controlado en tiempo real. Estos autores sefialan que la desnitrificacion se lleva a cabo en
la mayor parte de la biopelicula cuando la concentracion de oxigeno disuelto del influente
se encuentra por debajo de 3 mg/l pues segin demuestran estos mismos autores la
penetraciéon de oxigeno disuelto en la biopelicula con los valores indicados no es

significativa como para afectar a la microbiota responsable de la desnitrificacion que
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compone la biopelicula. Sorensen ef al. (2000) emplea el mismo sistema de lecho
sumergido para la eliminacién de nitrégeno en post-desnitrificacion y pre-desntrificacion

con 50-225 % y 600-800 % de recirculacion interna respectivamente.

Como se ha podido ver son bastantes lugares del mundo (hacia 1992 operaban en
el mundo alrededor de cincuenta plantas en paises como Canada, Estados Unidos, Japon y
varios en Europa coincidiendo fundamentalmente en Francia) los que aplican el sistema
de Filtros Sumergidos o Lechos Biologicos Inundados, pero a pesar de ello, la
investigacion sigue siendo necesaria, ya que el dimensionamiento de éstos se basa
practicamente en conceptos empiricos y pruebas a escala de planta piloto diferentes

escalas.

86



Objetivos




Objetivos

4.- OBJETIVOS

4.1- OBJETIVO PRINCIPAL.

Los mares y el medio ambiente litoral europeo constituyen un importante recurso
econémico y son areas naturales de alto interés ecolégico, que en los ultimos afios han
recibido altas concentraciones de nitrogeno de fuentes antropogénicas como aplicacion de
fertilizantes o vertidos de aguas residuales de diversos origenes. Esta contaminacion es
causante de cambios en el ecosistema que afecta a todas sus comunidades bidticas,
teniendo como consecuencia final la eutrofizacion, que tanto directa como indirectamente
afecta al ser humano (Wu, 1999).

Desde los afios sesenta, la actual Union Europea ha ido legislando para
desarrollar toda una serie de reglas comunes de proteccion y prevencion de la
contaminacion. Asi, las calidades minimas del agua se han ido definiendo en orden a
limitar el impacto de la acumulacion de emisiones contaminantes para asi proteger al ser

humano y al medio ambiente.

Mas concretamente, el litoral es una de las piezas principales del territorio
andaluz que mas problemas y oportunidades genera en la actualidad, no solo para su
desarrollo econdémico sino también por el estado del medio ambiente. Para proteger este
recurso, la legislacion andaluza, dentro del marco juridico espafiol y europeo, establece
como limites medios diarios para el vertido de amonio, nitrato y fenol sobre el litoral
marino, 80, 100 y 15 mg/l respectivamente, implicando de esta manera la necesidad y el
deber de tratar los distintos efluentes que viertan a dicho medio.

Con respecto a los compuestos nitrogenados, ¢stos pueden ser eliminados por
procesos fisico-quimicos aunque con un clevado coste econémico, mientras que los
tratamientos biologicos se presentan como una alternativa viable tanto econémica como
técnicamente. En este sentido la nitrificacion y desnitrificacion son unos de los
tratamientos biologicos mas efectivos y economicos para eliminar nitrégeno de efluentes

residuales de origen urbano e industrial (Azevedo et al., 1995). La nitrificacion es una
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oxidacién autotréfica del i6n amonio a nitrito (fase I) y nitrato (fase II), mientras que la
desnitrificacion consistira en una reduccion desasimilatoria de nitrato y nitrito a nitrégeno
molecular.

Hay efluentes industriales, como ocurre en esta investigacion, que ademas de
compuestos nitrogenados muestran presencia de compuestos fendlicos, y todo ello en
medio salino. Son compuestos extremadamente toxicos en ecosistemas acuaticos en
concentraciones de mg/l incluso a concentraciones de pg/l que influyen en las
propiedades organoeléctricas de las aguas con vida piscicola o marisco (Buttino and
Filippi, 1991). La eliminaciéon de estos elementos se han llevado principalmente por
procesos fisico-quimicos con bastante precision al problema, pero suponen un elevado
grado de tecnologia, altos costes de instalacion y mantenimiento, y presencia de personal
especializado. La degradacion bioldgica de estos compuestos, ha sido descrita utilizando
distintos procesos y entre estos bajo condiciones de desnitrificacion, donde este
compuesto es utilizado por los microorganismos como unica fuente de carbono (Tschech
and Fuchs, 1987; Blaszcyk et al., 1998).

Con relacién al medio en que se encuentra los contaminantes, salino, ha mostrado
afectar negativamente a los procesos bioldgicos destinados a la eliminacion de materia
organica y nitrogeno (Pansward ef al., 1999). Aunque sin embargo otros autores (Glass
and Silverstein,1999) han puesto de manifiesto la posibilidad de tratar efluentes con alta
salinidad mediante procesos bioldgicos, precisando de periodos previos de aclimatacion

de la biomasa a la alta concentracion salina.

De entre los sistemas bioldgicos, los lechos sumergidos parecen tener un gran
potencial para la eliminacion de altas concentraciones de nitrogeno en un espacio
reducido ademas son considerados como un tratamiento muy flexible y econémico para

aplicaciones practicas (Grady et al., 1999).

Teniendo todo esto en cuenta, el objetivo principal que se planteo en este trabajo
es la aplicacion de la tecnologia de los sistemas de lechos inundados en el
tratamiento de eliminacién de compuestos nitrogenados y fenélicos procedentes de

un efluente salino industrial.
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4.2- OBJETIVOS SECUNDARIOS.

Para ello, y con el objetivo inicial marcado se establecieron una serie de objetivos

secundarios:

1. El disefio y puesta en marcha de una planta experimental a escala de
laboratorio que permita profundizar en el conocimiento de los lechos
sumergidos y su posible aplicacion a efluentes salinos con alta carga en
compuestos nitrogenados y fenolicos.

2. Aplicar del proceso de pre-desnitrificacion y determinar la influencia que
ejercen las distintas variables como: carga hidraulica, recirculacién interna,
carga organica, volumica, oxigeno disuelto, en la eliminacién de compuestos
nitrogenados y fenolicos en medio salino.

3. Determinar la influencia del material soporte sobre el pH del medio liquido
en el proceso de nitrificacion-desnitrificacion mediante lechos sumergidos
para el tratamiento en la eliminacion de compuestos nitrogenados y fendlicos

en medio salino.

Con los objetivos marcados y siguiendo las metas iniciadas hace poco mas de una
década por el Area de Tecnologias del Medio Ambiente y el grupo de investigacion
MITA en el conocimiento de los procesos de lechos sumergidos en el tratamiento de
diferentes efluentes, y utilizando los conocimientos precedentes, se planted esta Tesis

Doctoral con el Titulo:

“APLICABILIDAD DE LOS LECHOS INUNDADOS EN EL
TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES
CON ALTA CARGA EN COMPUESTOS NITROGENADOS Y

FENOLICOS EN MEDIO SALINO.”
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5.- VARIABLES Y PARAMETROS.

5.1.- VARIABLES PREVIAS

En todo estudio o investigacion sobre cualquier proceso de depuracion, aparecen
multitud de factores que influyen en mayor o en menor medida en el fendmeno estudiado.
Es por ello, por lo que se hace necesario determinar cuales son los que manifiestan mayor
influencia, y simplificar el modelo de forma que sea dominable y se pueda conocer como

inciden en el sistema.

Se entiende por variable aquella magnitud, por tanto cuantificable, de influencia
directa en el proceso estudiado y cuya causa de variacion es ajena al sistema dependiendo
de solo hechos externos y sin influirse por el propio encadenamiento del sistema fisico

posterior. Teniendo esto en cuenta se van ha considerar las siguientes variables:

% Carga Hidraulica (m*/m’ dia).
Se define como el caudal de agua que atraviesa una unidad de superficie del sistema
de tratamiento. Va a condicionar la velocidad de paso del agua a través del material que

compone el filtro.

+* Recirculacién (%).
Es el tanto por ciento de efluente que se devuelve al sistema en relacién al caudal
de influente. De este va a depender el tiempo de contacto que el agua va a estar en el
interior del sistema y la carga hidraulica real.

La recirculacion resulta imprescindible para el proceso de eliminacion de
nitrogeno mediante pre-desnitrificacion pues aporta a la fase anoxica las formas
nitrogenadas oxidadas. Por otro lado desarrolla una serie de funciones que se pueden

resumir en:
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o Condiciona el rendimiento maximo del sistema al aportar el
nitrégeno (nitrito, nitrato), que se¢ va a eliminar por via
desnitrificacion.

o Realiza un efecto de dilucién del influente, provocando una
amortiguacion de cargas contaminantes del sistema, en
especial frente al fenol en esta investigacion.

% Carga Orgéanica Volimica (Kg/m® dia).
Es la concentracion total de contaminante por unidad de tiempo que aporta el
influente sobre el volumen activo de reactor biologico. En este caso los contaminantes

referidos seran el nitrogeno total, amonio, fenol y DQO.

< Sistema de lavado.

Un filtro sumergido obliga a disponer de un sistema de lavado. En el sistema de
lavado concurren distintos factores, como son la duracion y fases que componen cada
ciclo de lavado, caudal de agua de lavado y caudal de aire. Todo ello, componen un
sistema del cual va a depender no solo el rendimiento del sistema sino la duracién del
mismo por atascamientos debido al crecimiento de la biopelicula. Este tipo de estudios
son mas adecuados a una escala superior, sin embargo se hace preciso considerarla como
una variable previa de manera que se pueda seleccionar el sistema de lavado 6ptimo sin

interferencias en el estudio del resto de variables.

5.2.- PARAMETROS PREVIOS.

Se va a definir parametro como aquellas magnitudes que expresan el resultado del
tratamiento en funcion de las variables y que deben considerarse para el conocimiento del

proceso.

Los parametros que se van a utilizar en el desarrollo del estudio son los

siguientes:
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R/

% Oxigeno disuelto.

Como se describio en la introduccion el oxigeno puede por un lado inhibir la
actividad desnitrificante y por otro lado es imprescindible para que tenga lugar la
nitrificacion, lo que se hace necesario su medida y control. Es también importante como

valor

< pH.
Tanto la nitrificacion como la desnitrificacion son procesos biologicos que se ven
afectados por este parametro. Igualmente el pH puede verse modificado por la actividad

de ambos procesos biologicos.

% Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).
Permite obtener una estimacion de la materia organica presente en el agua y asi
mismo determina la fuente de carbono disponible para las bacterias desnitrificantes.
Ademas la DQO se considera un parametro limitante en los vertidos en las aguas litorales,

de manera puede actuar como un factor importante en el funcionamiento del sistema.

Habiendo comprobado que la relacion entre DBOs y DQO fue superior a 0.2,
indicado biodegradabilidad del agua, y dado que son aguas residuales industriales solo se
consider6 la DQO. Ademas esta eleccion se debi6 a la rapidez analitica con la que se
obtiene la DQO.

** Nitrogeno Total. Nitrato. Nitrito. Amonio.

Tanto la concentracion de amonio como la de nitrato se encuentran recogidas en
la normativa vigente como parametros limitantes para vertido en aguas litorales. De igual
forma estos compuestos pueden actuar como parametros de control para conocer tanto el
proceso de nitrificacién como desnitrificacion. Ademas el conocimiento de estos
parametros permite el seguimiento del estado de oxidacidn-reduccion en que se encuentra
el nitrogeno, hecho que facilita el analisis del funcionamiento del sistema asi como
comprobar el rendimiento global de la planta en la eliminacién de uno de los compuestos

contaminantes del efluente.
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Con estos parametros se podra realizar un balance de materia permitiendo
diferenciar entre el nitrogeno que es asimilado y transformado en biomasa y aquel que es
eliminado mediante la desnitrificacion.

¢ Fenol.

El fenol es una sustancia fijada de igual modo, marcandose un limite maximo de
vertido en aguas litorales. Es por ello obvio que sea considerado como un parametro de
control. Su analisis y seguimiento es también de maxima importancia por su actividad
antimicrobiana pudiendo afectar de una forma significativa a los procesos de nitrificacion

y desnitrificacion.

% Actividad desnitrificante de la biopelicula (mM N,O/g relleno).
Con este parametro se va a conocer la capacidad potencial de la microbiota
existente en la biopelicula de eliminar las formas oxidadas de nitrogeno del sistema.
Expresa la cantidad de nitrogeno liberado del sistema en forma de oxido nitroso por

gramos de relleno.

¢ Turbidez y recuento de microorganismos.
Ambos parametros dan idea de la tasa de crecimiento de los microorganismos que
van a participar en la formacion de la biopelicula.
¢ Cantidad de biopelicula adheridos al material soporte.
Este parametro asesora acerca de la formacion de biopelicula sobre el material
soporte, asi como del mayor a menor espesor alcanzado por la biopelicula dentro del
medio poroso filtrante.
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6.- MATERIAL Y METODOS ANALITICOS

6.1.-CARACTERISTICAS DEL EFLUENTE INDUSTRIAL.
El conocimiento previo de las caracteristicas del agua residual industrial objeto de

estudio tiene una gran importancia a la hora de seleccionar el tipo de tratamiento (Henze
et al., 1994). Tras una serie de analiticas se caracterizo el influente que se va a tratar en

esta investigacion, valores que estan recogidos en la tabla 6.1:

Tabla 6.1.- Caracterizacion del efluente proporcionado por DSM Deretil y concentraciones del
efluente tras ser diluido por agua de mar.

Parametro Concentracion® del efluente de
DSM-DERETIL S.A.

pH 2-3

Demanda Quimica de Oxigeno 70.000-92.000

Solidos en Suspension 7.000-10000
Nitrégeno Total como N 9.000-15.000
Amonio (NH,") 5.000-13.000

Fenol 25.000-31.000

*Valores expresados mg/l excepto pH.

Las formas nitrogenadas se encuentran en sus estados de oxidacion mas reducida
(Amonio y nitrogeno organico) y la DQO es fundamentalmente debida a los compuestos

fenolicos.

Como ya se vio en la introduccion, el tratamiento biologico en el ambito de
inversion del proceso de eliminacion de compuestos tanto nitrogenados como fenolicos
requiere menor capital que los fisico-quimicos, y desde el punto de vista de la
explotacion, el tratamiento biologico requiere en principio menos recursos tanto
energéticos como de reactivos. Los procesos de biodegradacion pueden ser una

alternativa a los procesos fisico-quimicos.

Ahora bien, con estas concentraciones, €l agua residual industrial es de dificil

tratamiento, mas si éste se pretende que sea biologico. De manera que fue necesaria su
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dilucion para conseguir concentraciones adecuadas para su tratamiento biolégico. Al
ubicarse la planta en zona litoral, y como se indicaba en la introduccion, el agua de mar es
para DSM Deretil un recurso, que utiliza en sus distintos procesos, de manera que se
utiliz6 el agua de mar para la dilucion del agua residual industrial. Agua de mar
procedente de la zona de vertido del agua residual industrial de DSM Deretil S.A.

El agua de mar para la dilucién del influente, presenta una concentracion de

cloruros de 25 * 3 g/l, y salinidad del 3.4 £ 0.2 %.

El efluente de DSM DERETIL S.A. fue recogido de un ecualizador (Figura 6.1) o
depésito donde son recogidas todas las
aguas residuales de los distintos
procesos de produccion de la empresa.
En él, los efluentes son mezclados
consiguiéndose de esta manera una
homogeneizacion para su posterior
tratamiento en la planta de fangos
activos (Figura 6.2) ubicada en las

propias instalaciones.

d

Figura 6.2.- Vista general de la planta de fangos activos de la empresa DSM DERETIL S.A. en
Villaricos (Almeria).
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6.2.- METODOS FISICO- QUIMICOS

6.2.1.- Demanda Quimica de Oxigeno (D.Q.0.). (Método Reflujo
Cerrado, APHA, AWWA and WEF, 1992)

Se puede considerar como una forma de estimar la materia reductora presente en
una muestra de agua, a través de la determinacién por via quimica de la cantidad de

oxigeno necesario para oxidarla.

Mediante este método se oxida tanto la materia organica biodegradable como la
que no lo es, sin posibilidad de diferenciar entre ellas. Con esta técnica se logra la
oxidacién de la mayoria de los compuestos organicos entre un 95 a un 100%. Junto con la
materia organica, hay otra serie de compuestos de naturaleza inorganica que también se
pueden oxidar. Este es el caso de los nitritos 0 compuestos reducidos de hierro (Fe*),

azufre (S*), manganeso (Mn”"), etc.

Para la determinacion de la DQO se empleé una oxidacion con reflujo cerrado,
realizando la valoracién por espectrofotometria de visible (colorimetria) a una longitud de
onda 600 nm,

El método se basa en una oxidacion fuerte de la materia organica, empleando
para ello un oxidante potente como el K,Cr,07 en medio acido fuerte (exceso de H,S04).
Este proceso de oxidacion es aplicable a gran niimero de muestras siendo a su vez de facil
manipulacién, asi mismo el K,Cr,0; posee una gran capacidad oxidante. La ecuacion

quimica siguiente refleja el proceso de oxidacion para la glucosa.

C6H1205 e KzCl‘zO7 G 16H2804 = 6C02 + 4CI'2(SO4)3 + 4K2$O4 + 22H20

El proceso ha de realizarse en caliente (150°C) durante un tiempo de 2 horas. La
reaccion se ayuda con Ag” como catalizador, lo cual facilita la oxidacion de compuestos
alifaticos de cadena lineal. Para evitar pérdidas de Ag" por precipitacion debida a los

cloruros se debié afiadir antes una cantidad adecuada de Hg’, y con muestras salinas

e e eSS
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ademas se precipitaron previamente los cloruros con nitrato de plata, como ha sido en esta
investigacion. La valoracion final se basa en la cantidad de Cr’" que se produce tras la

oxidacion.

La oxidacion se realizé en tubos de 12 ml de capacidad, contando estos con tapon
a rosca para realizar la oxidacion en recipiente cerrado. En la valoracion se emple6 un

espectrofotometro.

Para este tipo de valoraciones se preciso realizar una curva de calibracion que
compara los valores de absorbancia obtenidos a partir del Cr’* formado con los valores de
D.Q.O. para ello se empled una sustancia oxidable por el K,Cr,0; y que guardara una
relacion directa en valor de mg O,/1. Para este caso se empleo Ftalato acido de potasio
(Img FHP equivale a 1.176 mg O,/1), preparando una solucién madre con Ftalato acido
de potasio de 1000 mg O,/1, llevando 0.8503 g de Ftalato hasta 1000 ml de agua
bidestilada. Con esta solucion se prepararon varias diluciones seriadas con 50,
100,250,500,750 y 1000 mg O-/1, las cuales se oxidaron de igual forma que las muestras,
obteniendo asi la curva de calibrado. Los valores de DQO (mg 0,/1) se obtenian por
interpolacion en la recta de calibracién o sustituyendo en la ecuacion obtenida. La recta
de calibracion se obtuvo mediante regresion lineal por el método de los minimos
cuadrados, a partir de los datos de absorbancia medidos con las concentraciones
conocidas (Statgraphics Plus for Windows Statical Graphies Corp.). No se aceptaron
como recta de calibracion aquellas que presentaran un coeficiente de regresion menor del
0,99.

En las determinaciones se utilizaron tubos de 10 ml, limpios y secos, a los que se
les afiadi6 2.5 ml de la muestras, previamente preparadas ya que presentan una alta
salinidad. Para ello, se precipitaron los cloruros con nitrato de plata, y se filtré con filtros
de 0.22 um. Una vez obtenidas las muestras, se las afiadié 1.5 ml de la solucion oxidante,
y sobre éstos se afiadio lentamente, dejando escurrir por la pared del tubo 3.5 ml de la
solucion acida. Hecho esto, se cerraron los tubos y se agitaron invirtiéndolos para mezclar

perfectamente los reactivos con la muestras. Seguidamente se calentaron durante 2 horas
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a 150°C en un blogue térmico. Transcurrido este periodo de tiempo y tras esperrar el
tiempo necesario para que las muestras estuvieran a la temperatura ambiente (20-25 °C)
se procedi6 a la medida en el espectrofotometro a la longitud de onda indicada. Se uso
agua bidestilada en todos los casos como control al objeto de ajustar la lectura del

espectrofotometro a cero.

Preparacion de los reactivos empleados:

v" Solucién oxidante (K,Cr,0; 0.0167 M):

Durante 2 horas se pone a secar en estufa (103°C) Cr,O/K,. Una vez seco se
afiadia sobre 500 ml de agua destilada en agitacion 40.913 g del reactivo hasta disolucion.
Se adicion6 33.33 g de HgSO, (cada ml debe contener 20 mg) y lentamente, por la pared
del matraz aforado se afiadieron 167 ml de H,SO,4 (98%) dejando escurrir a través de
ella. Finalmente se enrasé hasta 1000 ml con agua destilada.

v Solucién acida:
Sobre 500 ml de H,SO. (98%) en agitacion, se afiadieron 10.1 g de Ag;SO, hasta
disolucién. Se enraso6 hasta 1000 ml con H,SO.. El reactivo se dejo reposar al menos 24

horas (aquel reactivo que present6 turbidez se rechazo).

v" Nitrato de plata 1.0 M:

Este reactivo se prepara afiadiendo 16.9 g de nitrato de plata en 100 ml de agua
destilada.

v Solucién madre de FHP (1mg/ml):
Durante 1 hora el FHP se secé a 120°C. Una vez seco se afiadié sobre 500 ml de
agua destilada en agitacion, 850.34 mg de FHP hasta disolucion. Se enraso hasta 1 litro
con agua destilada.

Se realizaron tres replicas para cada muestra, determinando el valor medio y la

desviacion estandar. Cuando esta ultima fue alta se repitié el analisis de la muestra.
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6.2.2.- Nitrégeno Total (APHA, AWWA and WEF, 1992)

La determinacion de nitrogeno total pretende simplificar las determinaciones de
NH',, NO;, NO"; y Norganico €0 una sola, para lo cual debemos transformar los diferentes
compuestos de nitrégeno en uno solo. La forma mas sencilla es mediante una oxidacion
que los transforme todos en nitrato, realizando una determinacion final del NOs;-N. Esta
oxidacion es sencilla para el nitrito, el cual facilmente se transforma en nitrato, sin
embargo es mas dificil dicha transformacion en el caso del nitrogeno amoniacal y sobre
todo en el caso del nitrogeno organico. Es por ello que esta determinacion no es adecuada
para muestras con alto contenido en nitrégeno organico, siendo necesario en este caso una

dilucion.

El proceso consiste en una determinacion del nitrato de una muestra (método
colorimétrico) tras una oxidacion previa de la muestra con peroxodisulfato que oxida

todas las formas de nitrogeno hasta nitrato.

Para determinar el Nitrogeno total por este método, se tomaron 50 ml de la
muestra a analizar sin filtrar previamente introduciendo ésta en frasco de autoclavado de
100 ml. En nuestro caso diluimos, de modo que en el frasco no contenga mas de 0.5 mg
de nitrégeno organico. Se afiade a continuacion 7 ml de la solucion oxidante y se agita.
Pasamos a autoclavar la muestra durante 1 hora a 120 °C, dejando enfriar. Posteriormente
se afiadié 0.875 ml de acido sulfurico y a continuacion se medi6 a una longitud de onda

de 220 nm en el espectrofotometro, obteniendo el dato de absorbancia.

Previamente a los analisis de las muestras problema se debe preparar una curva
patrén, con una solucion madre de nitrato, con la que se prepar6 una serie de patrones
empleando matraces aforados de 100 ml, afiadiendo la cantidad adecuada de patrén
enrasando con agua destilada. Una vez preparados los patrones se les afiadié todos
aquellos reactivos que se han indicado en el parrafo anterior, procediendo a realizar la

oxidacion de igual manera.
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Se prepard un blanco para ajustar el “0” del espectrofotometro tanto para la curva
patron como en el proceso de determinacion de las muestras. Luego, mediante
interpolacién en la curva patrén o sustitucion en la regresion lineal obtuvimos el valor
del Nitrogeno Total.

Los reactivos utilizados fueron:

v" Reactivo oxidante de peroxodisulfato.
Se afiadié Peroxodisulfato potasico 50g., acido borico 30 g, hidréxido sédico 14g

llevandolo a enrasar a 1 litro de agua destilada.

v Acido sulfirico al 96 %.

v" Solucién patrén de nitrato (0.1 mg N/ml)
Se secé KNO; en horno de desecacion a 105°C durante 24 horas. Sobre 500 ml de
agua destilada en agitacion se afiadié 0.7218 gramos de nitrato potasico anhidro
hasta disoluciéon y se enras6 hasta 1000 ml. Se afiadi6 también 2 ml de

cloroformo (CHCl;) como conservante. La solucion es estable durante 6 meses

6.2.3.- Nitratos. (Método del Salicilato sodico, APHA, AWWA and WEF,
1992)

Este método es aplicable tanto para conocer la concentracion de NO; en el agua como
para completar la determinacion anterior de nitrogeno total. Para ello se empleo el
método del salicilato sodico. Para este método, las muestras deben filtrarse inicialmente
para evitar las interferencias por las particulas en suspension, asi como eliminar la
turbidez. Igualmente se debe eliminar el hierro de la muestra si excede de 5 mg/l, el
cloruro si esta sobre 200 mg/l o los nitritos sobre 2 mg/l. El método es aplicable hasta
concentraciones de 10 mg NO;/l, siendo necesaria dilucién para concentraciones

mayores.
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El método del salicilato sédico se fundamenta en la coloracion (amarilla)
manifestada por la reaccion entre el nitrato y el salicilato, formando paranitrosalicilato
siendo la intensidad de color directamente proporcional a la concentracion. El color

manifestado es estable durante al menos 1 hora.

Como método calorimétrico se prepar6 una soluciéon madre a partir de la cual,
prepararemos una serie de patrones, empleando para ello matraces aforados de 100 ml,
sobre los cuales se afiadieron la cantidad adecuada de patron enrasando con agua
destilada.

Una vez preparados los patrones se procedio a afiadirles a todos ellos los
reactivos, a excepcion de la alcalinizacion con NaOH, realizando los mismos
tratamientos. Una vez terminado el proceso se determinaba la absorbancia, realizando la
curva patron de forma analoga a la indicada para la DQO.

Para el desarrollo diario del método, se introducia una muestra de 10 ml
previamente tratada segun su interferencia o diluida segin su concentracion, en una
capsula de porcelana (100 ml). Alcalinizamos levemente empleando soluciéon de NaOH
0.1 N, se afiadia 1 ml de la solucién de salicilato a cada una de las muestras,
evaporandolas hasta sequedad en estufa de desecacion a temperatura entre 75 y 80°C,
evitando temperaturas superiores y tiempos excesivos. Una vez enfriadas hasta
temperatura ambiente, se trataba el residuo seco con 2 ml de acido sulfirico 98%,
procurando que quedara todo impregnado. Se esperaba 10 minutos para afiadir a
continuacion con cuidado 15 ml de agua destilada y 15 ml de la solucion de hidréxido y
tartrato. Después de este proceso, se midi6 la absorbancia a 420 nm empleando cubetas

de 1 cm’ de seccion. Se empleo un blanco para ajustar el cero del aparato.

Mediante sustitucion en la ecuacion de la recta obtenida se fueron obteniendo los

datos de la concentracion en nitratos de las muestras.

Para evitar las reacciones inespecificas del nitrito cuando este presenta

concentraciones superiores a 2 mg/l, se afiadié 0.05 g de sulfamato de amonio.
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Preparacion de los reactivos utilizados:

v Solucion de salicilato sodico (5%)
Sobre 50 ml de agua destilada en agitacion se afiadié hasta disolucion 5 gramos
de salicilato sodico y se enrasé a 100 ml. Esta solucion debe prepararse nueva

cada 24 horas.

v Solucién de NaOH (0.1N).
A 500 ml de agua destilada en agitacion, se afiadieron 4 g de NaOH hasta su
completa disolucion. Con posterioridad se procedi6 al enrasado hasta 1000 ml
con agua destilada.

v" Solucioén de hidréxido sodico y de tartrato.
Sobre 700 ml de agua destilada en agitacion se afiadieron 400 g de NaOH y 60
gramos de tartrato doble de sodio y potasio, hasta disolucion. Dejando enfriar al
chorro de agua y se enrasé hasta 1000 ml. Este reactivo se guard6 en frasco de

polietileno.

v Solucién patrén de nitrato (0.1 mg N/ml)
El KNO; se seco en horno de desecacion a 105°C durante 24 horas. Sobre 500
ml de agua destilada en agitacion se afiadieron 0.7218 g de nitrato potasico
anhidro hasta disolucién y se enrasé hasta 1000 ml. Se adicionaron 2 ml de

cloroformo (CHCl;) como conservante. La solucion es estable durante 6 meses

Al igual que en los casos anteriores se trabajé con tres replicas por muestra,

repitiéndose el analisis si la desviacion estandar era elevada.
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6.2.4.- Nitritos. (Método de la Sulfanilamida, APHA, AWWA and WEF,
1992)

El método utilizado para la determinaci6n del nitrito en las distintas muestras fue
el método colorimétrico de la sulfanilamida, con el que se pudo llegar a determinaciones

de hasta 0.2 mg de NO,-N/l, diluyendo para muestras con mayores concentraciones.

Teniendo en cuenta la inestabilidad del nitrito, siendo facilmente oxidado a
nitrato por procesos tanto quimicos como biologicos, su andlisis se realiz6
inmediatamente después de la toma de muestra, no empleandose nunca la conservacion

por adicion de acidos.

Este método se basa en la reaccion del nitrito con sulfanilamida en presencia de
diclorhidrato de N-(1 naftil)-etilendiamina y en medio acido fuerte, dando lugar a un
compuesto de color purpura rojizo cuya intensidad de color es directamente proporcional
a la concentracién de nitrito hasta aproximadamente 0.2 mg/l. El color desarrollado es

estable durante al menos 2 horas.

Se realizé una curva patron, a partir de la solucion de NO”, preparada como se
indica mas adelante. Asi se realizaron una serie de patrones, empleando para ello
matraces aforados de 100 ml, afiadiendo la cantidad adecuada de patrén enrasando con
agua destilada. Una vez preparados los patrones, se procedio con ellos de igual forma que
para las muestras, determinando igualmente la absorbancia a 543 nm.

El procedimiento seguido para determinar los nitritos fue el siguiente:

A partir 50 ml de muestra se afiadi6 2 ml del reactivo de sulfanilamida y
agitando, se dejo 10 minutos en reposo, para pasar a continuacion a medir la absorbancia
a 543 nm en cubetas de 1 cm® de seccion. Se utilizé un blanco para ajustar el 0 del

espectrofotometro.
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Como en los casos anteriores donde se han utilizado curvas patrén, los valores de
nitrito se calcularon sustituyendo en la ecuacién de la recta o bien interpolando en la

grafica.

Al igual que en la determinacion de los nitratos, se eliminaron las interferencias
posibles, destacando la presencia de sélidos en suspension y color. De la misma manera,

se trabajo con tres replicas por muestra.

Para la preparacion de los reactivos empleados se procedio del siguiente modo:

v Reactivo de sulfanilamida
Sobre 800 ml de agua destilada se afiadieron 100 ml de acido fosforico (85%) y
se disolvi6 completamente 10 g de sulfanilamida. Tras la completa dilucién del
anterior reactivo se disolvio 1 g de diclorhidrato de N-(1 naftil) etilendiamina y
se enrasé hasta 1000 ml con agua destilada. El reactivo se conservd en frasco

topacio y refrigerado a temperatura de 4°C.

v" Patrén de nitrito (1mg/1).
El nitrito sodico se deseco en estufa de desecacion durante al menos 1 hora a
105°C. Sobre 500 ml de agua destilada en agitacion se afiadieron 0.4928 g de
nitrito sédico enrasando hasta 1000 ml con agua destilada. Se afiadié 1 ml de
CHCl; como conservante. De este modo se obtuvo una solucién de 100 mg NO,-
N /1. Se pasé esta dilucion hasta la centésima parte (1 ml sobre 99 ml de agua
destilada) obteniendo una solucién de 1mg/l. La dilucion es poco estable y debe
prepararse diariamente. A partir de esta dilucién se realizaron los diferentes

patrones para obtener la curva de calibracion (0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1 mg/l).

6.2.5.- Amonio. (Método de la sal de fenol, APHA, AWWA and WEF,
1992)

El principio en el que se basa el método de la sal de fenol es la reaccion del

amoniaco, hipoclorito y fenol, catalizada por una sal manganosa formando un compuesto
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azul intenso. El nitrogeno de amonio aparece en forma de i6n amonio y parcialmente
como amoniaco. Existe un equilibrio dependiente del pH entre las dos formas. En
soluciones alcalinas fuertes el N-NH," esta presente casi enteramente en forma de
amoniaco. Este reacciona con iones de hipoclorito para formar monocloramina, que
reaccionan con un compuesto de fenol para formas azul indofenol. La determinacion del

N-NH.," se realiz6 espectrofotométricamente a 630 nm..
Los reactivos utilizados fueron:

v Reactivo de acido hipocloroso.
Se afiadi6 40ml de solucion de NaClO al 5% preparada a partir de lejia
comercial a 40ml de agua. El pH se ajust6 entre 6.5-7 con HCI, preparandose
este reactivo semanalmente.

v' Soluci6n de sulfato manganoso, 0.003M
Esta solucion se prepard utilizando 50mg de MnSO4-H,0 disueltos en 100ml
de agua destilada.

v Reactivo de sal de fenol
Para la preparacion de este reactivo se disolvieron 2.5g de NaOH y 10 g de
fenol, CsHsOH, en 100ml de agua destilada. Debido a que se oscurece este
reactivo tuvo que ser preparado semanalmente.

v' Solucién madre de amonio:
Para conseguir una soluciéon madre de amonio se disolvieron 381.9mg de
NH,CI anhidro, secado a 100°C, en 1000ml de agua destilada; obteniéndose
una concentracion de 100mg NHy/1.

El procedimiento analitico seguido en la determinacién de amonio, s¢ puede

resumir en;

TS
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Se afiadi6 una gota (0.05ml) de solucion de MnSO, a una muestra de efluente de
10ml en un vaso de 50ml, colocandolo sobre un agitador magnético y afiadiendo 0.5ml de
reactivo de acido hipocloroso. Inmediatamente, se adiciona gota a gota, 0.6ml de reactivo
de sal de fenato, sin intervalos, utilizando una bureta adecuada. La formacion de color es
completa a los 10 minutos y permanece estable durante 24 horas por lo menos. Aunque el
color azul tiene un maximo de absorbancia a 630nm, se pueden hacer determinaciones en

el rango de 600 a 660nm.

La concentracion de amoniaco se calculd del siguiente modo:

AxB

mg/l (NHs-N)=

Siendo:
A= absorbancia de la muestra
B=NH;-N en el patron,pg
C= absorbancia del patron

S= volumen de muestra usado, ml

6.2.6.- Fenol. (Método colorimétrico, Derivado del tiazol)

Desde el punto de vista analitico, el termino fenol engloba este producto y sus
homologos. El fenol se emplea como patrén y el resultado obtenido corresponde a este y

a sus derivados y otras sustancias acoplables.
El método seguido fue el de acoplamiento oxidante del fenol y derivados del
fenol con un derivado del tiazol dando un azocolorante violeta rojizo que se determina

fotométricamente a una longitud de onda de 475 nm.

El procedimiento seguido fue el siguiente:
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A 10 ml de muestra en tubos con rosca se afiade una microcucharada del reactivo
1 propio del Kits, ya agitando vigorosamente hasta que el reactivo se disolviera. A
continuacion se afiadi6 otra microcucharada del reactivo 2, también del propio Kits, y de
igual manera se agito hasta su disolucion. Tras 3 minutos de reposo se pasaba a medir en
el espectrofotometro, obteniendo la absorbancia. Como método calorimétrico

previamente como en los casos anteriores se realizo una curva patron.

Como en los casos anteriores se trabajo con tres replicas por muestra,

repitiéndose el analisis si la desviacion estandar era elevada.

6.2.7.- Cloruros. (Método argentométrico, APHA, AWWA and WEF,
1992)

El cloruro, en forma de i6n (CI'), es uno de los aniones inorganicos principales en
el agua natural y residual. Un contenido elevado de éste puede dafiar desde las

conducciones, estructuras metalicas hasta perjudicar el crecimiento biologico.

La determinacion de este ion se basa en que en una solucién neutra o ligeramente
alcalina, el cromato potasico puede indicar el punto final de la titulacion de cloruros con
nitrato de plata. El viraje del indicador en la titulacién se produce al formase cromato de

plata de color rojo.
Los reactivos utilizados fueron:

v Solucién indicadora de cromato potasico:
Se disolvié 50g de cromato potasico en agua destilada. Se fue
afiadiendo una solucién de nitrato de plata hasta que se formé un
claro precipitado rojo. Se dejé reposar 12 horas, se filtro y diluyo
en 1 litro de agua destilada.

v’ Titulante de nitrato de plata IN:
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Se disolvié 169 g de nitrato de plata en un litro de agua destilada.
La equivalencia alcanzada fue de 1 ml = 35.5 mg de CI. Se
conservo en frasco topacio a temperatura ambiente hasta su uso.
El procedimiento seguido fue:
Muestras de100 ml1 de efluente o una porcién adecuada diluida se a un pH entre 7
y 10, afiadiendo a continuaciéon 1 ml de la solucién indicadora de cromato potasio. Con
posterioridad se procedio a la titulacion con nitrato de plata 1N.

El calculo para obtener el resultado fue:

(4 - B)x35.450

mg Cl'/1=
ml - de - muestra
Donde:
A= ml valoracion para la muestra.
B= ml para el blanco con agua destilada.
6.2.8.- pH.

El principio basico de la determinacion electrométrica del pH es la determinacion
de la actividad de los iones hidrégeno H' por medicion potenciométrica utilizando un

electrodo patrén de hidrogeno y otro de referencia.

El pH de los sistemas acuosos se puede medir convenientemente con un pHmetro.

En este caso el equipo empleado fue un pHmetro de la casa comercial Crison modelo
GLP91.

Para su medida se procedio de la siguiente manera:

El calibrado del equipo se realizé diariamente de acuerdo con instrucciones del
pH-metro con las soluciones tampén de pH 4.0 y pH 7.0. Una vez realizada la

calibracion, se introducia el electrodo en una alicuota de la muestra contenida en un vaso
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de precipitado manteniéndose en agitacion suave para asegurar su homogeneidad, con
cuidado de no producir arrastre de dioxido de carbono. Se esperaba hasta una lectura
estable anotando el resultado. Se aclaraba bien el electrodo con agua destilada entre
muestra y muestra.

6.2.9.- Oxigeno disuelto (APHA, AWWA and WEF, 1992).

Los niveles de oxigeno disuelto en aguas naturales y residuales depende de
la actividad fisica, quimica y bioquimica del sistema de aguas. El analisis de éste
es prueba clave en la contaminacién del agua y control del proceso de tratamiento,

fundamentalmente si se basan en procesos biologicos.

El método utilizado fue el de Electrodo de Membrana, método adecuado para
obtener el oxigeno disuelto de aguas contaminadas industrialmente.

El oxigeno disuelto de los sistemas acuosos se puede medir convenientemente
con un oximetro, en nuestro caso el equipo empleado fue de la casa comercial Crison

modelo oxi 320.

El procedimiento seguido para obtener la medida de oxigeno disuelto fue el

siguiente:

Se calibr6 el oximetro segun especificaciones propias de éste. Una vez realizada,
la determinacion se efectud sumergiendo directamente el electrodo en el agua analizar. El

resultado se expresa automaticamente en mgQO, /1.

6.2.10.- Aireacion.

Para determinar el caudal de aire suministrado al sistema de lechos sumergidos se

utiliz6 un Manoreductor de aguja DYNAVAL AIR con un rango de 0-15 //min de caudal
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de aire, que mide en continuo, bajo una presion de 2 Atm. Cada 24 horas se procedia a la

revision del manoreductor corrigiéndose en caso necesario.

6.2.11.- Temperatura.

La medida de la temperatura se efectu¢ diariamente mediante un termometro de

maximas y minimas.

6.2.12.- Turbidez (Espectrofométrico de la formacina, APHA, AWWA and
WEEF, 1992)

La turbidez del agua esta producida por la presencia de diferentes particulas en
suspension o de tipo coloidal como arcillas, lodo, herrumbre, materias organicas €
inorganicas finamente divididas, algas, bacterias u otros microorganismos. La presencia
de esta materia particulada no permitira la transmision de la luz en linea recta a través de
la muestra de agua, absorbiéndose o dispersandose la luz, lo cual da lugar al aspecto

turbio.

El método empleado para la determinacion de la turbidez fue el
espectrofotométrico, el cual consiste en la medida de la intensidad de luz absorbida a una
determinada longitud de onda y su comparacién con un patrén de turbidez. En este
método es necesario seleccionar una longitud de onda para la cual la absorbancia de la
intensidad de luz por las particulas sea maxima, siendo en este caso A = 640 nm. Las
unidades empleadas fueron las de referencia para turbidez o Unidades Nefelométricas
(UNT) empleando la formacina como sustancia que da lugar a una suspension de

referencia estandar.

La suspension de formacina se preparo diariamente, debido a que es poco estable.

Para su preparacion se precisé mezclar los siguientes reactivos:

v Solucién de sulfato de hidracina (NH,),-H,SO4 (1 g/100 ml).

#
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Esta solucion se guardé en frio (4°C) siendo estable durante un mes. Debido a su

caracter cancerigeno se puso especial atencion en su manipulacion.

v Solucién de hexametilenotetraamina (CH,)s-N. : (10 g./100 ml). Esta solucion se

conservo en frio (4°C), siendo estable durante un mes.

A partir de estas dos soluciones se preparé el patron de formacina, para lo cual se
mezclaron 5 ml de la solucion de sulfato de hidracina con 5 ml de solucién de
hexametilenotetraamina. Esta mezcla se mantuvo en contacto durante 24 horas a 25 *
1°C. Tras este tiempo se diluy6 hasta 100 ml, formando asi una suspension de formacina
(aspecto lechoso) con una concentracion de 400 UNT. Esta suspension era estable en frio

a 4°C durante 15 dias.

A partir de la suspension madre de formacina se prepararon diferentes patrones
(0.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, y 10.0 UNT) mediante dilucion con agua bidestilada con los que se
obtuvo la curva de calibracion. Para valores mayores a los empleados en la curva, se
prepar6 una nueva de concentraciones mas altas. La curva se preparé empleando minimos
cuadrados para el calculo de la ecuacion de la recta. Curvas con coeficiente de correlacion

inferior a r = 0.99 se despreciaron, pasando a realizarla de nuevo.

Una vez obtenida la recta de calibracién se analizé cada una de las muestras,
sometiéndolas previamente a sonicacién durante 2 segundos para eliminar las burbujas de
aire presentes en la muestra que podian alterar la medida. Se presté especial atencion a

los tubos empleados en el ensayo, los cuales debian estar perfectamente limpios, secos.

6.2.13.- Salinidad. (Conductividad, APHA, AWWA and WEF, 1992)

La determinacion de la salinidad se realizd por el método de conductividad
eléctrica, basada en la capacidad de una solucion para transportar una corriente eléctrica.
Esta capacidad depende de la presencia de iones y de su concentracion total, de su

movilidad, valencia y concentraciones relativas, asi como de la temperatura de medicion.
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Para la obtencion de este parametro se trabajo de la siguiente manera:

Una vez obtenida la muestra se introdujo en un bafio termostatizado para
estandarizar la temperatura a 20 °C, midiéndose la conductividad en un conductivimetro
WTW Microprocessor Conductivity Meter LF 537. La calibracion del conductivimetro se
realiz6 segin su manual. El calculo de la salinidad tras la medida de conductividad se
realiz6 de acuerdo a Standard Methods (APHA, AWWA and WEF, 1992).

6.3.- METODOS MICROBIOLOGICOS.
6.3.1.- Microorganismos mesdfilos totales. (Método en placa difusa).

En este estudio, el recuento de heterdtrofos en placa tiene como objetivo calcular
el nimero de bacterias cultivables heterétrofas que existen en la mezcla del efluente con
agua de mar para la inoculacion del lecho sumergido y determinar asi mismo la presencia

de esta microbiota en la biopelicula.

El medio base de cultivo utilizado en este caso fue de Tripticase Soja Agar_ (TSA)
de DIFCO. Debido a que los microorganismos a determinar son marinos se modificé la
concentracion salina del agua de destilada para impedir procesos osméticos que
impidieran el crecimiento normal de los microorganismos en la placa. De esa manera, la

composicion final del medio se describe en la tabla 6.2,

Tabla 6.2.- Composicién del medio de cultivo utilizado para el recuento de microorganismos
marinos mesdfilos totales.

Componentes

Digerido pancredtico de caseina 17 (mg/l)
Digerido papainico de soja 3 (mg/l)
Glucosa 2.5 (mg/l)
KH,PO, 2.5 (mg/1)
NaCl 5 (mg/l)
Agua destilada al 3.4 % salino 1000 ml
Agar 20g

Tras coger una muestra de la mezcla del efluente con el agua de mar, se fueron

preparando diluciones con soluciéon salina estéril (3.4% NaCl) Las diluciones se
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seleccionaron de forma que el mimero de colonias en una placa sea de 30 a 300. Con una
pipeta se afiadia el volumen de 0.1ml de muestra a la superficie del agar presecado. Con
una varilla de vidrio estéril curvada, se distribuy6 la muestra sobre la superficie del medio
A continuacién se incubaron las placas sembradas durante 24h a 30°C, y transcurrido este

tiempo se procedio al recuento del nimero las colonias por placa.

6.3.2.- Determinacion de la actividad desnitrificante de la biopelicula.

Para el estudio de la actividad desnitrificante de la biopelicula generada en el
sistema se determiné la produccién de N,O a partir de NO;", empleando ¢l método de
inhibicion del acetileno descrito por Yoshinri y Knowels (1976). El método consiste en
hacer crecer la biopelicula de un gramo de material soporte, en este caso extraido de los
diferentes puntos de muestreo en medio de cultivo (desnitrificante) dentro de un vial
cerrado herméticamente con una atmésfera inerte, que no contiene oxigeno, durante 24h a
30°C. La concentracion de NO; es conocida y se determina la produccion de N,O
producido tras inhibir la actividad enzimatica del la 6xido nitroso reductasa con acetileno.

El medio de cultivo empleado para esta prueba fue descrito por Gémez et al.
(2000a), una modificaciéon del Nitrato-Sacarosa descrito por Rodina (1972). Para este
estudio se aumento la concentracion de NOs y se descendio la de fuente de carbono, lo
cual permitié una mayor formacion de N,O y menor de CO,, facilitando la posterior

determinacion de N,O.

La composicion del medio de cultivo utilizado en la determinacién de la actividad

desnitrificante se describe en la tabla 6.3

Tabla 6.3.- Composicion del medio de cultivo desnitrificante.

Componentes
NaNO; 3g
MgSO4 '7H20 0.5 g/]
KCl 0.5 g/l
Sacarosa 2 g/l
FeSO, 7H20 Trazas
Agua destilada al 3.4 % salino 1000 ml
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El pH del medio se ajustd a 7.2 empleando HCI 0.1N. Una vez preparado se
afiadio a través de un sistema Swinex (Millipore®) con filtro de celulosa de 0.22 pm. en
tubos estériles de 10 ml de capacidad con tapén de rosca y sellados con silicona de 3mm

de espesor.

Al objeto de eliminar el oxigeno presente en los tubos de ensayo una vez
inoculados con las muestras motivo de estudio, se procedio a un burbujeo de He estéril
durante un tiempo de 10min. Este procedimiento ya ha sido anteriormente utilizado por

otros autores (Gomez et al., 2000a)

Para la determinacion de N,O se emple6 un Cromatégrafo de gases Varian® Star
3400CX, equipado con un horno universal para termostatizacion de los inyectores “On
Colum” para las columnas empaquetadas (1040, Porapack®N 1/8°SS de 32 metros de
longitud), con detector de conductividad térmica (TCD) vy linea auxiliar de gas de

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

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

de 50°C y la del detector 150°C. El gas de arrastre fue He con una presion de 14 ps.i.

Los tubos de ensayo una vez inoculados con la muestra objeto de estudio, en
condiciones anaerobias se incubaron a la temperatura de 30 °C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se tomaron 250 ul de la atmoésfera mediante una jeringuilla El
pico de N,O se registrd 3.2 minutos de tiempo de retencién, dando un area que se

comparaba con la obtenida por patron.

Para la preparacion de los patrones se pinchd 250ul de N,O purisimo (Abell6
Linde S.A) en un tubo de 10 ml cerrado herméticamente. El tubo estaba lleno de aire y
previo a la incorporacién del N,O se extrajo 1ml de este. Con esta mezcla se conseguia un

patrén de 4464 pmoles/l que corresponde a un area de 3782525unidades.
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6.4.- ESTUDIO SOBRE LA BIOPELICULA.

6.4.1.- Sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

Para obtener las sustancias poliméricas extracelulares de la biopelicula
formada en el lecho sumergido se tomaron 3 litros de agua de lavado de cada columna,
una éxica y otra anéxica. Cada litro se coloco en conos Imhoff durante una hora para
facilitar la sedimentacion de la biopelicula arrancada en el proceso de lavado.
Transcurrido el tiempo de reposos se introdujo el sedimento en botes de plastico con un
volumen de 500 ml, rotulados y diferenciados en funcion del método de extraccion del
EPS a seguir.

» 2 botes (6xica y anoxica) para el método de extraccion con EDTA.
= 2 botes para el método de extraccion con etanol.

= 2 botes para el método de extraccion con glutaraldehido.
Para mantener la biopelicula en las mismas condiciones iniciales hasta que se
realice la extraccion, se introducen los botes a —80° C. A partir de aqui, se inician los

diferentes métodos de extraccion.

6.4.1.1.- Método de extraccion con EDTA

Las muestras que se utilizaron (una de la columna 6xica y otra de la an6xica) para
obtener el EPS mediante este método, se centrifugaron después de afiadirle agua destilada
en una cantidad equivalente a 25 ml por cada gramo de biopelicula a 3500 rpm durante

10 minutos. Después de esto, se procedio a recoger el sobrenadante.

En los mismos tubos donde ha quedado el “pellet” centrifugado se volvieron a
llenar otra vez con agua destilada para resuspenderlo. Se agitaron los botes en un vortex

durante un minuto, recogiendo su contenido.

Se unieron los liquidos obtenidos en los dos puntos anteriores. Se preparo EDTA

en una concentracion al 2 %, y se mezclé a volumenes iguales con el liquido del paso
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anterior, dejando en reposo durante 3 horas a 4°C. Se paso a centrifugar el liquido a
10.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se filtr6 con filtros de

un tamaiio de poro de 0.22 pum, para eliminar impurezas.

El siguiente paso fue llenar con este sobrenadante membranas de dialisis con un
tamafio de poro de 12-14000 Daltons , dializando durante 24horas a 4°C en una corriente
continua de agua. Después de dializar, se liofilizo durante 48 horas, obteniendo asi el

material extracelular.

El pellet se liofilizo para posteriormente ser pesado, obteniendo la biomasa de la

cual se obtuvo el material extracelular.

6.4.1.2.- Método de extraccién con etanol.

Para este método (Figura 6.3), se centrifugaron las dos muestras obtenidas de
forma independiente a 10.000 rpm durante 1 hora. El sobrenadante obtenido en la
centrifugacion se filtré a través de filtro de 0.22 um, para eliminar impurezas. Después de
esto, se le afiadio tres volumenes de etanol al 90% con relacion al sobrenadante obtenido.
Esta mezcla se dejo durante 24 horas a 4°C. Transcurridos el tiempo se pudo observar un
precipitado blanquecino. Se procede a retirar el etanol teniendo cuidado que el
precipitado no se redisolviera. Este precipitado se centrifug6 a 7.000 rpm durante 10 min.,
quedandose con el pellet, que sera el material extracelular precipitado por el etanol. Se
dej6 secar para eliminar todo el etanol por evaporacion, para posteriormente solubilizarlo
en agua destilada. Esta nueva disolucion se volvié a filtrar a través de filtro de 0.22 um
(eliminamos asi las impurezas restantes), y el sobrenadante se pasé a dializar durante 24
horas a 4°C en una corriente continua de agua en membranas de dialisis con un poro de
12-14000 Daltons. El liquido dializado se coloco en placas congelando a —80°C para

después liofilizarlo y obtener el material extracelular.

El pellet de esta ultima centrifugacion se coloca en placas, y se dejo a —80°C para
liofilizarlo, y asi obtener ¢l peso de biomasa seca. Esto servira para obtener la relacion

EPS/biomasa seca.
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Decantacié
___y Sedimento — PSC

\ Sobrenadante
10.000 r.p.m. / 60 min
w:acién

Filtracién Precipitacion
4— 4— alcohélica
Dialisis
7.000 rpm. /10 min

Etanol

LiofilizacioR—— |
g Material
extracelular

Figura 6.3.- Esquema para la extraccion del material extracelular mediante etanol.

6.4.1.3.- Método de extraccién con formaldehido

Al igual que se hizo para las muestras en la extraccion de EPS con EDTA, se
centrifug6é las muestras a 3500 rpm durante 10 minutos. A ambas se le afiadi6 agua
destilada, 25ml/g de biopelicula. Se procedié a recoger el sobrenadante. El pellet de la
centrifugacion se mezcld con 25 ml de solucién de NaCl al 6% que contienen ademas un
0,22% de CHO. Se agita el pellet con CHO, durante 1 minuto pasando a mezclar con el
sobrenadante obtenido en la centrifugacion, y juntos se vuelven a centrifugar a 11.000

rpm a 4°C durante 30 minutos.

El sobrenadante es obtenido y filtrado a través de un filtro de 0.22 um para

eliminar impurezas. El liquido filtrado se dializa durante 24 horas en corriente continua
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de agua a 4°C en membranas de dialisis con un tamafio de poro de 12-14000 Daltons.
Tras la dialisis se vertieron en placas para llevarlas a —80°C durante 24 h. Para pasar a
liofilizar, obteniendo asi el material, EPS, para analizar. El pellet de esta 2° centrifugacion
se guarda en placas, congelandolas a —80°C, se liofilizan, pesando el residuo seco para ver

la relacion EPS/biomasa seca.

6.4.2.- Determinacion de la composicion quimica del material
extracelular.

Una vez obtenido el EPS por los diferentes métodos de extraccion se pasé a
caracterizar a este desde el punto de vista quimico, utilizando los siguientes

procedimientos para los distintos parametros.

6.4.2.1.- Carbohidratos.
Se siguié la metodologia descrita por Dubois y colaboradores en 1959.

Los reactivos utilizados fueron:

o Acido sulfirico de pureza 95-98 % (v/v)
® Fenol al 5 % (p/v).

Se preparé una suspension de EPS en agua destilada (1mg/ml). Se tomaron 30ul
de EPS y en un tubo eppendorff se completaron hasta 200ul con agua destilada.
Posteriormente se adicionaron 200ul de fenol 5% (p/v). La mezcla se agité en un vortex y
se afiadié 1ml de acido sulfurico 96% de forma brusca, sin que resbalara por las paredes
del tubo; de esta forma se mezclan bien e hierve la solucion. Transcurrido este tiempo se

midio la absorbancia de la muestra a 490nm.

La aparicion de una coloracion amarillo-anaranjada indic6 la presencia de
carbohidratos en la muestra como consecuencia de la reaccion del fenol. El acido

sulfurico provoca la hidrélisis del polisacarido, quedando sus monoémeros libres para que
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se produzca la reaccion. Son, por tanto, los monémeros los que cuantifican la técnica

colorimétrica:
Carbohidrat £l > Cromoégeno
arbohidratos
Grupos reductores H2SO4

. amarillo-naranja
o potencialmente J

reductores

Para la realizacién de la curva patrén (Figura 6.4) se prepar6 una solucién madre
de glucosa en agua destilada (1mg/ml), a partir de la cual se realizaron las siguientes
diluciones (Tabla 6.4):

Tabla 6.4.- Composicion de las soluciones de la curva patron de carbohidratos.
Glucosa () 0 10 15 20 25
Agua (ul) (p/v) 200 190 185 180 175
Fenol 5% (ul) (p/v) 200 200 200 200 200
Acido sulfirico (ml) 1 1 1 1 1

y = 23,452x + 0,0274

E R?=0,9998
g,’ 1 P
5 20 —
0 /
810
c |
8 O T T T T T ;
[ =
8 0 02 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Absorbancia

Figura 6.4.- Curva patron de carbohidratos.
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6.4.2.2.- Proteinas.

Se prepar6 una suspension de 1mg/ml de EPS en agua destilada. Se tomaron
200u! y se completaron hasta 800pl con agua destilada. Se adicionaron 200l de reactivo
de Bradford vy, tras agitar, se midio la absorbancia a 590nm.

El reactivo de Bradford reacciona con las proteinas que contiene el polimero,
dando lugar a la formacion de un complejo azul soluble:

Reactivo de
Bradford

Proteinas » Complejo soluble

azul

Para la realizacién de la curva patron (Figura 6.5) se prepard una solucién de
Img/ml de albumina sérica bovina en agua destilada. A partir de la misma se obtuvo una
dilucion 1/10 (100ul/ml), que constituy6 la solucion madre para la curva patrén, a partir
de la cual se realizaron las distintas diluciones (Tabla 6.5) para obtener los distintos

puntos de la curva patrén:

Tabla 6.5.- Composicion de las soluciones de la curva patrén de proteinas.
Albimina (ul) 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 800

Aguadestilada 790 780 770 760 750 740 730 720 710 700 200
(uD)
Reactivo (ul) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 0

El color es estable durante una hora, pero para una mayor precision la medida de
la absorbancia debe efectuarse entre los 5 y 20 minutos posteriores a la adicion del

reactivo.

El complejo puede unirse a las paredes de la cubeta y colorearla de azul, para

evitarlo hay que lavar la cubeta con alcohol y con agua destilada. Tras la determinacion
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se deja en una solucién al 0.1% (v/v) de HCl durante una hora y asi se elimina

completamente el complejo.

y = 15,78x + 0,0651
R? = 0,9996

15

0 4/ T T T

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0.8 0.6 0,7
Absorbancia (590 nm)

Albumina ( g)
8,1

Figura 6.5.- Curva patrén de proteinas.

6.4.2.3.- Carbono Orgénico Total (TOC)

A partir de una soluciéon de 1mg/ml de EPS, se determiné los compuestos
organicos tanto fijos como volatiles de dicha muestra, mediante una oxidacion catalitica a
950 °C, donde los elementos carbonados dan anhidrido carbonico que se determina en una
analizador de infrarrojos. El carbono de origen mineral se elimina previamente
pudiéndose determinar separadamente como asi se hizo. Los resultados vienen

expresados en miligramos por litro.

6.4.3.- Estudios de la biodiversidad en la biopelicula.
Una de las aproximaciones mas extendidas para explorar la diversidad procariota

a nivel genético se basa en la clonacién y secuenciacion de los genes que codifican el

ARN 168 de la subunidad pequefia del ribosoma bacteriano (ADNTr 16S).

Este gen cumple los requisitos para actuar como una buena sonda evolutiva, al
tratarse de un gen de distribucion universal que posee una funcion constante, que cambia
con suficiente lentitud como para permitir detectar relaciones muy antiguas, y de un

tamafio relativamente pequefio (aproximadamente 1.5 Kb) que ha facilitado su
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secuenciacion, especialmente antes de la introduccién generalizada de los métodos de

secuenciacion automatica a partir de mediados de los aiios 90.

La secuencia del ADNr 16S tiene una estructura de mosaico, presentando una
alternancia de regiones altamente conservadas en el reino procariota y regiones
hipervariables que solo estan conservadas entre los individuos evolutivamente muy
proximos. Esa estructura ha permitido el disefio de cebadores universales para la
aplicacion de estrategias de PCR (Weisburgh er. al., 1991), que posibilitan la clonacion
de fragmentos de los ADNr 16S de microorganismos a partir de ADN total extraido de
muestras naturales, y de este modo profundizar en el conocimiento de la diversidad de las

comunidades microbianas en los ecosistemas naturales (Muyzer and Smalla, 1998).

Sin embargo, a pesar de que estos estudios proporcionan una exploracion de la
diversidad microbiana superior a la que se vislumbra con los métodos tradicionales
dependientes del cultivo de los microorganismos, tienen dos claras desventajas: la
clonacién es un método laborioso y poco practico para multiples muestras, y por lo tanto
es dificil de aplicar para el estudio de la dinamica de las poblaciones, constantemente
influenciadas por las fluctuaciones naturales de los parametros ambientales o las
perturbaciones introducidas por la actividad humana sobre el medio ambiente. Por ello,
recientemente se han desarrollado otras técnicas de huella genética mas adecuadas para

estos propositos.

En 1993, Muyzer et al. introdujeron la técnica de electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE) en el campo de la ecologia microbiana. Esta técnica,
Junto con su homoéloga TGGE (electroforesis en gel con gradiente de temperatura), fue
inicialmente disefiada para distinguir mutaciones genéticas, y permite la separacion de
fragmentos de ADN de igual tamafio pero de distinta secuencia de nucledtidos.

El fundamento de la técnica se basa en la disminucién de la velocidad
electroforética que sufren las moléculas de ADN de doble cadena cuando se encuentran

parcialmente desnaturalizadas, debido a cambios de la forma fisica de la molécula que




Material y Métodos Analiticos

afectan a su movilidad cuando migran en la matriz de un gel que contenga un gradiente

lineal de desnaturalizantes del ADN.

El gradiente desnaturalizante se crea bien a partir de sustancias quimicas (DGGE)

o bien mediante un rango de temperaturas (TGGE), que es mas facilmente reproducible, y

por tanto proporciona resultados mas comparativos (Riesner ef al., 1989) (Fig. 6.6).
1 \

@ % Bl \/ i #
PCR con i
Coleccion de fragmentos
cePadons de un gen especifico,
universales de tamario similar y

diferente secuencia

ADNs aislados de
una poblacion mixta

| s | e | s | s | s
Obtencion de perfiles =% Separacion de
de biodiversidad de - = fragmentos por
la poblacion T - DGGEITGGE
Gradiente
desnaturalizante
10 20 30

6 166 .6 GA.A AAG GAIG &

Extraccion del ADN de

las bandas alsladas
e f Reamplifcacion por
2 i PCR
Secuenciacion y
comparacion en
banco de datos:
Identificacion

Fig. 6.6.- Esquema de la aplicacion de la técnica de DGGE/TGGE a estudios de la biodiversidad
microbiana de los ecosistemas.
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Cuando la electroforesis de una mezcla de fragmentos de ADN amplificados con
cebadores universales a partir de ADN total extraido de una muestra ambiental se realiza
en condiciones adecuadas en geles de poliacrilamida bajo un gradiente lineal de
desnaturalizantes quimicos o de temperaturas, las moléculas con distinta secuencia se
desnaturalizan parcialmente a distintas alturas del gradiente, y por tanto se detienen en su
migracion electroforética en distintas posiciones en el gel (Muyzer and Smalla, 1998;
Muyzer, 1999). De esta forma, se obtienen perfiles de la composicion de la poblacién en
la muestra de partida. Una vez separadas, las bandas correspondientes a distintas
secuencias de ADN pueden reamplificarse con los mismos cebadores universales y ser
secuenciadas, permitiendo la comparacion de las nuevas secuencias con las ya conocidas
y depositadas en los bancos de datos, y de esta forma es posible establecer su afiliacion

taxonomica.

Las ventajas de esta técnica son multiples: permite investigar la diversidad de una
poblacién microbiana natural sin necesidad de aislar y estudiar individualmente sus
componentes, posibilita la identificacion de los microorganismos hasta nivel de especie,
es apta para el analisis simultaneo de un elevado numero de muestras, y permite comparar
los perfiles de biodiversidad de la poblacion evaluando diferencias espaciales y
temporales en un determinado nicho ecolégico, asi como el impacto producido por la
introduccion de agentes externos. Hoy dia se considera una técnica de eleccion para la
caracterizacion de poblaciones naturales, en las que un porcentaje elevado de los

microorganismos presentes pueden ser no cultivables (Muyzer, 1999).

6.4.3.1.- Extraccién del DNA de las columnas.

En primer lugar se realiz6 una extraccién de la microbiota que forma la
biopelicula adherida al soporte tanto de la columna éxica como andxica, a diferentes

alturas y de forma independiente, procediendo de la siguiente manera:

En un vaso estéril se recogieron muestras de 5 g de arido, al que se le afiadié 50
ml de soluci6n salina al 0.9% estéril. Se pas6 a sonicar durante 2 min. y a agitacién en
orbital a 200 rpm durante 1 hora 30 minutos, con esta suspension se trato segun el
protocolo de Watanabe modificado (Watanabe et al., 1998), segiin continua:
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1. Esta suspension se centrifugd a 3000rpm durante 30min desechandose el
sobrenadante y quedandonos con el pellet.

2. A continuacion se resuspendié afiadiendo 1ml de buffer de suspension de
células (para 50mL: 500pnL de Tris clorhidrico IM pH 8, 100pL de
EDTA 0.5M pH 8, 5.96 g de sacarosa y 49.4 mL de agua, afiadiéndose
extemporaneamente 20mg/mL de lisozima), dejandose incubar 10min a
37°C.

3. Se pas6 a afadir 1.5 mL de solucién de lisis (para 50mL: SmL de Tris
clorhidrico IM pH 8, 2mL de EDTA 0.5M pH 8, 0.87g de cloruro de
sodio, 1lg de SDS enrasindose a 50mL y afiadiéndose
extemporaneamente 2-mercaptoetanol hasta concentracion 2% vy
proteinasa K 200pnL/mL) y se incubé a 37°C durante 1h.

4. Tras este periodo de tiempo se extrajo dos veces con un volumen de
fenol:cloroformo (fenol saturado de cloroformo), tomandose siempre la
fase acuosa y desechandose la organica.

5. Al sobrenadante se afiadi6 RNAasa a una concentracion final de 125
pg/mL y se incubé a 37°C durante 10min. Una vez extraida con
cloroformo se dividid el extracto acuoso en fracciones de 800nL
afiadiéndose igual volumen de isopropanol y dejandose precipitar a —
20°C durante 30min.

6. A continuacion se centrifugdé a 13000g durante 20 min. Se desechd el
sobrenadante y se afiadieron 500pL de etanol al 70% centrifugandose a
continuacion durante 2min. Se desecho el sobrenadante y se dejo secar,
afiadiendo 50pL de buffer TE estéril y dejandose redisolver toda la

noche.

6.4.3.2.- Amplificacién de fragmentos de ADN codificantes del ARN ribosémico 16S
(ADNr 168).

Una vez aislado el ADN, se amplificé la region genoémica que codifica la
subunidad 16S del ribosoma bacteriano (ADNr 16S). Para ello, las muestras de ADN se
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sometieron a una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando una estrategia
anidada que consisti6 en dos amplificaciones consecutivas. En la primera PCR, se
amplificé la casi totalidad del gen (aproximadamente 1.5-1.6Kb), y en la segunda una
region interna de menor tamafio (aproximadamente 0.2Kb), correspondiente a la region
hipervariable V3 (nucleétidos 341 al 534, numeracion de Escherichia coli, Muyzer et al.,
1993). Se empled la estrategia de PCR anidada con la finalidad de obtener un mayor

rendimiento en la amplificacion, que permite obtener patrones de bandas mas completos.

Para la primera PCR se emplearon los cebadores universales fD1 y D1
(Weisburg et al., 1990), y para la segunda PCR se emplearon los cebadores universales
GC-P1 y P2 (Muyzer et al., 1993). La secuencia del cebador GC-P1 esta basada en una
region conservada del gen a la que se afiade una cola de 40 pares de bases ricas en GC
necesarias para la separacion correcta mediante TGGE (Muyzer ef al., 1993). La figura
6.7 muestra un esquema del procedimiento completo seguido. La secuencia de todos los
cebadores empleados se muestra en la tabla 6.6.

Tabla 6.6.- Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de PCR anidada.

CEBADOR SECUENCIA (DE 5°'A 3")
FD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
RD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC
GC-P14 CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA

CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG

P2 ATT ACC CGC CGT GCT GG

a- en negrita se indica la cola rica en GC.
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La primera reaccion de PCR se efectué en un volumen final de 50ul. Las

condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos fueron una modificacion

de los descritos por Vinuesa ef al., (1998). En cada mezcla de reaccién se utilizaron los

reactivos que se indican en la tabla 6.7.
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Figura 6.7.- Esquema de la reaccién de PCR anidada, donde se realizaron dos
reacciones consecutivas de amplificacion, en la primera se amplificé una regién
correspondiente a casi la totalidad del gen y en la segunda una regién interna de

menor tamaiio.
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Tabla 6.7.- Reactivos empleados en la primera reaccion de la PCR anidada, efectuada

en un volumen final de 50pl
REACTIVO VOLUMEN (uL)
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 5
MgCl, 25mM (Applied Biosystems) 3
Seroalbumina bovina 10mg/ml (N E Biolabs) 1
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (Roche) 1
10 mM
Dimetilsulféxido grado biologia molecular 25
(Sigma)
Cebador fD1 100pM (Sigma) 0.2
Cebador D1 100pum (Sigma) 0.2
Ampli Tag Gold polimerasa (Applied 0.2
Biosystems)
ADN molde 1
Agua bidestilada grado PCR 37

El programa de PCR se desarrollé empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-

Elmer) y consisti6 en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 95°C durante 7 minutos.
2. 25 ciclos que constan de:
2.1. Desnaturalizacion: 94°C durante 1 minuto 10 segundos.

2.2. Hibridacion de los cebadores sobre el ADN molde desnaturalizado
(Annealing):

56°C durante 40 segundos.
2.3. Extension: 72°C durante 2 minutos.

3. [Extension final: 72°C durante 6 minutos 10 segundos.

4. Mantenimiento a 4°C.

Tras la reaccion se tomaron alicuotas de 5ul que se chequearon en gel de agarosa
al 0.8%, para comprobar la existencia de bandas amplificadas del tamafio esperado (1.5-
1.6 Kb). Una vez comprobadas, las muestras fueron sometidas a una segunda PCR con el
objetivo de amplificar la region hipervariable V3. La segunda reaccion de PCR se
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efectud en un volumen final de 100pl. Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas
y ciclos seguidos fueron una modificacién de la técnica touch down descrita por
Watanabe et al. (1998). En cada mezcla de reaccion se utilizaron los reactivos que se
indican en la Tabla 6.8.

Tabla 6.8.- Reactivos empleados en la primera reaccion de la PCR anidada, efectuada

en un volumen final de 100ul.
REACTIVO VOLUMEN (uL)

PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 10
MgCl,25mM (Applied Biosystems) 6
Seroalbiimina bovina 10mg/ml (N E Biolabs) 2
Mezcla de desoxinucleétidos trifosfato (Roche) 10 mM 2
Dimetilsulfoxido grado biologia molecular (Sigma) 5

Cebador GC-P1 100uM, purificado mediante HPLC (Sigma) 0.4

Cebador P2 100uM, purificado mediante HPLC (Sigma) 0.4

Ampli 7aq Gold polimerasa (Applied Biosystems) 0.4
ADN molde (producto de la primera PCR) 1

Agua bidestilada grado PCR 3

El programa de PCR se desarroll6 empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-

Elmer) y consistio en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 minutos.
2. 30 ciclos que constan de:

1. Desnaturalizacion: 94°C durante 1 minuto.

2. Annealing: 65°C durante 1 minuto.
Esta temperatura se disminuy6 automaticamente 1°C cada 2
ciclos, hasta alcanzar 55°C, temperatura a la cual se efectuaran

10 ciclos adicionales

3. Extension: 72°C durante 2 minutos.
3. Extension final: 72°C durante 10 minutos .

4. Mantenimiento a 4°C.
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Tras la reaccion se tomaron alicuotas de 1ul que se chequearon en gel de agarosa
al 3%, para comprobar la existencia de bandas amplificadas del tamafio esperado (0.2
Kb).

6.4.3.3.- Concentracién del producto de la PCR anidada.

Todos los productos de PCR finales para cada una de las muestras se
concentraron aproximadamente 10 veces, empleando las membranas Micrococon
(Millipore), siguiendo las indicaciones del fabricante. Gracias al uso de estas
membranas se consiguié ademas purificar los productos de PCR eliminado las sales y

componentes de bajo peso molecular.

6.4.3.4- Separacién de las muestras mediante electroforesis en gel con gradiente de
temperatura (TGGE).

La electroforesis en gel con gradiente de temperatura se realizo empleando el
sistema TGGE MAXI (Whatman Biometra). Para la separacion de los distintos
fragmentos se emplearon geles desnaturalizantes de poliacrilamida, preparado en agua
bidestilada, segin indica la Tabla 6.9:

Tabla 6.9.- Composicion del gel desnaturalizante de poliacrilamida empleado en la
electroforesis en gel con gradiente de temperatura.

MG Concentracion

Poliacrilamida-bisacrilamida 37.5:1 (Sigma) 6%

Urea, grado biologia molecular (Sigma) M

Formamida desionizada (Sigma) 20%

Glicerol (Sigma) 2%

Buffer tris-acetato 40mM, EDTA 1mM (TAE) pH 8.0 1x

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), grado biologia molecular 0.06%
Persulfato de amonio, grado biologia molecular 0.06%
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Los geles se dejaron polimerizar durante 3h antes de hacer la electroforesis.

Para la eclectroforesis se emple6 buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) a la
concentracién 1X. Se cargaron 5ul de cada muestra mas 1ul de buffer de carga (5X) de la
siguiente composicion: TAE (5X), 0.1% Triton-X100, 0.01% Azul de Bromofenol,
0.01% Xilencianol y EDTA 2mM. Las condiciones de la electroforesis fueron las

siguientes:

1. Migracion inicial de las muestras:
e Temperatura inicial de gradiente, T;=20°C
e Temperatura final de gradiente, T,,=20°C
e Voltaje= 300V
e Duracién= 15min

2. Establecimiento del gradiente de temperatura:
e Temperatura inicial de gradiente, T(=43°C
e Temperatura final de gradiente, T,=63°C
e Voltaje= 0V
e Duracién= 10min

3. Separacion de las muestras:
e Temperatura inicial de gradiente, T(=43°C
e Temperatura final de gradiente, T;,=63°C
e Voltaje= 115V

e Duracion= 18 horas
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Tras la electroforesis, los geles se tifieron sumergiéndolos en 500ml de
soluciéon de colorante fluorecente SYBR GREEN-I (Sigma) (2X), preparado en buffer
TAE (1X). La tincion se efectud durante 20 min. con agitacion suave y en la oscuridad,
tras lo cual se visualizaron los perfiles de bandas con luz ultravioleta empleando el

sistema de documentacion de geles GelDoc-2000 (BioRad).

Como patron de separacion para los fragmentos del gen ADNr 16S, se
construy6 un marcador de seis especies a partir de las cepas de coleccion que se indican
en la Tabla 6.10. El proceso seguido para preparar el fragmento de ADN de los patrones

fue idéntico al de las muestras.

Tabla 6.10.- Listado de las cepas de coleccion que se emplearon como marcadores en

el TGGE.
ESPECIE CEPA
Staphvlococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas putida ATCC 8750
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 15308
Escherichia coli DH5a
Nocardia corynebacterioides ATCC 21253
Micrococcus luteus ATCC 9341

ATCC: American Type Culture Collection.
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7.- INVESTIGACION DE CHOQUE

Para el desarrollo de la investigacion y como paso previo, se construy0 y se puso
en marcha una planta a escala de laboratorio de filtros sumergidos destinada al
tratamiento del influente industrial a estudio, con la finalidad de conocer la capacidad o
aplicabilidad de dicha tecnologia en funcion de la respuesta a las variables consideradas,
para conseguir la eliminacién de los compuestos nitrogenados y fenolicos en medio
salino.

Trabajar con plantas a pequeiia escala permite operar en un laboratorio con la
facilidad para aplicar modificaciones en su disefio y controlar determinadas variables asi
como disponer de todos los medios de control aplicables con su correcta precision. Todo
ello, para obtener resultados que deben ser itiles para aplicar el proceso a plantas de una

escala superior

7.1.- PLAN DE TRABAJO

Se ha de tener en cuenta que tratar de depurar un efluente industrial, como en este
caso el agua residual industrial de DSM Deretil S.A. mediante una tecnologia de base
biologica, en la cual no existen experiencias previas con lechos sumergidos, obliga a
realizar una investigacion de choque destinada al conocimiento reducido del sistema y
lograr un prototipo adaptable a los objetivos marcados en la investigacion. Esto llevo a un

plan de trabajo que se dividio en 4 fases.

< En la primera fase se construyo una planta prototipo a escala de laboratorio
para comenzar los ensayos de tratamiento del efluente industrial mediante
filtros sumergidos. Como material soporte se selecciond un esquisto
arcilloso en funcion de trabajos previos del grupo de investigacion y sobre
todo por una posible capacidad de regulacion sobre el pH del medio liquido,
fenomeno este, estudiado en esta primera fase. De esta manera se inici6 la
formacion de la biopelicula que deberia ser responsable de la

descontaminacion, partiendo de la misma microbiota presente en el agua de
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mar empleada en la dilucion del influente industrial. El tiempo de duracion
de la fase fue de aproximadamente de 7 meses.

7
°%®

La fase segunda se destin6 a solucionar los problemas en el sistema de
lavado del proceso originados por la incorrecta homogeneizacion del
influente con el agua de mar, que llevo a obtener valores de concentracion
de entrada muy heterogéneos. Esto obligé a realizar una serie de
modificaciones en la planta. Una vez realizadas, se comprobo el
funcionamiento de la nueva planta estudiando la influencia de las variables
carga hidraulica, recirculacién y lavado del sistema. Para la realizacion de

esta fase fue necesario un tiempo de 5 meses.

o,
4%

La tercera fase de la investigacion se inici6 al observarse que los
rendimientos del sistema frente a los parametros nitrogeno total, DQO y
fenol no fueron los esperados teéricamente. Se modificd la columna anoxica
cambiandola por una columna de igual diametro y altura de relleno que la
columna éxica pasandose a verificar el comportamiento del proceso frente a

la variable carga hidraulica. Se realiz6 en el tiempo de un mes.

o,
o

La cuarta fase surgi6 para estudiar el comportamiento del sistema ante una
variacién en el aumento de la carga hidraulica 6 disminucién en el tiempo
de retencion hidraulico con el objetivo de obtener referencias del ajuste del
sistema y control de la planta ante las variables de estudio. Para su

realizacion fue necesario emplear un mes.
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7.2.- 1* FASE DE LA INVESTIGACION A ESCALA DE LABORATORIO

7.2.1.- Metodologia de la 1* Fase.

7.2.1.1.- Ensayos sobre la capacidad reguladora del material soporte frente al pH del
medio liquido.

7.2.1.1.1.- Descripcion de la planta experimental utilizada en el ensayo del pH.

Es bien conocido que los minerales de la arcilla ejercen una gran influencia sobre
las propiedades quimicas y fisica de los suelos, como consecuencia de su pequefio tamafio
de particula, alta superficie especifica y sus propiedades para intercambiar cationes,
propiedad esta dltima que le confiere poder tampon del pH. Es por ello que en esta
investigacion y previo al uso de un dispositivo regulador de pH, se realiz6 un estudio para
demostrar la capacidad reguladora del relleno utilizado sobre el pH del medio liquido que
debera pasar a través de €l en un proceso de nitrificacion-desnitrificacion mediante lechos
inundados, y asi ahorrarse tanto el dispositivo para regular el pH del proceso como el
propio reactivo tampon.

Para ello, se utilizé una probeta para simular un lecho inundado de 50 cm de alto
y 6 cm de diametro con una altura de relleno de 45 cm (figura
7.1). Dicho relleno fue el mismo que se utilizé en la planta
prototipo de lechos inundados a escala de laboratorio. El
sistema contd con dos depdsitos, uno para el agua de entrada y
el otro para recoger el agua de salida, dispuestos como se

puede observar en la figura 7.2. Al sistema se le hizo pasar

agua destilada con un pH de 2.5 para observar mejor la

variacion y capacidad tampon del arido sobre el pH del medio o

acuoso. Figura 7.1.- Aspecto
del relleno en el
interior de la probeta

Todo el sistema estuvo cerrado para impedir que

elementos externos tomaran contacto con el agua y pudieran interferir en el ensayo.

135



Investigacion de Choque

. imﬂwﬁﬂw o
St iy
¥
il

L NP

Figura 7.2.- Planta a escala de laboratorio utilizada en el ensayo de regulacién del pH mediante el
arido soporte de la biopelicula.

7.2.1.1.2.- Variables y parametros utilizados en el ensayo.

La variable que se fijé y control6 en el sistema fue la carga hidraulica.
Los parametros a los cuales se les hizo un seguimiento fueron:

1. El pH de entrada del influente previamente ajustado y el pH de salida del
efluente, que daria idea del poder regulador del relleno sobre el pH del medio

liquido.

2. La concentracion de diferentes cationes en el influente y efluente, para

comprobar la capacidad de intercambio cationico del relleno.

7.2.1.2.- Estudios de la capacidad de formacién de la biopelicula con el propio

influente.

El tratamiento del agua residual urbana se enfoca hacia los tratamientos
bioldgicos, en parte por la biodegradabilidad de los contaminantes que contiene y por la

presencia de una microbiota capaz de depurar. En el caso del agua residual industrial con
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una composicién como la del agua objeto de esta investigacion se precisa inicialmente
incidir en la biodegradabilidad de sus componentes y una vez asegurada esta, se precisa
conocer de la existencia de una microbiota capaz de reducir o eliminar dichos
contaminantes. Un efluente con un pH extremadamente acido (2-3) y una elevada
concentracion de fenol, dificilmente contendra microorganismos aplicables en el proceso
depurador. Sin embargo, dada la necesidad de diluir el efluente para afrontar su
tratamiento biologico y el empleo para ello de agua de mar procedente de la zona de
vertido de este agua residual, se planteo la posibilidad de formar la biopelicula a partir de
la mezcla entre el agua residual industrial y el agua de mar. El vertido continuo de este
agua residual dio lugar a una seleccion de la microbiota en la zona de vertido, la cual en
presencia de la concentracion adecuada de los contaminantes biodegradables aportados
por el agua residual favoreceria un crecimiento poblacional que permitiera la formacion

de la biopelicula.

Para comprobar esta posibilidad se incub6 la microbiota presente en el agua de
mar en presencia de agua residual industrial en una relacion 1/30 (la misma a utilizar en
el tratamiento del influente), al objeto de observar el posible incremento de la microbiota

mediante recuento de microorganismo y valoracion de la turbidez.

El éxito en la obtencion de crecimiento llevaria a la formacién de biopelicula en
la planta prototipo de lechos inundados a escala de laboratorio, comprobando su
formacion mediante el analisis del peso seco de la biopelicula formada alrededor del
soporte. La miscroscopia electronica de barrido de superficie apoyé a valorar la

formacion de esta biopelicula sobre el material soporte.

7.2.1.2.1.- Variables y parametros utilizados en la formacién de la biopelicula.

Para la realizacion de dicho ensayo se fijaron y controlaron las siguientes

variables:

. sy
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Carga hidraulica, recirculacién y caudal de aire de proceso, con los cuales se
llevé a cabo la formacion de la biopelicula en la planta prototipo a escala de laboratorio

que se describe en el siguiente apartado.

Los parametros a los cuales se les hizo un seguimiento fueron:

Sobre la biopelicula, en la fase de inoculacién del sistema durante un tiempo de
120 horas de seguimiento y en diferentes puntos de muestreo, se analizaron:

1. Actividad nitrificante I y II. Se estima el potencial de la microbiota presente en la
biopelicula para transformar las formas reducidas de nitrogeno en otras mas

oxidadas dispuestas para ser utilizadas en la fase desnitrificante.

2. Actividad desnitrificante de la biopelicula (mM N,O/g relleno). Que indica la
capacidad potencial de la microbiota existente en la biopelicula de eliminar las

formas oxidadas de nitrogeno del sistema.

3. Turbidez y recuentos de microorganismos: estima el crecimiento de la microbiota

y asi las posibilidades de formacion de la biopelicula.

4. Cantidad de biofilm por gramo de relleno y microscopia electronica de barrido de
superficie para comprobar el éxito y fijacion de la microbiota en el material

soporte.

5. Concentracion de oxigeno disuelto: que influye tanto en la actividad nitrificante
como desnitrificante.
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7.2.1.3.- Estudios previos del funcionamiento del prototipo de planta de lechos

inundados a escala de laboratorio.

7.2.1.3.1.- Descripcién del prototipo de planta de lechos inundados.

Atendiendo a los datos obtenidos por nuestro grupo de investigacién en estudios
destinados al tratamiento de aguas residuales con lechos inundados (Zamorano, 1996,
Osorio, 1998) y a la experiencia en probeta sobre el material soporte de la biopelicula que
mas adelante se describe, se disefié y construy6 una planta de lechos inundados para el
tratamiento de las aguas residuales industriales con la finalidad de eliminar los
compuestos nitrogenados y fenélicos en medio salino mediante procesos biologicos de

nitrificacion-desnitrificacion siguiendo el esquema de pre-desnitrificacion.

El disefio consistid en un cilindro de 7 cm de didmetro y 100 cm de altura de
relleno funcionando como columna no aireada o andxica a través de la cual entro el
influente a tratar. De forma paralela y conectada mediante vasos comunicantes formando
una “U” (Figura 7.3) se coloco otro cilindro de 15 cm de
diametro y 120 cm de altura de relleno, la cual funcion6
como columna aireada. De esta manera se consigui6é que
el volumen de la columna aireada fuese 5 veces mayor
que la columna anodxica, relacion buscada por dos
motivos principalmente: las tasas de crecimiento teorica
de la microbiota nitrificante es significativamente mas
lenta que las tasas de crecimiento de la microbiota
desnitrificante y en los procesos de nitrificacion-
desnitrificacion la fase nitrificante limita el rendimiento

total del proceso. De la nitrificacion depende la cantidad

desnitrificante para transformarse en nitrégeno  Figura 7.3.-. Filtro sumergido

a escala de laboratorio para
pre-desnitrificacion.

de nitrogeno oxidado que va a ser utilizado en la fase

atmosférico. Hernandez (1997) recoge que en procesos

de nitrificacion-desnitrificacion en fangos activos la

e eSS ———————————————————————————
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relacion entre el volumen de reactor andxico con respecto al volumen del reactor total
puede ser de 0.2 a 0.5 en funcién de diferentes condicionantes. Elegir la nitrificacion y
desnitrificacion de forma independiente es debido a que permite una mayor flexibilidad y
fiabilidad del proceso, y obtener un rendimiento optimo de cada uno, al favorecer que se
pueda eliminar problemas de toxicidad potencial, ya que la materia organica
biodegradable, que puede resultar limitante para el crecimiento de las bacterias
nitrificantes, se pueda eliminar en la etapa de oxidacion de carbono mediante la
desnitrificacion (Metcalf and Eddy, 1995).

En la parte baja de la columna 6xica se coloco un aireador (Figura 7.4) formado
por un tubo de silicona perforado, para aportar aire que permita conseguir
concentraciones de oxigeno disuelto en el agua entre 5-6
mgO,/l (se mantuvo con un caudal de aireacion de 12
m’/m’ hora). La perforacién del tubo de silicona se
realiz6 mediante una aguja consiguiendo tamafios de
burbuja con diametros inferiores a 4mm. Con esos

diametros de burbuja, y segin Trillo (1998), se pueden

considerar dentro de los difusores de burbuja fina con

los cuales se consigue una buena transferencia de Figintas. e dain

conexion del aireador en la
oxigeno. Ademas, en esta misma columna se colocd, en parte baja de l1a columna
. aireada (B) y entrada para el
su parte central, una entrada con tubo de silicona para agua de lavado (A).

inyectar el agua con la que realizar los lavados de ambas

columnas.

La columna se rellené con material arcilloso,
concretamente residuos de ladrillo procedente del rechazo

por roturas por deficiente manipulacién, pero con una

coccidn correcta. La granulometria del material fue de 5-7

mm con una densidad de 1.74 g/cm® granulometria

fronraze
g F N

utilizada en otros trabajos de investigacién con tecnologias

: . T Figura 7.5.- Material
de lechos inundados por el grupo de investigacion MITA  ,rcilloso empleado como

relleno y soporte de la
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(Osorio et al., 2001) y por otros autores (Richard and Thébault, 1992; Pujol et al., 1998).
A 5 cm por encima del tubo perforado para inyectar aire de proceso y en el interior de la
columna se coloco una malla para separar el arido de la zona de aireacion y sujecion del
mismo. Igualmente y a la misma altura se colocd otra malla en la columna anoxica. La
figura 7.5 muestra un detalle del material de relleno y en la tabla 7.1 se resumen las

caracteristicas de la planta.

Tabla 7.1.- Caracteristicas de la planta a escala de laboratorio de la 1° fase.

Altura y diametro de la columna anéxica 1 m de altura y 7 cm de didmetro
Altura y didmetro de la columna 6xica 1.2 m de altura y 15 cm de didmetro
Superficie del lecho An6xico 0.00385 m’

Superficie del lecho Oxico 0.0176 m*

Volumen ocupado por el material soporte

del lecho Anéxico 0.00218 m’

Volumen ocupado por el material soporte

del lecho Oxico 0.01204 m’

Densidad del material soporte 1.74 g/cm3

Granulometria del material soporte 5-7 mm

Porosidad del medio filtrante 0.4323

Para conseguir concentraciones adecuadas del efluente de DSM DERETIL S.A.
que permitiera su tratamiento biologico, se dispuso de un sistema de alimentacion
consistente en un depésito de 25 1 para el agua de mar y otro, independiente, de 2 | para el
influente industrial. La mezcla y dilucién con una relacion 1/30 de efluente y agua de mar
respectivamente, se realizo en el interior de la columna anoxica, consiguiéndose una
relacion entre DQO/N,a de 6.3 proxima a la indicada por Tseng et al., (1998) para que se
produzca una desnitrificacion completa. Las concentraciones de trabajo de entrada
tedricas que se conseguian con esta dilucion serian: 300 mg/l de N, 500 mg/l de fenol y
2000 mgO-/1 de D.Q.0.

El pH del influente antes de la mezcla se mantuvo entre 1-2 teniéndose que
ajustar a un pH proximo a la neutralidad para facilitar el tratamiento biologico por parte
de la microbiota del proceso. Para ello, por un lado el agua de mar se ajusté hasta un
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valor de 10.5 y por otro al influente de DERETIL hasta pH 4. El ajuste se realizé con
hidréxido soédico 1N, obteniéndose un pH final de entrada entre 7.0-8.0, tal y como se

hace en la propia industria.

La salida del agua tratada se situd a la altura de lamina de agua de la columna
dxica, para su recogida en un pequefio depdsito. Este agua se utilizo para la recirculacion
del sistema, introduciéndola a través de la columna anoxica a la misma altura que la

entrada de influente.

El lavado de la planta se llevo a cabo cuando la pérdida de carga era excesiva
debido al crecimiento de la biopelicula y retencion de soélidos. Para el control de la
pérdida de carga se coloco un tubo de silicona paralelo a la columna anéxica que media el
nivel real de agua. La pérdida de carga se reflejaba mediante el incremento en centimetros
en la columna de agua, accionandose el lavado del filtro para pérdidas de carga superiores
a 17 cm, como media recogida por Metcalf and Eddy (1995) para los lavados de los

filtros sumergidos.

El lavado se realiz6 con agua tratada para la columna andxica y agua-aire para la
columna éxica. El aire es el mismo que el aplicado en el proceso, al no interrumpir la
entrada del aire durante el lavado. El agua de lavado se aportd mediante una bomba de
370 W. (1400 V/h de caudal maximo). La figura 7.6 muestra un esquema completo del

sistema.

Los puntos de muestreo elegidos (figura 7.6) para realizar el seguimiento del

proceso y analizar los parametros indicados fueron:

1. De la columna anéxica los puntos D1 y D3 representando la entrada del influente
mezclado y la salida de la columna anéxica (control del proceso de

desnitrificacion) respectivamente
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2. De la columna aireada los puntos N4 representando la entrada a la columna
aireada y N2 la salida tanto de la columna aireada como del sistema de lechos

sumergidos.
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Figura 7.6.- Esquema de funcionamiento del sistema

7.2.1.3.2.- Variables y parametros utilizados en el ensayo.

Las variables que se fijaron y controlaron en el sistema fueron:

Carga hidraulica, caudal de recirculacion y de aire de proceso, con los cuales se

comenzo el trabajo de investigacion.

Los parametros a los cuales se les hizo un seguimiento fueron:
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Sobre el influente de entrada (E), entendiéndose como tal la dilucién 1/30 entre el
efluente de DERETIL S.A. y el agua de mar que participo en la inoculacion del sistema

se analizaron:

1. Turbidez y recuento de microorganismos. Ambos parametros estimaron el

crecimiento bacteriano que van a participar en la formacion de la biopelicula.

Sobre el influente en el punto de muestreo D1 o zona de mezcla entre el agua de

mar y el efluente de DERETIL S.A, se analizaron:

1. La concentraciéon en nitrogeno total y DQO, que informaron de las cargas
contaminantes que el sistema tuvo que soportar y tratar, ademas de indicar la

correcta o no homogeneizacion de ambos influentes de entrada.

7.2.2.- Resultados y Discusion.

7.2.2.1.- Capacidad reguladora del material soporte sobre el pH del medio h’guido.

En un proceso de nitrificacion-desnitrificacion el consumo de alcalinidad por
parte de la nitrificacion y la produccién de alcalinidad por parte de la desnitrificacion
lleva consigo un balance neto de acidificacion del medio, que en los distintos sistemas de
tratamiento de aguas se debe controlar para impedir descensos del pH que suponga

disminucion o inhibicion de ambas actividades, nitrificacion y desnitrificacion.

Los primeros resultados obtenidos fueron recogidos del ensayo montado a
propésito del estudio del comportamiento de la capacidad del relleno para regular el pH

del agua preparada para la ocasion, y que a continuacion se describen.

El caudal de trabajo fue de 2 V/dia, equivalente a una carga hidraulica de 0.7
m’/m” dia valor préximo utilizado por otros autores (Richard and Thébault, 1992; Pujol et
al., 1998) en filtros sumergidos para el tratamiento de aguas residuales industriales con

procesos de nitrificacion-desnitrificacion
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Como se puede observar en la figura 7.7 el pH de entrada se mantuvo
aproximadamente constante con un valor medio de 2.6+0.1 mientras que el pH de salida
se mantuvo con un valor medio de 6.3+1.0 durante los primeros 90 dias de
funcionamiento, siguiendo un comportamiento polinémico (r’=0.8371) de segundo grado

de tipo concavo.
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Figura 7.7.- Evolucion en 90 dias del pH para los puntos de muestreo de entrada y salida de la
probeta.

Tabla 7.2.-. Analisis estadistico realizado para la variacién de pH durante 90 dias para los
puntos de muestreo: entrada y salida de 1a probeta.

Anadlisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Punto de muestreo 1 265.964 265.964 518.65 0.0000

(Entrada-Salida)

Como indica la tabla 7.2 existieron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) para el comportamiento entre el pH de entrada y el pH de salida. El unico
elemento entre ambos puntos de muestreo del sistema que pudo influir en esas diferencias

fue el relleno, implicando un aumento medio hasta valores proximos a la neutralidad.

Las arcillas poseen carga eléctrica, negativa en la mayoria de los casos (Porta et
al., 1999). La existencia de superficies cargadas negativamente exige que haya iones de

signo contrario, relacionados con tales superficies, para que se cumpla el principio de
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electroneutralidad del sistema. Tales cationes adsorbidos en la superficie, forman
complejos que resultan menos estables que los cationes presentes en estructuras internas,
por lo que son intercambiables (Sposito, 1989). Este proceso constituye, en las arcillas, la
base de sus propiedades de intercambio catiénico. Esta propiedad confiere a los suelos y
por consiguiente a las arcillas, presentar variaciones muy lentas en su pH al afiadirle un
acido o una base: actia como un medio tamponado. El comportamiento de un suelo al
afiadirle un acido o base suele tener una curva suave, con plataformas a determinados pH,
debido a presentar en ellos mayor capacidad tampon. Por lo general, a pH= 7.0 el
tamponamiento se debe a presencia de éalcalis mientras que entre pH=5.0 y 4.0 se debe a
las bases de intercambio (Ulrich and Sumner, 1991). El poder tampén de un suelo frente a
un 4cido o base aumenta con el contenido de arcilla y con el de materia organica (Porta et
al., 1999).

El ensayo se continu6 durante 160 dias para comprobar en estas circunstancias si
el relleno dejaba de influir en el pH de salida del sistema, obteniéndose los siguientes

resultados.

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (Dias)

—+—Entrada pH —=— Salida pH Polindmica (Salida pH)

Figura 7.8.- Evolucion en 160 dias del pH para los puntos de muestreo de entrada y salida de la
probeta.
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Tabla 7.3.- Analisis estadistico realizado para la variacién de pH durante 160 dias para los puntos
de muestreo: entrada y salida de la probeta.

Analisis de la Varianza

Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Punto de muestreo 1 228.265 228.265 166.98 0.0000
(Entrada-Salida)

Como se pone de manifiesto en la figura 7.8 el pH de salida tendi6 en el tiempo a
igualarse con el pH de entrada siguiendo un ajuste polinémico (r* = 0.741) de segundo
grado, por agotamiento del poder regulador del relleno. Como refleja el analisis
estadistico sigue existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre los valores de pH de
entrada y salida del sistema para el total del ensayo. Como se observa en la figura 7.8 el
arido se comporta como un suelo, suavizando los descensos del pH del medio e incluso se
puede determinar una plataforma de pH muy acusada a pH 5 y 3, posiblemente al
presentar una mayor capacidad tampon por medio de los procesos de intercambio
cationico (Ulrich and Sumner, 1991). La primera fase de la regulacion, pH elevados, ha
podido deberse, por la composicion de las arcillas, a los silicatos que también contribuyen
a la alcalinidad del medio (Porta et al., 1999).

La figura 7.9 refleja para los dias muestreados (dias 80,83, 84, y 85 con pH de
salida 5.10, 6.52, 6.57, 6.04 respectivamente y un pH de entrada préximo a 2.5) las
distintas concentraciones de cationes en el influente y efluente. Como se puede observar
en la misma figura, no se detecté concentracion de ninguno de los cationes muestreados a
la entrada, debido a que se traté de agua destilada. En cambio, a la salida si se observo
concentraciones de Sodio (68.1+14.6 mg/l), Manganeso (17.5+3.2 mg/l), Potasio
(1.71£0.3 mg/1), principalmente, y diferentes metales pesados como Zinc (3.64+0.1 pg/l),
Niquel (3.5£0.5 pg/l) y cobre (1.08+0.3 pg/l). El cromo, plomo, cadmio no se detectaron
con los métodos analiticos manejados. Los metales pesados liberados se recogen en la
normativa con fuertes limitaciones de vertido, pero que en este caso las concentraciones
se encontraron por debajo de las exigidas en la legislacion aplicable sobre vertidos al
litoral. La liberacion de sodio, manganeso y potasio principalmente indica el efecto de
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intercambio catiénico entre el arido y el medio liquido con alta concentraciones de

hidrogeniones.
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Figura 7.9.- Concentracion de distintos cationes en el agua de entrada y salida tras pasar por el
arido contenido en la pobreta.

Este ensayo implico, en principio, no disponer de un dispositivo de alcalis para
ajustar el pH en el proceso de nitrificacion-desnitrificacion que se pretende conseguir
para el tratamiento del efluente industrial en cuestion, de ahi que no este reflejado en el

esquema inicial de la planta de lechos inundados

Por otro lado, la agregacion de cobre por parte de este al medio acuoso como se
puede reflejar en la figura 7.9 tendria un aspecto negativo inicialmente por las
limitaciones en el vertido. Ahora bien, el cobre esta reconocido como un nutriente
esencial durante la nitrificacion (Sharma and Ahlert, 1977). Aunque el cobre contenido en
las enzimas es abundante en la cadena transportadora de electrones para ambas
oxidaciones de amonio y nitrito (Jones, 1982), la adicion de cobre implica una respuesta
rapida por parte de la enzima amonio mono-oxigenasa favoreciendo la nitrificacion.
Barber (1999) asi lo corrobora en su trabajo al adicionar cobre al efluente a los 91 dias de
funcionamiento, provocando una ripida y positiva respuesta en la nitrificacion,
sugiriendo que el sistema estaba limitado anteriormente a la adicién por el cobre. La

eliminaciéon de amonio se vio incrementada en un 65% en tan solo una semana, de
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manera que dicha liberacion de cobre podria tener algiin aspecto positivo en tratamientos

del influente a tratar.

Por linea general los sistemas de tratamiento basados en procesos de nitrificacion,
desnitrificacion o nitrificacion-desnitrificaciéon deben disponer de dispositivos con
distintas sustancias para regular esas variaciones de pH (Metcalf and Eddy, 1995)
producida por la actividad nitrificante y desnitrificante. En la actualidad son muchos los
trabajos que han utilizado compuestos naturales con capacidad tamponante: tiza, kaolinita
y otras rocas de carbonato calcico (Green et al., 2000; Campos et al. 2002; Green et al.,
2002) para la nitrificacion o otras sustancias para la desnitrificaciéon como: limonita (Liu
and Koenig, 2002) o capsulas artificiales cuyo contenido en el interior era KH,PO4
sensible al pH (Rust et al, 2002), siendo necesario acoplar a los sistemas distintos
dispositivos que permitan afiadir y disolver dichas sustancias en el medio acuoso. El coste
de obra y de explotacion y mantenimiento de tales sistemas encarece el tratamiento. De
manera que la utilizacién de este arido pude ser una posible alternativa a los problemas de
variaciéon de pH generados en los tratamientos de eliminacion de nitrégeno mediante
procesos de nitrificacion-desnitrificacion. Ademas puede suponer un ahorro inmediato de
costes de primera inversion al eliminar elementos del sistema destinados a la regulacion
del pH asi como un ahorro en los costes de explotacion y mantenimiento al no tener que

afiadir o adicionar sustancias reguladoras de pH al proceso.

Por otro lado, el relleno que se utiliz6 como soporte de la biopelicula fue un
material arcilloso, concretamente material de ladrillo procedente del rechazo por roturas
por deficiente manipulacion en fabricacion o colocacion en obras de construccion. Este
material estd catalogado como residuo (CER 170103) por la legislacion europea y
espaiiola, de manera que su utilizacion en esta investigacion buscé abrir nuevas
perspectivas o vias de valorizacion para dicho material. Hay que indicar que la
composicion quimica del ladrillo, asi como su posible capacidad de regulacion de pH
depende de la procedencia de la arcilla y su composicion mineralogica, y por tanto
tendran comportamientos diferentes. Por otro lado es importante el caracter estructural
del residuo ceramico para la funcion de soporte de biopelicula, que va a venir dado

principalmente por su correcto grado de cocciéon (Moreno, 2001).
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El ensayo se realizo utilizando agua destilada, caracterizada por su baja
concentracion de sales, de manera que pudo influir en la capacidad de intercambio
cationico. El tratamiento del influente se realizaria sobre un agua con una alta
concentracion catiénica como es el agua de mar, consecuentemente implicara corroborar
estos resultados con el seguimiento del pH en el tratamiento del agua residual industrial

objeto de estudio.

7.2.2.2.- Capacidad de formacién de la biopelicula con el propio influente.

Una vez construida la planta de lechos sumergidos segun referencias del propio
grupo de investigacion y el ensayo de la capacidad reguladora del arido sobre el pH de
medio acuoso, se hizo necesario la formacion de la biopelicula que se debia encargar de

eliminar los elementos contaminantes contenidos en el efluente industrial a tratar.

Con la propia mezcla entre el efluente de DSM Deretil S.A. y el agua de mar
(dilucién 1/30), una vez ajustada el pH, se realizé una incubacion en un agitador orbital a
30°C para obtener crecimiento de microorganismos autoctonos de la mezcla y asi inocular
la planta y formar la biopelicula del sistema. Estos microorganismos poseerian unas
caracteristicas idoneas, a saber, aclimatados no solo al influente sino ademas a las
condiciones salinas del medio (Andreadakis et al., 1997; Glass and Silvertsein, 1999),
obteniéndose asi una seleccion de la microbiota de forma natural que fuese capaz de tratar

el influente.

Como se puede apreciar en la figura 7.10, donde se representa el crecimiento
microbiano (recuentos en T.S.A. y turbidez a 640nm) con respecto al tiempo, se obtuvo
un crecimiento de tipo exponencial, dando inicialmente cierta garantia de que esta
densidad de microorganismos formaria la biopelicula que se fijase al material de relleno
del lecho inundado.
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Figura 7.10.- Crecimiento bacteriano en la mezcla del efluente con agua de mar.

Estos resultados previos permitieron acometer la formacion de la biopelicula en la
planta prototipo de lechos inundados a escala de laboratorio y depuracion del efluente, sin
necesidad de realizar una inoculacion previa del sistema empleando un inoculante

especifico con mayor o menor €xito de inoculacion.

Teruel (2001) investig6 el tratamiento del agua residual industrial de DSM
Deretil mediante fangos activos. Para la puesta en marcha de la planta y asi la formacién
del fango responsable de la descontaminacién del efluente se utiliz6 una adaptacion,
principalmente, de los fangos activos procedentes de la planta de Geleen (Paises Bajos)
perteneciente a la misma empresa que habia conseguido desarrollar un sistema de
tratamiento que era capaz de tratar unas aguas residuales industriales con caracteristicas
similares a las de DSM Deretil, con la diferencia de contener una concentracion de fenol
muy inferior (100 mg/l) y un contenido en cloruros inferior a los 5 g/l, también muy
inferior a las de DSM Deretil (25 + 3 g/1). Las dificultades que encontraron, fueron por un
lado el volumen de fangos liquidos que desde los Paises Bajos se debian transportar y que
suponia una gran logistica, y la aclimatacioén de dicho fango a las diferencias de salinidad
y concentracién de fenol. El trabajo se concluyé con la demostracion de que era posible
adaptar una comunidad microbiana de fangos activos de un sistema de tratamiento de
aguas residuales industriales si se cumplia con la condicion de que la aclimatacion debia
de realizarse con respecto a los cloruros de forma lineal con un umbral de viabilidad del

proceso en cuanto a la tasas de los cloruros de 2 g de C1/1 dia.

. ——
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El éxito de este ensayo permitia una inoculacion a todas luces mas viable desde el
punto de vista de ahorro de transporte de fangos procedentes de otros lugares y afrontar el
tratamiento de las aguas residuales industriales de DSM Deretil con las garantias de una
bipelicula formada con la microbiota ya aclimatada que reduciria el tiempo de puesta en
marcha de la planta y asi del tratamiento de dicha aguas, de manera que los lechos
sumergidos pudieran conformarse como una alternativa mas econdémica que otros
tratamientos, tales como los tratamientos fisico-quimicos 6 como los procesos de fangos

activos.

Las condiciones de trabajo para acometer la formacion de la biopelicula en la
planta prototipo de lechos inundados a escala de laboratorio y depuracién del efluente
fueron: 5 I/dia de caudal de entrada, 100% de recirculacion interna y una aireacion de
proceso de 12 m*/m’ hora que proporcioné unas concentraciones de oxigeno disuelto
entre 5-6 mgO,/1. Condiciones que permitieron un tiempo de retencion hidraulico de 54
horas que favoreciera la fijacion de la microbiota, y una recirculacion que devolviera y
aumentase la densidad de microorganismos en el fluido y mejorara dicha fijacion al

soporte (Gomez et al., 1999)

Fue por tanto de esperar, que en estos sistemas la formacion de la biopelicula se
obtuviera tan solo con el paso del influente a través del material soporte. Como se puede
apreciar en la figura 7.11, donde se representa el peso de la biopelicula (mg/g relleno) con
respecto al tiempo de funcionamiento para los cuatro puntos de muestreo. La fijacion de
la microbiota sobre el arido se consiguié a partir de las 24 horas sin existir diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) entre los distintos puntos muestreados
manteniéndose en el tiempo estudiado. En los procesos de biopelicula fija sobre soportes,
la fijacion de la microbiota y su formacion en la superficie del soporte son de los factores
mas importantes, ya que estos afectan a los ratios de crecimiento y a la dificultad de
desprenderse del sistema (Iwai and Kitao, 1994), en definitiva a los rendimientos de

eliminacion de cualquier contaminante.
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Figura 7.11.- Crecimiento de la biopelicula tras el paso del influente a tratar en varios puntos de la
columna.
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Figura 7.12.- Microscopia electrénica de barrido de superficie: (A) Superficie del 4rido antes de
pasar el influente, (B) Fijacion y crecimiento de la biopelicula a las 72 horas.

La figura 7.12 corrobora la fijacion de la microbiota en el material soporte. La
foto A muestra como en la superficie del arido antes de iniciar la inoculacién no hay
presencia de biopeliculas, mientras en la imagen B realizada a las 72 horas del comienzo

de la inoculacion ya aparece microbiota fija al arido.

Paralelo al control del crecimiento de la biopelicula, se estudio la variacion tanto

de la actividad desnitrificante como de la actividad nitrificante I y II en los mismos
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puntos de muestreo del sistema. Los datos obtenidos se muestran en las figuras 7.13, 7.14,

.15,
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Figura 7.13.- Actividad desnitrificante manifestada por la biopelicula en funci6n del tiempo y para
diferentes puntos de muestreo.

Se puede apreciar como la actividad desnitrificante se manifesté a lo largo de la

columna andxica a partir de las 120 horas de funcionamiento de forma muy significativa,

y no antes
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Figura 7.14.- Actividad nitrificante I manifestada por la biopelicula en funcién del tiempo y para

diferentes puntos de muestreo.
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Figura 7.15.- Actividad nitrificante Il manifestada por 1a biopelicula en funcién del tiempo y para
diferentes puntos de muestreo

A diferencia de lo sucedido con la actividad desnitrificante, tanto la actividad
nitrificante I y II, manifestada por la biopelicula se aprecio para todos los puntos de

muestreo, independientemente de que la columna fuese aireada o no.

Al contrario de lo que cabia pensar, dado el mas lento crecimiento de los
microorganismos nitrificantes con respecto a los desnitrificantes (Rittman and McCarty,
2001), se manifesté actividad nitrificante en todo el volumen del lecho inundado no
siendo necesariamente mas significativa en la columna aireada. Esta actividad justifica la
presencia de oxigeno disuelto en todo el sistema, €l cual se aport6 en la columna aireada
por difusién del mismo alcanzando concentraciones entre 5.0 y 6.0 mgO,/1 con un caudal

de aire ya indicado.

Al realizar un seguimiento del oxigeno disuelto en la columna anoxica se observa
que este se mantiene en concentraciones semejantes a la columna aireada, siendo su
procedencia la recirculacion (100 %) del efluente y del agua de mar utilizada para la
dilucién del agua residual industrial, tal como se puede apreciar en la tabla 7.4.

Tabla 7.4.- Concentraciones medias de oxigeno disuelto en diferentes zonas de la planta
prototipo experimental.

Columna Oxica  Columna Anéxica Efiuente Recirculado Agua de mar A. Residual Industrial

5.5 mgO4/l 4.4 mgOy/1 5.5 mgOy/1 6.8 mgO4/1 0.3 mgOy/1

#_——_—_———
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La situacién, fue pues, un doble problema responsable de las altas
concentraciones de oxigeno en la columna anéxica, la cual motivo la importante
presencia de microorganismos nitrificantes, tal como muestra la actividad nitrificante I
como la actividad nitrificante II. Por un lado la alta concentracion de oxigeno disuelto en
el agua recirculada, causada por la elevada aireacién en la columna aireada y por otro
lado la agitacion del agua residual industrial de entrada que incrementaba la presencia
oxigeno disuelto en éste, y ademas del oxigeno disuelto propio del agua de mar utilizada
para la dilucién del influente fueron los responsables de la alta oxigenacion en la columna
anoxica, que sin duda dificult6 la eliminacion de nitrato via desnitrificacion (Punzava et
al., 2001), independientemente de la existencia de microorganismos desnitrificantes en
cantidad adecuada.

La no existencia de actividad desnitrificante significativa hasta las 120 horas no
fue en principio respuesta a la presencia de oxigeno, pues gran parte de los
desnitrificantes descritos son aerobicos (Prescott ef al., 1999; Atlas and Bartha, 1998;
Peyton et al., 2001). La explicacion a este fenomeno se puede encontrar en el efecto de la
salinidad tal como describen Andreakis et al, (1997), los cuales concluyen que los

procesos de nitrificacion se ven menos afectados por la salinidad que los desnitrificantes.

Como reflejan las figuras 14 y 15 la actividad nitrificante II fue menor en el
tiempo que la nitrificante I, a saber, sin donador de electrones ,NO,, proporcionados por
la nitrificante I las bacterias nitrificantes I no pueden manifestar su actividad. En los
procesos de nitrificacion, tanto los responsables de la nitrificacion I como de la
nitrificacion II se ven afectados por la presencia del cloruro sédico (Nowak et al., 1994),
siendo los primeros los mas afectados (Vredenbregt ef al., 1997). Autores como Schenk y
Hergemann (1995) encontraron que la oxidacion de nitritos es mas sensible a alta
concentracion salina que la oxidacién del amonio. Rosa et al., (1998) investigaron el
desarrollo de biopelicula y los parametros de proceso de la nitrificaciéon de un agua
sintética con una concentracién en NaCl del 50% mediante filtros sumergidos aireados,
observandose que a los 10 dias de la puesta en marcha del sistema se formé una

biopelicula con una actividad estable.
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7.2.2.3.- Funcionamiento de la planta prototipo de lechos inundados.

Una vez el sistema inoculado, para controlar y confirmar la homogeneizacion de
las cargas contaminantes se realizo un seguimiento analitico en el punto de muestreo D1

obteniéndose los siguientes resultados:
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Figura 7.16.- Seguimiento de las concentraciones de la DQO y nitrégeno total en la zona
de mezcla (D1)

Como se puede observar en la figura 7.16 la variabilidad del influente y asi de las
cargas contaminantes fueron muy importantes con una desviacion estandar para la DQO
proximo a 650 mg O,/1 para una media de 2050 mg O/1. La desviacion estandar para el
nitrogeno total fue de 70 mg/l para una media de 340 mg/l. Esto se debié a la mala
homogeneizacion de la mezcla, causada por la bomba dosificadora que introducia el
efluente de DERETIL.

Con los primeros lavados de la planta se apreciaron diversos problemas en el
funcionamiento del lecho sumergido, los cuales obligaron a modificar algunos aspectos
fisicos de la planta: problemas de homogeneizacion del agua de mar con el agua residual

industrial e incorrecto sistema de lavado.

7.2.3.- Conclusiones.
En vista de los resultados obtenidos se puede apreciar que el prototipo de planta
de lechos inundados a escala de laboratorio cont6 con una mala distribucion de oxigeno y

caudales, los cuales dificultaron el correcto desarrollo del proceso y a lo que hay que
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unirle la influencia de un sistema de lavado con diversas carencias. Todo esto llevo a una
2* Fase con variaciones en el prototipo. A pesar de esto de la primera fase se puede

concluir que:

1. El relleno posee propiedades con capacidad de regular el pH del medio liquido en
el que se encuentre inundado, permitiendo descartar en un principio el uso de
alcalis para la regulacion del pH del sistema propuesto para la eliminacién de

nitrégeno del influente a tratar.

2. La capacidad reguladora del arido utilizado como soporte de la biopelicula en el
lecho inundado para un agua con un pH medio de 2.6, se puede valorar en un
volumen de agua regulada de 141.5 veces el volumen de relleno, implicando que
esta garantia de comportamiento obliga a una renovacion del soporte a los 3

meses.

3. La inoculacién del sistema se puede realizar con la propia microbita existente en
los distintos efluentes, agua de mar y efluente de DERETIL, consiguiéndose su
fijacién en el material soporte y actividad tanto nitrificante como desnitrificante

en los lechos inundados.

7.3.- 2* FASE DE LA INVESTIGACION A ESCALA DE LABORATORIO

7.3.1.- Descripcién de la planta a escala de laboratorio.

Para favorecer el correcto trabajo del proceso y puesta a punto de la planta, y una
vez analizados los problemas ya mencionados anteriormente, se realizaron una serie de

modificaciones que se resumen a continuacion:

% Entrada del efluente. Como se ha comentado se produjo una mala
homogeneizacion de la mezcla entre el agua de mar y el agua residual industrial,
de manera que se modifico el sistema pasandose a preparar la mezcla en un

deposito unico de entrada para dosificarla a candal constante desde este a la
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columna anéxica. El depdsito conté con un agitador para evitar la sedimentacion

de los sélidos del influente, manteniendo la mezcla homogénea. El giro del rotor

fue lento, de 80 r.p.m. evitando una oxigenacion del influente, lo que dificultaria

el proceso de desnitrificacion en la columna anoxica.

Esta mezcla se prepard de forma diaria, para evitar el inicio de los procesos

biolégicos de depuracion en el depdsito de entrada, lo cual volveria a alterar nuevamente

las cargas contaminantes de entrada.

®,

< Variaciones en el sistema de lavado. Con el sistema trabajando bajo las

condiciones de inoculacién comenzo a formarse una gran cantidad de biomasa en

la zona baja de la columna de nitrificacién. Esto dificulté el paso del agua de

proceso asi como la de lavado, la cual discurria a lo largo de la otra columna. El

mal lavado de esta zona, por falta de fuerza del agua de lavado capaz de arrastrar

la biopelicula, di6 lugar a una colmatacion continia del filtro, produciendo

pérdidas de carga importantes. Por otro lado y debido al atasco en la zona baja de

nitrificacion, se realizaba un lavado excesivo de la columna andxica, y no asi de

la columna 6xica. Se paso de lavar cada 10 dias a lavar aproximadamente cada 2

o 3 dias.

Para evitar el problema, se colocaron difusores de aire en la parte baja de las dos

columnas (A), empleandolo para
introducir aire de lavado en la columna
andxica mientras que para la columna
aireada sirvié tanto para introducir aire
de lavado como aire de proceso.
Igualmente se colocaron entradas de
agua de lavado (B), una en cada
columna, de modo que se pudiera
aportar agua y aire de lavado de forma

individual a cada cilindro. Para evitar

TENRATE
L hed

Figura 7.17.- Nueva conexion de las
columnas y sistema de lavado

que el agua pase mediante vasos comunicantes de una a otra columna, se colocé una llave
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de paso (C) que cerraba el sistema y permitia lavar de forma individual las columnas
(figura 7.17). De esa manera no se perdia la fuerza de presion para desprender y arrastrar

la biopelicula.

Otra de las variaciones fueron las pautas de lavado. Estas pautas se variaron para

que fuese mas efectivo consistente en:

o Aporte de aire de lavado durante 1 minuto. Se conseguia asi romper la
obstruccion del biofiltro y desprender la biopelicula mas débil.

e Aporte de aire de lavado y agua de lavado durante 2 minutos. Para
conseguir arrastrar el exceso de biopelicula sin elevar el relleno de
forma considerable.

o Aporte de agua de lavado durante 1 minuto, para sacar la biopelicula
arrastrada fuera del biofiltro.

Tras las modificaciones realizadas, principalmente en la presentacion del
influente y en el sistema de lavado se comenz6 a
estudiar la influencia de la recirculaciéon interna
manteniendo constante la variable carga hidraulica,
siempre con el objetivo de eliminar el nitrégeno
presente en el influente a la vez disminuir la
concentracion a niveles normativos de DQO y fenol.
En las figuras 7.18 y 7.19 se reflejan la nueva planta
asi como el esquema con las modificaciones
realizadas.

Figura 7.18:- Aspecto de la planta utilizada en la fase II de
la investigacion tras las modificaciones realizadas.
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Figura 7.19.- Esquema de funcionamiento de la planta utilizada en la fase 2° de la investigacion.

Los puntos de muestreo elegidos (figura 7.19) para analizar los parametros

indicados y asi estudiar la influencia de las variables sobre el sistema fueron:

1. La entrada del influente representada por el punto de muestreo E.

2. De la columna anéxica los puntos MD y 100 D representando la zona de mezcla
entre el influente y agua de recirculacion interna y la salida de la columna
andxica (control del proceso de desnitrificacion y entrada a la columna aircada)

respectivamente.

3. De la columna aireada los puntos SAL representando la salida del sistema agua

utilizada en la recirculacion interna del sistema de lechos sumergidos.

La toma de muestras para la segunda fase se realizo aproximadamente a la misma

hora, entre 9 y 10 de la mafiana durante el funcionamiento del sistema en esta fase.
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7.3.2. Variables y parametros.

Las variables del sistema fueron:

Carga hidraulica referida a la superficie de la columna andxica, cargas volumicas
y tiempo de retencion hidraulico en funcion del volumen de ambas columnas, caudal de
aire de proceso que quedaron fijas y recirculacion interna que vari6 para valores de 100,
200, 250 y 300%. Con estas variables se inicio el estudio de adaptabilidad de los lechos
inundados para el tratamiento del influente industrial.

Los parametros a los cuales se les hizo un seguimiento fueron:

Sobre el influente de entrada (E), entendiéndose como tal la dilucion 1/30 entre el
efluente de DERETIL S.A. y el agua de mar tras pasar por la bomba peristaltica, se

analizaron:

Las concentracién en nitrogeno total, DQO, fenol, NOs’, NO,, NH," asi como pH
y oxigeno disuelto, que informaron de las cargas contaminantes que el sistema tuvo que
soportar, de la homogeneizacion de la mezcla y referencia para determinar los

rendimientos totales de los pardmetros analizados.

Sobre el agua residual industrial tras pasar por el lecho no aireado (100D) se

analizaron:

La concentracion en nitrégeno total, DQO, fenol, NO; , NO, y NH," para
determinar la participacion de la microbiota presente en dicho lecho en la eliminacién de
¢stos parametros y como indicadores de la transformacién en las formas de oxidacion del
nitrogeno y control del proceso de desnitrificacion. Se midieron el pH y el oxigeno

disuelto que influyen en el proceso biolégico de nitrificacion.

Sobre el agua residual industrial tratada (SAL) se analizo:
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La concentracion en nitrogeno total, DQO, fenol, NOs y NH," para obtener los
rendimientos totales del sistema de estos parametros pues sus vertidos estan limitados a
zona de litoral por normativa. También se midieron el pH y el oxigeno disuclto para
controlarlos en el agua tratada de recirculacion que influyen de forma importante en el
proceso biolégico de desnitrificacion. De igual modo se analiz6 la concentracion de NO;5',
NO,, NH," como indicadores de la transformacion en las formas de oxidacion del

nitrégeno y asi del proceso de nitrificacion.

Sobre la zona de mezcla (MD), es decir, zona donde se mezclan el influente y
agua de recirculaciéon que coincide con la parte superior de la columna no aireada se
analizaron:

Todos los parametros anteriores, nitrogeno total, DQO, fenol, NO; y NH,’, para
conocer las concentraciones y cargas contaminantes reales que debe soportar la columna
no aireada y poder determinar los rendimientos en dicho columna y comportamiento de la

misma en el sistema.

7.3.3.- Resultados y Discusion.

Las condiciones de trabajo en esta fase fueron: un caudal de entrada de 12 V/dia,
equivalente a una carga hidraulica de 3.1 m’/m’ dia y una carga contaminante de
nitrgeno tedrica de 0.4 kg/m’ dia proxima a valores utilizados en diversas experiencias
con lechos sumergidos (Meaney and Strickland, 1994; Boller et al., 1997 Bigot ef al,
1998), un tiempo de retencién hidraulico proximo a las 21 horas totales, repartidas
aproximadamente en 3 horas de retencién en la columna anoxica y 18 horas en la
columna aireada. Para comenzar a determinar la influencia de la recirculacion se empezd
a ensayar como inicio de comprobacién con los valores: 100%, 200% y 250% respecto al

caudal de influente, obteniéndose los siguientes resultados.

#
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Como se observa en la figura 7.20, las variaciones del pH fueron poco
significativas para las tres recirculaciones utilizadas, pero existiendo diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) para la variacion de pH en la salida del sistema
(Tabla 7.5) para las recirculaciones utilizadas, posiblemente debida a la cada vez mayor
formacion de nitratos y consumo de alcalinidad favorecida por el aumento de tiempo de
retencion hidraulico que proporciona un incremento de la recirculacién interna,
produciéndose de esa manera una tendencia a la disminucion del pH. En cambio, dicha
variacion no se produjo de forma instantanea sino regulada y suavizada en el tiempo,
pasando de valores medios de pH de 8.0 a 7.4 y 7.0 para las recirculaciones 100, 200 y
250% respectivamente. Esta regulacion pudo deberse a tres causas principalmente: al
efecto que puede presentar la biopelicula al contener diferentes grupos sulfato 6 fosfato u
otras sales tampon (Nielsen, 1996), a la presencia en el agua de mar de carbonatos,
boratos, fosfatos, silicatos y sulfatos con capacidad tamponante (Lopez, 2002) 6 por otro
lado la capacidad reguladora de pH que el material soporte utilizado ha demostrado.

100 % Recirculacion 200 % Recirculacion 250 % Recirculacion

8 _.‘;@YQ’?“‘-’:AY‘&:&%‘A
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7 s A‘}a—&—;}M

pH
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Tiempo (Dias)

—e—Entrada (E) - - Salida Columna Anéxica(100D) —a— Salida (Sal)

Figura 7.20.-. Variacién del pH en el sistema de lechos sumergidos para las recirculaciones
ensayadas: 100, 200 y 250%.

Tabla 7.5.-. Andlisis estadistico realizado para la variacién de pH de salida para las recirculaciones
ensayadas: 100, 200 y 250%.

Analisis de la Varianza

Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
pH salida del sistema 2 5.23143 2.61571 2591 0.0000
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Medias e Intervalo de Confianza al 95 %
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Los valores medios de pH para la columna 6xica como andxica se mantuvieron
en 7.5 £0.2 y 7.5 +0.4 respectivamente para el total de los dias ensayados no existiendo
diferencias estadisticamente significativas (p=0.5754). Valores que favorecen tanto la
nitrificacién como la desnitrificacion. Jones (1982) y Painter (1983) estiman que para el
proceso de nitrificacion el optimo de pH se encuentra en el rango comprendido entre 7.0
y 8.0 mientras que el pH optimo para la desnitrificacion estd proximo a la neutralidad,

ligeramente alcalinos (7.0-8.5) aunque el valor varia con la especie (Thomas et al., 1994).

Otro de los parametros controlados en el proceso fue la concentracién de oxigeno

disuelto en cada una de las columnas del reactor biolégico.

100 % Recirculacion 200 % Recirculacion 250 % Recirculacion

Oxigeno Disuelto mgO2/I

I
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Figura 7.21.- Variacion del oxigeno en el sistema de lechos sumergidos para las
recirculaciones ensayadas: 100, 200 y 250%.
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El oxigeno disuelto en la entrada fue muy alto con valores medios de 4.8 £1.5
mgO0,/l, debido principalmente a la captacion de oxigeno en los bombeos y por la
agitacion del influente. Esta circunstancia provocé como se observa en la figura 7.21 una
alta concentracion de oxigeno en la salida de la zona andxica con valores medios de
1.540.7 mgO,/l, sin embargo el principal aporte de oxigeno a la columna anoxica
procedi6 del aporte de agua recirculada, cuyos valores medios fueron de 7.4+1.0 mgO,/1.
Estas concentraciones de oxigeno disuelto dificultaron la eliminacién de nitrogeno, via
desnitrificacion (Thauer et al., 1977; Davies, 1989; Braun and Zumft, 1992, etc), por lo
que ¢l rendimiento del proceso no fue del todo satisfactorio. Si se observa la figura 7.21
el oxigeno disuelto es consumido en gran parte en columna anoxica, con toda
probabilidad por la oxidacién de la DQO (figura 7.23). La posterior inyeccion de aire a
través de la columna aireada volvié a incrementar la concentracion de oxigeno disuelto

permitiendo el proceso de nitrificacién como refleja la figura 7.25.

La alta concentracién de oxigeno disuelto en el agua recirculada se vi6 favorecida
por la posicién que el tubo de recogida de esta agua tenia en la columna aireada. Su
posicion justo en el limite superior de la 1dmina de agua, alli donde las burbujas de aire de
proceso “rompian”. Se observo que esta circunstancia provocaba la entrada de aire en el
conducto destinado a transportar el agua de recirculacion, y de esta manera provocd un

mayor aporte de oxigeno a la columna andxica.

La figura 7.22 muestra los valores de concentracion de nitrogeno total en los
distintos puntos de muestreo asi como los rendimientos para las recirculaciones

ensayadas.

La concentracion media de entrada de nitrogeno se situé en 260.0+33.6 mg/l,
manteniendo una relacion DQO/N,, de 6.2 0.3, valor aceptable para eliminar nitrogeno
mediante procesos de nitrificacion-desnitrificacion. Tseng et al., (1997) obtuvieron la
desnitrificacion casi completa a partir de relaciones entre la DQO/N,q.; superiores a 5.3
utilizando como sistema el tratamiento de fangos activos. Para otros autores (Rogalla and

Bourbigot, 1990; Chiu et al., 1996) la relacion minima requerida para una desnitrificacion
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efectiva en procesos de biofiltros andxica-Oxica estd entre 5 y 6. Otros autores como
Punzaba et al., (2001), consideran que la desnitrificacion mediante procesos simultaneos
de nitrificacion-desnitrificacion en biofiltros es mas dependiente de la concentracion

oxigeno disuelto que de la relacion C/N.
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Figura 7.22.- Variaci6n del nitrégeno total en el sistema de lechos sumergidos para las
recirculaciones ensayadas: 100, 200 y 250%.

Como muestra la tabla 7.6, los rendimientos de eliminacion de nitrégeno fueron
semejantes no existiendo diferencias estadisticamente  significativas para las
recirculaciones ensayadas, oscilando en tomo al 40%, valor muy por debajo de los
rendimientos esperados. Los valores alcanzados en el agua de salida siempre superaron
los 100 mg/l. Estos bajos rendimientos pudieron ser atribuidos por un lado a la alta
oxigenacion existente en la columna andxica causada por la elevada concentracion de
oxigeno disuelto en la recirculacion e influente y que afectd considerablemente a la
desnitrificacion. De todos es bien conocido que la mayoria de las bacterias
desnitrificantes en presencia de oxigeno prefieren recurrir a este aceptor de electrones en
lugar de nitrato como aceptor ultimo. Distintos trabajos realizados (Wild et al., 1995;
Komaros and Lyberatos, 1998; Oh and Silverstein, 1999, etc) demuestran una
disminucion en los ratios de desnitrificacion incluso a muy bajas concentraciones de
oxigeno disuelto. Esencialmente en estos trabajos todas las etapas de la desnitrificacion se

vieron afectadas incluso a diferentes extensiones.
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Tabla 7.6.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento en nitrogeno total del sistema para
las recirculaciones ensayadas: 100, 200 y 250%.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl.  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Rendimiento Nitrogeno 2 11.8741 5.93704 0.04 0.9639

Total

47

41

38

Rendimiento %

35

|

100 200 250

Recirculacion ®e

Medias e Intervalo de Confianza al 93.0 %o

La figura 7.23 muestra los valores de D.Q.0. a lo largo del lecho inundado.

reflejando que la eliminacion principal de la materia reductora se produjo en el lecho

andxico con diferencias estadisticamente significativa (Tabla 7.7) con relacion a la

columna aireada, con valores medios de reduccion del 42% y 19% respectivamente con

respecto a la concentracion en la zona de mezcla. Esa mayor reduccion de la DQO en la

columna anéxica se vié favorecida por la altas concentraciones de oxigeno disuelto. En

contrapartida este oxigeno disuelto influy6 negativamente en el proceso de eliminacién de

nitrogeno por desnitrificacion.
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Figura.7.23.- Variacién de la DQO en el sistema de lechos sumergidos para las recirculaciones

ensayadas: 100, 200 y 250%.
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Tabla 7.7.- Anélisis estadistico realizado para el rendimiento en DQO en las columnas anoxica y
oxica para las recirculaciones ensayadas: 100, 200 y 250%.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Rendimiento DQO 1 9018.88 9018.18 13.83 0.0004
para ambas columnas
del sistema

El analisis estadistico (Tabla 7.8) refleja que las recirculaciones ensayadas
influyen estadisticamente en el redimiendo en eliminacién de la DQO del sistema,
ajustandose perfectamente (r*=0.999) a un comportamiento polinomial (Figura 7.24).
Mayores recirculaciones internas suponen aumentar la eliminaciéon de la DQO del

influente tratado, debido al aumento del tiempo de contacto del contaminante con la

biopelicula.

Tabla 7.8.- Andlisis estadistico realizado para el rendimiento en DQO del sistema para las
recirculaciones ensayadas: 100, 200 y 250%.

Analisis de la Varianza

Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Rendimiento DQO 2 786.229 293.115 12.02 0.0001

Medias e Intervalo de Confianza al 95%
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—
s e
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Recirculaciones %

Figura 7.24.- Ajuste del rendimiento de la DQO en relacién a las recirculaciones ensayadas.
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Figura.7.25 - Variacion del nitrato en el sistema de lechos sumergidos para las recirculaciones
ensavadas: 100. 200 v 250%.

La baja concentracion de DQO en la entrada de la columna aireada,
concentracion que fue disminuyendo de forma inversa a la concentracion de nitrato a la
salida de la columna aireada, y la alta concertacion de oxigeno disuelto pudo favorecer el
proceso de la nitrificacion: la formacion de nitrato en la columna aireada superd la
concertacion media de 200 mg/l como se refleja en la figura 7.25. Como se puede
observar en el Test de minimas diferencias significativas (Figura 7.26), el aumento de la
recirculacion favorecié la formacién de nitrato en la columna aireada con diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) para las recirculaciones ensayadas. La
concentracion de nitrato formado se mantuvo e incluso aument6 a la salida de la columna
no aireada corroborando los resultados anteriores que indicaron la baja actividad
desnitrificante en dicha columna y la alta concentracion de oxigeno disuelto.

Medias e Intervalo de Contianza al 93%¢
250
200 I I
50 I

100 200 250

Nitratos mg/l
2

Recirculacion o

Figura 7.26.- Test de minimas diferencias significativas para la formacion de nitratos en la
columna aireada con relacion a las recirculaciones ensayadas.
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Para comprobar la hipétesis repetida de que los bajos rendimientos en la
eliminacion de nitrogeno del sistema pudieron ser atribuidos a la alta oxigenacion, y con
el fin de minimizar dicha oxigenaciéon principalmente en la columna no aireada, se
realizaron diferentes cambios en el sistema de agitacion para homogeneizar la entrada del

influente y en la recirculacion interna del filtro sumergido, que consistieron en:

1. Se coloco la toma de agua de la recirculacion a 5cm del nivel de salida de la
columna aireada para impedir, como ya se ha comentado, la entrada de aire al
“romper la burbuja” justo en la posicion del tubo de toma de agua de
recirculacion. El agua se paso directamente a recircularla sin pasar por ningun
deposito. Con esta medida se impidi6é también introducir aire y asi aumentar el

oxigeno disuelto en el conducto del agua de recirculacién.

2. Se pasé de la agitacion mediante hélice, que daba lugar a valores de oxigeno
disuelto de 4.8+1.4 mg O,/1. a una agitaciéon mediante un bombeo interno que

mantenia el agua sin aportar oxigeno disuelto.

Hay que indicar en este punto de la investigacion que las caracteristicas del
efluente suministrado por la empresa DSM Deretil sufrieron variaciones de
concentraciones debido a los cambios que se produjeron en los procesos de la planta de
Villaricos. En esta parte de la fase y con el nuevo efluente de Deretil la concentracion
media de los valores de entrada del influente fueron: 3800+500 mg O/1 para la DQO,
360130 mg/l de Nrow y 840+140 mg/l de fenol. Estas concentraciones mas clevadas
permitieron observar el comportamiento del sistema frente aumentos de cargas

contaminantes.

Una vez realizadas la pertinentes modificaciones, se comenzo a trabajar
aumentando el caudal de recirculacion del agua de salida hasta 300% para observar mejor
las diferencias estadisticas y seguir estudiando la influencia de la variable recirculacion
interna sobre el sistema. Los analisis estadisticos comparativos se haran con referencia a

la recirculacion 250%
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Como refleja la figura 7.27 las modificaciones realizadas a la planta permitio
disminuir la concentracion media oxigeno disuelto del agua de recirculacion de 7.4+1.0
mg0,/l a 4.6+0.2 mgO,/], la concentracion media de oxigeno disuelto del influente se
redujo de 4.8 £0.2 mgO,/1 a 2.5+0.3 mgO,/1, consiguiéndose de esta manera pasar a una
concentracion media final en la salida de la columna anoxica de 1.5£0.7 mgO,/l a
0.2+0.05 mgO/1.

Oxigeno Disuelto mgO2/l
w

—E S R SR R e B
0 T T “| T T T ———

(o} 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (Dias)

—&—Entrada (E) —& — Salida Columna Andxica (100D) —#&— Salida (Sal)

Figura 7.27.- Variacién del oxigeno disuelto en el lecho inundado para la recirculacién de 300%.

Con estas reducciones de concentracién de oxigeno a lo largo de la columna se

obtuvieron los siguientes resultados:

El rendimiento medio de eliminacion obtenido para la DQO fue del 86.4%, con
un valor medio de salida 519167 mgO,/1. Este porcentaje fue superior al obtenido en los
ensayos anteriores, sin embargo la concentracion media en el agua tratada fue superior
pudiendo ser atribuido principalmente al incremento en la carga contaminante, que para

este ensayo fue superior al doble de la ensayada con el anterior efluente.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 7.9) en el
comportamiento en eliminacion de DQO para la columna anédxica y oOxica, con
rendimientos del 29+9.6 y 44+8.7 respectivamente. Esto supuso una concentraciéon media

de salida de la columna anéxica de 990+220 mgO,/1 (figura 7.28).
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Figura 7.28.- Variacion de la DQO en el lecho sumergido para la recirculacion ensayada de 300%.

Consecuencia de este comportamiento fue una alta concentraciéon de DQO en la
columna aireada que dificulté el proceso de nitrificacion, como se puede apreciar en la
figura 7.30, una considerable concentracion media de amonio de 110 mg/l. Altas
concentraciones de DQO afectan potencialmente a la nitrificacion, al estimular el
crecimiento heterétrofo de las bacterias las cuales compiten con las bacterias nitrificantes
quimilitotréficas por sus substratos basicos, amonio y oxigeno (Sharma and Ahlert,
1977). Hanaki et al., (1989) investigando la nitrificacion en fangos activos observaron
una disminucion moderada en la nitrificacion para concentraciones de DQO entre 160 y
500 mgO,/1. encontrando para concentraciones superiores a 1000 mgO,/1 de DQO una

paralizacion de la nitrificacion casi completa.

Tabla 7.9.- Anilisis estadistico realizado para el rendimiento en DQO con respecto las columna
anoxica y oxica para la recirculaciones de 300%.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Rend. DQO 1 1966.37 1966.37 23.24 0.0000

Hay que indicar que la alta concentracion de DQO a la entrada de la columna

aireada unido a la presencia de oxigeno favoreci6 en la parte inferior de dicha columna un
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fuerte atasco producido por un crecimiento considerable de la biopelicula, que dificult6
los flujos de agua en el sistema. La incorporacion de agua y aire de forma individualizada
en el sistema de lavado y las pautas de lavado consiguieron mejoras considerables:
reducir y romper la oclusién de la biopelicula en la zona inferior de la columna aireada y
aumentar los ciclos de lavado que pasaron de 2-3 dias a 4-5 dias. La utilizacién conjunta
de aire de lavado y agua tratada, puede reducir en un 20 % aproximadamente el consumo

de agua con relacion al lavado sélo con agua (Metcalf and Eddy, 1995).

La figura 7.29 muestra los rendimientos en eliminacion de nitrégeno total, los
cuales alcanzaron un valor medio del 51.2%, registrandose en la salida valores medios de
176428 mg/l (165427 mg/l de NO5, 5337 mg/l de NO;, 109+19 mg/l de NH,"). Este
rendimiento super6 al obtenido en fases anteriores, sin embargo la concentracion en el
agua tratada fue superior, consecuencia del aumento de concentraciones en €l nuevo

influente.

N total mgl/l

50
0 T T T T T T T T T T T T ¥ 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo (Dias)
—— Entrada (E) —i— Salida Columna Andxica (100D)
—— Salida (Sal) -~ Mezcla (MD)

Figura 7.29.- Variacion del nitrégeno total en el lecho sumergido para la recirculacion
ensayada de 300%.
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Tabla 7.10.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento en nitrégeno total del sistema para
las recirculaciones ensayadas: 250 y 300%.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Rend. Nitrogeno Total 1 624.857 624.857 8.85 0.0078

En este ensayo se apreciaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
para el rendimiento en nitrégeno total del sistema para las recirculaciones ensayadas: 250
y 300%, mejorandose el rendimiento conforme se aumentd el caudal de recirculacion
(Tabla 7.10). La mejora en la oxigenacion del sistema y principalmente en la columna
anbxica y el aumento en la recirculacién permitieron esta diferencia significativa. Se
puede considerar que un incremento en el tiempo de retencion en la columna anéxica
mejora los rendimientos en eliminacion de nitrogeno. Ahora bien, como refleja la tabla
7.11, no existieron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la eliminacion
de nitrogeno para las columna andxica y 6xica, lo que indicé que dicha reduccion en
nitrégeno se debid principalmente a la via asimilativa, ¢ indudablemente en la columna

aireada.

Tabla 7.11.- AnAlisis estadistico realizado para el rendimiento en nitrégeno total con respecto a las
columnas del sistema para la recirculacion de 300%.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Rend. Nitrogeno Total 1 0.657472 0.657472 0.02 0.8864

Los resultados obtenidos en la figura 7.30 mostraron como en la columna anéxica
todo el nitrito desaparecia mientras la concentracion de nitratos a la salida de la columna
sigui6 siendo elevada pudiendo ser atribuido este hecho a la presencia de oxigeno disuelto
a lo largo de la columna. Mientras en la columna aireada la concentracién de nitritos
aument6 significativamente pudiendo indicar una nitrificacion incompleta afectada por la
entrada excesiva de DQO. Igualmente se observa en la misma figura que la concentracion

de amonio en la salida del sistema sigui6 siendo elevada con valores medios de 110 mg/1
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muy por encima del cumplimiento de la legislacion, mostrando también una nitrificacion

parcial.
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Figura 7.30.- Variacién del nitrato, nitrito y amonio en el lecho sumergido para la
recirculacion ensayada de 300%.

Como muestra la figura 7.31, los compuestos fenélicos presentes en el influente
mostraron una concentracion media de entrada de 837+137 mg/l descendiendo a su salida
hasta 120450 mg/l., suponiendo unos rendimientos globales del 85% aproximadamente.
En este caso, fue la columna anéxica donde se aprecié el mejor rendimiento en
eliminacién de estos compuestos con diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la columna aireada (Tabla7.12), lograndose descender hasta una concentraciéon
media de 129463 mg/l, con un rendimiento medio del 46%, minimizando asi su efecto
toxico en la nitrificacion. Los valores de salida siguieron siendo elevados si lo

comparamos con los limites recogidos en la normativa vigente.
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Figura 7.31- Variacién de la concentracion de fenol y rendimientos en el lecho inundado

para la recirculacion ensayada de 300%.

Tabla 7.12.- Andlisis estadistico realizado para el rendimiento en fenol con respecto a las
columnas del sistema para la recirculacion de 300%.

Anilisis de la Varianza
Fuente de variacion gL Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Rend. Nitrégeno Total 1 3477.92 3477.92 20.32 0.0001

7.3.4.- Conclusiones.

En esta segunda fase las conclusiones previas obtenidas son las siguientes:

Las recirculaciones ensayadas influyeron en la eliminacion de DQO y nitrégeno

total del sistema, de forma proporcional; un aumento en la recirculacion implica

mejorar los rendimientos del sistema en la reduccion de dichos parametros.

nitratos siguieron siendo elevadas a la salida de la columna andxica.

Con el nuevo efluente de Deretil las concentraciones tanto en DQO como en
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3. La concentracién de fenol, DQO, amonio y nitrato en la salida del sistema
seguian siendo elevadas para lo que se podia esperar tedricamente, siendo

necesario mejorar el proceso y el sistema.

7.4.- 3* FASE DE LA INVESTIGACION A ESCALA DE LABORATORIO.

Con el fin de comprobar la hipétesis del bajo tiempo de retencion hidraulico en la
columna andxica que afecté tanto al rendimiento del sistema en la eliminaciéon de DQO
como de nitrégeno se cambid la estructura de esta columna, inicialmente igualando el
diametro con el de la columna aireada para conseguir mayor volumen vy
consecuentemente para un mismo caudal un aumento en el tiempo de retencion hidraulico
y disminucioén de la carga hidraulica. Ademas se modificé el material constructivo de
ambas columnas, empleando metacrilato en lugar de PVC. Esto permiti6 ver el interior de
las columnas pudiendo observar el crecimiento de la biopelicula. De esta manera se
consigui6 una relacion entre el volumen de la columna anéxica y aireada de 0.8, superior
a lo especificado por Hernandez (1997) para procesos de nitrificacion-desnitrificacion en
fangos activos. Con estas consideraciones se inicidé una 3* fase de la investigacion de

choque.

7.4.1.- Descripcion de la planta a escala de laboratorio.

A la vez que se considerd el aumento de volumen de la columna andxica se
plante6 la posibilidad de seguir reduciendo el oxigeno disuelto procedente del agua de
recirculacion y favorecer asi la desnitrificacion. Para reducir el oxigeno disuelto puede
utilizarse sustancias quimicas como sulfito sodico, hidracina, tanato sodico. El mas
utilizado es el sulfito sodico, necesitandose 7.88 gramos por gramo de oxigeno disuelto
(Degremont, 1979). Para la escala en la que se trabajo la investigacion en esta fase,
supondria adicionar una cantidad tan pequefia de sulfito que implicaria problemas
técnicos que dificultaria el manejo del sistema, sin olvidar con vistas a mayores escalas de

planta un mayor coste de explotacion.
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Otra posibilidad que se consideré fue aumentar la altura del relleno en la

columna, consiguiéndose de esta manera poner parte
del lecho en contacto con el oxigeno disuelto para que
sea consumido por los microorganismos y por la
oxidacion de parte de la materia reductora existente en
el influente, quedando el resto del lecho en
condiciones anoxicas que favorecen la desnitrificacion.
Condiciones estas que pueden favorecer el proceso de
desnitrificacién en dicha columna conforme a Lie y
Welander (1994) que consideran que se obtiene una
desnitrificacion completa en ausencia de oxigeno
disuelto. Esta alternativa introduce menos variables al
conjunto del manejo del sistema con respecto a la
anterior iniciativa. Si supondria inicialmente un

aumento en los costes de primera inversion.

Figura 7.32.- Aspecto de las nuevas
columnas fabricadas en metacrilato.

De esta manera la modificacion estructural de la planta y mas concretamente de la

columna anéxica consisti en aumentar la altura de relleno a 1.2 metros y el didmetro

interno a 15 cm, es decir, una columna idéntica a la columna aireada, de esa misma

manera todos los equipos, piezas, etc son idénticas con el consiguiente ahorro y

flexibilidad de funcionamiento. Con esta nueva configuracion y teniendo en cuenta que el

aumento de altura seria una prolongaci6n de la fase nitrificante (presencia de oxigeno y

formas nitrogenadas reducidas) el volumen dedicado a la nitrificacién representaria el

60% y el 40% para la desnitrificacion. Esta misma relacién entre nitrificacién y
desnitrificacion fue ensayada por Grum ef al., (1999) en sistemas de biofiltros. La figura

7.32 refleja el nuevo aspecto de las columnas y sistema. Todo el sistema se ajusto al

esquema de la figura 7.33.
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Figura 7.33.- Esquema de la planta a escala de laboratorio tras las modificaciones de utilizada en la
fase 3.

Se siguieron tomando las muestras de los mismos puntos y con las mismas
frecuencias. Bajo este contexto se comprobé con relacién a la fase anterior el

comportamiento del sistema a variaciones de carga hidraulica y tiempo de retencion.

7.4.2. Variables y parametros.

Las variables que se fijaron y controlaron en el sistema fueron:

Carga hidraulica referida a la superficie de la columna anéxica, cargas volimicas
y tiempo de retencion hidraulico teniendo en cuenta el volumen de ambas columnas,
caudal de aire de proceso y caudal de recirculacién. Con estas variables se comprobo si
un aumento en el tiempo de retencion hidraulico aumenta de forma significativa los
rendimientos totales de los parametros ensayados del sistema utilizado para el tratamiento

del influente industrial.
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Los parametros a los cuales se les hizo un seguimiento fueron:

Sobre el influente de entrada (E), entendiéndose como tal la dilucion 1/30 entre el
efluente de DERETIL S.A. y el agua de mar tras pasar por la bomba peristaltica, se

analizaron:

Las concentracion en nitrogeno total, DQO, fenol, NOs, NO;,, NH," asi como pH
y oxigeno disuelto, que informaron de las cargas contaminantes que el sistema tuvo que
soportar, de la homogeneizacion de la mezcla y referencia para determinar los

rendimientos totales de los parametros analizados.

Sobre el agua residual industrial tras pasar por el lecho no aireado (120D) se

analizaron:

La concentracion en nitrogeno total, DQO, fenol, NO; NO,y NH," para
determinar la participacion de la microbiota presente en dicho lecho en la eliminacion de
estos parametros y como indicadores de la transformacion en las formas de oxidacion del
nitrogeno y control del proceso de desnitrificacion. Se midieron el pH y oxigeno disuelto

que influyen en el proceso biologico de nitrificacion.

Sobre el agua residual industrial tratada (SAL) se analizo:

Las concentraciones en nitrogeno total, DQO, fenol, NO; NO,y NH," para
obtener los rendimientos totales del sistema de éstos parametros y comprobar el grado de
cumplimiento normativo. También se midieron el pH y oxigeno disuelto para controlarlos
en el agua tratada de recirculacion que influyen de forma importante en el proceso

biologico de desnitrificacion.

Sobre la zona mezcla (MD), es decir, zona donde se mezclan el influente y agua

de recirculacion que coincide con la parte superior de la columna no aireada se
analizaron:
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Todos los parametros anteriores, nitrogeno total, DQO, fenol, NO; y NH,', para
conocer las concentraciones y cargas contaminantes reales que soportd la columna

andxica y poder determinar los rendimientos en dicho columna.

7.4.3.- Resultados y Discusion.

Las condiciones de trabajo para esta fase fueron las siguientes: un caudal de
entrada de 12 V/dia (Carga hidraulica =0.7 m*/m’dia), carga contaminante de nitrogeno de
0.2 Kg/m’dia, tiempo de retencién hidraulico de aproximadamente 36 horas divididas en
18 horas para cada columna, y se mantuvo la recirculacion interna en 300 % asi como las

concentraciones de los distintos parametros.

Con las modificaciones realizadas en la planta y principalmente sobre la columna
anoxica, aumento de la altura y volumen, con objeto de favorecer las condiciones
andxicas y consecuentemente la desnitrificacion, se muestreo en funcion de la altura la
concentracion de oxigeno disuelto. Se observo que a partir de los primeros 25 ¢m de la
columna andxica la concentracion de oxigeno disuelto fue de 0.1+0.05 mgO,/1, y bajo

estas condiciones se obtuvieron los siguientes resultados.

Los rendimientos en DQO (figura 7.34) sufrieron un incremento estadisticamente
significativo (Tabla 7.13) en relacién a la fase anterior (p<0.05) incrementandose hasta un
valor medio de 90+1.2% con concentraciones medias de salida de 33037 mg/l, valor que
se enmarca por debajo de los limites permitidos por la legislacion para su vertido en zona
litoral andaluza. La eliminacién de la DQO se produjo aproximadamente por igual en
ambas columnas del sistema, sin existir diferencias significativas y siguiendo un
comportamiento similar a la fase anterior. Como se observa en la figura 7.34 la
concentracion en DQO de salida de la columna andxica descendio, debido al aumento en
el tiempo de retencion conseguido por los cambios realizados al sistema, a saber, el

aumento de volumen de relleno de dicha columna y disminucién de carga hidraulica.
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Figura 7.34.- Variacion de la DQO en el lecho sumergido para las condiciones de trabajo
de la 3? fase de investigacion.

Tabla 7.13.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento en DQO del sistema para la
recirculacion ensayada de 300% en la fase 2* y 3°.

Andlisis de la Varianza
Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-caiculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
_ p<0.05
Rendimiento DQO 1 124.021 124.021 12.59 0.0017

para Fase 2° y 3°

El rendimiento en nitrogeno total también se vié favorecido (figura 7.35),

alcanzando el 78% con valores medios de salida de 75.9+7 mg/l (211.6 mg/l de NOs, 4.6
mg/l de NO-". 20.2 mg/l de NH,").
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Figura 7.35.- Variacion del nitrogeno total en el lecho sumergido para las condiciones de
trabajo de la 3* fase de investigacion.
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Tabla 7.14.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento del nitrégeno total del sistema para
la recirculacion ensayada de 300% en la fase 2° y 3°.

Analisis de la Varianza
Fuente de variaciéon gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Rendimiento N total 1 4586.18 4586.18 140.86 0.0000

para Fase 2%y 3*

Como se especifica en la tabla 7.14 existieron diferencias estadisticamente
significativas para el rendimiento de nitrogeno total para la fase 2 y 3 para una
recirculacion del 300%. Es mas, se consiguié un rendimiento global por encima del
rendimiento tedrico para la eliminacion de nitrogeno mediante un proceso de
nitrificacion-desnitrificacion siguiendo un esquema de pre-desnitrificacion. Ese elevado
rendimiento puede ser atribuido a la asimilacion del nitrogeno por parte de la biomasa
nueva que debio formase en el relleno que se afiadié para aumentar el volumen de la
nueva columna andxica. Otras posibles causas de estos valores en el rendimiento global
de eliminacion de nitrogeno puede ser la volatilizacion del amonio (Liang et al., 2000), la
adsorcion en la biopelicula debida a la presencia de diferentes grupos polares (Nielsen,
1996) o mediante una nitrificacién-desnitrificacién simultanea en la columna aireada
(Menoud et al., 1999). Ninguna de estas posibles causas se corrobora en estos estudios,
asumiendo una eliminacion de nitrégeno por procesos diferentes a los establecidos en el

sistema propuesto.

Como se puede apreciar en las figuras 7.36, donde se representan las variaciones
de las concentraciones de nitrato, nitrito y amonio, €l principal compuesto de nitrégeno
analizado presente en el agua tratada fue el nitrato, con concentraciones medias de
211£16 mg/l, mientras que el amonio tuvo valores inferiores a 20 mg/l con unos
rendimientos medios de eliminacion de amonio del 81%. Rosa et al, (1998) con un
tiempo de retencion de 15 horas, obtuvieron la eliminacién de amonio en un 94% para un
agua sintética con una concentracion en NaCl del 50% mediante filtros sumergidos

aireados.
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Figura 7.36.- Variacion del nitrato. nitrito v amonio en el lecho sumergido para la recirculacion
ensavada de 300% en la fase 3" de la investigacion.

Las altas concentraciones de nitrato y baja concentracion de amonio, acompaiiado
con la escasa presencia de nitrito pusieron de manifiesto una buena fase de amonificacion
y nitrificacion en la columna aireada. En cambio, la concentracion de nitrato a la salida de
la columna anéxica indicé que la desnitrificacion seguia sin ser completa. No obstante
cierta concentracion de DQO fue detectado en la salida de la columna anédxica, valores
medios de 767467 mgO,/1. Valor éste que parecid ser insuficiente para conseguir una
eliminacién completa del nitrato procedente de la nitrificacion. Se puede atribuir a la
presencia de materia reductora de dificil degradacion o bien por falta de tiempo de
contacto entre la DQO y la microbiota.

Asumiendo que la relacion DQO/Fenol es de 2.38, obtenida de forma
experimental, indicaria que para la concentracion media de fenol en la salida de la
columna anoxica que fue de 292 mg/1 (figura 7.37) la DQO estimativa es de 694 mgO,/1,
muy proxima a la DQO de salida de dicha columna. Esto puede corroborar, lo
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anteriormente comentado, que parte de la DQO es debida a presencia de polifenoles de
dificil degradabilidad, implicando una proporcion de DQO que dificilmente aportara

materia organica necesaria para la desnitrificacon.

Con respecto al amonio, éste se incrementd en la fase andxica indicando la
existencia de procesos de amonificacion, mientras que en la columna aireada fue
ampliamente oxidado (nitrificacion), dando lugar a altas concentraciones de nitrato y
bajas de nitrito, lo que confirmé un buen proceso nitrificante, ya descrito, a pesar de la
considerable concentracion de DQO en la columna aircada que pudo afectar a la
nitrificacion. Se puede volver a plantear la dificultad de oxidacion del remanente de DQO
que pudo favorecer la actividad de los nitrificantes quimiolitotroficos con respecto a la

microbiota heterotréfica (Sharma and Ahlert, 1977).

La concentracion de fenol, descendié en este ensayo hasta un 90% (figura 7.37),
quedando en la salida 78+12 mg/l de media, con diferencias estadisticamente
significativas con relacion a la fase anterior, como se indica en la tabla 7.15 justificando
la influencia de las variables ensayadas sobre la eliminacion de los fenoles del sistema, es
decir, una disminucion el la carga hidraulica y aumento del tiempo de retencion
hidraulico favorece la eliminacién de los compuestos fendlicos. Esto permitié disminuir a
292+30 mg/l la concentracion de fenol aportada a la fase anéxica, en la que apenas se
eliminaba, mientras que en la fase oxica si descendié de forma considerable.
Comportamiento éste diferente al ocurrido en la fase anterior. Posiblemente atribuido a
las mejoras en la oxigenacion del sistema, mas concretamente a la disminucion de la

concentracion de oxigeno disuelto conseguida en la columna andxica.

La degradacion de compuestos polifendlicos e hidrocarburos aromaticos
presentan mejores rendimientos en condiciones dxicas que si se realizan en condiciones
anoxicas (Heider et al., 1999; Widdel, 2001). A pesar de estos buenos rendimientos
obtenidos, se precisaba descender aun mas el valor de los polifenoles para ajustarlos a las

exigencias legislativas.
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Figura 7.37 - Variacion del fenol en el lecho sumergido para la recirculacion ensayada de 300% en
la fase 3" de la investigacion.

Tabla 7.15 - Analisis estadistico realizado para el rendimiento del fenol del sistema para la
recirculacion ensavada de 300% en la fase 2" v 3"

Analisis de la Varianza
Fuente de variacién gl.  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Rendimiento en fenol 1 227.557 227.557 23.64 0.0001

para Fase 2%y 3*

Los lavados en esta fase se realizaron cada 5-6 dias. El aumento en dias de los
ciclos de lavado fue muy considerable con respecto a la anterior fase, esto fue posible
gracias a la mejoras en el sistema de lavado y a la disminucion de la carga contaminante o

carga hidraulica que pasé de 3.1 m*/m’ dia a 0.7 m*/m’ dia.

7.4.4.- Conclusiones.

Tras el analisis de los resultados se obtuvieron para esta fase las siguientes

conclusiones:

1. La menor carga hidraulica con respecto a la fase anterior y por consiguiente el
aumento en el tiempo de retencion hidraulico influy6 en los rendimientos del
sistema conseguido mejorarlos de forma significativa con relacion a la anterior

fase, sobre todo en eliminacion de nitrégeno.
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2. De igual modo, bajo estas condiciones se mejoraron de forma significativa los
rendimientos medios en eliminacion de DQO y compuestos fenolicos.

3. Los procesos de amonificacion y nitrificacion en la columna aireada fue casi
completa; un 5% del nitrégeno total de salida del sistema no se analizo6 en su
estado de oxidacion maxima, nitrato. En cambio, en la columna andxica el
proceso de desnitrificacion se mejord con respecto a la fase anterior pero siguid
siendo incompleta.

4. La planta y en consecuencia el sistema comenzé a permitir el control de las
variables y asi influir en los rendimientos del proceso de nitrificacion-

desnitrificacion.

7.5.- 4* FASE DE LA INVESTIGACION A ESCALA DE LABORATORIO

En esta fase se comprob6 como el sistema se vio afectado al cambiar la carga
hidraulica por el aumento del caudal hasta 18 V/dia, por lo que la carga hidraulica pasé de
0.7 a 1 m*/m’ dia y por consiguiente la carga contaminante de nitrogeno paso6 de 0.2 a2 0.3
Kg/m’dia. El tiempo de retencion hidraulico teérico quedo en 24 horas divididas en 12
horas para cada columna. La planta y sistema no sufrid ningiin cambio al igual que la
recirculacion interna que se mantuvo a 300 % y las concentraciones de los distintos

parametros.

7.5.1.- Descripcion de la planta a escala de laboratorio.

Puesto que la planta y sus dispositivos permitieron en la fase anterior el control
del proceso llevado a cabo en el sistema obteniéndose rendimientos acordes con lo
esperado, en esta fase se utilizo la planta a escala de laboratorio sin modificacion alguna a

la descrita en el ensayo precedente a esta 4° fase.

De igual manera los puntos de muestreo y frecuencia de los mismos quedaron

fijos con relacion a la fase anterior.




Investigacion de Choque

7.5.2. Variables y parametros.

Las variables y parametros controlados se mantuvieron en relacién a la fase 3 de
esta investigacion. La unica modificacion fue la variacion de la carga hidraulica pasando

de 0.7 a 1 m*/m” dia.

7.5.3.- Resultados y Discusion.

En este caso los rendimientos en DQO (figura 7.38) fue semejante a la fase
anterior (90%) con valores medios de salida de 328+65 mgO,/l, pudiendo indicar la
presencia de una cantidad de materia reductora de dificil degradabilidad para los tiempos
de retencidn hidraulica ensayadas en las distintas fases. En el test Anova el valor obtenido
para el p-valor fue de 0.9698 corroborando la igualdad entre los rendimientos, sin existir
diferencias estadisticamente significativas para ambas fases. Como muestra la tabla 7.16
existio diferencias estadisticamente significativa en la reduccion para este parametro en
funcién de las columnas del sistema, siendo la columna aireada donde se obtuvo los
mejores rendimientos con valores medios del 60%. Sigui6 siendo importante la

concentracion de DQO de salida en la columna anéxica.
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Figura 7.38.- Variacion de la concentraciéon de DQO y rendimientos en el lecho
sumergido para la carga hidraulica ensayada en la fase 4* de la investigacion.
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Tabla 7.16.- Andlisis estadistico realizado para el rendimiento de la DQO para las columnas del
sistema para la recirculacion ensayada de 300% en la fase 42,

Analisis de la Varianza

Fuente de variacion  g.l. Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion

p<0.05

Rendimiento en DQO 1 7478.67 7478.67 100.69 0.0000

para ambas columnas.

En el caso de la eliminacion de nitrégeno total, no sucedié lo mismo, el
rendimiento medio descendi6 hasta el 62% (figura 7.39) registrandose en la salida valores
de 148+27 mg/I1.
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Figura 7.39.- Variacién de la concentracion de nitrégeno total y rendimientos en el lecho
sumergido para la carga hidrdulica ensayada en la fase 4° de la investigacion.

Tabla 7.17 -Anélisis estadistico realizado para el rendimiento de nitrégeno total del sistema para
las fases 3%y 4%,
Andlisis de la Varianza

Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Rend. del nitrégeno 1 2199.29 2199.29 65.46 0.0000
total para fase 3%y 42

*'\—__“_
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Como refleja la tabla 7.17 existen diferencias estadisticamente significativas para
los rendimientos en nitrogeno total para la fase 3* y fase 4* de la investigacion, siguiendo
con un comportamiento negativo es decir, el aumento de la carga hidraulica y por
consiguiente descenso del tiempo de retencion implicé una disminucion significativa en

la eliminacién de nitrogeno por parte del sistema.

La presencia de nitrito (Figura 7.40) y nitrogeno organico fue casi despreciable
con alta concentracion de nitrato, lo que indicé una buena amonificacion y nitrificacion,
completa en su fase I y I, en la columna aireada. La concentracion media de amonio en

dicha columna fue de 54+20 mg/] superior a la obtenida en la fase anterior que fue de
2046 mg/l.

En cambio, como refleja la figura 7.40, la eliminacién de nitrato en la columna
anoxica fue inferior a la fase anterior a pesar del remanente de la DQO a la salida de
dicha columna, posiblemente afectada por la disminucién en el tiempo de retencion
hidraulico en cerca de 6 horas, un 30% menos. Todo ello, implicé que en la columna no
aireada el proceso de desnitrificacion fuese incompleta confirmando con la fase anterior
la fuerte influencia del tiempo de retencion hidraulico sobre el proceso de desnitrificacion

para el efluente que se trato.
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Figura 7.40.- Variacion de las concentraciones de amonio, nitrato y nitrito en el lecho
sumergido para la carga hidraulica ensayada en la fase 4° de la investigacion.

El rendimiento en eliminacién de fenol también fue irregular, sufriendo un
descenso en su valor medio, no siendo éste estadisticamente significativa (Tabla 7.18)
con respecto a los rendimientos obtenidos en la fase 3 de esta investigacion. Como se
observa en la figura 7.41 el descenso fue considerable en los primeros dias (64%),
volviendo a incrementarse hasta el 92% (figura 7.41) para obtenerse un valor medio del
84+14 mg/l. Bajo esta circunstancia los valores de salida siguieron excediéndose de los
limites permitidos. El comportamiento de eliminacion fue similar a la fase anterior donde
la mayor reduccion de polifenoles se consigui6é en la columna aireada, confirmando la

hipétesis esgrimida, la eliminacion de polifenoles se ve favorecida en condiciones oxicas.
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Figura 7.41.- Variacién de la concentracion de fenol y rendimientos en el lecho sumergido para la
carga hidraulica ensayada en la fase 4* de la investigacion.

Tabla 7.18.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de fenol en el sistema para las fases

3y 4%
Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gL  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significaciéon
p<0.05
Rend. del fenol para 1 311.194 311.194 3.06 0.0948

fase 3y 4°

En esta fase con el aumento de la carga hidraulica se redujo el tiempo entre
lavados, teniéndose que realizarse éstos cada 4-5 dias. Estos datos corroboraron la

relacion existente entre la carga contaminante y los ciclos de lavado.

7.5.4.- Conclusiones.

Una vez obtenidos los resultados y comparados con la fase anterior, se pueden

obtener las siguientes conclusiones:

1. Reducir el tiempo de retencion hidraulico de 18 horas a 12 horas por columna o

aumentar la carga hidraulica de 0.7 a 1 m*/m’ dia supuso una disminucion de la
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eliminacion de nitrégeno de aproximadamente el 20 %, comprobandose como
esta variable afecta de forma significativa al sistema.

2. La eliminacion de nitrégeno fue el proceso mas afectado por los incrementos de
carga hidraulica, mientras que la eliminacion en DQO y polifenoles no se
afectaron de forma destacable.

3. A pesar de una completa nitrificacién y la presencia de una concentracion
adecuada de DQO, la desnitrificacién de este efluente en un sistema de pre-
desnitrificacion, no fue completa.

La planta y consecuentemente el sistema en conjunto, en este punto de la
investigacion, responde a las variables ensayadas, a saber, carga hidraulica y
recirculacién, de forma y manera que se pudo comenzar a realizar un estudio mas
profundo para conseguir el resto de objetivos marcados, estudio que se describe en la

investigacion de fondo.
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8.-INVESTIGACION DE FONDO

Los resultados obtenidos en la fase anterior reflejaron por un lado la dificultad
técnica de poner en marcha una planta de investigacion a escala de laboratorio y por otro
lado la demostracion que conforme se fueron realizando las modificaciones fisicas del
sistema, se aumenté la eficacia del proceso biolégico y en consecuencia la
descontaminacion del efluente proporcionado por Deretil S.A con una alta carga en

compuestos nitrogenados y fenodlicos en medio salino.

Ahora bien, esos mismos resultados demandaron profundizar en el conocimiento
del sistema de tratamiento y proceso biologico encargado de reducir las concentraciones
de los contaminantes del influente para determinar y acotar los rangos de las variables del

sistema.

De manera, y con la planta en funcionamiento se procedié y continué en

determinar la

“Adaptabilidad de los lechos inundados para la eliminacion de compuestos

nitrogenados y fendlicos procedentes de un efluente salino industrial”

y en la consecucién de unos objetivos secundarios que a continuacion se

cnumeran:

v" Determinacion de los rangos de la carga hidraulica, recirculacion, caudal de
aire de proceso del sistema, en la eliminacién de los compuestos nitrogenados y

fenolicos del influente.

v Efecto de las variables carga hidraulica, recirculacion, caudal de aire de
proceso del sistema en los procesos de nitrificacion y desnitrificacion en medio

salino.
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v’ Estudio del comportamiento y seguimiento de la capacidad del material
soporte en la regulacion del pH en un proceso de nitrificacion-desnitrificacion
mediante lechos inundados en medio salino para el tratamiento del efluente

industrial en cuestion.

v" Estudio de las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas de la biopelicula
responsable del proceso de depuracion, asi como conocimiento de la

biodiversidad de la biopelicula tanto de la columna 6xica como de la anéxica.

v" Establecimiento de las variables que participan en el proceso de lavado de
los lechos inundados: tiempos de aporte de aire- y agua, caudal de agua de lavado
en las distintas etapas utilizadas en la fase anterior.

8.1.- DESCRIPCION DE LA PLANTA A ESCALA DE LABORATORIO
DEFINITIVA.

Tras la experiencia obtenida en la anterior fase, la planta piloto quedé como
sigue: dos filtros sumergidos formados por cilindros de metacrilato, lo que peﬁnitié ver el
interior de las columnas, conectados en “U” a modo de vasos comunicantes. Ambos
cilindros con un diametro 15 cm, una columna adecuada para trabajar aireada y la otra
columna como anéxica. La columna anéxica funciono en flujo descendente y la columna
oxica en flujo ascendente. Las alturas del material de relleno empleado fueron de 1.2 m
para ambas columnas. Se continia con el mismo material arcilloso como soporte de la

biopelicula, con una granulometria entre 5-7 mm y una densidad de 1.74 g/cm’.

Para el funcionamiento de la planta se utilizaron dos bombas peristalticas Watson
Marlow® 505 S, una para la entrada del influente y la otra para las recirculaciones del

sistema, siendo los conductos o tubos de conexidn de silicona.
Las columnas estuvieron individualizadas por una llave de paso, y asi mismo las
entradas de agua y aire para su lavado. El influente partié de un depésito de 50 1, donde se

mantenia homogeneizado por una bomba sumergida. El agua de salida se recogio en un
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deposito de 250 1. Para recogida del agua de lavado, ambas columnas contaron con una
salida colocada a 40 cm de la lamina de agua. El agua de recirculacion siguié tomandose

a Scm. por debajo del nivel del agua de salida del sistema.

Como unico cambio se instaloé un manoreductor que permitié medir y controlar el

aire de proceso. Todo ello como se indica en la figura 8.1 y esquema 8.1.

Figura 8.1.— Fotografia de la planta. La enumeracion coincide con la del esquema 8.1,
pero solo de las partes que se ven. El n° 14 pertenece a la bomba de lavado.
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15 cm

- INFLUENTE
2 - HOMCHSENEIZ ADOR
3 - AIRE DE PROCESO ROTAMETRO
- ROMBAS PERISTALTICAS
$ - RECIRCULACTON
6 - SALIDA EFLUENTE
7 - EFLUENTE Y AGUA DELAVADO
8- RECOGIDA DEL AGUADE LAVADO
/] 9. ENTRADA AGUA DE LAVADO

-
L
s hs -

10- AIRE DELAVADO
11 - LL AVE DE PASC ENTRE COLUNNAS

120 cm

12- COLUNNA ANOXNICA
13 - COLUNNA OXNICA

s

Esquema 8.1.- Planta de filtros sumergidos a escala de laboratorio en pre-desnitrificacion.

En la tabla 8.1. se resume algunas de las caracteristicas de la planta:

Tabla 8.1.- Caracteristicas de la planta.

Caracteristicas:

Altura de ambos lechos 12m
Superficie de los lechos 0.0176 m®
Volumen ocupado por el material soporte 0.0212 m*
Densidad del material soporte 1.74 g/em®
Diametro del material soporte 5-7 mm
Porosidad dejado por el material soporte colocado en  0.4323

la columna.

8.2.- MODIFICACION DE VARIABLES Y PARAMETROS

Las variables y parametros variaron con respecto a la investigacion de choque al
tener que determinar mas concretamente la adaptabilidad del sistema de lechos inundados
al tratamiento del efluente de Deretil S.A.
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Con relacién a las Variables que se controlaron en el proceso fueron las que se

enumeran a continuacion:

% Carga Hidraulica (m’/m® dia), Carga contaminante (kg /m’ dia),
Recirculacién (%) y etapas en el proceso de lavado. Con estas variables se
determinaron los limites maximos tanto en los caudales de influente, cargas de
los distintos contaminantes (DQO, Nitrogeno y polifenoles principalmente),
caudales de agua de recirculacion intérna y pautas seguidas en el proceso de
lavado, todas ellas en términos de estudio de procesos, intuyendo en términos de

disefio para plantas de mayor escala.

%+ Caudal de aire de Proceso (m*/m’ dia).

La nitrificacion es un proceso que es realizado por bacterias aerobias estrictas, lo
que hace necesario el aporte de oxigeno. El caudal de aire que se introdujo en la columna
Oxica permiti6 el aporte de oxigeno necesario para el desarrollo de las bacterias
nitrificantes. Su determinacion permitié conocer y optimizar los caudales de aire que

suponen un gasto energético importante en estos procesos.

Los Parametros que se controlaron en el proceso sobre el influente, sobre el
agua de la zona de mezcla, salida de la columna andxica y no airecada fueron los

siguientes, excepto la Vs, que se realizo solo al agua de lavado:

< Oxigeno disuelto. Para determinar, fijar y controlar el oxigeno disuelto
disponible o necesario para que se realice una correcta nitrificaciéon. O bien para
controlar el oxigeno disuelto residual que puede afectar al proceso de

desnitrificacion.

% pH. Con el se pudo controlar las variaciones de pH provocadas por la actividad
biologica de la microbiota del sistema asi como de la capacidad reguladora del

material soporte sobre el pH del mismo.
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o,
L4

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO). Para conocer €l rendimiento en
eliminacion de materia reductora y cumplimiento de la vigente normativa,
controlar y estimar la fuente de carbono y energia disponible para los

microorganismos desnitrificantes.

Nitrogeno Total. Nitrato. Nitrite. Amonio. Para comprobar tanto el
rendimiento y cumplimiento en la eliminacion de nitrogeno del sistema asi como

para hacer un seguimiento de los procesos de nitrificacion y desnitrificacion.

Fenol. El seguimiento de este parametro reflejo el rendimiento y grado de
cumplimiento de la legislacion actual sobre vertidos al litoral.

V30

Definido como el volumen (ml) ocupado por la biopelicula en suspension
en el agua de lavado, tras dejarlo sedimentar durante 30 min. Este parametro
asesoré de la capacidad de sedimentacion de la biopelicula o material recogido en
el agua de lavado orientando del tipo de instalacion o tratamiento fisico necesario
para concentrar, retirar y gestionar la materia sedimentable.

Para la biopelicula, los parametros que se analizaron fueron:
« La composiciéon poblacional de la microbiota, y el EPS (Substancias

Poliméricas Extracelulares) al cual se le analizé: contenido en
carbohidratos, proteinas, carbono organico (TOC) e inorganico total.

8.3.- PLAN DE TRABAJO.

Para realizar la determinacion y seguimiento de parametros y variables que

intervinieron en el sistema se sigui6 un plan de trabajo resumido en la tabla 8.2. Para ello,
se fijaron tres cargas hidraulicas distintas, en el rango entre la carga hidraulica maxima y
minima ensayadas en la fase anterior que obtuvieron resultados con diferencias

estadisticamente significativas en rendimiento en eliminacion de nitrégeno. Para la
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variable recirculacion interna, se fijaron también tres recirculaciones ascendentes en
funcion del valor ultimo utilizado en la investigacion de choque. Ademas en esta fase se
introdujo la variable caudal de aireacion de proceso fijandose para ésta dos caudales. El

modelo de trabajo fue ensayar combinadamente las tres variables de estudio.
Para realizar la caracterizacion quimica y biodiversidad de la biopelicula se fijo
como condiciones de trabajo: una carga hidraulica de 0.7 m*/m’ dia, aireacién de 13.6

m’/m” hora, y una recirculacion interna de 600%.

Tabla 8.2.- Resumen del plan de trabajo durante la fase de Investigacion de Fondo.

Altura de Carga Atreacion Recirculacion Descripcion  Tiempo
lecho (m) Hidraulica (m’/m’ Yo Real
Anoxica Oxica  {m’/m"~ dia) hora)

1.2 12 06,07,09 638,136 300, 400, 600 Analisis de 10
parametros  meses

1.2 1.2 0.7 13.6 600 Estudiode 2 meses
biopelicula

La duracion temporal de cada combinacion de variables se fijé en dos ciclos de 6
dias cada uno, tiempo trascurrido entre lavado y lavado del sistema. La eleccion de 6 dias
de duracion fue determinado por los resultados obtenidos en la fase 3 de la investigacion

de choque donde se obtuvieron los mejores rendimientos del sistema.

Al igual que en la investigacion de choque el influente industrial se mezclé con
agua de mar con una dilucién para la mvestigacion de fondo de 1/20, consiguiendo las

siguientes concentraciones medias de entrada:

- 400£25 mg/l de Niga.
- 1000150 mg/l de Fenol.
- 28004360 mgO,/1 de D.Q.O.
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Como ya se coment6 en la investigacion de choque el influente proporcionado
por la Empresa DSM Deretil S.A fue cambiando en concentraciones pero manteniendo

las mismas caracteristicas fisico-quimicas.

La frecuencia de preparacion del influente fue diaria para impedir que en el
depésito se desarrollen microorganismos y con ellos procesos degradativos del influente.
El pH del mismo se procuré mantener entre 7-7.5 afiadiendo hidréxido sédico una vez

realizada la dilucion.

La frecuencia de muestreo se llevo a cabo como se indica en la tabla 8.3. Los
puntos de toma de muestra fueron: agua de entrada tras pasar por la bomba peristaltica de
alimentacion (E), salida de la columna ané6xica (120D), salida de la columna aireada (S) y
la zona de mezcla entre el agua de entrada y el agua procedente de la recirculacion (MD),
siguiendo los protocolos de recogidas de muestras.

Tabla 8.3.- Resumen de puntos de muestreo, determinacion analitica y su periodicidad.

Punto de muestreo Anilisis Periodicidad
E, MD,120D, S pH Diario
E ,MD,120D, S Oxigeno Disuelto Diario
Eliminacion de los compuestos
nitrogenados
E, MD,120D, S Nitrogeno Total Diario
E, MD,120D, S Amonio Diario
E, MD,120D, S Nitrito Diario
E, MD,120D, S Nitrato Diario

Eliminacion de materia reductora

E, MD,120D, S8 DQO Diario

E, MD,120D, S Fenol Diario
Sedimentalidad de la biopelicula

Agua de lavado V30, Solidos en Suspension Cada 6 dias

Las toma de muestras dedicadas al estudio de la biopelicula fueron realizadas de
forma puntual, bajo condiciones de carga hidraulica de 0.7 m*/m® dia, aireacion 13.6
m’/m’® dia y una recirculacién de 600%, segin se recoge en el apartado de material y
métodos analiticos.
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N8.4.- RESULTADOS Y DISCUSION

8.4.1.- Eliminacion de la DQO del sistema.

La mejora del espacio litoral es para la Comunidad Andaluza un objetivo
primordial de interés economico y ambiental, constituyendo, por tanto, la mejora de la
calidad de las aguas litorales un elemento primordial de control y proteccion. En el
Decreto sobre la calidad de las aguas del litoral especifica, que de forma general no
podran autorizarse vertidos cuya carga contaminante supere los limites de emision
establecidos en las tablas del anexo I de dicho reglamento y que se han recogido en la
introduccién de esta investigacion. En este sentido, y como referencia las concentraciones

maximas de vertido son las siguientes:

PARAMETRO Media Mensual Media diaria Valor Puntual
DQO  mgOy1 450 600 750

En este sentido, las figuras 8.2 y 8.3 se representan la variaciéon de la
concentracion de la DQO entre la entrada y salida del sistema en relacion a las variables
ensayadas: carga hidraulica y recirculacion interna para los diferentes caudales de
aireacion de proceso. Como se puede observar, para todas las combinaciones posibles, la
concentracion de salida de DQO se encontré por debajo de los limites establecidos en la

legislacion vigente.

A continuaciéon se realiza un analisis del sistema global con respecto a la

influencia de las variables ensayadas en el rendimiento de eliminacién de la DQO.

Los resultados derivados del funcionamiento del sistema mostraron la influencia
de las distintas variables propuestas en la eliminaciéon de la DQO, existiendo una relacion
directa entre el aumento en la recirculacion interna y caudal de aireacion de proceso en el

aumento de rendimiento en la reduccién de la DQO.
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Figura 8.2.- Variacion de las concentraciones de DQO del influente v efluente del sistema expresado en mgO-/I durante 12 dias. en relacion a la

recirculacién interna (%) y carga hidriulica (m*/m’ dia) para una aireacién de 6.8 m*/m’ hora.
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recirculacion interna (%) y carga hidraulica (m*/m* dia) para una aireacién de 13.6 m*/m’ hora.
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Como muestra la figura 8.4a. la recirculacion interna sigue una tendencia lineal
(y=0.0027x + 94.64) con una correlacion de ’=0.9689, indicando la fuerte influencia de
esta variable sobre la eliminacién de la materia reductora con diferencias estadisticamente
significativa (Tabla 8.4), obteniendo para la recirculacion de 600 %, independientemente
de las demas variables, un rendimiento medio del 96.3 %. Un aumento de la recirculacion
implica aumentar el tiempo de contacto entre el contaminante y la microbiota responsable
de su degradacion, asi como un incremento en la velocidad de flujo que puede mejorar la

transferencia entre la fase liquida v la biopelicula (De Beer. 1997).

a Medias e Intervalode Confianza al 95 ®o b Medias ¢ Intervalo de Contfianza 95%
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Figura 8.4 .- Test de las minimas diferencias significativas para diversas variables del sistema.
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Tabla 8.4.- Andlisis estadistico realizado para el rendimiento de eliminacion de la DQO para
variables C. Hidraulica, Caudal de Aireacion y Recirculacion.

Analisis de la Varianza

Fuente de variacion gL Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
A: C. Hidraulica 2 33.0371 16.5186 8.34 0.0003
B: Aireacién 1 16.1828 16.1828 8.17 0.0047
C: Recirculacion 2 24.2981 12.149 6.14 0.0026

El comportamiento de la variable caudal de aireacion reflejo (Figura 8.2, 8.3 y
8.4¢c) un efecto importante sobre la eliminacion de la DQO de manera que para caudales
de aire de 13.6 m’/m’ hora se¢ consiguicron rendimientos medios del 96.1 %
independiente del resto de variables ensayadas, con diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) (Tabla 8.4) en relacion al otro caudal de aire ensayado de 6.8

m>/m? hora.

Como se puede observar en la figura 8 4e., a mayor caudal de aireacion mayor
concentracion de oxigeno disuelto disponible en el sistema para oxidar la materia
reductora, favorecida la dispersion de oxigeno disuelto sobre el sistema por la
recirculacion interna (figura 8.4d.) al incorporarlo a la columna andxica. La figura 8.4d.
recoge las concentraciones medias de oxigeno disuelto a la entrada de la columna anéxica
procedente principalmente del oxigeno disuelto del agua de recirculacién, aunque no se
apreciaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.1803), independientemente
del resto de variables, para este comportamiento de aumento de oxigeno disuelto a la

entrada de la columna anoxica para las recirculaciones ensayadas.

En cambio los resultados (figura 8.4b) de la carga hidraulica mostraron un
comportamiento diferente a las otras dos variables, al seguir una funcién polinémica
concava (y = 41,667x* + 64,167x + 71,800) con un factor de correlacion de r’= 0.999,
consiguiéndose el maximo de rendimiento entre las cargas hidraulicas probadas para 0.7
m’/m’ dia, con diferencias estadisticamente significativas (tabla 8.4). Un mayor tiempo de
retencion hidraulico no siempre implica mejorar los rendimientos. Segin Peladan et

al.,(1997) a mayor flujo de agua, dentro de unos limites, mayor sera la transferencia de
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substrato hacia la biopelicula, la distribucion del flujo y de la biomasa a través del
biofiltro. De Beer (1997) demostré desde el punto de vista microscopico como el
incremento en velocidad de flujo mejora la transferencia entre la fase liquida y la
biopelicula. Este fenomeno se ha observado a pesar de que se reduce el tiempo de
contacto, el incremento de la velocidad del agua tiene un efecto positivo sobre el indice
global de transferencia y por consiguiente sobre la capacidad maxima del biofiltro. Ello

puede explicar el comportamiento de la carga hidraulica en la eliminacién de la DQO.
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Figura 8.5.- Variacién de los valores medios en eliminacién de la DQO en funcion de la
recirculacién del sistema, caudal de aire de proceso y carga hidréulica para el sistema.

La figura 8.5 refleja las medias para todas las combinaciones posibles de las
variables ensayadas. Como se puede observar en la figura, con una carga hidraulica de 0.7
m’/m’ dia y un caudal de aire de proceso de 13.6 m*m? hora se obtuvo, en sus posibles
combinaciones con la recirculacion, los mejores rendimientos en eliminacion de la DQO
existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto a las demas cargas
hidraulicas probadas y aireacion. Este comportamiento se aproxima a una ecuacion
logaritmica con la siguiente expresion y= 1.589 Ln (x) + 87.05 (= 0.897). Para esta
carga hidrdulica y aireacion se observaron mejoras estadisticamente significativas entre
las recirculaciones de 300 y 400% (Tabla 8.5), pero no existieron mejoras significativas

(Tabla 8.5) en los rendimientos al aumentar la recirculaciéon a 600% (figura 8.6)

e —"208
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(p=0.2781), implicando que este aumento de recirculaciéon solo supondria elevar los
costes sin conseguir mejorar en los rendimientos de forma apreciable. Para la mayoria de
combinaciones ¢l aumento en recirculacién de 400 a 600% no supuso aumentar el

rendimiento de eliminacion de DQO, pudiendo indicar la existencia de sustancias de
dificil biodegradacion.

De manera que las condiciones que proporcionaron mejores resultados en los
rendimientos de eliminacién de la DQO, con diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) fueron aplicando una carga hidraulica de 0.7 m’/m? dia, una recirculacion interna
de 400% y un caudal de aire de proceso de aireacion de 13.6 m’/m’ hora, consiguiéndose

un rendimiento medio del 96.8+0.7 %.

Medias e Intervalo de Confianza al 93%
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Figura 8.6.- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento de 1aDQO
respecto a las recirculaciones ensayadas con carga hidraulica de 0.7 m*/m’ dia y de aireacion de
13.6 m’/m” hora.

Tabla 8.5.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de la DQO con la carga hidraulica de
0.7 m*/m? dia v aireacion de 13.6 m*/m’ hora para las recirculaciones indicadas.

Analisis de la Varianza

Fuente de variaciéon gL Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Recirculacion 300-400% 2 8.7240 4.3620 6.42 0.0044
Recirculacién 400-600% 2 52.2631 26.1315 8.35 0.2781
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Chui ef al (2001) en el tratamiento de un agua preparada en laboratorio trabajo
con dos lechos inundados conectados en serie y con un lecho inundado ambos disefiados
para la eliminacién de nitrogeno mediante nitrificacion-desnitrificacion. En estos ensayos
obtuvieron rendimientos, para concentraciones de DQO proximos a 5000 mg O-/1 con una
carga volumica de 5 Kg DQO/ m’ dia, entre el 98 % para la primera configuraciéon y 90%
para la segunda configuracion. El tiempo de retencion medio empleado en esta
investigacion se aproximé a las 24 horas, en comparacion a las 36 horas
aproximadamente empleadas en nuestro estudio para una carga volimica media de 1.5 Kg
DQO/ m® dia con un rendimiento medio en eliminaciéon de DQO del 96.8+0.7 %. Algo
menor, pero con una diferencia a tener en cuenta, el agua utilizada para el tratamiento fue
un efluente bruto procedente de la empresa Deretil S.A, mas complejo que el preparado
en laboratorio para dicha investigacion de Chui et al. (2001). Lacalle er al., (2001) para
un agua procedente de una industria petroquimica con concentraciones de DQO de 10
g0, /1 y 790 mg/l de nitrogeno total consiguieron rendimientos del 98 % en eliminacion
de la DQO, utilizando para ello un fango activo en condiciones andxicas y un lecho
sumergido aireado conectados en serie, con tiempos de retencion hidraulico de 3.3y 1.3
dias respectivamente y con una relacion en recirculacion interna de 6.7. En este caso la
recirculacion fue menor y mucho menor el tiempo de recirculacion, si es verdad que
también la carga contaminante fue tres veces menor con respecto al trabajo de Lacalle er
al.., (2001).

Las figuras 8.7 y 8.8 representan la variacion de la DQO en las columnas del
sistema en funcion de las variables probadas con el fin de observar el comportamiento de
dichas columnas en la eliminacion de la DQO. Como refleja la serie de graficas existe un
comportamiento definido en la reduccion de la DQO por parte de ambas columnas,
presentando la coiumna aireada para el global de los ensayos un mejor rendimiento en la

eliminacion de la DQO.
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Segun el analisis estadistico (Tabla 8.6), se observo diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) para las columnas del sistema en la eliminacion de la DQO. Como
muestra la figura 8.9 la columna aireada influy6 de forma mas decisiva con una media de
eliminacion del 51.6+18.3 % que la columna no aireada con tan solo un 30.2+16.1 % de
media, independientemente de las variables probadas. Esta afirmacién junto a la obtenida
con la figura 8.4c, corrobora la importancia de la presencia de oxigeno disuelto para la

eliminacion de la materia reductora que caracteriza el influente a tratar.

Medias e Intervalo de Contianza al 93¢

30 I

Rendimiento en DQO %
B

30 K
C. Anoxica C. Aireada

Columna del Sistema

Figura 8.9.- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento de la DQO
respecto a las columnas del sistema.

Tabla 8.6.- Anilisis estadistico realizado para el rendimiento de la DQO del sistema para las
columnas del sistema.

Anilisis de la Varianza
Fuente de variacion el Suma de los Cuadrado medio F-calculada Nivel de
cuadrados Significaciéon
p<0.05
Columnas del sistema 1 45630.0 45630.0 141.0 0.0000
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8.4.2.- Eliminacion de los compuestos fenélicos del sistema.

El fenol y compuestos fenolicos son compuestos organicos que parecen
frecuentemente en efluentes de muchas industrias quimicas, petroquimicas y refinerias.
Debido a su gran toxicidad tanto humana como para la vida acuatica, se ha impuesto en
diversos paises fuertes restricciones en la concentracion de estos compuestos en aguas de
vertido buscando la proteccion y seguridad humana y ecologica. En Andalucia, el limite
especifico de autorizacién para vertido, utilizado como referencia para este estudio, de

estas sustancias en el medio acuatico marino se indica en la siguiente tabla:

PARAMETRO Media Mensual Media diaria Valor Puntual
Fenoles mg/l 3 15 15

Utilizandola como referente, a continuacion se realiza un analisis de resultados
comenzando por la capacidad de eliminacion de los compuestos fendlicos por parte de las
columnas que componen el sistema. Como muestra la figura 8.10 y 8.11 donde se
representan todas las variaciones de las concentraciones de los compuestos fendlicos para
ambas columnas (de MD a 120 D variacién en la columna anoxica 'y de 120 D a S la
variacion en la columna aireada) en relacion a las combinaciones posibles para las
variables ensayadas, en la mayor parte de los casos la reduccion en la concentracion de

estas sustancias se produce en la columna aireada.

La figura 8.12 refleja el rendimiento medio en eliminacion del fenol para cada
columna, independientemente del resto de variables, siendo para la columna andxica del
24+16.9% y para la columna aireada del 60+17.9%. Realizando el analisis de la varianza
las condiciones de trabajo de las columnas influyeron (p<0.05) en la capacidad de
eliminar los compuestos fendlicos con diferencias estadisticamente significativas (Tabla
8.7). La unica diferencia entre ambas columnas fue la aireacion y consecuentemente el
aporte oxigeno disuelto que facilita el ataque biologico de los compuestos fenodlicos. Esta
afirmacion viene a corroborar el comportamiento de las columnas en la fase final de la
investigacion de choque. Rittman y McCarty (2001) consideran que las tasas de
degradacion tienden a ser mas lentas en condiciones anoxicas que en condiciones 0xicas y
que los organismos que llevan a cabo las reacciones no parecen ser tan frecuentes en el

ambiente como sus homélogos aerobios.
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Figura 8.12.- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento de
eliminaci6n del fenol con respecto a las columnas del sistema.

Tabla 8.7.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de eliminacion del fenol para las
columnas del sistema.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gL Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significaciéon
p<0.05
Columnas del sistema 1 141950.0 141950.0 457.47 0.0000

En la siguiente figura 8.13, se recoge la influencia de las distintas variables de
forma independiente en la reduccion conjunta de ambas columnas, es decir del sistema.
Esta figura junto con tabla 8.8 reflejan como la carga hidraulica y la carga de aire de
proceso tuvieron un comportamiento influyente en el rendimiento global del sistema con
diferencias significativas para ambas de forma individual (Tabla 8.8). Asi con un
aumento en el caudal de aireacion se consiguioé aumentar los rendimientos de reduccion
de dichas sustancias, siendo directamente proporcional corroborando la importancia de la
columna aireada en la eliminacién de estos compuestos. No asi, la carga hidraulica que a
pesar de existir diferencias estadisticamente significativas para las tres cargas ensayadas,
aumentar de 0.6 m’’/m” dia a 0.7 m*m’ dia implicé un aumento en el rendimiento de
eliminacion de compuestos fenélicos, mientras que al aumentar a 0.9 m*/m* dia supuso
una disminucion en tal rendimiento. Este comportamiento sigue una funcién polindmica
de 2 grado (y= 54.16x°+76.91 x+70.1) con un factor de correlacién r’= 1, reflejando un
comportamiento similar al de la DQO, ya comentado.
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En cambio, la recirculacion a pesar de observarse (figura 8.13) un incremento en el
redimiendo de eliminacion del fenol o compuestos fendlicos este no fue lo
suficiente como para detectarse diferencias significativas (p= 0.1533) al aplicarle el
test anova con un intervalo de confianza del 95% (Tabla 8.8).
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Figura 8.13. Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento de
eliminacion del fenol con respecto a las variables ensayadas.

Tabla 8.8.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento en eliminacién del fenol para

las variables ensayadas.
Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Sumadelos Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Carga Hidraulica 2 143.424 71.7122 4433 0.0000
Carga Aireacion 1 84.9245 84.9245 46.61 0.0000
Recirculacion 2 8.54056 4.27028 1.89 0.1533
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La figura 8.14, donde se muestra los valores medios en el rendimiento de
eliminacion de los compuestos fenolicos en funciéon de las tres varables, se
observo que a partir de la recirculacion de 300% los rendimientos aumentan para
las cargas hidraulicas de 0.6 y 0.7 m*/m’ dia mientras que para 0.9 m’/m’ dia
disminuyen independientemente la carga de aireacion utilizada. Esto explicaria que
la carga hidraulica presenté una mayor influencia en la eliminaciéon de compuestos
fenolicos del sistema que la recirculacion interna. Alemzadeh et al, (2002)
concluyeron en su estudio de eliminacion de fenol para un agua sintética con
biocilindros, que un aumento en la carga hidraulica en el sistema causaba una
disminucién en la eficiencia del tratamiento. Las figuras 8.15 y 8.16 que
representan todas las variaciones de las concentraciones de los compuestos
fendlicos entre la entrada del influente y la salida del sistema en relacion a las
combinaciones posibles para las variables ensayadas, reflejan como a partir de la

recirculacion 300 % las concentraciones no disminuyen significativamente.

100
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2 o —4—07-68
g o —E—07-136
% 93 —4A |—4—0968
é 5 —8—-09136
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%0 . : :

300 400 500 600

Recirculacion %

Figura 8.14.- Variacion de los valores medios en el rendimiento de eliminacion del fenol en
funcion de la recirculacion del sistema. caudal de aire de proceso v carga hidraulica.

Hay que indicar que solo bajo las condiciones de cargas hidraulicas de 0.6
y 0.7 m*/m” dia, carga de aire de proceso de 13.6 m*/m* hora y una recirculacion
del 600% se aproxim¢ al cumplimiento de normativa vigente de vertidos al litoral
(media puntual y diaria), con unos valores medios de concentracion de fenol de
184458 y 155 4.3 mg/l respectivamente, no existiendo diferencias

estadisticamente significativas entre ambas condiciones (p= 0.1542).
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Figura 8.15.- Variacion de las concentraciones del fenol del influente y efluente del sistema expresado en mg/l durante 12 dias, en relacién a la

recirculacién interna (%) y carga hidriulica (m*/m’ dia) para una aireacién de 6.8 m*/m’ hora.
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Figura 8.16.- Variacion de las concentraciones del fenol del influente y efluente del sistema expresado en mg/l durante 12 dias, en relacién a la

recirculacién interna (%) y carga hidrdulica (m*m’* dia) para una aireacion de 13.6 m*/m” hora.
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Ademas como refleja la figura 8.17 bajo las condiciones de 0.7 m*/m’ dia, carga
de aire de proceso de 13.6 m’/m* hora un aumento en la recirculaciones ensayadas
influyeron de forma significativa (tabla 8.9) en el rendimiento de eliminacion de los
compuestos fendlicos, de manera que mayores recirculaciones implicaron aumentos en el
rendimiento. De esta manera las condiciones con las que se obtuvieron mejores
rendimientos fueron con: carga hidraulica de 0.7 m*/m’ dia, recirculacion de 600% y un
caudal de aireacion de 13.6 m*/m’® hora, consiguiéndose un rendimiento del 98.4+0.5 %,
con valores inferiores a los limites de vertido en media puntual y diaria. En ningiin caso

se cumplio6 con el limite recogido para la media mensual.

Medias e Intervalo de Confianz al 95%

99.1
98.8
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982 :[
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97.6 :I:
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97

Rendimiento %

300 400 600
Recirculacion o
Figura 8.17.- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento del fenol

respecto a las recirculaciones ensayadas con carga hidraulica de 0.7 m*/m’” dia v de aireacion de
13.6 m*/m" hora.

Tabla 8.9.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de 1a DQO con la carga hidraulica de
0.7 m’/m’ dia y aireacioén de 13.6 m*/m’ hora para las recirculaciones probadas.

Anilisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Recirculacion 2 3.51112 1.75501 4.46 0.0194

La fluctuacién de las medias de los rendimientos para todos los casos ensayados
se encontraron entre el 95-98 %, implicando que el sistema posee una alta capacidad en
eliminacién de los compuestos fenolicos, aunque siempre se obtuvo una fraccién no
eliminada de fenol a la salida del sistema. Igualmente se obtuvo una cantidad dificil de

eliminar de DQO independientemente de las combinaciones entre variables. Sa y
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Boaventura (2001) encontraron que durante el proceso de biodegradacion de fenol por
Pseudomona putida se producian diferentes metabolitos de muy dificil degradacion,
obteniendo metabolitos carbonados en el efluente incluso con 60 dias de tiempo de
retencion. Es mas, observaron que a partir del 5° dia en el tiempo de retencion hidraulico
la concentracion del carbono organico total (TOC) no variaba para concentraciones
menores de 10 mg/l. Esto puede explicar la dificultad para eliminar de forma completa
tanto la DQO como los compuestos fenolicos presentes en el influente utilizado en esta

investigacion.

La buena capacidad del sistema en la eliminacion de sustancias fenolicas
posiblemente se vié favorecida por las condiciones de sinergia, de consorcios que se
forman en las biopeliculas para la transformacion de sustancias complejas. Los
metabolitos de unos microorganismos pueden ser sustrato para otros microorganismos
presentes en la misma (Characklis and Wilderer, 1989). Zoh et al., (1999) concluyen en
su investigacién que muchos compuestos organicos que no son biodegradables bajo
condiciones acrobias o dificilmente biodegradables en condiciones anaerobias, pueden ser

utilizados eficientemente por bacterias desnitrificantes como fuente de carbono.

Jou y Huang (2003), en el tratamiento de efluentes procedentes de una refineria
(DQO, 510.0+401.9 mgO,/l; fenol 30.0+6.3 mg/l) mediante lechos sumergidos
obtuvieron un rendimiento cercano al 100% de eliminacion del fenol. Segun estos
mismos autores, los factores que contribuyeron a esos resultados fueron: los MLSS por
encima de 8.000 mg/l y la estructura fisica del material soporte de poliuretano, con una
superficie especifica de 700 m’/m’ que permiti6 una alta capacidad de difusion del
oxigeno que mantuvo las condiciones aerobias del sistema. Viene a mostrarse la
importancia de la presencia de oxigeno disuelto en la eliminacién de los compuestos

fenolicos, como ha quedado reflejado en esta investigacion.

El comportamiento del sistema en la eliminacion de fenol fue parecido e
igualmente explicable que lo que sucedi6 con la DQO para las variables carga hidraulica
y caudal de aireacion de proceso pero no asi para la variable recirculacion. La similitud

de comportamiento pudo ser debida a la relacion existente entre la DQO vy el fenol, pues
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1g de fenol proporciona 2.21 gO./1. Sa y Boaventura (2001) recogen que la DBO;s de una
solucion de fenol es aproximadamente de 1.5 gO, por gramo de fenol. Asumiendo estas
equivalencias la concentracién de fenol supuso aproximadamente entre el 65 y 50 % de la

DQO o DBO;s presente en el influente respectivamente.

8.4.3.- Eliminacion del nitrégeno del sistema.

Al igual que el fenol y la DQO, distintos compuestos de nitrogeno estan
recogidos en el anexo de sustancias limitantes para su vertido en aguas litorales, y que

sirvieron de referencia para estudiar el buen funcionamiento del proceso.

PARAMETRO Media Mensual Media diaria Valor Puntual
Amoniaco mg /1 60 80 100
Nitratos mg /1 75 100 150

A continuacién se analiza como el tratamiento mediante lechos inundados
siguiendo un proceso de nitrificacion-desnitrificacion en pre-desnitrificacion se comporto
en la descontaminacion del efluente con alto contenido en compuestos nitrogenados en

medio salino.

Todo el proceso global de eliminacion del nitrogeno se basa en la capacidad del
sistema de transformar el nitrogeno contenido en el agua a nitrogeno molecular mediante
procesos de nitrificacion-desnitrificacion. Los resultados y transformaciones de los

compuestos nitrogenados se reflejan y se obtienen de las figuras 8.18, 8.19, 8.20, 8.21.

En estos procesos la nitrificacion es la fase limitante del sistema, los cuales
transforman las formas reducidas de nitrogeno a sus formas mas oxidadas (nitritos y
nitratos); de manera que en orden a la eliminacion se activa los procesos de
desnitrificacion. A continuacion se comienza el analisis de resultados por orden de

transformacion, por la nitrificacién o en su caso por la columna aireada.

Las figura 8.20 y 8.21 se muestran las variaciones de las concentraciones de N-
NH,’, N-NO;™ , N-NO, para la distintas combinaciones, en relaciéon a la recirculacion
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interna(%), carga hidraulica (m*/m’ dia) y aireaciones probadas (m*/m? hora) en distintos
puntos de muestreo del sistema, que coinciden con las entradas y salidas de las dos
columnas que componen el sistema. Como se puede observar, en la columna aireada (del
punto 120D al punto S) se produjo la oxidaciéon del amonio y la formacién de nitrato

siendo estas mayores conforme se aumento la aireacion y la recirculacion.

Mientras que en la columna andxica (del punto MD al punto 120D) lo que se

produjo de forma general fue la amonificacion y la eliminacion del nitrato.

Entrando mas en detalle, como se refleja en la siguiente figura 8.22, el
rendimiento en eliminacion de amonio en la columna aireada se vié influenciado
fuertemente por la aireacion independientemente de las demas variables, coincidiendo de
forma paralela este comportamiento con la formacién de nitrato en la misma columna.
Esto justifica la dependencia de la fase II de la nitrificacion a la fase I de la nitrificacion,
y ambas a la presencia de oxigeno disuelto (Hsiech et al, 2003). Con un caudal de
aireacion de 13.6 m’’m’ h se consiguieron valores medios de oxigeno disuelto en la
columna aireada de 5.8 mgO,/1 con rendimientos medios de reduccion de amonio de 68
%. Para el caudal de aire de 6.8 m’/m* h de la concentracién media de oxigeno disuelto
fue de 4.7 mgO,/1 con una reduccion media del 58 % de amonio. Paras ambos caudales de
aireacion existiendo diferencias estadisticamente significativa (Tabla 8.10) para la

reduccion de amonio.
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Tabla 8.10.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de amonio y formacién de nitratos
en la columna aireada para la aireacion de proceso.

Andlisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
Rend. Elim. Amonio 1 4663.7 4663.7 12.02 0.0006
Nitratos 1 557427.0 557427.0 76.5 0.0000

De forma proporcional un aumento en la aireacion supuso independientemente
del resto de variables probadas una produccion de nitrato demostrando la fuerte influencia
de la aireacion (tabla 8.10) y asi presencia de oxigeno disuelto en el proceso de
nitrificacion, consiguiéndose casi triplicar la formacion de nitrato al pasar de 6.8 a 13.6

m’/m’ h el caudal de aireacion de proceso.

En cambio, la influencia de la carga hidraulica en la oxidacién del amonio y
formacion de nitrato siguié teniendo el mismo comportamiento ya analizado para la
eliminaciéon de DQO y Fenol. La variable influyé significativamente (Tabla 8.11) tanto en
la oxidacion del amonio como en la produccion de nitrato pero no de forma proporcional.
Con la carga hidraulica de 0.7 m’/m* dia (figura 8.23) se obtuvieron los mejores
resultados en la columna aireada para el proceso de nitrificacion, independientemente del

resto de variables.
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Figura 8.23 .- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento del
amonio y formacion de nitratos en la columna aireada con respecto a la carga hidraulica.
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Tabla 8.11.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de amonio y formacion de nitratos
en la columna aireada para la carga hidréulica.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Rend. Elim. Amonio 2 30036.7 15018.4 59.92 0.0000
Nitratos 2 641138.0 320569.0 46.3 0.0000

Como muestra la figura 8.24, las menores concentraciones de amonio a la salida
de la columna aireada, y asi los mejores resultados en la nitrificacion Fase I, se
obtuvieron con la carga hidraulica 0.7 m*m’ dia y 13.6 m’/m” h de aireacién y con las
recirculaciones internas de 400 y 600%. Como se observa en la figura 8.25, la variable
recirculacion afecté significativamente a la oxidacion del amonio con diferencias
estadisticas (Tabla 8.12) independientemente del resto de variables, siguiendo una
tendencia lineal (y=-0.2286x+2212.71) con una r’= 0.9672, al aumentar el tiempo de
contacto con el oxigeno disuelto presente en la columna. Segin Hanaki et al., (1989) el
aumento de tiempo de retencion hidraulico desciende la competencia por el oxigeno
heterotrofica favoreciendo el crecimiento nitrificante y asi la oxidacion del amonio. El
aumento en el caudal de aireacion influy6 significativamente en la oxidacion del amonio
bajo las mismas condiciones de ensayo. La linea morada indica las condiciones a partir de

las cuales se cumplié con la limitacion de vertido para el amonio.
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Figura 8.24.- Variacién de las concentraciones medias de N-NH," a la salida de la
columna aireada en relacion a la recirculacién, carga hidraulica y caudal de aire de proceso.
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Tabla 8.12 .- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de amonio y formacion de nitratos
en la columna aireada para la carga hidraulica.

Anilisis de la Varianza
Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Recirculacion 2 182595.6 91297.5 36.67 0.0000

Las condiciones con las que se obtuvieron mejores resultados para la nitrificacion
fase II fueron semejantes que con la fase I, mostrando la interrelacion de la oxidacion de
amonio (Fase I) con la oxidacién de nitrito a nitrato (fase II) (Barber and Stuckey, 1999).

Bajo las condiciones de carga hidraulica 0.9 m’/m’ dia, carga de aireacién de 6.8
m’/m*> h la concentracion de nitrato fueron menores con respecto a todas las
recirculaciones ensayadas (figura 8.26), coincidiendo precisamente con las condiciones

que dieron peores resultados en la nitrificacion fase I, menor aireaciéon y mayor carga

hidraulica de las ensayadas.
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Figura 8.26. Concentraciones medias de N-NOs™ a la salida de la columna aireada en
relacion a la recirculacion, carga hidraulica y caudal de aire de proceso.
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Como se ha podido reflejar la aireacion y directamente el oxigeno disuelto
influyeron de manera principal en la fase de nitrificacion llevada a cabo en la columna
aireada, el oxigeno es un elemento esencial para la nitrificacion y crecimiento de las
bacterias responsables (Bitton, 1994). Baber y Stuckey (1999a) determinaron en su
investigacién el efecto del oxigeno en la nitrificacién manteniendo un caudal de
oxigenacion de 1,2 1/min. mientras la presion parcial del oxigeno se alteraba. Observaron
una tendencia lineal que demostraba que la eliminacién de amoniaco se habia mejorado
gracias al aumento en la concentracion de oxigeno, como se muestra en la ecuacion:

NH =108,76 x P, + 75

3elim inado(mg 1)

Donde P, es la presion parcial del oxigeno (atm). El equilibrio entre el gas y las
fases acuosas se asumio debido a los experimentos de transferencia de oxigeno con

pellets procedentes de biopeliculas nitrificantes (Rostron, 1998).

Basandose en los calculos de la produccion de McCarty (1971) las bacterias del
genero Nitrosomonas requieren 2,74 mg O,/mg de amoniaco, mientras que las bacterias
del genero Nitrobacter solo necesitan 0,94 mg O,/mg de nitrito. Pero los requisitos de
oxigeno de los dos tipos de bacterias seran ligeramente inferiores a los calculados debido
a la evolucion del oxigeno por la fijacion del didxido de carbono. (Sharma y Ahlert,
1977). Esto viene a indicar la necesidad de concentraciones de oxigeno superiores
inicialmente de 3.68 mg O, para oxidar un mg de amonio a nitrato. Por otro lado, la
disponibilidad de oxigeno se ve normalmente limitada por el transporte de masa en la
mayoria de las condiciones (Beccari et al., 1992), y normalmente tiene una distancia de
penetracion en la biopelicula de 0,1 a 0,2 mm con coeficientes de difusion de
aproximadamente el 66% de los del agua para las células en suspension libre (Lazarova et
al., 1998). Furamai y Rittman (1994) describieron disminuciones en las poblaciones de
nitrificantes y aumentos en las concentraciones en el efluente de N-NH," y N-NO, una
vez que la concentracion de oxigeno disuelto caia por debajo de aproximadamente de 3

mg/l en sistemas de biopelicula fija.

En la misma investigacion Baber y Stuckey (1999a), cuando doblaron, como en
nuestra investigacion, las concentraciones de oxigeno en el reactor, el incremento paralelo

en los niveles de nitrito y de nitrato fue indicativo. La respuesta a los niveles
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incrementados de oxigeno fue muy ripida y sugiri6 que el oxigeno era un sustrato
limitante para las bacterias Nitrosomonas quimiolitoautotroficas; esto es coherente con
las limitaciones en la difusion de oxigeno en el biopellet. Beccari et al., (1992) mostraron
que el factor de efectividad (eliminacion actual/ eliminacion intrinseca) era altamente
dependiente de la profundidad del OD y del pellet. Segin Baber y Stuckey (1999a) las
limitaciones en la difusion, incrementaban claramente los valores de la constante de
transferencia del oxigeno, que estimaron en el rango de los 3,5 a los 5,65 mg/l para los
pellets utilizados en su investigacion. Para nuestro caso, con rangos entorno a 5.8 mg O,/1
de oxigeno disuelto en el medio acuoso se obtuvieron condiciones de transferencia de
oxigeno hacia el interior de la bipelicula que permitié una nitrificacion casi completa, ya
en funcién del resto de variables. Claramente el orden de magnitud fue mayor que los
utilizados para las bacterias en suspension libre (Hunik et al.,1994; Strenstrom and Song,
1991). Pero hay que tener en cuenta, en funcién de rangos de sistemas de tratamiento, que
los lechos sumergidos requieren tres veces menos de volumen de aireacion que los fangos
activos, y 20 veces menos que los lechos bacterianos (Smith and Ardy, 1992). Por otro
lado, las concentraciones medias de oxigeno disuelto (5.8 mg O,/1) con las que se obtuvo
rendimientos de nitrificacion elevados se alcanzaron con un caudal de aireacién de 13.6
m’/m’h. Pujol er al.,, (1998) demostrd que la ventaja y posibilidad para incrementar los
flujos de aire en los sistemas de filtros sumergidos hasta 35 m’’m’ h. mejora la

transferencia y la capacidad de tratamiento de estos sistemas.
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Figura 8.27.- Influencia de la DQO y fenol sobre el rendimiento en eliminacion de
amonio en la columna aireada.

Las altas concentraciones de DQO estimulan el crecimiento de bacterias
heterotréficas compitiendo con los nitrificadores quimiolitotréficos por los sustratos
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basicos, el amoniaco y el oxigeno (Sharma y Ahlert, 1977). En esta investigacion la
naturaleza de la DQO estuvo constituida como ya se ha comentado por los compuestos
fenélicos, cuya presencia pueden inhibir la nitrificacion (Yamagishi et al, 2001). Como
refleja la figura 8.27 no se pudo establecer una correlacion, debido posiblemente a los
numerosos cambios de variables que se veian alterados durante el periodo experimental,
de manera que no se pudo observar la inhibicion de la nitrificacion con una DQO entre 60
y 1000 mg O/l aproximadamente (media de 160 mg O,/1). Sin embargo, Hanaki ef al.,
(1989) descubrieron una inhibicion moderada de la nitrificacion con una concentracion de
DQO entre 160 y 500 mg O/l en fangos activos para tiempos de retencién de menos de 7
dias. Las discrepancias entre este trabajo y los hallazgos de Hanaki et al., (1989), puede
implicar que la inmovilizacion de los nitrificantes en biopeliculas fijas proporciond algun
tipo de proteccion contra estas sustancias y bacterias heterotroficas. El aumento de tiempo
de retencion hidraulico ha sido utilizado con éxito para que descienda la competencia
heterotrofica (Hanaki er al, 1989). A pesar de ello, mantener el correcto estado de
funcionamiento la columna anéxica es importante para la eficacia potencial de la fase de
nitrificacion. Si los compartimentos anaerobios fallaran, la eficiencia en la eliminacion de
DQO descenderia dando lugar a la entrada de mayores concentraciones en la fase de

nitrificacion y posibles efectos sobre su actividad (Barberan Stuckey, 1999a).

Como se¢ pude observar en las figura 8.18 y 8.19 en la columna aireada hubo
eliminacion de nitrogeno, con una media para todas las combinaciones posibles de 4+3.3

siguiendo una distribucion de segin frecuencias como indica la figura 8.28.
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Figura 8.28.- Histograma para la eliminacion de nitrogeno total en la columna aireada.
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Las posibles justificaciones de dicha eliminacion pudieron ser debidas a:

1. Por reduccién asimilativa por parte de la microbiota presente en la
biopelicula para la formacion de estructuras celulares. Segiun Degremont
(1991) 2-4 % de nitrogeno que entra en un sistema biologico es
asimilado, y retirado del sistema de lechos sumergidos por medio de la
biopelicula arrastrada en el lavado.

2. Debido a las caracteristicas de la biopelicula y mas concretamente a su
crecimiento, pueden cocxnstzr zonas aerobicas con andxicas, donde se
pueden llevar a cabo procesos de nitrificacion-desnitrificacion, ya que
existen las condiciones necesarias para realizarse: presencia de nitratos,
anoxia y fuente de carbono (Hyungseok, 1999). Con esta idea muchos
autores (Kuenen and Robertson, 1994;Fuerhacker et al., 2000, Chui et
al..,2001; Puznava et al., 2001; etc) realizaron simultineamente con una

misma comunidad microbiana nitrificante-desnitrificante.

3. En las tltimas décadas se ha aceptado que algunas bacterias son capaces
de realizar simultaneamente respiracion con oxigeno y nitrato, proceso
llamado desnitrificacion aerébica (Anderson and Levine, 1986 y Lloyd et
al., 1987).

4. Por adsorcion de iones de iones cargados positivamente, como €l ion
amonio hacia el biofilm (Wik, 1999). Aunque esta adsorcion no afecta a

la concentracion del este ion cuando se alcanza condiciones estacionarias.

Aumentar la carga hidraulica y de esa manera el flujo, independientemente de el
resto de variables, puede suponer mejorar la difusion (Peladan et al.,1997) de la DQO
entrante en la columna aireada mejorando el contacto de la fuente de carbono y nitrato en
el interior de la biopelicula. De Beer (1997) demostro desde el punto de vista
microscopico como el incremento en velocidad de flujo mejora la transferencia entre la
fase liquida y la biopelicula. A baja carga hidraulica la DQO puede ser consumida
rapidamente al principio de la columna aireada donde ademas no hay presencia de nitrato,

e ———a === S S e S S
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una mayor carga hidraulica aumenta el flujo pudiendo llevar la DQO a una altura mayor

de la columna donde hay presencia de nitrato y anoxia en el interior de la biopelicula.

Como se puede observar en la figura 8.29, el aumento de la carga hidraulica
aumenta la eliminacion de nitrogeno en la columna aireada independientemente del resto
de las variables y de una forma estadisticamente significativa (Tabla8.13). Ademas este
comportamiento de eliminacion se ve favorecido con diferencias significativas pero de
forma inversamente proporcional con el caudal de aire de proceso. Un menor caudal de
aire de proceso disminuye la concentracion de oxigeno favoreciendo las condiciones

anoxicas en el interior de la biopelicula y asi la desnitrificacion.
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Figura 8.29.- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento del
nitrogeno total en la columna aireada con respecto a la aireacion de proceso y carga hidraulica.

Tabla 8.13.- Anlisis estadistico realizado para el rendimiento del nitrogeno total en la columna
aireada para la carga hidrdulica y la aireacion de proceso.
Analisis de la Varianza

Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
Carga Hidraulica 2 339.451 169.726 18.04 0.0000
Aireacion 1 119.748 119.748 11.52 0.0008

Por lo expuesto y segun los resultados y porcentajes la eliminaciéon del
nitrégeno en la columna aireada puede corresponderse en la mayor parte de los casos

por asimilacion y el resto por asimilacion-desnitrificacion.
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Una vez la fase de nitrificacion ha sido analizada y discutida, a continuacion
se va a analizar y discutir el proceso de desnitrificacion, o en su caso, lo que

ocurrié desde el punto de vista de proceso en la columna anéxica.

En la siguiente figura 8.30 se refleja el comportamiento del rendimiento del
proceso de desnitrificacién, entendido como la capacidad de eliminacion de nitrato y
nitrito que entra en la columna anéxica, con respecto a las variables ensayadas de

forma independiente.
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Figura 8.30 - Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento de la
desnitrificacion en la columna no aireada con respecto a las variables ensayadas.

Tabla 8.14 .- Analisis estadistico realizado para el rendimiento de la desnitrificacion en la columna
no aireada con respecto a las variables probadas.

Analisis de la Varianza
Fuente de variacion gl  Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
C. Hidraulica 2 18046.3 9023.17 40.60 0.0000
C. Aireacioén 1 9703.34 9703.34 41.22 0.0000

Recirculacion 2 1110.92 555.461 1.84 0.1620
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Aplicando el test de las minimas diferencias significativas, al 95% de confianza a

las variables ensayadas de forma independiente (tabla 8.14), se distingue:

1.- Que la aireacion influyé de forma significativa sobre la capacidad de la
columna andxica en desnitrificar a través de la influencia que ejerce sobre la fase
nitrificante, fase esta que debe proporcionar las formas oxidadas de nitrogeno necesario

para el proceso de desnitrificacion.

2.-Como se ha venido observando el comportamiento de la carga hidraulica
repercute en la actividad desnitrificante, tal que al aumentar el flujo la capacidad se
resiente y disminuye su rendimiento de forma considerable al abreviarse con esta accion
el tiempo de contacto de las formas oxidadas con la microbiota responsable de su

eliminacion en el interior de la columna anodxica.

3.- El comportamiento de la recirculacion interna, a pesar de no presentar
diferencias estadisticamente significativas (p= 0.1620) (Tabla 8.14), si se observo que el
aumento de la recirculacién supone una disminucién en el rendimiento de la
desnitrificacion, la cual puede deberse a un aumento en la carga hidraulica o a un

aumento en la concentracion de oxigeno disuelto residual.

En este sentido, segun Karschunke y Sieker (1997) el optimo de recirculacion
para procesos en pre-desnitrificacion se limita a 400-500 % para impedir la inhibicion de
la desnitrificacion causado por el oxigeno recirculado. Ronzano y Dapena (1995)
sugieren que la recirculacion auxiliar o interna no debe superar el 300%, ya que a mayor
recirculacion mayor es el riesgo de introducir “oxigeno residual” en el reactor previsto
para la desnitrificacion. La obtencion de energia mediante la desnitrificacion es menor
que la respiracion con oxigeno como aceptor ultimo de electrones, por lo tanto, para las
bacterias desnitrificantes si existe presencia de oxigeno disuelto en el medio lo utilizaran
preferentemente (Lie and Welander, 1994), de ahi la importancia de eliminacion del
“oxigeno residual”. Posiblemente, este efecto no ha sido tan influyente en esta
investigacion gracias al aumento en altura de relleno que se introdujo en la fase 3 de la
investigacion de choque en la columna andxica con objeto de eliminar el oxigeno
presente en el agua de recirculacién e impedir su efecto inhibidor en el proceso de

desnitrificacion.
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Entre los factores que afecta a la desnitrificacion bioldgica se encuentran:
temperatura, oxigeno disuelto, relacion DQO/Ntotal y la calidad y cantidad de la fuente
de carbono. Desde un punto de vista de la cinética de proceso, la relacion DQO/NO-N y
calidad son muy importantes. Por lo tanto, uno de los factores principales a conocer para
aplicar el proceso de pre-desnitrificacion es determinar la cantidad de carbono organico
facilmente biodegradable presente en el influente, asi como la capacidad de usar este

carbono por el sistema biolégico para desnitrificar en condiciones anoxicas.

Como se refleja en la figura 8.31 la influencia de la relacion DQO/Nt observados
en el ensayo en el rendimiento de eliminacién de nitrogeno total del sistema. Para obtener
la relacion las concentraciones tanto de la DQO como el nitrogeno total se midieron en la
zona de mezcla (MD) o parte superior de la columna anéxica. Tal influencia siguié un
comportamiento de tipo logaritmico con un factor de correlacion de 0.9939 y con
diferencias para los grupos estadisticamente significativas (p<0.05) (Tabla. 8.15).

Medias e Intervalo de Confianza al 95%0

8.551 Ln(x)+ 28.316

Rendimiento Ntotal %
2=

2 3

4 5 6 7
DQO Ntotal

Figura 8.31.- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el rendimiento en
eliminacion del nitrogeno total con respecto a la relacion DQO/Nt

Tabla 8.15.- Analisis estadistico realizado para el rendimiento del nitrogeno total del sistema para

1a relacion DQO/Nt
Andlisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacién
p<0.05
DQO/Nt 5 10545.0 2109.01 20.77 0.0000

Ahora bien, como muestra la figura 8.32 mas del 80% de los ensayos se realizé
bajo una condiciones de relacion DQO/Nt entre 2 y 4, con una media global de 3.2+0.8.
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Figura 8.32.- Histograma para la eliminacion de nitrégeno total en funcion de la relacién
DQO/Nt

En la figura 8.33 se recogen las condiciones de relacion de DQO/Nt con que cada
combinacion entre las variables trabajo. Las relaciones mas elevadas se obtuvieron con
una carga hidraulica de 0.7 y 0.9 m*/m” dia. La relacion DQO/Nt en el influente fue de
7.0+1.1 y en ningun caso de los ensayados la relacion del influente fue inferior a 5. Como
refleja la figura 8.33 la recirculacion afecté de forma inversamente proporcional a la
relacion DQO/Nt, confirmando el efecto diluciéon de dicha variable a la entrada de la

columna anéxica.

45 —= s
i A C. Hd. C. Air.
s e [SORAR
3. ‘A#ﬁ’:";f—r L " |-=—06136
é 25 T +- 0768
5 “° = s |—®-07-136
g . ~»—0.96,8
1 = 09-136
05
0 ‘ ; .
300 400 500 600

Recirculacion %

Figura 8.33.- Variacion de los valores medios observados de la relacion DQO/Nt en
relacion a la recirculacion, carga hidriulica y caudal de aire de proceso

Tseng et al., (1998) indican que para producirse una desnitrificacion completa la
relacion de DQO/Nitrogeno total Kjeldahl del influente debe ser superior a 5.3,
acumuldndose nitratos y nitritos en el sistema cuando la relacion estuvo por debajo de
5.1, con valores mas bajos entre 3.7 y 4.3 obtuvieron que la desnitrificacion fue
incompleta. Hay autores que defienden que para sistemas donde se necesita baja

_concentracion de DQO, la relacion DQO/N,, debe ser superior a 3.4 para que se elimine
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nitrato (Fang and Zhou, 1999). Chiu et al., (1996) basandose en que aproximadamente el
10% del nitrégeno presente en el influente se pierde por asimilacion por parte de la
biomasa que compone el filtro anoxico, aconseja que la minima relacion de DQO/Nt
requerida para una desnitrificacion en filtros sumergidos (anoxica/oxica) debe estar entre
5 y 6. Asumiendo estas consideraciones y segun la figura 8.32 la mayor parte de las
combinaciones provocaron relaciones DQO/Nt en la entrada de la columna anoxica

inferiores a las recogidas en otras investigaciones.

Como es sabido, tanto la actividad nitrificacion como la desnitrificacion
modifican el pH del medio donde se realiza, esto es, la formacion de nitrato (nitrificacion)
produce acido que disminuye la reserva de alcalinidad generando una disminucioén del
pH, mientras que durante la desnitrificacion se origina alcalinidad, (Eckenfelder and
Musterman, 1995). Ambas actividades se reflejan en la figura 8.34, que segin el tets
anova o analisis de la varianza existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05
al 95% de confianza) para las actividades en relacion a la variacion de pH que producen

dichas actividades en el medio (Tabla 8.16).

Medias e Intervalo de Contianza al 95%

76

3

74

pH

6.8

X

Nitriticacion Desnitrificacion

6.6

Actividad Biologica

Figura 8.34.- Test de las minimas diferencias significativas relacionando el pH con
respecto a la actividad nitrificante v desnitrificante

Tabla 8.16.- Analisis estadistico realizado para el para la actividad nitrificante v desnitrificante en
relacion al pH.

Anilisis de la Varianza
Fuente de variacion gl Suma de los Cuadrado F-calculada Nivel de
cuadrados medio Significacion
p<0.05
pH 1 61.7386 61.7386 20311.03 0.0000

Durante el tiempo de duracion de la investigacion tanto de choque como de fondo

solo se tuvo que reponer el 10 % del material soporte de la columna aireada, ya que como

== ]
242



Investigacion de Fondo

se observa en la figura 8.35, el pH de la columna aireada sufri6 una disminucién poco
después de iniciar la fase bajando hasta valores inferiores a 6.0, que podia poner en
peligro la actividad nitrificante del sistema (Gray, 1990). Ruiz et al., (2003) en sus
experimentos sobre el efecto del pH en el rango acido de 7,85 a 6,45 no observaron
ningun efecto en la nitrificacion, pero cuando el pH estuvo por debajo de 6,35 se inhibia
completamente la nitrificacion. De manera que se procedié a cambiar y reponer el 10%
del material soporte y en el mismo momento de afiadir el material, el pH de la columna se
regul6. Este fenomeno confirma la capacidad reguladora del arido sobre el pH del medio
acuoso. Sobre la columna andxica no se tuvo que tomar medidas al respecto, aunque si se
observo un descenso del pH continuado en el tiempo, posiblemente amortiguado por el

arido, que no afecté a la actividad desnitrificante.

- pH medio del
8 + e —
o o ;7 mfluente

—s— Salida C.

Aireda

—— Salida
; Columna
Reposicion del 10°0 de material Anoxica

55 soporte de la columna areada

— o ® X M W D W o~
- T N M = D W~ 0 PS5 O F o
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Figura 8.35.- Variacion del pH en la columna aireada y columna anoxica durante el
periodo de duracion de la investigacion de fondo.

Hsieh et al., (2003) compararon las variaciones de pH trabajando con un reactor
combinado para nitrificacion-desnitrificacion y otro donde las actividades se realizaron en
reactores separadamente. Los resultados indicaron que los valores de pH en el reactor
combinado fueron mas estables para el proceso de nitrificacion-desnitrificacion que en el
reactor de modo separativo, teniéndose en este ultimo modo afiadir carbonato calcico para
controlar la variacion de pH. La explicacion de la estabilidad del pH en el modo
combinado es bien conocida, a saber, la nitrificacion consume alcalinidad y reduce el pH
en el medio acuoso mientras la desnitrificacion hace lo contrario (Sharma and Ahlert,
1977). El modo de trabajo en esta investigacion fue de modo separativo pero como se ha
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reflejado en los resultados gracias a la capacidad del arido en regular la variacién del pH
los valores de pH fueron mas estables. Trabajar en modo separativo permite una mayor
flexibilidad y fiabilidad del proceso, y obtener un rendimiento 6ptimo de cada una de las
actividades microbianas, al favorecer que se pueda eliminar problemas de toxicidad
potencial; la materia organica biodegradable, puede resultar toxica para las bacterias
nitrificantes, de manera que se puede eliminar en la etapa de oxidacion del carbono en la
desnitrificacion (Metcalf and Eddy, 1995), o reducir el oxigeno disuelto necesario para la
nitrificacion. Para Hsieh ef al., (2003) la interferencia de sustratos entre la nitrificacion y
desnitrificacion generalmente reduce la eficacia en eliminacion de nitrogeno durante el

tratamiento del agua.

Durante todo el tiempo de la investigacion y hasta el momento de cambiar el 10%
del arido, se pudo evaluar la capacidad reguladora sobre el pH del arido utilizado como
soporte de la biopelicula, en un volumen de agua tratada de 250 veces el volumen de

relleno.

La confirmacion de la capacidad reguladora del material soporte sobre la
variacién del pH del medio provocado por la actividad desnitrificante y nitrificante
principalmente, permite pensar, inicialmente, sin un estudio econémico que lo avale, en la
considerable disminucion de costes de primera inversion y de explotacion asi como
favorecer la sencillez de control del proceso al no tenerse que estar continuamente
analizando el pH. No necesitar un dispositivo y accesorios asociados para afiadir
sustancias que regule el pH del medio acuoso implicaria un importante ahorro en el
tratamiento del influente.

Ya entrando en el analisis global del sistema, las figuras 8.36 y 8.37 reflejan
mediante ejes de coordenadas el comportamiento para las recirculaciones internas, cargas
hidraulicas y caudal de aire de proceso ensayado en la eliminacién del nitrégeno. Se
puede observar que a medida que se aumenta la recirculacion interna, para ambos
caudales de aire de proceso (6.8 y 13.6 m’’m’m h) las concentraciones de salida del
nitrogeno total se apr<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>