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RESUMEN

La sociedad actual enfrenta una serie de problemas ambientales que se han intensificado a
razén del crecimiento exponencial de la poblacién. Dos de los principales problemas
ambientales a nivel local son el deterioro marino y la contaminacién del recurso hidrico, los
cuales se suman al problema mundial de pérdida de biodiversidad. Para afrontar estas
problemdticas ambientales, se han creado diferentes estrategias de control. Una de ellas son
las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR), cuyo principal objetivo es eliminar o
reducir los contaminantes presentes en el agua, para su posterior vertido a los cuerpos de
agua. Uno de los contaminantes mds importantes en las aguas residuales y perjudiciales para
la vida acudtica, por sus caracteristicas téxicas y precursoras de la eutrofizacién, son los
compuestos nitrogenados, los cuales son eliminados mediante un proceso biolégico de
nitrificacién y desnitrificacién. El primero de ellos, es realizado en dos etapas bajo condiciones
aerobias por dos grupos de bacterias filogenéticamente diferentes, las bacterias
amoniooxidantes, las cuales realizan la oxidacién de amonio a nitrito, v las bacterias oxidantes
del nitrito, responsables de la oxidacién de nitrito a nitrato.

Ingenieros y cientificos estan inmersos en la busqueda continua de conocer més a fondo los
procesos bioldgicos que se desarrollan en los reactores de las EDAR, al igual que encontrar
la mejor forma de explotacién de estas para obtener el méximo beneficio al menor costo
econdémico. El presente TFM se ha desarrollado dentro del proyecto de investigacion: “Estudio
de lainfluencia de las variables operacionales y fisicoquimicas en la dindmica de la estructura
de la poblacién de bacterias nitrificantes’, realizado por el Grupo de Quimica y
Microbiologia del Agua del IAMA, para la EDAR Molina de Segura. Este proyecto se
enmarca dentro de las estrategias de mejora del proceso biolégico de la EDAR,
tienen como objetivo aumentar la calidad del efluente y optimizar el coste energético del
proceso. Dicha instalacion estd disefiada para tratar un caudal medio de 25000 m*/d con
un proceso biolégico A/O.

as cuales

El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad en las tasas de respiracion de las
bacterias nitrificantes en funcién de las variables operacionales, fisicoquimicas y biolégicas
(protistas y metazoos) de la EDAR Molina de Segura, que cuenta con un proceso de fangos
activados. Para lograrlo se tomaron 22 muestras del licor mezcla, durante el periodo de
noviembre de 201/ ajunio de 2018. A cada una de estas muestras se le realizé la medicion
de las tasas de respiracién endégena y exdégena, siguiendo un protocolo establecido para tal
fin, ademads de los valores de los pardmetros cinéticos y estequiométricos de las bacterias
nitrificantes y heterétrofas. Posteriormente, se relacioné estadisticamente los valores de las
variables ambientales con los resultados de las variables respirométricas. Dicho andlisis se
basé en la exploracién del conjunto de variables empleando diferentes estrategias, entre
ellas, el andlisis bivariante (correlacién de Pearson), andlisis de conglomerados (cluster),
técnicas multivariantes con un enfoque no paramétrico (NMDS) y, finalmente, un andlisis de
interpretacion ambiental mediante la construccién de modelos lineales basados en la distancia

(DISTLM.

Los resultados obtenidos han mostrado que el proceso de nitrificacién de la EDAR es limitado,
debido a las condiciones de operacién desfavorables para el crecimiento de las bacterias



nitrificantes. Entre estas, destaca elevados sélidos suspendidos voldtiles en el licor mezcla
(SSVLM\, los cuales duplican los valores habituales de otras depuradoras y, con ello, la baja
carga de nitrégeno amoniacal (CN-NH,). Ademds, el elevado tiempo de retencién hidrdulico
en el decantador secundario (TRHds) causa estrés ambiental, reduccién en la tasa de
crecimiento v lisis celular. Por ofro lado, la deficiencia de nutrientes, debido a la precipitacion
del féstoro con cloruro férrico a la entrada del reactor, asi como la baja carga de nitrégeno,
limitan también dicho proceso. Finalmente, la carga orgdnica (CM), favorece el crecimiento
de bacterias heterétrofas sobre las nitrificantes.

La planta cuenta con un alto rendimiento de eliminacién de nitrégeno, estable durante el
periodo de estudio, tanto para el rNTs como para el rNKTs, debido probablemente a que el
nitrégeno estd siendo eliminado principalmente por asimilacién para el crecimiento celular de
bacterias heterétrofas, las cuales poseen mayor tasa de crecimiento y mayor adaptacién a
los cambios de las variables ambientales.

Palabras claves: respirometria, EDAR, nitrificacién, fango activo, bioindicador.

RESUM

La societat actual enfronta una série de problemes ambientals que shan intensificat a raé de
el creixement exponencial de la poblacié. Dos dels principals problemes ambientals a nivell
local sén la deterioracié marina i la contaminacié del recurs hidric, els quals se sumen al
problema mundial de pérdua de biodiversitat. Per a afrontar aquestes problematiques
ambientals, shan creat diferents estratégies de control. Una delles sén les estaciones
depuradores daigies residuals (EDAR), que el seu principal objectiu és eliminar o reduir els
contaminants presents en ['aigua, per al seu posterior abocament als cossos d'aigua. Un dels
contaminants més importants en les aigies residuals i perjudicials per a la vida aquatica, per
les seues caracteristiques toxiques i precursores de leutrofitzacid, sén els compostos

nitrogenats, els quals sén eliminats mitjiancant un procés biologic de nitrificacié i desnitrificacio.
El primer d'ells, és realitzat en dues etapes sota condicions aerobias per dos grups de bacteris
filogenéticamente diferents, els bacteris amoniooxidantes, les quals realitzen I'oxidacié d'amoni
a nitrit, i els bacteris oxidants del nitrit, responsables de I'oxidacié de nitrit a nitrat.

Enginyers i cientifics estan immersos en la cerca continua de conéixer més a fons els processos
bioldgics que es desenvolupen en els reactors de les EDAR, igual que trobar la millor forma
d'explotacié d'aquestes per a obtenir el maxim benefici al menor cost economic. El present
TFM s'ha desenvolupat dins del projecte de recerca: “Estudi de la influéncia de les variables
operacionals i fisicoquimiques en la dinamica de l'estructura de la poblacié de bacteris
nitrificantes”, realitzat pel Grup de Quimica i Microbiologia de |'Aigua de IIIAMA, per a
'EDAR Molina de Segura. Aquest projecte semmarca dins de les estratégies de millora del
procés bioldgic de 'EDAR, les quals tenen com a objectiu augmentar la qualitat de I'efluent i
optimitzar el cost energétic del procés. Aquesta instal-lacié esta dissenyada per a tractar un

cabal mitia de 25000 m*/d amb un procés biologic A/O.




L'objectiu d'aquest treball va ser estudiar la variabilitat en les taxes de respiracié dels bacteris
nitrificantes en funcié de les variables operacionals, fisicoquimiques i bioldgiques (protistas i
metazoos) de IEDAR Molina de Segura, que compta amb un procés de fangs. Per a
aconseguir-ho es van prendre 22 mostres del licor barreja, durant el periode de novembre
de 2017 ajuny de 2018. A cadascuna d'aquestes mostres se li va realitzar el mesurament de
les taxes de respiracié endogena i exdgena, seguint un protocol establit per a tal fi, a més dels
valors dels parametres cinétics i estequiometrics dels bacteris nitrificantes i heterotrofes.
Posteriorment, es va relacionar estadisticament els valors de les variables ambientals amb els
resultats de les variables respirométricas. Aquesta andlisi es va basar en l'exploracié del
conjunt de variables emprant diferents estratégies, entre elles, I'analisi bivariante (correlacio
de Pearson), analisi de conglomerats (cluster), t&cniques multivariantes amb un enfocament no
parametric (hMDS) i, finalment, una analisi d'interpretacié ambiental mitjiangant la construccié
de models lineals basats en la distancia (DISTLM).

Els resultats obtinguts han mostrat que el procés de nitrificacié de 'EDAR és limitat, a causa
de les condicions d'operacié desfavorables per al creixement dels bacteris nitrificantes. Entre
aquestes, destaca elevats solids suspesos volatils en el licor barreja (SSVLM), els quals
dupliquen els valors habituals d'altres depuradores i, amb acd, la baixa carrega de nitrogen
amoniacal (CN-NH4). A més, I'elevat temps de retencié hidraulic en el decantador secundari
(TRHds) causa estrés ambiental, reduccié en la taxa de creixement i lisis cel-lular. D'altra banda,
la deficiencia de nutrients, a causa de la precipitacié del fosfor amb clorur ferric a I'entrada
del reactor, aixi com la baixa carrega de nitrogen, limiten també aquest procés. Finalment, la
carrega organica (CM), afavoreix el creixement de bacteris heterotrofs sobre les nitrificantes.

La planta compta amb un alt rendiment d'eliminacié de nitrogen, estable durant el periode
destudi, tant per al rNTs com per al rNKTs, hagut de probablement al fet que el nitrogen esta
sent eliminat principalment per assimilacié per al creixement cel-lular de bacteris heterdtrofs,
les quals posseeixen major taxa de creixement i major adaptacié als canvis de les variables
ambientals.

Paraules claus: respirometria, EDAR, nitrificacié, fang actiu, bioindicador.

ABSTRACT

Today's society faces a series of environmental problems that have become intensified due to
the exponential growth of the population. Two of the main environmental problems at the local
level are marine deterioration and pollution of the water resources, which are a global
problem of biodiversity loss. To confront these environmental problems, different control
strategies have been created. One of them is the sewage treatment plants (WWTP), which
main objective is to eliminate or reduce the pollutants present in the water, for its later
discharge to the water tanks. One of the most important pollutants in wastewater and harmful
to aquatic life, due to its toxic characteristics and precursors of eutrophication, are the nitrogen
compounds, which are eliminated through the biological process of nitrification and
denitrification. The first of them, is carried out in two stages under aerobic conditions by two
groups of phylogenetically different bacteria, the ammonium oxidizing bacteria, which carry



out the oxidation of ammonium to nitrite, and the oxidizing bacteria of nitrite, responsible for
the oxidation of nitrite to nitrate.

Engineers and scientists are immersed in the constantly seeking to know more about the
biological processes that take place in WWTP reactors, as well as to find the best way to
exploit them to obtain the maximum benefit at the lowest economic cost. This master thesis has
been developed within the research project: "Study of the influence of operational and
physicochemical variables on the dynamics of the structure of nitrifying bacteria”’, which is
carried out by the IAMA Water Chemistry and Microbiology Group, for the Molina de
Segura WWTP. This project is part of the strategies to improve the biological process of the
WWTP, which aims to increase the quality of the effluent and optimize the cost of the process.
This installation is designed to treat an average flow of 25000 m*/d with a biclogical process

A/Q.

The objective of this work was to study the variability in the respiration rate of the nitrifying
bacteria in function of the operational, physicochemical and biological variables (protists and
metazoans) of the Molina del Segura WWTP which has an activated sludge process. To
achieve this, 22 samples of the mixed liquor were taken during the period from November
2017 to June 2018. Each of these samples was measured the endogenous and exogenous
respiration rates, following a protocol established for that purpose, besides the values of the
kinetic and stoichiometric parameters of the nitrifying and heterotrophic bacteria.
Subsequently, the values of the environmental variables were statistically related to the results
of the respirometric variables. This analysis was based on the exploration of the variables using
different strategies, among them, the bivariate analysis (Pearson correlation), cluster analysis
(cluster), multivariate techniques with a non-metric multidimensional scaling (NMDS) and, finallly,
an analysis of environmental interpretation through the construction of linear models based on

distance (DISTLM\).

The results obtained have shown that the nitrification process of the WWTP is limited, due to
the unfavorable operating conditions for the growth of the nitrifying bacteria. Among these,
stand out the volatile suspended prices in the mixed liquor (SSVLM), which double the usual
values of other purifiers and, with it, the low ammoniacal nitrogen load (CN-NH'). In addition,
the high hydraulic retention time in the secondary decanter (TRHds) causes environmental
stress, reduction in growth rate and cell lysis. On the other hand, the deficiency of nutrients,
due fo the precipitation of phosphorus with ferric chloride at the entrance of the reactor, as
well as the low nitrogen load, also limit this process. Finally, the organic load (CM), favors the
growth of heterotrophic bacteria on nitrifiers.

The plant has a high performance of nitrogen removal, stable during the study period, for both
the rNTs and the rNKTs, probably because of the nitrogen is being eliminated by assimilation
for the cell growth of heterotrophic bacteria, which they have a higher growth rate and
greater adaptation to changes in environmental variables.

Keywords: respirometry, WWTP, nitrification, activated sludge, bioindicator.
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International Water Association
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Variables fisicoquimicas
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NOMENCLATURA
Unidad Descripcion

d’ Velocidad de crecimiento especifico de bacterias nitrificantes

d’ Velocidad méxima de crecimiento especifico de bacterias nitrificantes
mgN-NH_/Ih Tasa de nitrificacion
mgN-NH/Ih Tasa de nitrificacién a oxigeno méximo
mgN-NH/Ih Tasa de nitrificacién méxima

d’ Coeficiente de desaparicién de la biomasa heterétrofa

d’ Coeficiente de desaparicién de la biomasa nitrificante
mgN-NH,/Ih Capacidad de nitrificacién del proceso

mg/l Demanda biolégica de oxigeno

mg/l Demanda quimica de oxigeno

mgDQO/mgSSV Consumo de oxigeno por unidad de biomasa
- Factor de correccién por sustrato nitrificable
- Fraccién de biomasa nitrificante

- Factor de correcciéon por oxigeno disuelto



Ky mgN-NH./Ih Constante de semisaturacién por substrato

Kop mg/! Coeficiente de semi-saturacién de oxigeno

NKT mg/! Nitrégeno Kjeldahl Total

oC mg/! Oxigeno consumido

OD mg/! Oxigeno disuelto

OUR mgO2/Ih Oxygen uptake rate (velocidad de consumo de oxigeno)
OURend mgO-/lh Velocidad de consumo de oxigeno en condiciones endégenas
OURng mgO-/lh Velocidad de consumo de oxigeno endégeno de biomasa heterétrofa
OURendimx mgO-/lh Tasa de consumo de O, endégena maxima

OURenan mgO-/lh Velocidad de consumo de oxigeno endégeno de biomasa nitrificante
P mg/! Fosforo

@ m*/h Caudal del afluente

O m*/h Caudal medio

Rs mgQO2/lh Tasa de respiracion dindmica o exégena

Rsh mgO-/lh Tasa de respiracién dindmica de biomasa heterétrofa

Rsn mgQO2/lh Tasa de respiracién dindmica de biomasa nitrificante

Rsp mgQO2/gh Tasa de respiracion especifica

Shiak mgN-NH/I Nitrégeno amoniacal medio de entrada al reactor biolégico
Snn mgN-NH/I Sustrato amoniacal

So mg/l Concentracién de oxigeno disuelto

SOUR mgQO2/gh Tasa especifica de consumo de oxigeno

SOURcan mgQO2/gh Tasa especifica de consumo de oxigeno de heterétrofas
SOURrdmax mgQO2/gh Tasa especifica de consumo de oxigeno maxima

SOUR.an mgQO2/gh Tasa especifica de consumo de oxigeno de nitrificantes

Ss mgDQO/I DQOO rdpidamente biodegradable

SS mg/l Sélidos suspendidos

SSV mg/! Sélidos suspendidos voldtiles

SSVLM mg/l Solidos suspendidos voldtiles del licor mezcla

Tn h Tiempo de nitrificacién minimo requerido

Te ‘C Temperatura

TRC h Tiempo de retencién celular

TRCy d Tiempo de retencién celular minimo para nitrificacion

TRHds h Tiempo de retencién hidrdulico en el decantador secundario
TRH, h Tiempo de retencién hidrdulico en el reactor

TRHN h Tiempo de retencién hidrdulico disponible para la nitrificacion
Vi m® Volumen del reactor aerobio

Vr m° Volumen del reactor
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1 INTRODUCCION

1.1 Aguay medio ambiente

Los asentamientos humanos, a lo largo de la historia, se han visto influenciados por la presencia
de recursos en su enforno, por alimentos y cobijo, principalmente. Dicha situacién, ha
ocasionado que las civilizaciones se hayan asentado en las cercanias de los cuerpos de agua
como rios,
las diferentes necesidades del hombre a través de este preciado recurso.

agos, estuarios y mares, los cuales brindan bienes y servicios con los que satisfacer

El consumo y uso de los recursos hidricos genera cambios en su calidad y cantidad una vez
son devueltos al ambiente. El actual incremento de la poblacién en los nicleos urbanos, el
desarrollo industrial y el auge del sector agricola, ha aumentado la cantidad de vertidos all
medio natural hasta limites que superan su capacidad de autodepuracion. Aunque los recursos
hidricos sean percibidos como recursos renovables, se deben tomar medidas para asegurar
que lo sigan siendo, de lo contrario, se tendria consecuencias importantes en dmbitos
ambientales, econdémicos y de salud publica.

Por lo anterior, resulta trascendental contemplar conocimientos, capacidad financiera e
infraestructura para garantizar condiciones Sptimas en el agua, para sus diversos usos o para
el posterior vertido al medio ambiente. Una de las medidas para conseguirlo ha sido la
construccién de estaciones de fratamiento de agua potable (ETAP) v las estaciones
depuradoras de aguas residuales (EDAR), que surgieron en el siglo XIX. Estas se iniciaron tras
la revolucién industrial, momento en que se da una transformacién en el dmbito tecnolégico,
permitiendo implementar este tipo de herramientas para reducir el deterioro de los recursos
hidricos y mejorar la calidad del agua.

En relacién a la situacién actual que afronta la sociedad (desabastecimiento, transmisién de
enfermedades por microrganismos patégenos, pérdida de biodiversidad, agotamiento del
recurso, etc); la prevencién de la contaminacién y la rehabilitacién de fuentes de agua ya
contaminadas deben ser acciones prioritarias con respecto al desarrollo de tecnologias de

depuracién. Estas tecnologias de depuracién son cada vez mds complejas y su costo aumenta
a medida que el nimero de contaminantes crece. Por esta razén, las soluciones "End of Pipe’
para los efluentes de agua residual urbana (ARU) y agua residual industrial (ARI) deben ser

sustituidas por précticas de racionalizacién, reciclado y reusé (Prando, 1996)

Por lo tanto, se vuelve necesario contemplar el concepto de 1+D+i (investigacion, desarrollo e
innovacién) para encontrar esfrategias de control en los procesos de depuracién, tanto
biolégicos como fisicoquimicos, que permitan lograr los objetivos a un menor coste. Esto
supone, por ejemplo, reducir el consumo energético del proceso de depuracién, el cual
representa un 3% del consumo de energia en paises desarrollados como en los Estados Unidos

(McCarty et al, 2011). De este modo, el avance en conocimiento y tecnologia en la
depuracién de aguas, permiten enmarcarse dentro del desarrollo sostenible, logrando una
explotacién eficiente y amigable con el medio ambiente.
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1.2 Generalidades de la depuracion de aguas residuales

El propdsito de los tratamientos de aguas residuales es eliminar los contaminantes que pueden
llegar al medio acudtico y de esta forma evitar o reducir los impactos ambientales generados,
por la toxicidad de los contaminantes y por el descenso en la concentracién de oxigeno
disuelto en el agua, que resultan perjudiciales para la vida acudtica. Los compuestos orgdnicos
son quienes ejercen una mayor demanda de oxigeno para su degradacién; aun asi, el
nitrégeno amoniacal, siendo un compuesto inorgdnico, es de los contaminantes mds
importantes que influyen en el deterioro del recurso hidrico, dando origen al ya conocido
problema de eutrofizacién (Grady et al, 201 1).

Conseguir una calidad en el agua acorde a criterios normativos y sustentables, requiere de
una serie de tratamientos mediante operaciones y procesos fisicos, quimicos y biolégicos con
los cuales se logren eliminar los contaminantes presentes en el agua y, de este modo, verterla
posteriormente al medio sin que se generen impactos significativos en el enforno o para su
posterior reutilizacién. Las etapas de tratamiento mds frecuentes que suelen encontrarse en
una EDAR son: el pretratamiento, tratamiento primario y secundario, el tratamiento de los
fangos producidos y ocasionalmente el tratamiento terciario. Este (ltimo, consiste en la
aplicacién de tratamientos fisicos, quimicos y/o biolégicos, a fin de obtener una mejor calidad
del agua tratada para cumplir los valores méximos permitidos de vertido. En la tabla 1.1 se
resumen las etapas y todos aquellos procesos u operaciones que se llevan a cabo dentro de
cada una de estas, al igual que el propdsito perseguido para el tratamiento de las aguas
residuales.

Tabla 1.1 Sistemas de fratamiento para la depuracién de aguas residuales. Adaptado de: (Rittmann & McCarty, 2001)
Etapa Método de tratamiento Objetivo

Eliminar elementos que pueden perjudicar
a las instalaciones  posteriores  al

Enrejados
,I tratamiento; evitando obstrucciones en los
Tamices _ . )
o equipos de bombeo y tuberias, asi como
. Homogenizacién , P e
Pretratamiento Mezclad evitar la acumulacién de sdlidos inertes en
ezclado . o .
la linea de fangos. Eliminar grasas y aceites
Desengrasado- e eden enerar  desequilibrios
U U Ul |
Desarenado 4 P 9 4

biolégicos, ademds de arenas que pueden
generar desgaste a equipos mecdnicos.

Coagulacién/Floculacion
Tratamiento  Precipitacion quimica
Primario Oxidacién-Reduccion
Sedimentacién

Elimina sélidos suspendidos (SS) junto con
sus contaminantes asociados y lo que
pueda perjudicar al tratamiento biolégico.

Potenciar una serie de reacciones de

Aireacion oxidacién-reduccién a través de una
Tratamiento  Tratamiento bioldgico comunidad heterogénea de bacterias
Secundario  Sedimentacién presentes en el fango activo, utilizando los
Precipitacion contaminantes como fuente de energia vy

nutrientes para su crecimiento y biosintesis.




Tabla 1.1(Continuacién) Sistemas de tratamiento para la depuracién de aguas. Adaptado de: (Rittmann & McCarty, 2001)
Etapa Método de tratamiento Objetivo
Filtracion
Extraccion gas-liquido

. Proceso de membrana o ) .
Tratamiento 5 Eliminar patégenos y contaminantes no
Adsorcién

Terciario o eliminados en las fases anteriores.
Oxidacién

Cambio idnico

Desinfeccién

Sedimentacién

. Flotacion Concentracién de los lodos, reduccion de
Tratamiento de _ L e . . .
Fangos Digestion biolégica material putrescible y reduccién  del
Estabilizaciéon quimica volumen.

Deshidratacion

El proceso de fangos activados es una de las tecnologias mdés extendida para la depuracion
de las aguas residuales. Este proceso se basa en la aireacion de las aguas residuales para el
tratamiento biolégico, seguido de la separacién del agua residual tratada y recirculacion de
una parte del fango que se devuelve al sistema. Habitualmente, la separacion del fango del
agua residual tratada se realiza mediante sedimentacién (separacién por gravedad) pero
también puede realizarse mediante flotacién y otros métodos (Tchobanoglous et al, 2003).
Ademds, puede ser aplicado a diferentes tipologias de reactores, entre ellos, proceso de
mezcla completa, proceso de flujo en pistén, oxidacién total, canales de oxidacién, oxidacion
por contacto-estabilizacién, sistema de adsorcién-estabilizacion (A+B) vy reactores de

membranas (el lector podrd encontrar mas detalle de cada proceso en Ferrer & Seco (2007)).

El proceso de fangos activados ha sido desarrollado principalmente para la eliminacién de
la materia orgénica y nutrientes (nitrégeno y fésforo), alternando etapas aerobias, anéxicas y
anaerobias. Los microorganismos, princip0|menfe bacterias, convierten la materia orgdnica y
los nutrientes en compuestos mds simples, asi como en nueva biomasa (Wang et al, 2009). En
os microorganismos utilizan el sustrato del agua residual para crecer y producir
energia, provocando de esa forma el descenso en la concentracién de contaminantes
presentes en el agua residual.

resumen,

1.3 Variables operacionales y de control en estaciones depuradoras de aguas
residuales

En una EDAR con proceso de fangos activados existe una serie de variables fisicoquimicas
(VFQ) y operacionales (VOP) que se deben medir y controlar para garantizar un tratamiento
Sptimo en la planta. Los pardmetros fisicoquimicos y operacionales basicos de control y disefio
mds utilizados en la explotacién diaria de las plantas son: la carga orgdnica, la concentracion
de la biomasa, los sélidos suspendidos totales (SST), el nitrégeno total (NT), el fésforo total (PT),
la carga mdsica (CM), el tiempo de retencién celular (TRC) y el oxigeno disuelto (OD)

(Tchobanoglous & Burton, 1995).




1.3.1 Carga organica

Es la cantidad diaria de materia orgdnica que entra al reactor y se calcula a partir de la
concentracién de DBOs o DOO y del caudal diario, expresdndose en kgO,/d. Es claro que
existe una relacion estrecha tanto de la DBOs como la DOO con la microfauna, dado que
ambas son una forma de medir el alimento que entra a la planta. Sin embargo, las
correlaciones entre estas variables y los microorganismos varian en funcién del tipo de agua
residual que se trata y de la especie en cuestion. Salvadé & Garcia (1993) mencionan un
efecto de la velocidad de crecimiento de microorganismos por variaciones de DBOs del
afluente. Es importante medir esta variable para prever las condiciones de operacién, como
el requerimiento de oxigeno y el objetivo de remocién.

1.3.2 Concentracién de la biomasa

La concentracién de la biomasa se mide en sélidos suspendidos voldtiles del licor mezcla,
(SSVLM) y representa la materia en suspensién de tipo orgdnico, expresado en kg/m®. Su
medicién es importante puesto que son los microorganismos los encargados de la oxidacion
de la materia orgdnica y nutrientes, por lo que se debe de asegurar una concentracién de
biomasa en el reactor que garantice la remocién de los contaminantes. Ademds, este
pardmetro influye en el cdlculo de la carga masica y tiempo de retencién celular comentados
a continuacion.

1.3.3 Carga mdsica

La carga mésica (CM) es el pardmetro que trata de representar la relacién existente entre la
carga orgdnica y la concentracién de biomasa presente en el reactor biolégico, expresada
como kgDBOs/kgSSVLMd. Es de vital importancia conocer y controlar esta variable puesto
que representa una aproximacién de la relacién entre alimento y microorganismos presentes,
reflejando si habrd crecimiento de la biomasa vy la eliminacién de los contaminantes.

1.3.4 Tiempo de retencién celular

El TRC (también denominado como edad del fango, EF) es la relacion entre la masa de
microorganismos presentes en el reactor y la masa de microorganismos purgados del sistema
diariamente, expresado en dias. Este pardmetro aproxima el tiempo medio que permanece
una célula en el proceso, ya que estos siguen un ciclo desde que son decantados y
recirculados al reactor, hasta que salen por la corriente de purga de fangos en exceso.

El TRC interviene en la composicién bacteriana y, por lo tanto, de la microfauna que de ella
se alimenta. Los microorganismos presentan diferentes tasas de crecimiento, algunos mds bajas
que otros, es decir, que sélo aquellos protozoos y bacterias con tasas de crecimiento
superiores a los tiempos de retencién podrdn sobrevivir (Ferrer et al, 2007). Esto supone
operar con un TRC que permita el crecimiento de la biomasa deseada para el tratamiento
del agua residual.

1.3.5 Oxigeno disuelto

Este parametro es quizds uno de los mas influyentes en la eliminacién de la materia orgénica
y nutrientes, debido a las necesidades de oxigeno que requieren los microorganismos para su
metabolismo. Conocer las necesidades de oxigeno en el reactor biolégico permite operar con
los niveles de oxigeno necesarios y garantizar un tratamiento eficiente; sin estar por debajo
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de las necesidades, ocasionando una depuracién insuficiente o generando un gasto
energético innecesario.

1.4 Microorganismos que intervienen en la depuracién de aguas residuales

La presencia de las comunidades microbianas enmarca la depuracién biolégica de las aguas
residuales, en donde sus caracteristicas infrinsecas desempefian un papel diferente en el
proceso de depuracién. No existe un Unico organismo capaz de utilizar todos los compuestos
orgdnicos e inorgdnicos presentes en las aguas residuales, por lo que un proceso biolégico
constiftuye un ecosistema diverso de microorganismos y su presencia-ausencia  estd
condicionada por variables del disefio y condiciones de operacién de la planta, al igual que
las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual afluente y licor mezcla (Ciaccio, 1971).

Los organismos presentes en un proceso biolégico de fangos activados pueden ser
clasificados en diversas formas. A nivel de la depuracién de aguas,
de gran importancia (Ferrer & Seco, 2007). Estos se encuentran constituidos por bacterias,
arqueobacterias, cianobacterias, protistas, metazoos, hongos y algas (Seviour & Nielsen,
2010). Las bacterias y los protistas son considerados como los principales responsables de la
eficiencia en el tratamiento biolégico del agua residual. Cada una de estas poblaciones
desempefia un papel determinado en el proceso y, en conjunto, forman la comunidad bidtica
caracteristica de los fangos activados.

a clasificacién trétfica es

1.4.1 Bacterias

Los organismos mds directamente relacionados con el tratamiento del agua residual son las
bacterias, las cuales dominan sobre ofros grupos en nimero y biomasa, e intervienen en el
proceso de mineralizacién y eliminacién de la materia orgdnica y nutrientes (Rius, 2003),
Ademds, constituyen la mayor fraccién de la biomasa del fango activo (Q0-95% de la biomasa
existente) siendo, por lo tanto, el grupo dominante dentro de la microfauna de los fangos
activados (Ferrer & Seco, 2007). Su pequefio tamafio y su elevada relacién superficie/volumen
favorecen el intercambio de nutrientes y catabolitos con el medio que los rodea (Fernandez

et al, 1996).

Los organismos unicelulares requieren: carbono, nutrientes inorgdnicos, energia y poder
reductor para su crecimiento. Consumen la materia orgénica biodegradable (como proteinas,
carbohidratos, lipidos y otros compuestos) presente en las aguas residuales y obtienen la
energia y el poder reductor de las reacciones de oxidacién. Esto implica la cesién de
electrones por el sustrato y su fransferencia hasta el aceptor final de electrones. La suma de

todas las transformaciones bioquimicas que se suceden en las células se conoce como
metabolismo. El objetivo principal de estas transformaciones en los microorganismos es la
sintesis celular (Manga, 2000)

La via reproductiva mds comin de las bacterias es por fisién binaria, donde la célula original
se convierte en dos organismos nuevos. El tiempo requerido para cada divisién, conocido
como tiempo de generacién o de duplicacién, puede variar desde menos de 20 minutos hasta
varios dias. Existen limitaciones ambientales que frenan la duplicacién, como la disponibilidad
del sustrato, concentracién de nutrientes, o incluso el tamafio del sistema (Moeller, 2010).
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Los sistemas de fratamiento biolégico de aguas residuales se basan en la interaccion vy el
metabolismo de los microorganismos. Los procesos por los cuales se ven envueltos estos
microorganismos para llevar a cabo su metabolismo son esenciales para un correcto
funcionamiento de la depuracién de las aguas, siendo, por lo tanto, el componente biolégico
mds sensible en una EDAR. Estos procesos han sido estudiados por diferentes autores, entre
ellos Wentzel et al. (1992). Henze et al. (1995); Gujer et al. (1999), para conocer en detalle
el proceso de tratamiento biolégico y generar, ademds, modelos de simulacién que puedan
asemejarse a la realidad y logren evaluar de forma detallada lo que acontece en el
ecosistema que rodea al grupo de bacterias presentes en los fangos activados. En la figura
1.1. se muestran los procesos de organismos heterétrofos y autétrofos y las transformaciones
que tienen lugar en el medio. Las mds representativas son el crecimiento celular, la
desaparicién de la biomasa vy la hidrélisis (proceso llevado a cabo Unicamente por bacterias
heterétrofas) En dicha figura se representa la base del funcionamiento de la técnica
respirométrica, de la que se hablard mas adelanta y que se busca medir el consumo de
oxigeno durante el proceso de oxidacién y crecimiento de las bacterias.

CO:/CNo

0:

Crecimiento

O
: \ Oxidacion SS/SNH
CO. + HO < I/ = Hidrélisis
ATP

Figura 1.1 Modelo de lisis regeneracién. Fuente: (Vanrolleghem, 2002)

Aunque las bacterias pueden ser clasificadas con base en diferentes criterios (donador de
electrones, fuente de carbono, aceptor terminal de electrones, etc), algunos autores las
agrupan segun su funcién e importancia dentro de la estructura de la comunidad del fango
activo (Seviour & Nielsen, 2010). De esta forma, las bacterias dentro de la comunidad
quedarian agrupadas de la siguiente forma: quimioorganoheterétrofas, desnitrificantes,
degradadoras de polimeros, bacterias del hierro, bacterias reductoras de sulfato, bacterias
acumuladoras de polifosfatos (PAOs, polyphosphate accumulating organisms), bacterias
acumuladoras  de  glucdgeno (GAOs, glycogen accumulating  organisms),  bacterias
acumuladoras de poli- B -hidroxialkanoatos (PHA) y bacterias quimiolitoautréfas (bacterias
nitrificantes y bacterias oxidantes de sulfuros)

Bacterias responsables del proceso de nitrificacion

Las bacterias nitrificantes son autétrofas, quimiolitétrofas y estrictamente aerobias. En primer
lugar, son estrictamente aerobias por necesitar oxigeno como aceptor de electrones para su
proceso metabdlico. Se definen como autétrofas porque pueden fijar y reducir carbono
inorgdnico como fuente de carbono para la sintesis de material celular, convirtiéndolo en un
proceso energéticamente caro y como consecuencia en el principal responsable de poseer
una baja transferencia de electrones y coeficiente de rendimiento. Su natfuraleza
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quimiolitétrofa hace que estos valores sean adn mdas bajos, porque su donador de electrones
libera menos energia por electrén que un donador de electrones orgdnico, Ha, o formas
reducidas del azufre. Un bajo rendimiento (Y] se traduce en una pequefia tasa de crecimiento
y altos tiempos de retencion celular (Rittmann & McCarty, 2001). Por cada molécula de
diéxido de carbono asimilado, se oxidan aproximadamente 30 moléculas del ion amonio o
100 moléculas de nitrito. Debido a la gran cantidad de iones amonio v nitrito necesarios para
asimilar diéxido de carbono, las bacterias nitrificantes tienen una velocidad de crecimiento
lento (Gerardi, 2002), ademds de caracterizarse por poseer sistemas membranosos internos
complejos.

Las bacterias nitrificantes estén ampliamente distribuidas en el planeta, encontrandose en
diferentes hdbitats, incluyendo agua dulce, agua de mar, agua salobre y en el suelo,
soliéndose encontrar en abundancia en medios con elevados niveles de amonio y pH alcalino.

Recientemente se ha descubierto que algunos organismos del dominio archaea son capaces
de llevar a cabo el proceso de oxidacién del amonio (AOA, archaeas oxidantes de amonio)
en océanos y suelos bajo ciertas condiciones ambientales extremas, asociadas principalmente
a ecosistemas que presentan elevada salinidad y temperatura, y muy baja disponibilidad de
nutrientes (Seviour & Nielsen, 2010a). Por tanto, la oxidacién secuencial aerdbica del amonio
a nitrito y luego a nitrato pueden ser catalizados por organismos procariotas quimiolitétrofos:

BOA, AOA y BON

Bacterias oxidantes del amonio (BOA): Todos los géneros de BOA conocidos pertenecen
al phylum Proteobacteria, en el cual se distinguen dos clases: las Betaproteobacterias, quienes
predominan en los procesos de tratamiento de aguas residuales, y las
Gammaproteobacterias, las cuales son haléfilas y no tienen presencia significativa en los
procesos biolégicos de las EDAR.

Arqueas oxidantes de amonio (AOA): Algunos estudios indican la capacidad de organismos
pertenecientes al dominio Archaea de llevar a cabo la oxidacién del amonio en suelos y
océanos (Schleper et al, 2005; Graeme & Schleper, 2006). Posteriormente, los estudios de
Beman et al. (2008) han confirmado que estos organismos juegan un papel importante en la
nitrificacién en ecosistemas marinos y terrestres.

AOA del phylum Crenarcheota y Thaumachaeota (Spang et al, 2010) han sido detectadas
en EDAR (Wells et al, 2009) y en EDARI (Marc MuBmann, 2011). Pese a los hallazgos
encontrados no se ha definido si estos microrganismos crecen exclusivamente por medio de
la oxidacién del amonio.

Bacterias oxidantes del nitrito (BON): Las BON se caracterizan por ser un grupo mds
diverso que las BOA. Llos géneros descritos, a excepcién de Nitrospira, Nitrospina y
Nitrolancetus, se encuentran dentro del phylum Proteobacteria. Nitrobacter, perteneciente a
las alphaproteobacterias, ha sido considerado como predominante en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales (Henze, 1997). Sin embargo, en estudios posteriores en
plantas a escala real basados en técnicas moleculares de hibridacién in situ con sondas de
oligonucledtidos marcadas con  fluoréforos (FISH, fluorescence in situ  hybridization),
confirmaron que Nitrospira era la especie clave en este proceso (Juretschko et al, 2002); a
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excepcion de reactores que fratan elevadas concentraciones de nitrito, en los que Nitrobacter
puede alcanzar una abundancia relativamente alta (Daims et al, 2001). Esto es debido a que
Nitrobacter presenta mejor adaptacién a altas concentraciones de NO;, mientras que
Nitrospira se adapta mejor a las bajas concentraciones (Schramm, 1999). Dentro del phylum
proteobacteria, asociadas a ambientes marinos, se encuentran los géneros Nitrococcus (Nc.
mobilis) en la clase Gammaproteobacteria 'y Nitrotoga (N. artica) en la clase
Betaproteobacteria (Alawi, 2007).

1.42 Protozoos

Los protozoos son organismos unicelulares eucariotas, no tan abundantes como las bacterias,
que constituyen aproximadamente el 9% de la biomasa de los fangos activados (Madoni,
19Q4). Poseen diferentes vias metabdlicas, y se pueden alimentar de materia orgdnica
disuelta (osmétrofos) y predacién de microorganismos (holozoicos), siendo esta dltima el papel
mds importante en el fratamiento biolégico al clarificar el efluente. Ademds, segregan enzimas
que estimulan la floculacién de las bacterias. Se pueden encontrar en los fangos activados
tres grandes grupos segin su morfologia y movilidad: flagelados, ciliados y sarcodinos (Mara

& Horan, 2003).

1.4.3 Metazoos

Los metazoos son organismos pluricelulares holozoicos (se alimentan de bacterias dispersas y
floculantes), favoreciendo a la clarificacién del agua. En sistemas de fangos activados se han
reportado los siguientes grupos: rotiferos, nemdtodos, anélidos y gastrétricos (Vasco et al,
2009). Se les considera indicadores de un buen funcionamiento del proceso de depuracién,
siempre y cuando no alcancen densidades excesivas (Zornoza, 2017). Su presencia en los
reactores indica una elevada edad del fango (Madoni, 1991).

1.4.4 Bioindicadores del rendimiento del proceso de fangos activados

AfRos mds tarde de los comienzos del tratamiento de las aguas residuales mediante fangos
activados, la funcién de los microorganismos (bacterias y protistas) fue el principal objetivo de
numerosos estudios sobre el papel trascendental de estos en la depuracién. Ademds,
efectos negativos que pueden presentarse por la presencia y abundancia de ciertos
microorganismos fueron estudiados por algunos autores (Pirt & Bazin, 1972)

[ON)

La bioindicacién es una técnica por la cual, mediante la observacion microscépica de un fango
activo, se puede conocer el funcionamiento del proceso y cémo variar los parédmetros
operacionales con el objetivo de conseguir un éptimo rendimiento en la depuracién. Los
protistas y metazoos han sido los principales microorganismos potenciales indicadores de la
eficiencia y rendimiento del proceso, ya que toleran condiciones ambientales puntuales y
manifiestan su presencia segun las caracteristicas del medio. Conocer estas caracteristicas de
hébitat permite prever sifuaciones que en pocos casos pueden ser detectables mediante
técnicas analfticas convencionales, logrando actuar en las variables operacionales antes de
que se presenten problemas graves en el proceso (Vasco et al, 2009).

Las especies de protistas presentes en fangos activados como bioindicadores han sido
estudiadas desde principios de la depuracién de aguas hasta la actualidad (Curds &

Cockburn, 1970: Madoni, 1991: Salvads, 1995: Vasco et al, 2009; Zornoza, 2017), siendo

los parédmetros operacionales los principales, pero no Unicos, enfoques de investigacién. De
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este modo, se han podido describir las relaciones enfre microorganismos vy las variables de
control del proceso y desarrollar métodos para la monitorizacién biolégica del proceso de
tfratamiento del agua residual por fangos activados. El alcance de las relaciones de
bioindicacién con las variables cruzadas, se basa de un correcto recuento en la abundancia
y diversidad de taxones.

Tres aspectos importantes que condicionaban la presencia de protistas fueron descritos en el
trabajo de Ferrer et al. (2007): i) los tiempos de retencién vy las caracteristicas de disefio del
proceso; i) la composicién del agua residual y de las bacterias presentes; v iii) las relaciones
interespecificas entre bacterias-protozoos y protozoos-protozoos (competencia, predacion)
Al observar estas caracteristicas y presentar relacién con las variables de funcionamiento del
reactor, los protozoos y metazoos pasaron a ser considerados como una herramienta
fundamental en el diagnéstico de los fangos activados al ser indicadores del proceso de
depuracion.

Cracias al potencial indicador de las condiciones de operacién, algunos investigadores se
han centrado en evaluar la relacién entre protistas y pardmetros operacionales (Esteban et

al, 1991; Salvado & Gracia, 1993; Lee et al, 2004; Dubber & Gray, 2011; Hu et al, 2012;
Zornoza, 2017).

Varios autores habian observado una relacién entre la presencia de protozoos y la eficiencia
del proceso de depuracién. Pero no fue hasta 1968 cuando Curds y colaboradores,
demostraron la funcién relevante de los protozoos en la depuracién, observando un efecto
depredador sobre las bacterias libres que disminuia la turbidez del efluente y, por
consiguiente, aumentaba considerablemente los rendimientos del proceso.

Hamm (1964) fue, probablemente, el primer autor en asociar la nitrificacién en fangos
activados con la presencia de determinados protistas, observando un aumento de la densidad
de Aspidisca sp. al aumentar el proceso de nitrificacién. En el estudio llevado a cabo por
Poole (1984), en el que se incluian un total de 13 EDAR, se llevé a cabo el primer estudio
comparativo de la microfauna (protistas y metazoos) entre plantas con proceso vy sin proceso
de nitrificacién. Logrando determinar el valor indicador de algunas especies y géneros de
protfistas y metazoos respecto al proceso de nitrificacién, encontrando, por ejemplo, a
Drepanomonas revoluta, Acineria uncinata y Opercularia coarctata como especies tipicas de
plantas no nitrificantes.

Posteriormente, en 1993, Madoni y colaboradores asociaron la nitrificacién con algunas
variables del proceso vy fisicoquimicas del afluente, licor mezcla y protistas a partir de un
andlisis factorial. Dichos autores concluyeron que la elevada concentracion de los sélidos

suspendidos del licor mezcla (SSLM), oxigeno disuelto (OD), TRH del reactor vy baja CM

favorecian el rendimiento del proceso de nitrificacion.

El rendimiento del proceso de nitrificacién se encuentra directamente condicionado por las
variables operacionales y fisicoquimicas de las EDAR. De igual forma, la dinédmica poblacional
de los microorganismos se encuentra influenciada por dichas variables de control del proceso.
Al considerar conjuntamente ambos pares de relaciones, entonces los protistas y metazoos
podrian ser buenos bioindicadores del rendimiento del proceso de eliminacién del nitrégeno
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(Zornoza, 2017). Este valor bioindicador ha sido base de diferentes estudios donde se ha
explorado la relacién entre protistas y componentes del nitrégeno (Papadimitriou et al, 2004;
Zhou et al, 2008; Pérez-Uz et al, 2010; Zornoza et al, 2012, 2017). A excepcién de algunos
esfudios, se observa generalmente el empleo de un nimero reducido de criterios para la
seleccién de los componentes del nitrégeno que mejor explican las variables biolégicas.

Los bioindicadores no pueden ser considerados Unicamente como criterio de seguimiento de
las EDAR, estos son dtiles, pero cada depuradora posee caracteristicas de disefio y
composicién del afluente concretas, lo cual puede provocar estructuras poblacionales
particulares. De este modo, el seguimiento diario de un reactor y la interpretacion del estado
del proceso a partir de la microfauna, también debe estar apoyado en la aproximacion
estadistica de las variables, con el empleo de los andlisis multivariantes. Por otro lado, hasta
el momento, son escasos los trabajos realizados empleando rutinas estadisticas multivariantes
para determinar los componentes del nitrégeno mds significativos y que mejor explican la
respuesta de las variables bioldgicas (Jaromin-Glen et al, 2013; Zornoza, 2017,

Algunos autores, como Esteban et al. (1990) y Al-shahwani et al. (1991), han sido quizdés los
primeros en aplicar andlisis de regresién miltiple y bivariado, incorporando algunas variables
de planta, como son, la concentracién de SSLM, el IVF y la CM. Sin embargo, el nimero de
variables ambientales utilizadas en los trabajos publicados para explicar la variabilidad
biolégica en fangos activados ha sido baja (entre 2-7). Dos trabajos que hasta el momento
han explorado un mayor nimero de variables ambientales (12) han sido los realizados por
Martin et al. (1995) y Esteban et al. (1991), siendo este Gltimo uno de los primeros estudios en
utilizar el andlisis de componentes principales para la busqueda de asociaciones entre ciliados
y variables de control de las plantas depuradoras. Otros trabajos en los que también se
aplicaron metodologias multivariantes fueron los correspondientes a Cingolani et al. (1992);

Cossignani et al. (1992), Madoni et al. (1993), Becarés, (1994), Guckert et al. (1996) y
Zornoza, (2017).

1.5 Elnitrégeno en las aguas residuales

El nitrégeno se encuentra presente en toda la biosfera, formando parte de una variedad de
compuestos, debido a los diferentes estados de oxidacién que puede asumir (tabla 1.2.). Son
diversas las fuentes de donde provienen las cargas contaminantes de nitrégeno,
especialmente de origen anfropogénico, desde industrias petroquimicas, farmacéuticas, de
fertilizantes, alimentarias, por lixiviados producidos en los vertederos de residuos sélidos
urbanos y por purines de residuos producidos en las granjas de cerdos (EPA, 2006).

En el medio acudtico el nitrégeno se encuentra generalmente en forma de amonio, urea, dcido
Urico, proteinas, azicares aminados y aminas, entre ofros. El nitrégeno orgdnico es
transformado a ion amonio gracias a la accién bacteriana. Como consecuencia de la
actividad de los microorganismos proteoliticos, las proteinas son degradadas hasta
aminodcidos, y a su vez la degradacién de los aminodcidos para formar nitrégeno amoniacal
es realizada por los organismos amonificantes (Catalan, 1997).

Normalmente, en las aguas residuales urbanas el nitrégeno se encuentra principalmente en
su forma reducida como nitrégeno orgdnico y amoniacal, como NHs (amoniaco disuelto) y
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NH." (ion amonio), siendo esta Gltima la forma predominante en las aguas residuales debido
al pH caracteristico de las mismas, mientras que la presencia de las formas nitricas y nitrosas
es inferior a un 1% (EPA, 1993). El ion nitrito y su forma no ionizada, el dcido nitroso (HNO>),
estdn interrelacionados a través del equilibrio quimico (Russo, 1985), dependiendo igualmente
del pH del agua.

Tabla 1.2 Compuestos nitrogenados y estados de oxidacién. Fuente: EPA (1993)
Compuesto de nitrdgeno Foérmula Estado de oxidacion

Amoniaco NH; -3
lon Amonio NH, -3
Nitrdgeno Gas N> 0
lon nitrito NO, +3
lon nitrato NOs +D

1.5.1 Impactos ambientales asociados al nitrégeno

La acumulacién excesiva de compuestos de nitrégeno, fruto de la contaminacién antrépica en
las aguas superficiales y subterraneas, han hecho evidentes los impactos ambientales, de salud
pUblica y econémicos. Varios efectos atribuibles al nitrégeno pueden originarse a partir de las
descargas de aguas residuales municipales, como la acidificacién de cuerpos de agua, la
toxicidad por compuestos nitrogenados, la eutrofizacién, la proliferacién de algas téxicas vy el
agotamiento directo e indirecto del oxigeno disuelto (OD) en las aguas receptoras (EPA,

1993)

Interacciones entre compuestos, como diéxido de azufre (SO, y los éxidos de nitrégeno (NO
, NOy3) con otras moléculas (O3, OH', H,O), pueden generar &cido sulfirico (H:SO4) o dcido
nitrico (HNOs). Al entrar en contacto con el agua, estos dcidos pueden incrementar la
concentracién de sulfatos (SO4?) y protones (H') y, como consecuencia, disminuir el pH del

agua (Schindler, 1988; Baker et al, 1991,

La carga externa de nitrégeno (N) y fésforo (P) sobre los ecosistemas acudticos se derivan de
fuente puntuales y difusas provenientes de la atmésfera, de aguas subterréneas y pluviales.
Este aporte de elementos influye fuertemente en el crecimiento de algas y plantas vasculares
en ecosistemas marinos y de agua dulce, contribuyendo a la eutrofizacion de los ecosistemas
acudticos (Smith et al, 1999). La eutrofizacién puede generar un deterioro en la apariencia
de aguas previamente fransparentes (turbidez), problemas de olor debido a la
descomposicién plantas y una disminucién en la concentracién del OD, que puede afectar
adversamente la respiracién de los peces, los animales acudticos benténicos y el crecimiento

de las plantas del lecho (EPA, 1993)

El amoniaco libre disuelto en agua (NHs) es uno de los peores contaminantes para la vida
acudtica ([Effler et al, 1990). Niveles por encima de 0,2 mg/l de amoniaco libre disuelto en
agua son extremadamente téxicos para la vida acudtica y producen una acusada disminucién
del oxigeno disuelto en el agua (Carrera, 2004). Las causas por las cuales el NH3 resulta tan
perjudicial para la vida acudtica han sido descritas por Camargo & Alonso (2006), y pueden
deberse a una o varias de estas razones: i) destruccion del epitelio branquial; i) estimulacion
de la glucdlisis y su presién del ciclo de Krebs; iii) inhibicién de la produccién de ATP y
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reduccién de sus niveles; iv) alteracién de la actividad osmorreguladora, v) disrupcion del
sistema inmunolégico.

EI NO, es altamente téxico, su principal efecto téxico en animales acudticos se da por la
conversién de los pigmentos respiratorios en formas que son incapaces de transportar y
liberar oxigeno, lo cual puede ocasionar asfixia y muerte. Este efecto también lo produce el
NOs, pero este presenta una menor toxicidad dada su baja permeabilidad branquial

(Camargo & Alonso, 2006)

Por ofra parte, la ingesta de aguas contaminadas con NO; y NOs™ puede generar efectos
adversos sobre la salud humana, pudiendo contribuir al desarrollo de infecciones del tracto
respiratorio, malformaciones, enfermedades coronarias, linfomas y cancer. En bebes puede
ocasionar metahemoglobinemia, generando efectos de taquicardia, convulsiones, asfixia e
incluso la muerte (Fwetrell, 2004). Se han reportado numerosos casos de metahemoglobinemia
alrededor del mundo desde 1945, Estos han estado siempre relacionados con el consumo de

agua proveniente de pozos con niveles de concentracién de nitrato superior a 10 mgN/I

(Wolfe, 2002)

En consecuencia, la eliminacién de nitrégeno amoniacal de las aguas residuales estd
explicitamente exigida por la Directiva de tratamiento de aguas residuales urbanas (CEC,
1991). Dada la importancia de eliminar las cargas de nitrégeno en las corrientes de agua
residua
empleado en las EDAR para la eliminacién de este contaminante (Carrera, 2004).

, el proceso biolégico de nitrificacién-desnitrificacién se ha convertido en el mds

1.5.2 Eliminacion biolégica del Nitréogeno

En el reactor biolégico de un sistema tradicional de fangos activados, el mecanismo mds
empleado para la eliminacién de nitrégeno es el proceso bioldgico en dos etapas:
nitrificacién-desnitrificacién. Se han definido tres grupos de bacterias dentro de estos procesos
para la eliminacién del nitrégeno: 1) la primera es la biomasa autétrofa amoniooxidante, que
oxida el nitrégeno amoniacal a nitrito, proceso conocido como nitritacién; 2) la segunda es la
biomasa autétrofa nitritooxidante, que oxida el nitrito a nitrato, proceso conocido como
nitratacion. Estos dos primeros grupos llevan a cabo los procesos en condiciones aerobias
usando oxigeno como aceptor de electrones. Finalmente, 3) la biomasa heterétrofa
desnitrificante reduce el nitrégeno oxidado, usando nitrato (o nitrito) como aceptor de
electrones a nitrégeno molecular en condiciones andéxicas con una fuente de carbono
orgdnico (Ismail, 2008); proceso realizado principalmente por bacterias heterétrofas
facultativas, aunque existen algunas bacterias autétrofas que también son capaces de hacerlo

(Ferrer & Seco, 2007).

Las transformaciones que tienen lugar en el proceso de nitrificacién-desnitrificacion via nitrato
en las EDAR se encuentran representadas en la figura 1.2
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Figura 1.2 Esquema del proceso de nitrificacién y desnitrificacién. Fuente: (Tchobanoglous, et al, 2003)

De ambos procesos, la nitrificacion es el més complejo de disefiar y controlar, puesto que es
un proceso lento e inestable debido a la sensibilidad de las bacterias nitrificantes a factores
como la temperatura, el nivel de oxigeno disuelto, el pH vy la presencia de inhibidores (Wang

et al, 2009).

La nitrificacion es la oxidacién biolégica del amoniaco a nitrato. Hay dos grupos de bacterias
filogenéticamente diferentes que colectivamente realizan la nitrificaciéon. Por lo tanto, este
proceso puede considerarse en un proceso de dos etapas. Las BOA, incluyendo las AOA,
realizan la nitritacién, y las BON, realizan la nitratacion (Guisasola, 2005).

En el primer paso del proceso, las BOA transforman el amonio a nitrito. Para ello, son
necesarias dos enzimas encargadas de catalizar el proceso: el amonio monooxigenasa
(Holloche et al, 1981) que es la responsable de la oxidacién del amonio a hidroxilamina, y la
oxidorreductasa hidroxilamina (Olson & Hooper, 1983), que controla la oxidacién de la
hidroxilamina a nitrito.

El nitrito es posteriormente oxidado a nitrato por las BON, proceso de nitratacién (Bock et al,
1992). Esta reaccién es catalizada por la enzima nitrito oxidorreductasa (Bock & Wagner,
2006) para el género Nitrobacter, mientras que para el resto de BON es catalizada por la
enzima denominada sistema nitrito-oxidante. El proceso de nitrificacién se resume en las
siguientes reacciones:

3
BOA NHI+§OZ—>NO§+2H++H20 (1.1)
1 12
BON NO; +50, —» NO3 12
BOA+BON NHf + 20, - NO3 + 2H* + H,0 (13)

En el balance total de la reaccién se produce energia, que es utilizada por los
microorganismos para sus funciones de crecimiento y mantenimiento celular; siendo el N-NH,’
la forma preferente de nitrégeno para la sintesis celular. Por ello, una fraccién del amonio
presente es consumido por las BOA y BON para crecimiento celular (Rittmann & McCarty,
2001). De este modo, diferentes autores han estudiado la reaccién de sintesis que tiene lugar
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en toda la reaccién global del proceso de conversién del ion amonio a nitratos mediante
relacion estequiométrica, con la cual puede estimarse los coeficientes de absorcion de
oxigeno y de rendimiento de biomasa especificos para la nitrificacién (Tchobanoglous et al,
2003). Autores como Crites & Tchobanoglous (1998) y Liv (2012) han estimado la fraccién
de electrones utilizada para la sintesis celular, encontrando que un 5% vy 2,.9% de electrones,
respectivamente, estdn ligados a la sintesis celular.

En teoria, se necesitan 4,5/g de oxigeno para oxidar por completo 1 g de nitrégeno en forma
de amonio en nitrato, con 3,43 gO2/gN para la primera etapa de las BOA y 1,14 gO,/gN
para la segunda etapa por las BON (Tchobanoglous et al, 2003). Sin embargo, autores como
Werzernak & Gannon (1967) y Liu (2012) han obtenido valores inferiores a los teéricos, 4,23
y 4,33 gO2/gN, respectivamente. Esto se debe a que una pequefia cantidad de amonio, asf
como pequefias fracciones de electrones derivados de la oxidacién de amonio y reacciones
de oxidacién de nitrito, se utilizaron para la sintesis celular, lo que resulta en una demanda de
oxigeno menos especifica que los valores tedricos antes mencionados. Como reaccién global
del proceso de nitrificacién, Liv (2012) ha propuesto la siguiente reaccién:

NHf + 0,0298NH; + 1,8510, + 0,1192C0, + 0,0298HCO3 (04
= 0,0298C5H,0,N + NO3 + 2H* + 0,9702H,0 |
De acuerdo a la ecuacién anterior, se observa que la oxidacién del amonio consume una
fuente de carbono inorgdnico (CO./HCOs), cuya concentracién en la mayoria de reactores
biolégicos no es limitante. Sin embargo, la nitrificacién produce H', lo que conlleva un consumo
de alcalinidad del medio y, por consiguiente, requiere de un control sobre este valor. En
concreto, la alcalinidad requerida para la oxidacién de amoniaco es de 7,22 gCaCOs/gN
oxidado. Este valor incluye la cantidad de alcalinidad necesaria para neutralizar el dcido
producido (nitrito de hidrégeno) y el necesario para sintetizar el amoniaco. Para la siguiente
etapa de oxidacién del nitrito se requieren de 003 gCaCOs/gN oxidado. Considerando la
fraccién de nitrégeno empleada para la sintesis celular durante el proceso de nitrificacion, la

alcalinidad demandada seria de 7,04 gCaCOs/gN (Liu, 2012)

1.5.3 Variables que afectan al proceso de nitrificacion

El parémetro clave en un proceso biolégico con eliminacién de nutrientes es la velocidad de
nitrificacién, dado que este proceso, llevado a cabo por las bacterias nitrificantes, estd
limitado por el lento metabolismo de estos microorganismos. Por esa razén, es importante
conocer experimentalmente la velocidad maxima de nitrificacién en las condiciones reales de
operacién (Carrera, 2004).

Hay una gran cantidad de pardmetros de operacién que inciden sobre la velocidad de
nitrificacién, siendo la temperatura uno de los que mds afecta (Harremoés et al, 1998). Existen
numerosas expresiones matemdticas para describir el efecto de la temperatura sobre la
velocidad de nitrificacion (Stark, 1996), siendo una de las mds importantes, conocidas y
comunmente empleadas en el campo quimico, la ecuacién de Arrhenius.

rN,Ti =TINT2 * G(Ti_TZ) (1.5)
Donde rN,Tizvelocidad de nitrificacién a la temperatura Ti en kgN-NH,'/kgSSVd; 6 = factor de
temperatura, valor habitual 1,117 (Henze, et al, 1995)
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La temperatura influye de manera significativa en la velocidad de nitrificaciéon, sin embargo,
esta influencia varia considerablemente en funcién de las condiciones de operacién del
sistema biolégico y de las caracteristicas del agua residual tratada. Por tanto, cuando se utiliza
el efecto de la temperatura sobre la velocidad de nitrificacién como pardmetro de disefio,
hay que determinar dicho efecto sobre un sistema con condiciones similares a las de la planta
depuradora que se disefia (Carrera, 2004) Por ofro lado, las BOA tienen tasas de
crecimiento mayores a partir de 20 ‘C que las BON, pero inferiores a 15 “C comparadas
con estas (figura 1.3). Esto ocasiona una diferencia entre las tasas de crecimiento de ambos
grupos de bacterias, suponiendo acumulacién de nitrito a temperaturas mayores de 20°C o
acumulacién de amoniaco a temperaturas inferiores de 15 “C, pudiendo producir un efecto
inhibidor por especies de nitrégeno cuando no se compensa correctamente el TRC (Hellinga

et al, 1998: Carrera, 2004).

==Bacterias BOA =—Bacterias BON

TRC (d)
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-
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Figura 1.3 TRC minimo para BOA y BON en funcién de la temperatura. Fuente Hellinga et al. (1998).

La relacién entre la demanda quimica de oxigeno vy el nitrégeno en el afluente (DOO/N) es
un pardmetro importante en el proceso de nitrificacién, puesto que determina la competencia
en el crecimienfo que se da entre las poblaciones de microorganismos autétrofos y
heterétrofos (Cheng & Wen-Chin, 1994). En los estudios realizados por Carrera (2004), se
ha encontrado que la velocidad de nitfrificacion y la fraccién de bacterias nitrificantes son
menores en sistemas con mayor relacién DBOs/N.

El pH influye directamente sobre el crecimiento de las bacterias nitrificantes. Existe un amplio
rango de pH éptimo reportado en la bibliografia. Sin embargo, se sabe con firmeza que un
descenso en el pH ocasiona un descenso en la velocidad de nitrificacién. El rango éptimo de
pH para BOA estd entre 8,5 y 8,8, mientras que para las BON se encuentra entre 83 y 9,3
(Shammas, 1986).

La nitrificacién también estd inhibida por sus propios sustratos, amonio y nitrito, debida a las
formas no ionizadas de estos, amoniaco (NHs) y dcido nitroso (HNO). Las BOA y BON se
ven influenciadas por la concentracién de estos compuestos, estando influenciados por el pH
y la temperatura del reactor, los cuales establecen el equilibrio con el NH," (Kim et al, 2006)
Anthonisen et al. (1976) encontraron que las BON son mds sensibles al NHs en el rango de
O,1- 10 mg/l, mientras que las BOA estén inhibidas en el rango de 10 - 150 mg/l. Ademas,
han encontrado que las BOA se ven afectadas por NHs3, mientras que las BON lo hacen
tanto por el NH3 como por el HNO,, sin descartar una posible inhibicién por HNO; sobre las
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BOA. Por otro lado, Qian et al. (2017) han demostrado que la presencia de amonio libre
puede reducir la actividad de las BON en un 156% y en un 4.9% para las BOA, indicando
que la actividad de ambas disminuye al aumentar la concentracién de amonio libre, teniendo
una mayor sensibilidad las BON en las condiciones en que fue llevado a cabo dicho estudio.

Ofro pardmetro que afecta a la actividad de las bacterias nitrificantes es el oxigeno disuelto
(OD), dado que estas son bacterias estrictamente aerobias, y requieren O, como aceptor de
electrones para la oxidacién del N-NH,4 hasta N-NOs. El OD no genera inhibicién, pero
puede convertirse en un factor limitante para el crecimiento de las bacterias y generar una
nitrificacién parcial. Ademds, se puede dar una ventaja competitiva a las BOA sobre las BON
(Sinha & Annachhatre, 2007). Se ha demostrado que las bacterias oxidantes de nitrito tienen
una menor afinidad por el oxigeno que las bacterias oxidantes de amonfaco. La oxidacion de
nitrito puede inhibirse a OD de 0,5 mg/l, mientras que esto no ocurre sobre la oxidacién de
amonfaco (Kim et al, 2008).

La concentracion éptima de OD que usan la mayoria de EDAR para lograr una nitrificacién
completa se sitia en 2 mg/l (Tchobanoglous et al, 2003), convirtiendo este en un factor
importante que contribuye a los costos operativos (Park & Noguera, 2004). Sin embargo, Park
& Noguera (2004) sugieren en su estudio que puede llevarse a cabo una nitrificacién con
valores inferiores a estos (0,12 mg/l), combinando un sistema éxico-andxico en donde las BOA
presentan una alta afinidad del oxigeno. Por otra parte, los autores Jianlong & Ning (2004)
hacen referencia a que la tasa méxima de oxidacién de amoniaco se da en una concentracion
de OD de 1,5 mg/l, sin encontrar una mayor variabilidad cuando se incrementa a 2,5 mg/l,
segun las condiciones experimentales.

La carencia de una buena difusién de oxigeno a través de los fléculos y la competencia en el
consumo de oxigeno por ofros organismos aerobios generan una limitacién de  la
disponibilidad del OD para el proceso de nitrificacién. El aumento de la concentracién de
OD puede acelerar la nitrificacién, permitiendo una mejor penetracién de este en los fléculos
y, por lo tanto, su acceso a las bacterias nitrificantes (Gerardi, 2002). El efecto del OD sobre
el crecimiento méximo de la nitrificantes suele expresarse mediante una doble cinética de
Monod que establece dicho crecimiento en funcién de la concentracién de OD y N-NHy4

(Randall et al, 1998):

_ (pm,max)N [ DO (16)
Hm =7 "+ N IK, + DO

Donde pm= velocidad de crecimiento especifico (g célula producida. g célula/d); Kn= constante de
semisaturacion del N-NH_. ' (mg/l); Ko= constante de semisaturacion del oxigeno (mg/l)

Lla tasa de nitrificacién a veces se reduce severamente en presencia de alto confenido
orgdnico y componentes inhibidores. Los microorganismos nitrificantes se caracterizan por ser
muy sensibles a numerosas sustancias téxicas, en donde el efecto téxico puede presentarse de
diferentes formas, pudiendo provocar una disminucién en la velocidad de nitrificacién, o una
toxicidad suficiente para eliminar y detener el proceso de nitrificacién (Randall, et al, 1998)
Diversos autores han estudiado la inhibicién del proceso de nitrificacién por sustancias téxicas,
encontrando perjudiciales a ciertos metales y compuestos inorgdnicos: cinc, cobre y niquel
(Grunditz et al, 1998), cianuro y cobre (Kong et al, 1996), cadmio, plomo y niquel (You et dl,
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2008), arsénico, cromo vy fluoruro (Beg et al, 1982). También se ha observado toxicidad
debido a las siguientes sustancias orgdnicas: cloroformo, fenol, tiourea, hidracing,
hexametilendiamina, etanol, etilendiamina, anilina y otros (Hockenbury & Grady, 19774,

1977b), acetona y metanol (Oslislo & Lewandowski, 1985), cromo y cloro (Orhon et al, 2000).

1.6 La respirometria, técnica para el seguimiento y evaluacion del proceso de
nitrificacién

La respirometria es la medicién e interpretacién de la tasa de consumo de oxigeno biolégico
en condiciones experimentales bien definidas (Spanijers et al, 1996). La tasa de consumo estd
relacionada con la capacidad de eliminacién de un sustrato y el crecimiento de la biomasa,
es decir, su cinética. Estos son dos de los pardmetros mds importantes cuando se trata de
monitorizar el proceso de fangos activados. Ambos elementos estédn directamente
relacionados con el consumo de oxigeno, sin embargo, la medicién directa de la respiracion
de la biomasa no es posible y la concentracién de oxigeno solo se puede medir en el gas o
en la fase liquida (Guisasola, 2005). Por lo tanto, la tasa de consumo de oxigeno de la biomasa
es un indicador indirecto tanto de la eliminacién del sustrato como de los procesos de

crecimiento.

En términos bioquimicos, la respiraciéon es el proceso metabdlico mediante el cual se da la
formacién de ATP, empleando compuestos orgdnicos o inorgdnicos como donadores de
electrones y compuestos inorgdnicos como Oz, NOg, NOs y SO4? como aceptores de
electrones. La energia generada es empleada por las bacterias para la sintesis los
componentes moleculares requeridos para el crecimiento y la reproduccién celular. Para las
bacterias heterétrofas, solo una porcién (1-Y) del sustrato orgdnico consumido se oxida para
proporcionar energia. El resto de las moléculas del sustrato (el rendimiento, Y) se emplean
para formar nueva biomasa, mientras que las bacterias nitrificantes solo emplean una pequefia
parte del sustrato (Sai) para sintesis celular, siendo la mayoria de este oxidado para la

produccién de energia (Vanrolleghem, 2002).

Los microorganismos son el eslabén del proceso de la depuracion del ARU y en muchos ofros
casos de ARI, pues la mayor carga contaminante presente en los vertidos es de materia
orgdnica y compuestos inorgdnicos, como el amonio. Es aqui donde la técnica respirométrica
entra a ser una herramienta factible para analizar cudlitativa y cuantitativamente la actividad
de la biomasa vy, con ello, el estado del proceso de depuracién. Por tanto, la respirometria
permite conocer el estado de la biomasa y su variabilidad a escala espacial y temporal, de
modo que se puedan relacionar con las variaciones ambientales y operacionales de la planta.

Los andlisis respirométricos permiten adquirir datos sobre el consumo de oxigeno en respuesta
a la metabolizacién de un sustrato por parte de los microorganismos. Sin embargo, existe un
consumo de oxigeno asociado al mantenimiento celular denominado respiracién endégena.
Esta puede definirse, en términos operacionales, como la tasa de consumo de oxigeno en
ausencia de sustrato desde una fuente externa, es decir, la energia asociada para auto digerir
los compuestos de almacenamiento interno (Davies & Murdoch, 2002). Aqui se incluye,
ademds, no sélo el consumo por mantenimiento celular vy lisis de crecimiento, sino también un
consumo de oxigeno asociado a protozoos. Todos los procesos que tienen un consumo de
oxigeno aportan a la tasa de respiracién total. Esto hace que en algunos casos sea dificil
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distinguir el consumo de oxigeno debido a un proceso biolégico en particular, es decir, pueden
existir organismos diferentes a los estudiados o compuestos que se oxiden en presencia de
oxigeno, alterando la tasa de respiracién que se mida del grupo de bacterias estudiadas

(Vanrolleghem, 2002).

La tasa de respiracion v la concentracion de OD presentan una fuerte relacion. Este dltimo se
puede medir de manera relativamente fécil y confiable, y en algunos casos este valor es
usado para el control del proceso biolégico de fangos activados. Sin embargo, este valor por
sf mismo no proporciona suficiente informacién sobre el crecimiento vy la utilizacion del sustrato
per se.

La tasa de respiracién puede ser expresada matemdticamente en términos de crecimiento y
decaimiento de la biomasa heterétrofa y autétrofa de acuerdo a la ecuacion 1.7 (Spaniers et

al, 1996)

1-Yy 4,57 —

) Y, v
Y My (Ss, So)Xy + TN N (Snms So)Xn + [1 — f'p][by(So)Xy + by (So)Xn] (17)
H N

Donde Y-rendimiento de bacterias heterétrofas (H) o nitrificantes (N); p=tasa especifica de crecimiento
de la biomasa heterétrofa (H) o nitrificante (N); Ss=sustrato répidamente biodegradable; So-oxigeno
disuelto; Snr=amonio; X=biomasa heterétrofa (H) o nitrificante (N); (1- £ )fraccién de biomasa en
condiciones endégenas utilizando oxigeno. La tasa de crecimiento especifica de ambas bacterias
depende de la concentracién de oxigeno vy sustrato, y la tasa de decaimiento solo del oxigeno.

ry =

1.6.1 Utilidad de la respirometria en la depuracién de las aguas residuales

Desde su implementacién, la técnica de la respirometria ha sido ampliamente utilizada como
herramienta para la caracterizaciéon de aguas residuales, la evaluacién de la actividad
biolégica de fangos activados y la calibracién de modelos matemdticos (Spanjers &
Vanrolleghem, 1995). Esta técnica mide el consumo de oxigeno por parte de la biomasa, al
degradar los sustratos en relacién al tiempo, lo cual proporciona una informacién muy precisa,
tanto de la actividad de los organismos como de la velocidad a la que los diferentes sustratos
son consumidos. La tasa de respiracién es la velocidad de consumo de oxigeno, por unidad
de volumen y tiempo. Ademds, puede usarse como variable de interés para indicar
alteraciones o activar alarmas, no siendo Unicamente su aplicacién. Esta puede ser empleada
para definir més variables de interés (Spanjers et al, 1998)

El grupo de trabajo en control de procesos de fangos activados en respirometria del IWA
(2002) ha definido cuatro propésitos de investigacién mediante dicha técnica:

a.  Calidad del efluente: reduccién de la carga contaminante en el efluente final,
expresada en términos de concentracién de contaminante o carga.

b. Variabilidad: reducir la variabilidad de la carga contaminante al final del efluente,
expresada en términos de alguna variable medible (varianza, desviacién estandar,
etc) de la concentracién del contaminante o de su carga.

c.  Ahorro energético: reduccion del consumo de energia en la planta, principalmente
asociado con la aireacién, con el bombeo del retorno de fango y del sobrenadante.
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d.  Mitigacién de la toxicidad: reducir el impacto negativo con la entrada de algin
téxico, expresado en el deterioro de la calidad del efluente, disminucién de la
actividad de la biomasa, entre ofros. Evaluar la toxicidad del efluente sirve de gran
aliciente para el contro

del cumplimiento de los niveles de vertido, dado que, al
ingresar algin compuesto téxico al reactor biolégico este inhibird a la biomasa,
ocasionando que la calidad de efluente disminuya o no cumpla con los lineamientos
normativos.

La respirometria ademds es una técnica Util empleada para la monitorizacién de la actividad
de la biomasa, la caracterizaciéon del agua residual y la estimacién de parédmetros de los
modelos biolégicos de acuerdo a Davies & Murdoch (2002), Young & Cowan (2004), ya que

permife:

»  Valorar de forma préctica y répida cémo se encuentra el estado actual del proceso.

=  Determinar la capacidad de oxidacién de materia orgdnica, nitrificacién y
desnitrificacién mediante la tasa de consumo de oxigeno en efluentes domésticos e
industriales.

= Determinar la biodegradabilidad y las fracciones biodegradables de la DOO.

»  Determinar la influencia téxica y el poder inhibitorio de algunos compuestos sobre las
poblaciones microbiolégicas en las plantas de tratamiento de aguas residuales.

= Determinar la efectividad de cultivos microbiolégicos y su comportamiento en la
digestion de algun sustrato en particular.

»  Determinar las caracteristicas de biodegradacién de un agua residual o sustancia
quimica.

» Determinar los pardmetros cinéticos para las reacciones de biodegradacion.

Las principales razones para emplear las técnicas respirométricas de acuerdo a Douglas

(2010) y Sakhraoui et al. (2017), son las siguientes:

* Junto a la microscopia, facilita el conocimiento de los microorganismos presentes en
los procesos de fango activo.

* La respirometria es una técnica sencilla, répida, no contaminante y asequible.

* Permite evaluar el efecto de un proceso bioldgico, lo cual no seria sélo posible con
medidas fisicas o quimicas: se necesitan parédmetros derivados de la propia biomasa
(fango activo), y esto sélo se consigue con la respirometria.

» Se puede analizar el efecto que el sustrato presente en un agua residual tiene sobre
la biomasa.

» Permite evaluar y monitorizar los procesos que tienen lugar en la depuracién de aguas
residuales de forma sencilla y eficiente.

»  Permite optimizar los pardmetros de operacién del proceso y las posibilidades de un
ahorro energético.

* Da un soporte fundamental a programas de simulacién de procesos de depuracion.

La técnica respirométrica ha sido ampliamente usada en las dltimas décadas para multiples
propdsitos. Autores como Cech et al. (1985), Kappeler & Guijer (1992), Drtil et al. (1993),
Vanrolleghem et al. (1994), Spanjers & Vanrolleghem (1995), Surmacz-Gorska et al. (1996),
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Melcer (2004) y Guisasola (2005) han empleado la técnica respirométrica para estudiar el
proceso de nitrificacién, evaluando la actividad de bacterias nitrificantes en fangos activados
y determinando los valores estequiométricos y cinéticos de bacterias heterétrofas y autétrofas,
principalmente, con el fin de calibrar los modelos del proceso biolégico.

Diversos investigadores han estudiado la influencia de las variables ambientales sobre el
proceso de nitrificacién mediante técnica respirométrica. Carrera (2004) estudio el efecto de
la relacion DOO/N y T¢ en el afluente sobre la nitrificacion. Douglas (2010) en su estudio se
basé en técnica respirométrica para calibrar un modelo matemdtico del proceso de
nitrificacién en un sistema SHARON. Por medio de la respirometria, determiné los parédmetros
cinéticos y estequiométricos de BOA y BON, y evalué los efectos de diferentes variables en
el proceso (T, pH, inhibicién por NH3 y HNO,, etc). Liv (2012) estudio el efecto del tiempo
de retencién celular y la concentracién de oxigeno disuelto sobre las bacterias nitrificantes,
ademds de obtener pardmetros estequiométricos y cinéticos.

Los estudios reportados en la bibliografia sobre el proceso de nitrificacién, empleando técnica
respirométrica, se han basado principalmente en conocer el efecto que puedan tener las VOP
y VFO, como T¢, pH, OD, TRC, S\ sobre el proceso. No han sido reportados estudios
publicados que relacionen mediante andlisis bivariante ni multivariado las relaciones entre el
conjunto de las variables que se han considerado en este estudio, como son: variables
operacionales, variables fisicoquimicas, bioindicadores y variables respirométricas, por lo cual
resulta de gran interés para desarrollar nuevas estrategias de seguimiento y control en las

EDAR

1.6.2 Respirémetro

El dispositivo experimental empleado en la determinacién de la velocidad de consumo de
oxigeno (OUR, oxygen uptake rate) recibe el nombre de respirémetro, y el perfil de oxigeno
disuelto (OD) frente al tiempo registrado por dicho dispositivo se denomina respirograma. Un
respirémetro es un instrumento con variabilidad de configuraciones, que van de modelos
simples operados manualmente hasta equipos complejos y automdticos. Sin importar el tipo,
se caracterizan por poseer un pequefio reactor biolégico con un sensor de oxigeno para
medir el diferencial en la concentracién del OD respecto al tiempo. Los respirémetros
modernos vienen equipados de médulos de control y software integrado para generar los
respirogramas de cada ensayo, equivalentes a la velocidad de consumo de oxigeno de la
poblacién  microbiana  presente en las condiciones del ensayo. Existen diferentes
configuraciones de operacién de un respirémetro en funcién de la forma que ingresa el
oxigeno al reactor: en linea, in situ, continuo, semicontinuo, por lotes, etc. (Vanrolleghem, 2002).
Las técnicas respirométricas han sido trabajadas y evaluadas por diversos autores, como
Wezernak & Gannon (1967), Dochain et al. (1995), Guisasola (2005), Munz et al. (2011), Liu
& Wang (2012), entre otros, por lo cual son bien conocidas e implementadas para monitorizar
cualquier proceso aerébico, que son los procesos mas comunes en una EDAR tipica (oxidacién

de la materia orgdnica vy nitrificacién).
La nocién de un respirémetro implica diferentes equipos con una caracteristica comun:

reactores biolégicos aireados con el objetivo de medir la tasa de consumo de oxigeno de una
cierta biomasa. La clasificacién actual de los respirémetros, segun el grupo de Respirometria
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de la International Water Association (IWA), se basa en tres caracteristicas del funcionamiento
del respirémetro, tal y como se muestra en la figura 1.4,

-
\
G / |_ * La primer letra indica la fase en que es medido el
oxigeno gaseoso (G) o liquido (L)
J
\_
( N\
F / S + La segunda letra indica de que forma entra el gas en
el respirémetro, por flujo (F) o estatica (S)
J
\_
( N\
I: / S * La tercera letra indica si la fase liquida opera bajo
condiciones de flujo (F) o estdtica (S)
J
\_

Figura 1.4 Clasificacién de un respirémetro de acuerdo a la IWA

1.6.3 Tipo de ensayos respirométricos

Como se ha mencionado, la medicién de la tasa de consumo de oxigeno en fase exégena
(oxidacién de sustrato para generacion de energia y crecimiento celular) o fase endégena
(mantenimiento celular, predacién, muerte v lisis) no puede medirse de forma directa, aun asf,
esta puede ser medida indirectamente. En la mayoria de los respirémetros se emplea un sensor
electroquimico de OD en fase liquida, y asi poder medir de forma indirecta la relacién entre
el oxigeno aportado y la concentracién de oxigeno acumulado o consumido (figura 1.5) para
calcular posteriormente los pardmetros de interés de acuerdo a la tasa de respiracion
registrada.

gas

| tasas que podemos
gas. Liquido interfaz, | medir
Liquido
Energia
- + H,0+ (0,
quimico
Sustrato

.

¥

s
%
-

-

Biomas
. - NuevaBiomasa

N ¥

| tasas que queremos medir |

Figura 1.5 Relacién entre respiracion, oxidacion del sustrato y crecimiento. Fuente: (Vanrolleghem, 2002)

El equipo respirométrico se basa en un sistema en discontinuo provisto de recirculacion, en
donde existen tres modos de trabajo: estatico OUR, ciclico OUR y dindmico R Estos difieren
especialmente en la condicién de operacién de la aireacién: sin aireacién, aireacién
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intermitente y aireacién continua, respectivamente. En la tabla 1.3. se presenta a modo de
ejemplo algunas de las medidas que se obtienen con cada tipo de ensayo.

Tabla 1.3 Ensayos y medidas del equipo respirométrico
Tipo de Ensayo Medida Unidad Descripcion
OUR mg Oz I k' Tasa de respiracién global
Consumo de oxigeno debido a

OUR estdtico OUR... mg Oy I h la desopomc;pn de la b|omg/so
(A) por mantenimiento, predacién
y muerte

SOUR mg O, SSV'h'!"  Tasa de respiracién especfica

Cadena de medidas

e
OUR ciclico OUR mg Oz ["h secuenciales de OUR
(B) Cadena de medidas

SOR  mg O, SSV! b

secuenciales de OUR
Medida continua de la tasa de
Rs mg O, " k' respiracion exégena con
oxigenacién continua.

R dindmico

©)

Consumo de oxigeno en la
oxidacién del sustrato

OC mg Oz I

A. Elensayo OUR estdtico opera en dos etapas simultdneas, la primera de ellas mantiene
a aireacién y agitacién encendida para fijar el oxigeno inicial
de referencia (Cb). En la segunda etapa, con la linea base de oxigeno fijada y
grabado por el programa, se suspende la aireacién vy la recirculacién, manteniendo
sélo la agitaciéon. A partir de este momento, el oximetro registra automdticamente el
descenso del oxigeno disuelto (Cs) en el reactor, debido al consumo por partes de la
biomasa presente en el licor mezcla. Esto permite conocer la pendiente de la cafda

la recirculacién interna,

del oxigeno, o lo que es igual, la tasa de respiracién global endégena de la biomasa.

B. El modo OUR ciclico es un ensayo secuencial en el cual la aireacién se da de forma
discontinua entre un rango fijado, en donde la aireacién se enciende en el valor
minimo de la consiga de oxigeno y se apaga en el méximo, registrando con esfo la
caida de oxigeno disuelto, ejecutédndose secuencialmente ensayos OUR de forma
automdtica. Este modo de ensayo se emplea como alternativa para conocer la tasa

a tasa de respiracion

de nitrificacién a las condiciones de operacién en planta,
endégena y el rendimiento de las bacterias nitrificantes, mediante la adicién de
sustrato.

C. El modo R es un ensayo con aireacién en continuo, empleado para determinar tasas
de respiracién mdximas y rendimientos. Se trata de un sistema optimizado de
respirometria del tipo LSF, segun clasificacién del organismo IWA, en donde se trabaija
en fase liquida (L) en modo dindmico (F) y en condiciones de sistema abierto con
oxigenacién permanente (S), provisto de circuito de recirculacion (SURCIS, 2003)). La
tasa de respiracién dindmica que se mide en este modo de trabajo es directamente
la tasa de respiracién exdgena (Rs=OUR exdgena), que depende exclusivamente de
la demanda de oxigeno provocada por el sustrato.

23



ILOBJETIVOS



2 OBJETIVOS

Este TFM se ha realizado en el marco del proyecto de investigacion del grupo de Quimica y
Microbiologia del Agua del IAMA, vinculada a la Universitat Politécnica de Valéncia, y la
empresa DAM (Depuracién de Aguas del Mediterraneo), para la EDAR Molina de Segura,
en la cual se llevan a cabo estrategias de optimizacién para el proceso de nitrificacion.

El TFM pretende desarrollar una investigacion exploratoria sobre nuevas estrategias de
monitorizacién del proceso de nitrificacién en una EDAR con sistema de fangos activos
mediante técnica respirométrica y bioindicacién. El objetivo principal ha sido estudiar la
variabilidad en las tasas de respiracién de las bacterias nifrificantes y su relacién con las
variables operacionales, fisicoquimicas y biolégicas (protistas y metazoos) de la EDAR Molina
de Segura, determinando aquellas variables que explican de una forma significativa la
actividad de la poblacién de bacterias nitrificantes.

Los objetivos secundarios que se plantearon para lograr el objetivo general han sido:

1. Redlizar una revisién bibliografica de estudios respirométricos para generar un
protocolo de ensayos equiparables durante el tiempo de estudio.

2. Medir la tasa de respiraciéon de bacterias nitrificantes del licor mezcla de la EDAR
de Molina de Segura, con una frecuencia semanal durante el periodo comprendido

de noviembre de 201/ a junio de 2018.

3. Identificar protistas y metazoos como bioindicadores del proceso de nitrificacion,
mediante recuento directo con microscopia de contraste de fases.

4. Determinar los pardmetros cinéticos y estequiométricos del proceso de nitrificacién,
empleando metodologia de técnicas respirométricas.

5. Redlizar un andlisis estadistico avanzado para detectar los pardmetros clave en el
rendimiento y estabilidad del proceso de nitrificacion.

6. Generar un modelo de prediccién y monitorizacién del proceso de nitrificacion para
una EDAR con proceso de fangos activos.
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3 MATERIALES Y METODOS

En este apartado se describen las configuraciones experimentales, se especifican los ensayos
ejecutados, las variables de interés y el tratamiento de datos para el presente trabajo de
investigacion.

3.1 Toma de muestras

Las muestras de fango activado fueron tomadas en la EDAR Molina de Segura perteneciente
a la regién de Murcia (Espafia). La recoleccion de las muestras se realizé tomando una muestra
puntual de 1 litro del licor mezcla (LM) con una frecuencia semanal de cada reactor, entre el
periodo de noviembre de 2017/ ajunio de 2018. Previamente, se establecié el procedimiento
y el punto de recoleccién de dichas muestras tomadas por un operario de planta.

La EDAR Molina de Segura sirve a 271.250 habitantes equivalentes, cuenta con un proceso
biolégico de fangos activados en flujo de pistén con esquema A/O, y eliminacién de nitrégeno
mediante alternancia de zonas andxicas y éxicas, compuesto por dos reactores en paralelo y
decantadores circulares. Posee un tratamiento terciario mediante coagulacién-floculacion
tratamiento de fangos. Ademds, cuenta con un sistema para el control de olores causados por
sulfuro de hidrégeno, el cual se basa en la adicién de cloruro férrico. En la figura 3.1. se
muestra una vista aérea de la EDAR, el esquema detallado de la planta puede consultarse
en el anexo 10.

Figura 3.1 Esquema de EDAR Molina de Segura. Fuente: Google Maps.

3.2 Variables operacionales y fisicoquimicas del agua residual

Los datos de las variables fisicoquimicas y operacionales que han sido consideradas en el
presente estudio fueron facilitados por la EDAR, junto con las muestras de fango. Las variables
operacionales de control del proceso biolégico utilizadas en el presente estudio han sido las
siguientes: carga mdsica (CM), tiempo de retencion celular (TRC), tiempo de retencién
hidrdulico en el reactor (TRHr) y decantador secundario (TRHds). El valor de oxigeno disuelto
ha sido calculado con base a los registros existentes, el cual fue en promedio de 2 mg/l
durante el perfodo de estudio. Las caracteristicas generales de la planta y de las aguas
residuales afluentes al reactor se muestran en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Caracterizacién del agua residual, configuracién y variables operacionales en el reactor.
Pardmetro Unidades Valor
Caracteristicas del afluente

Fosforo total [mg/I] S
Nitrégeno amoniacal [mg/I] 43
Sélidos suspendidos totales [mg/I] 6054
Demanda quimica de oxigeno [mg/] Q66
Demanda bioquimica de oxigeno [mg/I] 663
Cavudales
Caudal del afluente m*/h 560
Recirculacién de fangos m*/h 1152
Volumen/Tamano
Calado m 35
Reactor Aerobio m* Q600
Reactor Andéxico m’ 2400
Diametro del decantador m 35
Condiciones de operacion en el reactor
Carga mdsica kgDBO/kgSSVd 0,17
Tiempo de retencién celular d 12
Tiempo de retencién hidrdulica h 18
Sélidos suspendidos voldtiles del licor mezcla  [mg/l] 5234

3.3 Ensayos respirométricos

3.3.1 Preparacién de la muestra del licor mezcla

La muestra se preparé con 250 ml del LM de cada reactor y 500 ml de agua potable,
previamente fomada y dejada en reposo durante un periodo no menor a 30 minutos,
utilizando una probeta de 1 litro para medir el volumen requerido en cada ensayo. En algunos
ensayos se usé un colador con el fin de eliminar fléculos gruesos del licor mezcla, evitando
interferencias en las lecturas dadas por los sensores.

Los ensayos se realizaron partiendo de un fango en condiciones endégenas, logrado tras
someter el mismo a un periodo de aireacién de 24 horas, debido a que se podrian presentar
lecturas equivocas en la tasa de respiracién por la porcién de materia orgdnica que no fue
asimilada por los microorganismos. De esta manera, el sustrato residual decrece hasta un nivel
insuficiente para que no se produzca crecimiento y solamente sea cubierto el requerimiento
energético para el mantenimiento. Este consumo de oxigeno es por mantenimiento, predacién
y muerte, y se puede considerar constante para una temperatura y una concenfracién de
biomasa activa determinadas.

3.3.2 Instalaciones y equipos
La fase experimental de los ensayos respirométricos se realizaron utilizando los laboratorios
del Grupo de Quimica y Microbiologia del Agua del Instituto Universitario de Ingenieria del
Agua y Medio Ambiente (IIAMA), el cual cuenta con un respirémetro tipo BM-Advance Pro
de la firma comercial SURCIS SL
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De acuerdo a la clasificacion propuesta por la IWA (figura 14, apartado 16.1), el
respirémetro empleado permite trabajar de forma flexible en funcién al modo de ensayo a

realizar (tabla 1.3) OUR estdtico y OUR ciclico tipo LSS y R tipo LFS.

El respirémetro BM-Advance Pro posee un reactor de 1 litro de capacidad, un sistema de
agitacién mediante hélice, un mecanismo de aireacién a través de un difusor cerdmico de
burbuija fina, un sistema termostdtico, un sistema de bombeo para la recirculacién interna del
licor mezcla y un sistema para el control de pH (figura 3.2). Este opera en mezcla continua y
es controlado térmicamente de forma automdtica por medio de un sistema peltier y calefactor
integrado en el propio analizador BM.

Figura 3.2 Representaciéon esquemdtica del respirémetro BM-Advance Pro. (1) vaso reactor; (2) difusor de aire; (3) hélice
de agitacién; (4) sensores; (5) motor de agitacién; (6) sistema de bombeo para el control del pH; (7) conectores; (8) bomba
peristdltica; (9) panel de control; (10} analizador. Fuente: elaboracién propia.

El respirémetro va conectado a una computadora, la cual procesa las sefiales de los sensores
y genera mediante el software integrado al equipo (BM-Respirometer) los resultados de tasas
de respiracién y variables de control El programa genera automdticamente los datos en
formato tabular y gréfico. En la figura 3.3 puede observarse un ejemplo de un ensayo tipo R
para la tasa méxima de respiracién de bacterias nitrificantes.
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30 T T T
Leyenda
o . . . . . . . . I [ 0D fpm)
25 Lo T . v A T
| =]
S : : : : : : : : WA Reinonh)
20 4t . e e SN . . .| [ Rep img/ah)
[ 0C fme/)
m}
15 —+ O
[] DQOb (mar)
[ U mgDQ0bA k)
10 4+ -4 M [ 2 mgDQ0b/mgVsS d)
5 -
0 t } t t t
00:00:00:00 00:00:08:20 00:00:16:40 00:00:25:00 00:00:33:20 00:00:41:40 00:00:50:00
Tiempo (Dia:Hora:Minuto:Segundo)

Figura 3.3 Respirograma de la tasa méxima de respiracién de bacterias nitrificantes mediante un ensayo R
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3.3.3 Protocolo de ensayos respirométricos

Dada la variedad de configuraciones de respirémetros que existen y que son empleados por
diferentes autores, no ha sido descrito un protocolo de ensayos para obtener
consecutivamente todas las tasas de respiraciéon de las bacterias heterétrofas y autétrofas
presentes en el fango activado. La metodologia implementada en este estudio para realizar
las mediciones respirométricas y cdlculos ha sido la descrita por Young & Cowan (2004), la
cual ha sido adaptada para los diferentes modos de trabajo del respirémetro BM-Advance
Pro.

Los ensayos se llevaron a cabo en las mismas condiciones de temperatura (T¢) y pH de
operacién en que fue tomada la muestra. Estos valores fueron ajustados de forma automdtica
por el equipo (figura 3.5). La T¢, el pH y el oxigeno disuelto fueron controlados y monitoreados
en cada uno de los ensayos, mediante una sonda EasyFerm Plus PHI VP 120 P+100
(HAMILTON®) y un oximetro de electrodo tipo Clark. Para esto se realizé un ensayo tipo R,
previo a todos los ensayos respirométricos, permitiendo comprobar también el estado
endégeno de la biomasa presente en el reactor. Se empled como disoluciéon tampdn hidréxido

de sodio (NaOH, O,1M) y écido clorhidrico (HCI, O,1M), adicionados de forma automdtica

por el equipo BM-Advance Pro mediante su bomba peristéltica.

En la figura 3.4 se muestra el esquema de trabajo de los ensayos respirométricos realizados
en el presente estudio. Estos fueron realizados secuencialmente empleando la misma muestra
de fango del licor mezcla (LM,

Aireacién del LM

Acondici ient
Toma de muestra (24 h) condicionamiento

(Te, pH)

Conteo bioindicadores

Inhibicion de B. Toso/ de Respiracion
exégena de las B.
Nitrificantes

Tasa de Respiracién

Nitrificantes Endégena méxima

(Allylthiourea, ATU) Rs) (OURendmax)

Tasa de respiracion Tasa de Respiracion Célculo de parémetros
endégena B. exégena de B. cinéticos,
Heterétrofas Heterétrofas estequiométricos y de
(OURendH) (Rs) control

Figura 3.4 Protocolo de trabajo de los ensayos respirométricos
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Figura 3.5 Control de placa para calibracién de temperatura y pH.

3.3.4 Métodos analiticos

La preparacién de las diferentes soluciones empleadas en los ensayos respirométricos requirié
del uso de una balanza electrénica de precision VWR Science Education con lectura de
0001g para pesar cada uno de los reactivos y preparar posteriormente en un matraz

aforado de 0,5l el sustrato y en 100 ml la ATU.

Las concentraciones de cada una de las soluciones preparadas para los ensayos, cloruro de
amonio (CINH,) medido como [mgN-NH4/ll y acetato de sodio (C;HsNaO,) medido como
[mgDQO/], fue determinada mediante técnica de espectrofotometria empleando para ello
un equipo Spectroquant® NOVA 60 de MERCK. El equipo opera con un método de andlisis
automdtico mediante cédigo de barras para las cubetas (test en cubetas) o del auto selector
(test en reactivos). Los métodos de andlisis se pueden consultar en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Métodos analiticos de espectrofotometria

Método TestKit Referencia Rango Total Método
Oxidacién dcido cromo
023 DOO 14541 25-1500 mg/l de DOO sulfurico / determinacién
como cromo (lll)
155  Amonio 100683 2-75 mg/l NH,-N Azul Indofenol

3.3.5 Variables respirométricas

Una vez acondicionado el licor mezcla, se efectuaron los ensayos de OUR endégena maxima
(OURcndmed, ingreséndose previamente los valores de SSV, pH y T¢ para mantener las mismas
condiciones durante todo el ensayo. Una vez iniciado el ensayo, el oxigeno disuelto (OD)
disminuye a razén de la velocidad en que es consumido por la biomasa para mantenimiento
celular. El sensor de OD envia las sefiales al programa y este calcula la tasa de consumo
endégena como la pendiente del OD, segin ecuacién 3.8, y determina simultdneamente la
tasa de consumo especifico (SOUR), segun ecuacién 39. Ambos resultados son graficados por
el software, tal y como se muestra en la figura 36.

C.—C
OUR=-2 s (38)

Donde C,: concentracién de oxigeno base; C.: concentracién de oxigeno final, t: tiempo desde C,

aC.
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OUR

= (39)
SOUR SSVLM

Donde SSVLM: sélidos suspendidos voldtiles del licor mezcla (g/l); SOUR: representa la cantidad de oxigeno
consumido por una cierta cantidad de biomasa por unidad de tiempo (mgO2/gSSVLMh)

2017.11.23.0URend
12 : :
10 1.
1 7 0D fpm)
8 - R : : : Or.e
] OeH
! M =] OUR mg/h)
6 - e IR . . e . RO - - Il &2 SOUR ma/gh)
4 L
2 L
0 : : : : : :
00:00:00:00 00:00:03:20 00:00:06:40 00:00:10:00 00:00:13:20 00:00:16:40 00:00:20:00 00:00:23:20
Tiempo (Dia:Hora:Minuto:Segundo)

Figura 3.6 Respirograma de tasa de consumo endégeno méximo, OUR y SOUR global.

Para determinar la tasa de respiracién endégena de bacterias heterdtrofas (OUR..q1) se
emples ATU (C4HgN2S) como medio inhibidor de las bacterias nitrificantes a una
concentracién de 10mg/l (Strotmann et al, 1999; Dircks, et al, 1999; Oliveira et al, 2011).
Luego por diferencia entre la OURegmox Y OURendri se calculé la tasa de respiracién endégena
de las bacterias nitrificantes (OUR.qan) como se observa en la figura 3.7.

OUR (mg/l.h)
[—— 2.0URtotal 7.0URH |
T T T T T T
9 I
7 1 &
Q
8 I .
5 3 g S
5 .8

4 3 &5 mj‘B .
3 4 8 Q. |-
2 1
1 3

: } ' : : | : i ' | : : : } ' | :

00:00:03:20 00:00:06:40 00:00:10:00 00:00:13:20 00:00:16:40

Tiempo (Dia:Hora:Minuto:Segundo)

Figura 3.7 Tasa de respiracién endégena global, de bacterias heterétrofas y nitrificantes.

El modo de ensayo R permitié medir la tasa méxima de respiracién (Rs), el consumo de oxigeno
(OC) por crecimiento celular y posteriormente calcular el rendimiento (Y] La tasa de
respiracion dindmica estd en funcién del diferencial en la concentracién del OD fijado en la
linea base contra el consumido por crecimiento de la biomasa, tal y como se describe en la
ecuacién 3.10. Integrando los valores de Rs, se determiné el oxigeno consumido para la
oxidacién del sustrato afiadido (ecuacion 3.11).
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Rs = fs - ft - (Cy, — Cy) (3.10)
Donde Rs: tasa de respiracion exdégena (mg/Lh); frs: factor de calibracién (valor dependiente del
coeficiente especifico de fransferencia del oxigeno en funcién de la velocidad de recirculacion en
el reactor); ft: factor dindmico (se determina en fébrica y depende del caudal de la bomba y
volumen de la zona inferior del vaso reactor); Cy: Linea base (oxigeno inicial que corresponde al
estado de respiracién endégena (mg/l)); Cs: concentracién de oxigeno resultante de la oxidacion

del sustrato (mg/l).
(3171)

oczfd-fRs.dt

Donde, fd = [factor de dilucién] * [extrapolacién a unidades de mg/]

Con el objetivo de conocer posteriormente los pardmetros cinéticos y estequiométricos de la
biomasa, se llevéd a cabo la determinacion de la tasa de respiracién exdégena de las bacterias
heterétrofas (Rsy) y de las bacterias nitrificantes (Rsw). Estas determinaciones se llevaron a cabo
mediante un ensayo tipo R, en el que se empled CINH4 en una relacién de 70 mgCINH./gSSV
en 0,5 litros de agua destilada, y 200mg de C:HsNaO; en 0,5 litros como sustrato para las
bacterias nitrificantes y heterétrofas, respectivamente, tomando de estas soluciones 50 ml de
muestra para introducir al reactor en el ensayo respectivo.

3.3.6 Pardmetros cinéticos y estequiométricos

El propdsito de medir las tasas de respiracion endégena y exégena de las bacterias presentes
en el fango del licor mezcla, es poder determinar posteriormente los pardmetros cinéticos y
estequiométricos. Estos fueron determinados de acuerdo a la metodologia descrita por Young
& Cowan (2004), siendo estas las principales variables de interés a relacionar con el proceso
de nitrificacién. Se ha incluido adicionalmente el cdlculo de tasa de decaimiento, rendimiento
y concenfracién de biomasa de bacterias heterétrofas como complemento al estudio. A
continuacién, se muestran las ecuaciones utilizadas para calcular los diferentes parédmetros.

o R
Tasa de nitrificacion AUR = —> (3.12)
457
Tasa actual de nitrificacién AUR = AUR" * fyp (3.13)
AUR
Tasa de nitrificacién méxima AURo0x = ——— (3.14)
fop * fkn
oD
Factor de correccién por oxigeno fop = m (3.15)
> i SnH
Factor de correccién por sustrato nitrificable fun = ———— (3.16)
Knu + Snu
VN
TRH para el proceso de nitrificacion TRHy = — (3.17)
Qafl
Vn: volumen aerobio en el reactor; Qalf: Caudal del afluente
Capacidad de nitrificacion Cy = AUR * TRHy (3.18)
SNH
Tiempo de nitrificacién Ty = ——
iemp itriticaci N = 20R (3.19)
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0C

Rendimiento de bacterias nitrificantes Yn = 4,57 — — (3.20)
NH
Concentracién de bacterias nitrificantes XN = AUR * TRC * Yy * 24 (321)
AUR * Yy * 24
Tasa de crecimiento de bacterias nitrificantes UN = R (3.22)
N
Tasa de crecimiento méxima de bacterias AUR . * Yy * 24
s UNmax = X (3.23)
nitrificantes N
1
Edad de fango minima para nitrificacion TRCpin = (3.24)
HMN.max
Rendimiento de bacterias heterétrof Yy =1 oc
endimiento de bacterias heterétrofas H= DQO (3.25)
OUR gy * 24
Concentracién de bacterias heterétrofas Xp=—"7T7-— (3.26)
bH * fcv

El valor de la constante de semisaturacién de oxigeno (Kop) utilizado fue el reportado por
Henze M (1995) y Rittmann & McCarty (2001), con un valor de 0,5 mgO-/I. Por ofro lado, la
constante de semisaturacién de nitrégeno (Kn) fue tomado como valor bibliogréfico, el

propuesto por Dold & Marais (1986), Bidstrup & Grady (1988) y EPA (1993), quienes
reportaron un valor de 1,0 mg N-NH,4'/I.

Asumiendo la férmula empirica de la composicién de la biomasa como CsHNO; (EPA, 1993),
a quien le corresponde un peso molecular de 113 mg/mmol, se calculé a partir de la ecuacién
3.27 la DOO requerida para oxidar la célula de una bacteria, cuya relacién se expresa como
fev con un valor de 1,42 mgDQO/mgSSV (Daigger & Grady, 1998). Por otro lado, los mg de
O necesarios estequiométricamente para la oxidacién de cada mg de N-NH, son 4,57

(Jubany et al, 2008).

X 160 mgDQO

f, = ==
T SSViier 113 7 mgSSV (3.28)

la tasa de decaimiento de bacterias nitrificantes fue calculada segin ecuacion 3.29,
propuesta por Melcer (2004), similar a los valores reportados por Salem et al. (2006).
Mientras que para bacterias heterétrofas fue utilizada la ecuacion de Ekama et al. (1986)

by = 0,17 % 1,029(T-20) (329)
by = 0,24 * 1,04(T-20) (330)

El rendimiento de las bacterias nitrificantes ha sido estudiando mediante técnica
respirométrica por Guisasola (2005), Jubany (2007) y Liv & Wang (2012), encontrando
valores de 0,29, 026 y 0,34 gDOQO/gN, respectivamente, expresado como cantidad de
biomasa autétrofa producida por unidad de nitrato producido. Para el estudio se ha tomado
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el valor obtenido por Jubany (2007), el cual es similar al reportado por Henze (1995) (0,24
gDQO/gN) e implementado en el modelo ASM2 como valor tipico en disefio y simulacién de

EDAR

La fraccién de bacterias nitrificantes fue obtenida de acuerdo al resultado experimental
obtenido por Carrera et al. (2004), segin ecuacién 3.3 1.

DBOS5 DBOS5
—2,39 7+ —0,43| 5557+
Fy = 0,0265 + 0,508e< (e )) + O,21e< (e )> (331)

3.4 Variables biolégicas

En una estacion depuradora de fangos activos es imprescindible realizar un andlisis del fango
por medio de la observacion microscépica. Esto permite deducir las condiciones actuales, si
se encuentran en equilibrio o si existe algun tipo de disfuncién (Salvads, 1995)

La identificacién y cuantificacién de los diferentes microorganismos (protozoos y metazoos)
presentes en el licor mezcla se realizé a partir de observacién en vivo mediante microscopia
dptica, empleando un microscopio Zeiss, modelo Axiostar, utilizando tanto la iluminacién de
campo claro como el contraste de fases. Las observaciones se realizaron en un intervalo de
tiempo mdéximo de 24 horas, en el cual no se producen cambios significativos en la estructura
de la poblacién de protistas (Abraham et al, 1997).

El licor mezcla se agité suavemente para homogeneizar totalmente la muestra. Se tomé dos
alicuotas de 25 ul del LM (Madoni, 1988) y se deposité sobre un portaobietos, luego se cubrié
con un cubreobjetos de 18 x 18 mm de superficie. Ademds, se utilizaron cuatro réplicas
adicionales para el recuento de ciliados sésiles coloniales, segin recomiendan Dubber &
Gray (2009). Las abundancias de organismos del licor mezcla se dan en individuos por mililitro

(ind/ml).

El recuento se realizé partiendo de un extremo del cubreobijetos, desplazandose en una misma
direccién, por ejemplo, verticalmente, hasta llegar al extremo opuesto. Una vez en el nuevo
extremo se desplaza hacia la derecha, hasta que aparece un nuevo campo visual que no se
solapa con el anterior, y posteriormente se desplaza de nuevo la muestra en la misma
direccién vertical (figura 3.8)

inicio \
]
)

Figura 3.8 Procedimiento para el recuento de protistas y metazoos en el microscopio. Fuente (Vasco, 2009)
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3.5 Andlisis estadisticos

Se han analizado un total de 22 muestras durante el periodo de noviembre 2017 a junio
2018, los cuales tienen asociados valores de variables operacionales y fisicoquimicas
correspondientes a cada una de estas. La Tabla 3.3 contiene las fechas correspondientes a
cada muestra.

Tabla 3.3 Numero de muestras y fechas procedentes
Muestra Fecha Muestra Fecha

ML10 060220
ML11T 130220

ML21 150520
ML22 120620

ML1 15112017 M™ML12 20022018
ML2 22112017 M™ML13 27022018
ML3 29112017 ML14 06032018
ML4 14122017 ML 20032018
MLS 22122017 ML16 11042018
ML6 12012018 ML17 16042018
ML7 19012018 ML18 23042018
M8 25012018 ML19 02052018
ML? 30012018 ML20 08052018

18 18

18 18

Para el andlisis estadistico se tienen tres conjuntos de variables: las variables ambientales
(denominadas explicativas o independientes), las variables biolégicas (denominadas respuesta
o dependientes) y variables respirométricas (tanto explicativas como de respuestal. Las
variables biolégicas representan los distintos taxones de protistas y metazoos, mientras que
las ambientales engloban las variables operacionales y fisicoquimicas de las EDAR En el caso
de las variables respirométricas, comprenden tasas de consumo de oxigeno, pardmetros
estequiométricos y cinéticos.

La estrategia general seguida para el tratamiento de los datos ha sido en primer lugar el
andlisis descriptivo y fratamiento preliminar de los conjuntos de variables: ambientales
(variables  fisicoquimicas y operacionales), respirométricas (tasas de consumo 'y
estequiométricos), y bioldgicas (protistas y metazoos).

Algunas de las herramientas cldsicas de estadistica descriptiva aplicadas al conjunto de datos
han sido: media, mediana, desviacién estédndar, rango (minimo-mdximo) y una prueba de
valores atipicos loutliers). Adicionalmente, se han empleado diagramas de cajas y bigotes, los
cuales permiten visualizar la dispersién y simetria de los datos a escala mensual,
representando los tres cuartiles, la mediana, el valor minimo y maximo de los datos, asi como
los valores anémalos. Obsérvese en la tabla 33 que la composicién de cada caja
mensualmente varia en funcién al nimero de muestras, distribuyendo las 22 muestras en
noviembre, n=3; diciembre, n=2; enero, n=4, febrero, n=4, marzo, n=2, abril, n=3, mayo, n=3;
junio, n=1.

Se realizé un andlisis preliminar bivariante (exploratorio) con el fin de establecer vinculos entre
los resultados respirométricos y los pardmetros fisicoquimicos, operacionales y biolégicos. Este
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andlisis consistié en el célculo de los coeficientes de correlacién de Pearson siendo referente
a correlaciones paramétricas. Ademds, se utilizé un andlisis clister como andlisis exploratorio
para deferminar las agrupaciones de las muestras.

Existen métodos de andlisis multivariante que permiten ordenar y clasificar un conjunto grande
de datos para visualizar los patrones de distribucién entre estos y comprender las relaciones
entre las variables analizadas. Por el

o, se realizé un andlisis exploratorio de ambos conjuntos
de variables, empleando técnicas multivariantes con un enfoque no paramétrico y basadas
en matrices de distancia, a través del escalonamiento multidimensional no métrico (hNMDS) y
andlisis de similitudes (ANOSIM), asi como el andlisis clister. Por dltimo, el andlisis de
interpretacién ambiental permite relacionar ambos conjuntos de variables (explicativas y
respuesta) a partir de modelos lineales basados en la distancia (DISTLM). Los modelos
construidos han sido visualizados a través del andlisis de redundancia basado en la distancia

(dbRDA).

Los datos biolégicos (protistas y metazoos) se transformaron logaritmicamente [log (variable +
1)] para dar mayor peso a las especies que tienen bajas tasas de crecimiento. Por otro lado,
las variables ambientales fueron transformadas logaritmicamente para su normalizacién, y
estandarizadas para homogenizar las diferentes escalas de medida. Previamente a los andlisis
exploratorios y de interpretacién ambiental, fueron construidas las matrices de similitud
(matrices distancia) de las variables biolégicas transformadas, utilizando el indice de Bray-
Curtis (Bray & Curtis, 1957), asi como las correspondientes a las variables ambientales
transformadas y estandarizadas, utilizando la distancia euclidea.

Se ha empleado el software Minitab 18 para el célculo de los estadisticos descriptivos, el
andlisis bivariado de correlaciones de Pearson y el modelo de prediccién para el rNKTs.
Todos los métodos utilizados correspondientes al andlisis exploratorio y de interpretacion
ambiental han sido realizados con PRIMER v/ (Clarke & Gorley, 2015) y PERMANOVA«+
para PRIMER (Anderson et al, 2008). Los diferentes tipos de andlisis que se han considerado
en la relacion de las variables se describen a continuacién.

3.5.1 Prueba de valores atipicos (outliers)

Un outlier puede definirse como una observacién o conjunto de observaciones que parecen
ser inconsistentes con el resto del conjunto de datos (Barnett & Lewis, 1984). Hawkins, (1980)
presenta una definicién similar, al definir un outlier como “una observacién que se desvia
mucho de ofras observaciones y despierta sospechas de ser generada por un mecanismo
diferente”. Beckamn & Cook (1983), se refieren a los outliers ya sea como observaciones
discordantes o como contaminantes. Una observacién discordante es cualquier observacion
sorpresiva o discrepante para el investigador. Un contaminante es cualquier observacién que
no hace parte de la distribucién objetivo.

Se hace necesario conocer si existen outliers dentro de los diferentes grupos de variables,
pues segin Chandola et al. (2007) los datos extremos se convierten en ruido al no ser de
interés para el analista y actian como un obstdculo para el andlisis de los datos. Para detectar
outliers en el conjunto de variables se ha empleado el método de Grubbs. Con la deteccién
de estos valores atipicos se puede realizar una mejor interpretacion sobre los resultados,
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permitiendo luego aplicar correctamente un andlisis de correlacion (p. ej. de Pearson) sin que
exista una diferencia significativa en el coeficiente obtenido.

La prueba de Grubbs se utiliza para detectar valores atipicos en un conjunto de datos
univariante vy se basa en el supuesto de normalidad. El estadistico de la prueba de Grubbs
(G) es la diferencia entre la media de la muestra y el valor de los datos mas grande o més
pequefio, dividida entre la desviacién estandar. Se utiliza el estadistico de la prueba de
Grubbs para calcular el valor p, que es la probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando
es verdadera.

. (X—Xq Xp—X

G= max’{ , } 332
S S

Donde X: la media de la muestra; X;: el valor més pequefio en la muestra; s: la desviacién estandar de

la muestra; Xn: el ndmero mds grande de la muestra

La prueba de hipétesis utiliza los datos de la muestra para determinar si se puede rechazar
la hipétesis nula. La hipétesis nula (Ho) indica que todos los valores de los datos provienen de
la misma distribucién normal, y la hipétesis alternativa indica que el valor mas pequefio o mds
grande de los datos es un valor atipico. El nivel de significancia (denotado como @ o alfa) es
el méximo nivel de error aceptable de rechazar la hipétesis nula cuando la hipétesis nula es
verdadera (error tipo 1 en estadistica), se ha considerado un =005 el cual indica un error
de 5% de concluir que existe una diferencia cuando no hay una diferencia real.

El valor p es una probabilidad que mide la evidencia en contra de la hipétesis nula. Un valor
p mds pequefio proporciona una evidencia mds fuerte en contra de la hipdtesis nula. Para un
valor p < «: existe un valor atipico, y por tanto se rechaza Ho; si el valor p es menor que o

igual al nivel de significancia, la decisién es no aceptar la hipétesis nula y concluir que existe
evidencia estadistica para rechazar Ho. Para un valor p > «: no se puede concluir que existe
un valor atipico, y por tanto no se puede rechazar Ho. Si el valor p es mayor que el nivel de
significancia, a, porgue no se cuenfa

con suficiente evidencia para concluir que existe un valor atipico.

a decisién es que no se puede rechazar la hipétesis nu

3.5.2 Andlisis cluster

El andlisis cluster es una técnica multivariante cuyo objetivo es clasificar objetos formando
grupos/conglomerados (cluster) que sean lo més homogéneos posible dentro de sf mismos y
heterogéneos entre si. Con el fin de revelar categorias bien definidas de objetos, y, por lo
tanto, reducir la dimensionalidad del conjunto de datos a unos pocos grupos de filas (James &

McCulloch, 1990).

Se trata, fundamentalmente, de resolver el siguiente problema: Dado un conjunto de
individuos ([de N elementos) caracterizados por la informacién de n variables {Xjlj=1,2,.n , se
plantea el refo de ser capaz de clasificar de manera que los individuos pertenecientes a un
grupo (cluster) ly siempre con respecto a la informacién disponible) sean tan similares entre sf
como sea posible, siendo los distintos grupos entre ellos tan disimilares como sea posible (Rios,

2017).
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El andlisis cluster de un conjunto de datos se realiza en dos pasos (Ramette, 2007). En primer
lugar, se elige un coeficiente (similitud o disimilitud) para medir la asociacién entre objetos o
entre variables (ambientales o biolégicas). En segundo lugar, la matriz distancia de asociacion
calculada se representa en forma de drbol horizontal o como grupos distintos de objetos.

En exploracién de relaciones entre objetos asociados a variables ambientales (variables
operacionales y variables fisicoquimicas en las EDAR) es aconsejable utilizar la distancia
euclidea, mientras que en el caso de las variables biolégicas (protistas y metazoos) es mds
apropiada la distancia de Bray-Curtis (Clarke et al, 2014).

3.5.3 Coeficiente de correlacion de Pearson

El coeficiente de correlacién de Pearson, también conocido como coeficiente de correlacion
'r", es el mas ampliamente utilizado en investigacién como una forma de resumir el alcance
de la relacién entre dos variables. El r de Pearson mide la fuerza de la asociacion lineal entre

dos variables.

Si las dos variables tienen una relacién lineal en la direccién positiva, entonces r serd positiva
y considerablemente superior a O. Si la relacién lineal estd en la direccién negativa, de modo
que aumenta en una variable mientras que la ofra disminuye, entonces r<O. Los valores posibles
de r varian de -1 a +1, con valores cercanos a O que significan poca relacién entre las dos
variables (Wicks, 1998). Segin Cohen (1988), un valor absoluto de r de O,1 se clasifica como
pequefio, un valor absoluto de 0,3 se clasifica como medio y de 0,5 se clasifica como grande.
Mediante el coeficiente de correlacién de Pearson se determiné la colinealidad entre las
variables, cuando el coeficiente fue superior a 0,85 se eliminé una de las dos variables para
la construccién de los modelos de regresién lineal maltiple multivariante.

F

h,
4 Correlcién Pasitva A Correlbodn Megativa Sin Carehcidn

L 4
v

L.
Fa

Figura 3.9 Tipos de correlacion. Fuente: statstutor.acuk

3.5.4 Andlisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales (ACP) es una técnica estadistica multivariante de sintesis
de la informacién, o reduccién de la dimensién (ndmero de variables). Es decir, ante un banco
de datos de muchas variables, lo que hace el método es disminuir el méximo nimero de
variables posibles. De forma que, se logre explicar la mayor cantidad de varianza de los
datos, denominadas originales, en un nuevo conjunto de variables (componentes principales)
Para ello, se evita perder la menor cantidad de informacién posible (Herve & Lynne, 2010),
con el objetivo de explicar la mayor cantidad de varianza de los datos originales (Hotelling,

1933)
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Las componentes principales se caracterizan por estar incorrelacionadas entre si y, ademds,
pueden ordenarse de acuerdo con la informacién que llevan incorporada. Como medida de
la cantidad de informacién incorporada en una componente se utiliza su varianza. Es decr,
cuanto mayor sea su varianza mayor es la cantidad de informacién que lleva incorporada
dicha componente. Por esta razén se selecciona como primera componente aquella que tenga
mayor varianza explicada, mientras que la dltima componente es la de menor varianza
explicada. El objetivo es representar los objetos (filas) y variables (columnas) del conjunto de
datos en un nuevo sistema de coordenadas (generalmente en dos o tres ejes o dimensiones)
donde puede ser representada la mayor cantidad de la variacién del conjunto de los datos
originales.

3.5.5 Escalonamiento multidimensional no métrico

El escalamiento multidimensional no métrico (NMDS, non-metric multidimensional scaling) es
una técnica exploratoria multivariante de interdependencia que trata de representar en un
espacio geométrico de pocas dimensiones las proximidades existentes entre un conjunto de
objetos. EI nMDS es un método de ordenacién basado en la distancia entre pares de
variables (matriz distancial, no siendo necesario el supuesto de normalidad multivariante del
conjunto de datos. Emplea una regresién mondétona de minimos cuadrados vy se aplica
normalmente donde intervienen datos de preferencia y juicios de apreciacién humana muy
probablemente sujetos a error (Lopéz & Hidalgo, 2010,

El nMDs es una técnica de ordenacién que difiere en varios aspectos de casi todos los demds
métodos de ordenacion. En la mayoria de los métodos, se calculan muchos ejes, pero solo se
ven unos pocos, debido a limitaciones graficas. En el nMDS, una pequefia cantidad de ejes
se eligen explicitamente antes del andlisis y los datos se ajustan a esas dimensiones; no hay
ejes ocultos de variacién, en la figura 3.10 puede verse un ejemplo v su interpretacién. En
segundo lugar, la mayoria de los demds métodos de ordenacién son analiticos v, por lo tanto,
dan como resultado una Unica solucién para un conjunto de datos. Por el contrario, el nNMDS
es una técnica numérica que busca de forma iterativa una solucién y detiene el célculo cuando
se ha encontrado una solucién aceptable, o se detiene después de un nimero predeterminado
de intentos. Como resultado, una ordenacién nMDS no es una solucién Unica y un posterior

andlisis del nMDS en el mismo conjunto de datos y siguiendo la misma metodologia
probablemente resultard en una ordenacién algo diferente. En tercer lugar, nMDS no es una
técnica de valor propio-autovector, como el andlisis de componentes principales o el andlisis
de correspondencia que ordena los datos de forma que el eje 1 explique la mayor cantidad
de varianza, el eje 2 explique la siguiente cantidad mds grande de varianza, y asf
sucesivamente. Como resultado, una ordenacién de nMDS puede girarse, invertirse o
centrarse en cualquier configuraciéon deseada (Holland, 2008).
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Figura 3.10 Interpretacién de un grafico nMDS

3.5.6 Andlisis de similitudes

El andlisis de similitudes (ANOSIM) es un procedimiento no paramétrico que proporciona una
forma de evaluar estadisticamente si existe una diferencia significativa entre dos o mdés grupos
de unidades de muestreo; este opera directamente en una matriz de diferencias. La rutina
ANQOSIM es muy Util cuando se emplea de forma complementaria con el nNMDS, detectando
si existen diferencias significativas y valorando la distancia (estadistico R) a partir de los
factores definidos.

Compara los rangos de distancias entre grupos con rangos de distancias dentro de los grupos.
Se comparan las medias de ambos tipos de rangos, y la resultante del test estadistico R mide
si existe una separacién enfre grupos (R=1) o no (R=0). Valores de R>0,/5 se interpretan como
buena separacién, R-0,5 como separados (pero superpuestos) y R<0,25 como apenas

separados (Clarke et al, 2014)

3.5.7 Andlisis de redundancia basado en la distancia

Para relacionar las variables biolégicas y contrastarlas con la variabilidad generada por las
variables ambientales son empleados modelos lineales basados en la distancia (DISTLM,
distance-based linear models) Uno de estos enfoques es el andlisis de redundancia basado
en la distancia ([dbRDA, distance-based redundancy andlysis), utilizado para realizar una
ordenacién de los valores ajustados de un modelo dado. Los ejes dbRDA describen el
porcentaje de la variacién ajustada o total explicada por cada eje.

El andlisis de redundancia basado en la distancia (doRDA) es un método para llevar a cabo
ordenaciones restringidas en datos utilizando medidas de distancia no euclidianas. Los
métodos habituales para ordenaciones restringidas (CCA, RDA) utilizan la distancia
euclidiana, pero se ha descubierto que esta medida de distancia es inapropiada para algunos
tipos de datos (Clarke et al, 2014) El dbRDA elude este problema usando un proceso de tres
pasos: primero, se calcula una matriz de distancia usando la medida de distancia de eleccién.
A continuacién, se realiza un andlisis de coordenadas principales (PCoA) en la matriz.
Finalmente, los valores propios obtenidos en el PCoA se conectan a un andlisis de
redundancia (RDA). La funcién "capscale” se utiliza para llevar a cabo andlisis de redundancia
basados en distancia. El procedimiento le proporciona un valor pseudo-F, que es una medida

41



de la importancia del andlisis general. También hay opciones para saber cudnta variacién
representa cada eje, asi como para descubrir qué variables explicativas y qué ejes son
significativos. Existe un limitante que se debe tener en cuenta con el dbRDA [y las RDA en
general), este asume que las variables dependientes responden de forma lineal a los cambios
en las variables de prediccion (Hamann, 2016).

McArdle & Anderson (2001) perfeccionaron la rutina proporcionando un enfoque mds
directo, siendo el método implementado en el DISTLM vy descrito de forma detallada por
Anderson et al. (2008). Este nuevo enfoque no requiere el cdlculo de los ejes del PCoA, ni
ciertas correcciones sobre la presencia de valores propios negativos. La rutina DISTLM se
utiliza para redlizar particiones, probar hipétesis y construir modelos, mientras que la rutina
dbRDA se utiliza para realizar una ordenacién de los valores ajustados de un modelo dado.
En la rutina dbRDA, la estructura de la nube de puntos se visualiza a través del modelo
haciendo un andlisis propio (eigenanalysis) ajustado de dicha nube. Mientras que en el PCoA
la matriz distancia original es una ordenacion sin restricciones (puesto que se examina la matriz
distancia sola, libre de cualquier modelo o hipétesis especifical, el doRDA estd limitado a
encontrar combinaciones lineales de las variables independientes que explican la mayor
variacién en la nube de puntos.

DISTLM es una rutina que permite analizar y modelizar la relacién entre una nube de puntos
de cardcter multivariante, descrito por una matriz de semejanza y una o mds variables
explicativas. La rutina permite que las variables explicativas se ajusten de forma individual o
conjunta en grupos especificos. El valor-P, utilizado para probar la hipétesis nula de ausencia
de relacién, se obtiene utilizando métodos apropiados de permutacién. La rutina DISTLM no
sélo proporciona medidas cuantitativas y pruebas de la variacién explicada por una o mdés
variables explicativas, sino que dispone de un conjunto de nuevas herramientas para la
construccién de modelos y la generacién de hipdtesis. Con DISTLM pueden construirse
modelos parsimoniosos utilizando diferentes criterios y procedimientos de seleccién del
modelo. Previo a la exploracién de modelos es imprescindible evaluar la multicolinealidad
entre las variables explicativas, excluyendo del modelo aquellas variables con elevados
coeficientes de correlacién (-0,85), aunque la decisién final de exclusién puede variar en
funcion de los objetivos planteados (Anderson et al, 2008). Por dltimo, una vez construido un
modelo determinado, este puede ser visualizado en el espacio multidimensional utilizando la
rutina doRDA. Previamente a la aplicacién de la rutina DISTLM, se utilizé la matriz de
correlacién de Pearson entre pares de variables ambientales con el fin de examinar la
colinealidad, eliminando aquellas variables que presentaron coeficientes de correlacion

mayores de 0,85 (Anderson et al, 2008).

Considere una matriz (N x p) de las variables de respuesta Y, donde N es el nimero de
muestras y p es el nimero de variables. Considere también una matriz (N x g), X que contiene
g variables explicativas (predictoras) de interés (por ejemplo, variables ambientales). El
propdsito de DISTLM es realizar una prueba de permutacién para la hipétesis nula
multivariante de no relacién entre las matrices Y y X sobre la base de una medida de
semejanza elegida, usando permutaciones de las muestras para obtener un valor P. En
esencia, el propdsito aqui es hacer la pregunta: X explica una proporcién significativa de la
variacién multivariada en la nube de datos descrita por la matriz de semejanzas obtenida de
Y? Tenga en cuenta que el andlisis realizado por DISTLM es direccional y que estos conjuntos
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de variables tienen roles particulares. Las variables en X se utilizan para explicar, modelar o
predecir la variabilidad en la nube de datos descrita por la matriz de semejanza que surge

de Y (Anderson et al, 2008).

Para evaluar la contribucién de las variables respirométricas en la variabilidad observada en
la abundancia de especies de protistas y metazoos, y las variables respirométricas vy la
variabilidad observada en la calidad del efluente en los componentes de nitrégeno, la
estrategia empleada ha sido la construccién de modelos a partir de criterios y procedimientos
parsimoniosos (step-wise/ AIC, An Information Criterion). Por otro lado, para evaluar la
contribucién de las variables ambientales en la variabilidad observada en las variables
respirométricas, la estrategia empleada para la construccién del modelo ha sido el criterio
BIC (Bayesian Information Criterion). A partir de estos criterios y procedimientos se analizaron
individualmente (test marginal), ignorando el resto de variables, y secuencialmente (test
secuencial) las variables explicativas de cada modelo.

En la tabla 3.4, se muestra a modo de ejemplo, el resultado general del DISTLM. Este genera
4 ejes que explican la variacién de los componentes de nitrégeno en el efluente de acuerdo
a las variables explicativas. Para los andlisis se han seleccionado siempre los dos primeros
ejes, pues son los que tienen un mayor porcentaje de explicacién. Por ofro lado, en la tabla
3.5 se muestran las correlaciones parciales multiples entre los ejes de coordenadas dbRDA y
las variables explicativas (se seleccionaron para el andlisis las que tuvieron mayor correlaciéon
con los ejes) y, los coeficientes de correlacién de Pearson entre las variables respuesta y cada

uno de los ejes de doRDA.

Tabla 3.4 Porcentaje de variacién explicado por ejes individuales del modelo DISTLM
Eje Variacién exglicada Vqriaciérj e)sp’)Iicada
del modelo ajustado de la variacion total
Individual Acumulada  Individual Acumulada
] 476/ 476/ 18,15 18,15
2 30,30 /797 11,54 2969
3 2162 Q9,59 8,23 3792
4 041 100 0,16 38,08

Tabla 3.5 Interpretacién de los resultados del DistlM
Variable  dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4 } Eies de coordenadas
Variables explicativas HNITIOX 0%0 003 044 002 Relaciones entre
seleccionadas por el modelo entre { OURendH 'O,A] —O,ZC) 0»83 -0'27 }|05 ejes de coordenadas

todas las varicbles respirométricas de TRC|\ OOG 0,0] _004 _O7Q dbRDA y las:variablas

acverdo a la mejor solucién segun

ariterio de seleccion TRHy 0,15 074 0,34 055 explicativas
, NTs 061 -005 0,14 000 ®
N-NH. -0,35 -0,40 036 007
N-NOy 032 045 034 0,05 Coeficientes de

Variables de respuesta { N-NOgz ‘0'20 0'28 -0.44 OOA } Co”izicv'?d“u;?:s ‘Zseeles
NKTs 051 020 002  -002 ok
rNKTs 0,48 0,28 002 004

eNTs 039 004 039 001 *
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4 RESULTADOS

En este apartado se presentan los resultados obtenidos del estudio del proceso de nitrificacion
de la EDAR de Molina de Segura entre las variables respirométricas y su relacién con
bioindicadores y variables del proceso. Los resultados han sido presentados en forma
esquemdtica segun las variables estudiadas, incluyendo al final del apartado los modelos
lineales del andlisis de interpretacién ambiental y de prediccién.

4.1 Relacion entre las variables fisicoquimicas sobre el proceso de nitrificacion

Durante el periodo de noviembre de 201/ a junio de 2018 se evaluaron con una frecuencia
semanal 7 variables fisicoquimicas del aofluente al reactor y del licor mezcla (T°, pH, SSV,
DQO, DBO, NKTs y N-NHy’), y 7 del efluente relacionadas con el nitrégeno, incluyendo
variables fisicoguimicas (NTs, NKTs, N-NH,", N-NO; y N-NOs) y variables relacionadas con
el rendimiento del proceso de nitrificacién (rNTs y rNKTs), en el anexo 2 puede consultarse la
matriz completa.

De forma preliminar se realizé el célculo de estadisticos descriptivos del conjunto de variables
que se presentan en las tablas 4.1 y 4.3. Encontrando que las variables con mayor desviacién
relativa respecto a su media han sido el N-NH," del afluente al reactor y la DBO en el licor
mezcla (LM), con un valor de 28% para ambos casos. Adicionalmente, con la prueba de
valores atipicos de Grubbs (ver ttem 3.6.1) se encontré que la muestra ML4 reporté un valor
inusual para la variable N-NOy, cuyo valor corresponde al valor maximo del conjunto de
muestras. El anexo 3 contiene la matriz completa de las variables de nitrégeno efluente.

Los valores encontrados en la EDAR Molina del Segura, a excepcién de los rendimientos,
presentan diferencias significativas en comparacién con otras plantas de fangos activados
con eliminacién de nitrégeno estudiadas por Zornoza (2017) como Quart Benager (OB),
Denia-Ondara-Pedreguer (DP) y Carraixet (CX), y los valores tipicos de aguas residuales
urbanas reportados por Tchobanoglous & Burton (2003), tal y como se muestran en las tablas
42y 44 Los valores comparativos estén expresados como la media mdas/menos la desviacion
estdndar y los valores tipicos estdn dados de acuerdo al rango.

Tabla 4.1 Resumen estadistico de las variables fisicoquimicas del licor mezcla y afluente al reactor

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G p
T 22 210 2,4 17,3 258 20 0800
pH 22 772 0,1 70 /5 2,/ 0083
Ssv 22 5234 860 4274 7258 24 0,265
DQO 22 9655 1838 4730 11430 2/ 0072
DBO 22 6634 188,/ 2560 Q000 22 0507
NKTs 22 563 8,8 42,5 /730 19 1000
N-NHst 22 433 12,1 276 669 19 0929
CN-NHs* 22 10,86 3,70 499 1773 19 1000

CP-POs 22 163 0,49 0,37 253 26 0120
G: estadistico de Grubbs; p: probabilistico de Grubbs
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Tabla 4.2 Comparacién de pardmetros fisicoquimicos afluente al reactor y valores tipicos de agua residual doméstica.

Variable QB DP CX Tchobanoglous, et al., 2003
L 2133/ 185+ 472 20235 10-21
PH /440,18 740026 7,44+0720 /586
ssv 1947 + 305 2239+ 230 1605+ 436 80-275
DQO 418+ 162 31215/ 332+1/4 250-1000
DBO 244+ 111 159+ 64 141 + 48 110-440
NKTs 45+ 16 40+« 13 - 20-85
N-NH4* 40 « 27+ 13 25/ +/.5 12-50

CP-PO4 23« 2213 11448

]
|
]
12
CN-NHe#  37:14  197:82 6323
1.3 _
EDAR: Quart Benager (OB), Denia-Ondara-Pedreguer (DP) y Carraixet (CX), Zornoza (2017).

Tabla 4.3 Resumen estadistico de las variables fisicoquimicas efluente y rendimientos

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G p

NTs 22 Q55 2,60 260 1360 267 0074
N-NHs+ 22 295 2,84 0,16 1060 269 0067
N-NO2» 22 066 065 004 253 287 0028
N-NOs- 22 434 2,32 0Q6 884 194 09/1
NKTs 22 4,33 2,09 102 880 214 0543
INKTs 272 92,45 3,05 8500 9831 215 0520
rNTs 22 83,07 515 7291 9569 2,45 0,183

Tabla 4.4 Compoaracién de la calidad del efluente para nitrégeno con otras plantas. Zornoza (2017)

Variable QB DP CX
NTs 18/+113 64:16
N-NH4* Q2:9/ 02:03 4463
N-NO2 0,10, 11+10
N-NOs- 39«1/ 62:26 11634
NKTs 24+1)1 11+10
NKTs /817 Q3,4+35
NTs 6115 82954

La figura 4.Ta muestra la evolucién de las especies de nitrégeno N-NH4, N-NO; y N-NOg3
en el efluente. En esta figura se observa que las muestras ML1-ML4 y ML/ tuvieron la mayor
concentracién de N-NH4" en el efluente segin el valor obtenido en cada muestra. Por ofro
lado, la figura 4.1b muestra el porcentaije relativo de las especies de nitrégeno. En esta figura
se observa que la especie con mayor porcentaje relativo en la mayoria de muestras
corresponde a N-NOs. El N-NOs3" presenta una mayor concentracién y baja variabilidad
porcentual, a excepciéon de las primeras / muestras, dentro del conjunto de datos. El N-NO,
presenta un valor inusual en el efluente en ML4, aun asi, su mayor porcentaje relativo se ha
encontrado en la muestra ML6. Las muestras ML3, ML4, ML1O y MLT T presentaron valores
superiores al limite de vertido de 10mg/l, para las tres especies de nitrégeno.

46



15 100%

[mg/l
ML1 1
'
ML2 [
'
[ R
P FEEEEEERE
G I
-

— N-NO3 mgf]  E— N-NO2 mg/] . N-NHAmgfl = === Limite Vertido BN-NOZmgfl mN-NO3mg/l mN-NHSmgl

a b

Figura 4.1 Evolucién del nitrégeno inorgdnico en el efluente. (a) Concentracién total. (b) Representacion porcentudl.

La EDAR Molina de Segura tiene rendimientos de eliminacién de nitrégeno similares a ofras
plantas. La figura 4.2 muestra que los rendimientos de eliminacién de nitrégeno presentaron
poca variacién, considerando que dichos rendimientos fueron altos con promedios del 83% y
Q2% para las variables de rendimiento del nitrégeno total soluble (rNTs) y rendimiento del
nitrégeno total Kieldahl soluble (rNKTs), respectivamente.
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Figura 4.2 Diagrama de barras del rendimiento de eliminacién del nitrégeno. (a) Rendimiento del nitrégeno total soluble

(NTs). (o) Rendimiento total Kjeldahl soluble (NKTs).

En la figura 4.3 se muestra la evolucién temporal de NTs, NTKs v sus rendimientos en gréficas
de cajas y bigotes. Las cajas de cada periodo estén conformadas entre 1 a 4 muestras (ver
tabla 3.3). En comparacién con los resultados anteriores, puede verse grdficamente en la
figura 4.3a que la variabilidad mensual del méximo de NTs es baja, dado que la especie de
nitrégeno que mds influye sobre esta variable es la que aporta el N-NOs', mientras que en la
figura 43b se muestra la evolucién temporal del NKTs. En esta figura se puede observar una
variabilidad del méximo,

el N-NH,".

a cual se ocasiona, principo|menfe, por la concentracién que aporta

En las figuras 43c y 43d se muestran el comportamiento mensual de los rendimientos de
eliminacion de nitrégeno. En estas figuras se observan menores rendimientos en la componente
NTs, en comparacién con NKTs. Los meses con menor rNTs fueron febrero, marzo y abril, con
rendimientos menores al /5%, mientras que los meses de diciembre, enero, febrero y mayo
para rNKTs obtuvieron rendimientos, inferiores al Q0%. Por otro lado, puede observarse que,
las muestras MLT-ML4 y ML/, donde se obtuvieron las concentraciones de salida mads
elevadas de N-NHy', corresponden a periodos con baija nitrificacion.
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Posteriormente, se realizé un agrupamiento de las muestras que son similares entre ellas y
disimiles de un grupo a otro, empleando para ello un andlisis clister con base en las variables
de nitrégeno del efluente. La finalidad de este andlisis fue entender los factores que influyen
en la variabilidad de los datos del nitrégeno en el efluente. La figura 4.4 muestra el clister
construido para el conjunto de las 22 muestras. En esta figura, se observa que, de acuerdo a
la distancia euclidea, las muestras ML4 y MLS, correspondientes al mes de diciembre,
presentaron las mayores distancias comparadas con el resto de muestras, y donde no se
aprecian similitudes importantes. Se han formado tres pares de muestras correspondientes a

un mismo mes, estas son: MLT-ML3 (noviembre), ML6-ML8 (enero) y MLTO-MLT11 (febrero).
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Figura 4.4 Diagrama cluster mensual de nitrégeno del efluente
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El escalamiento multidimensional no métrico (WMDS) fue empleado para identificar los
patrones de distribucién temporal de las variables de nitrégeno, es decir, encontrar cudles
son las variables que puedan explicar el agrupamiento de las muestras vy las similitudes entre
estas, apoyando ademds los resultados mediante la rutina ANOSIM. Para ello, se han
representado los gréficos de burbujas correspondientes a N-NOs y NKTs del efluente, que
se muestran en las figuras 4.5. En estas figuras, puede observarse que hay una variabilidad
temporal en los valores de estas dos componentes. Debido a que, las burbujas de los
diferentes meses, representadas en varios colores, se distribuyen heterogéneamente en el
plano y a su vez se presenta una variabilidad del tamafio de la burbuija, la cual representa la
concentfracién de estas dos variables. Dado que, no todas las muestras (burbujas) se agrupan
en un mismo sector del plano, estando algunas dispersas y varian de tamafio, no se observa
que exista un patrén determinado sobre la evolucién del nitrégeno en el efluente para el
conjunto de muestras.

La figura 4.5.a muestra que el gradiente de N-NO3' se encuentra definido por los meses de
febrero, abril y mayo, los cuales representaron los periodos con mayores rendimientos. Por
otro lado, en la figura 45b se muestra que el gradiente de NKTs se encuentra definido
principalmente por los meses de diciembre y noviembre, meses en los cuales se presentaron
valores elevados de N-NHy'".
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Figura 4.5 Grdfico de burbujas a partir de los componentes del nitrégeno. (a) Nitrégeno nitrico (NTs). (b) Nitrégeno total
Kieldahl soluble (NKTs).

Los resultados de la rutina ANOSIM estarian de acuerdo con los resultados observados en
el nMDS, R globalz0,5 y nivel de significacion del O,1%) donde el mes que presentd
diferencias significativas fue enero con noviembre (R=1, p=0,029), enero con febrero (R=0,792,

p=0029) y enero con mayo (R=0,833, p-0,029).

Finalmente, se realizé un andlisis en las relaciones de nutrientes (N y P), carga de nitrégeno y
carga de fésforo. En la figura 46 se muestra las variaciones en las concentraciones de P-PO./,
N-NH,4', CP-PO,4y CN-NH," del afluente al reactor. En comparacién con otfras plantas (tabla
472), los valores para la EDAR Molina de Segura han sido inferiores. De forma general, la
muestra ML8 reporté el valor méaximo de Py N En la figura 46a se observa que el P-PO,
presenté algunos valores muy por debajo de la media de 5,2 mg/l, mientras que en la figura
46b puede observarse que el N-NH," presenté mayor variacién en un rango de 27,6 a 66,9
mg/l. Por ofro lado, la CN-NH.', como se observa en la figura 46c, registré un valor promedio

de 10,86 gN-NH. /kgSSVIMd.
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Considerando una relacién de nutrientes C/N/P de100/5/1, adecuada para el crecimiento
celular, se observa un déficit de nutrientes en varias muestras. En la figura 46e y 46f se
muestra que relaciones superiores a 100 (DBO/P-PO.) y 20 (DBO/N-NHy), respectivamente,
presentaron deficiencia, debido a que el equilibrio entre dicha relacién estuvo fuera de
margen, siendo mds marcado el déficit de fésforo.

Promedio|

I

PrUmEdID

0
3
b3
15

myg P-FO4/|
a - N w - [} - -
ML ———
ML ———
MM—
HLS ———
WL
WL — |
L —————
WS - — |
T ——
7 —
S ——
M —— |
7
T ——
ML — T
ML), — 3
ML °
g N-NH4/1
o -] -] -] & 8 g
,
ML |
L ———
LS
LS ———
WL — |
L
M —— |
T —— !
1 — ‘
% ——
7 — |
% eeees—— |

ML
MLz

Promedio

2

gP-PO4/kgSSVLM .
] s @ 8
MU —— |
M —— |
ML — |
L ———

g & 2 ee

ER R

gN-NH4/kgSSVLM.d

a " ]

" — |

M ———

W — |

M4

M —— |

ML
W ——
L —
M — |

MY — |

MY |

MY |

MY — |
NI-‘B_ |

|

M—

w1

DBOS/P-PO4
a 3 B § §
ML —
ML —
ML —
ML ——
WLS —
WIS —
L7 —
MI-S—
——
0 — |
12—
Y
% —
7 —
% —
Y o— |
ML —
ML ——
WL —
DBOS/N-NH4
a n ] o
ML — I
ML —— |
L
M4 —— |
WS —— |
WL |
L
ML — |
M —— |
|
1 —
1 —— !
M — ‘
15— ‘U
 — ‘%
7 —— |
% ——
% - —
M0 —— |
ML ———
ML ————

0]

Figura 4.6 Variacién de nutrientes y cargas en el afluente al reactor. (a) Comportamiento del fosfato. (b) Comportamiento
del amonio. {c) Comportamiento de la carga de nitrégeno. ([d) Comportamiento de la carga orgénica. (e) Relacion entre
nutrientes carbono y fésforo. (f) Relacién entre nutrientes carbono v nitrégeno.

De forma complementaria, considerando la férmula molecular de una bacteria como
CsH/NO,, podemos conocer la cantidad de nitrégeno requerido por unidad de bacteria para
su crecimiento celular de acuerdo a ecuacién 4.3 1. Posteriormente, en funcién de este valor
se puede obtener la carga de nitrégeno que se requiere para la concentracién de SSVLM
segun ecuacién 432. En la figura 4/ se muestra la relacién entre la carga de nitrégeno
disponible y la requerida. Si se comparan los valores de CN-NH," disponible con los
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requeridos por asimilacién para crecimiento celular, se encuentra que en el 45% de las
muestras han tenido necesidades de nitrégeno, incluyendo aquellas muestras que estén cerca
del valor requerido.

1 mol CsH,NO, 1mol N 14gN gN gN
X =0,124—=124—
113,114 g CsH,NO, 1mol C;H,NO, 1 mol N gX kgX (433)
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Figura 4.7 Carga de nitrégeno disponible vs requerida por asimilacién de la biomasa

4.2 Relacion entre las variables operacionales sobre el proceso de nitrificacion

Para relacionar las variables operacionales con el proceso de nitrificacién se han
seleccionado la carga mdésica (CM), tiempo de retencién hidraulico en el reactor (TRHr),
tiempo de retencion celular (TRC) y tiempo de retencién hidréulico del decantador secundario
(TRHdSs), excluyendo del andlisis el oxigeno disuelto (OD) por considerarse constante durante
el estudio (aproximadamente 2mg/l) (anexo 1). Para cada una de las variables se obtuvieron
los estadisticos descriptivos que se muestran en la tabla 4.5. Posteriormente, se realizé un
andlisis estadistico bivariante de Pearson entre las variables fisicoquimicas y operacionales
(anexo 7). En este dltimo andlisis se han encontrado correlaciones significativas entre algunas
variables. Una de estas es la correlacion (r=0,53) entre SSVLM y N-NH," del efluente, asi como
las correlaciones entre las especies de nitrégeno vy los rendimientos (rNTs y rNKTs), mostrando
un coeficiente de correlacién de r=-0,80 entre rNKTs y N-NH,', y una correlacién de r=-0,70
entre N-NOj3 y rNTs.

Tabla 4.5 Resumen estadistico de las variables operacionales mds influyentes

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G p
CM(DBO) 22 0,16 0,06 006 034 278 0045
TRHr 22 18,08 301 11,53 2238 2,18 0,480
TRC 22 1160 4,40 605 2355 271 0062
TRHds 22 1287 1,47 871 1531 283 0036
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En las figuras 48 se muestran las variaciones del conjunto de muestras para las variables
operacionales, mientras que en la tabla 46 se indican los valores comparativos con otras
depuradoras estudiadas por Zornoza (2017). La figura 48a muestra que el TRC presenta
muchas variaciones, siendo los meses de diciembre, enero y mayo los que han presentado
menor tiempo, mientras que el valor méximo se registré para el mes de junio, mes en el que se
registréd, ademds, la temperatura maxima. El valor del TRC estd dentro del rango comparado
con los valores encontrados por Zornoza (2017). En la figura 48b se observa que el TRHr
mantiene una variacién mds reducida, con una media de 18h:3,0, siendo mayor que ofras
EDAR. De igual modo, puede observase en la figura 4.8¢ que la variacién de los valores del
TRHds es baja, registrando en la mayoria de las muestras valores por encima de 12h, valor
que duplica los valores de OB, DP y CX. Por dltimo, en la figura 48d puede observarse que
se presentaron dos picos en ML4 y ML/ para la CM, aun asi, esta variable presenté una
desviacién estédndar baja y una media de 0,16 kgDBOs/kgSSVLMd, similar a ofras plantas.

Tabla 4.6 Comparacién entre variables operacionales

Variable Unidad QB DP CX
TRC d 108+5/ 1/2+54 /5572
TRHr h 14333 14622 6504

TRHds h 58:15 6510 Q4:06

CM kgDBO/kgSSVd 025:0,16 011004 033:0,12
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4.3 Variables bioindicadoras del proceso de nitrificacién

Se han identificado un fotal de 33 especies, entre protozoos y metazoos, sin embargo 11 de
estas presentaron poca frecuencia y abundancia, por lo que no fueron consideradas en el
andlisis estadistico (anexo 4). Ademds, se ha excluido la muestra MLS de la cual no se tuvo
recuento.

En la tabla 4/ se resumen los estadisticos descriptivos obtenidos en el recuento de
bioindicadores. Se ha encontrado 14 valores atipicos de acuerdo a la prueba de Grubbs
(con un nivel de significancia a = 005). Sin embargo, algunas de estas muestras tenian muchos
valores O (especie sin aparicién), lo cual incide en el cdlculo del estadistico G, por ello, la
prueba fue nuevamente realizada, considerando Unicamente las muestras donde la
abundancia fue mayor a O. Por lo anterior, cuando p < a se considera que existe un valor
atipico, de tal modo que, de los 14 valores atipicos iniciales, se ha considerado que
Unicamente se presentaron valores atipicos en: Centropyxis sp. (ML2), Uronema nigricans
(MLS), Pseudochilodonopsis fluviatilis (IML9), Acineria uncinata (ML10), Arcella sp. IML12),
Vorticella microstoma (ML14), Aspidisca cicada (IML15) y Epistylis balatonica (ML17).

Tabla 4.7 Estadisticos descriptivos de las variables bicindicadoras

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G p
Aspidisca cicada Acica 21 800 1312 0] 4760 302 0011
Acineta sp. Acin 21 2362 209/ 7600 250 0,147
Amebas desnudas Ades 21 4010 1707 1 /280 192 0975
Arcella sp. Arce 21 2741 4981 20400 3,55 0000

Acineria uncinata Auncin 21 362 6/7
Centropyxis sp. Centro 21 2362 3805
Epistylis balatonica Ebala 21 468 1225

2840 366 0000
14400 3,16 0004
5640 4,22 0000

Entosiphon sp. Ento 21 221 700 2640 3,46 0000
Gastrotricos Gastro 21 655 1100 3800 286 002/
Holophrya sp. Holo 21 495 /58 2400 251 0,132
Litonotus lamella Loam 21 1276 1925 5600 2,25 0357
Opercularia articulata Qarti 21 2713 5053 15807 259 0095
Peranema sp. Pera 21 326 479 1640 275 0047
Plagiocampa Plagio 21 1219 2821 Q600 297 0014
Rotaria sp. Rota 21 8/6 835 2400 1,82 1,000

Stichotricha sp Sticho 21 3771 376,2
Tokophrya infusionum  Tinfu 21 419 Q8,4
Trochilia minuta Tminu 21 1493 1865
Uronema nigricans Unigri 21 718 2239
Vorticella aquadulcis — Vaqua 21 3248 4607

14400 283 0032
4400 405 0000
5360 207 0620
10320 4,29 0000
15680 2,/0 0059

OOOOOOOOOOOOOOOOOOO%\“O
O

Vorticella microstoma  Vmicro 21 211 493 2200 403 0000
Pseudochilodonopsis ~ Pfluvi 21 1105 1649 6400 3,21 0003
fluviatilis

En la figura 49 se muestra la frecuencia de aparicién y el promedio de abundancia en
aparicién de las 22 especies consideradas. Segun la figura, los organismos que aparecen con
mayor frecuencia (>80%) son los siguientes: Trochilia minuta, Vorticella aquadulcis, Peranema
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sp., Aspidisca cicada, Acineta sp., Stichotricha sp. y finalmente amebas desnudas. Por ofro
lado, las especies con mayor promedio de aparicién fueron las siguientes: Uronema nigricans,
Opercularia articulata, Arcella sp,, Vorticella aquadulcis, y amebas desnudas.
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Figura 4.9 Diagrama de la frecuencia de aparicién y abundancia de las especies de protistas.

En comparacién con los estudios realizados para 20 depuradoras por Vasco et al. (2009) y
6 biorreactores por Zornoza (2017), puede observarse en la tabla 4.8 que los protistas con
mayor frecuencia y abundancia son similares a los encontrados en la EDAR de Molina de
Segura. Por ofro lado, se encontré una diferencia en la especie Stichotricha sp., la cual no fue
reportada en las ofras depuradoras comparadas.

Tabla 4.8 Valores comparativos de bioindicadores en estudios previos

Este estudio Zornoza (2017) Vasco et al. (2009)
Especie Molina QB DP CX Varias
Auncin 362677 1720+ 2203 1237+ 1358 1572+ 1883 428+ 1024
Pera 327479 268 £ 352 225+ 295 457 £ 577 39:110
Ades 40101707 6476+ 5284 3790+ 4147 5123+ 4927 0098+ 2447
Acin 236:209 66+ 148 182+ 114 125+ 192 24+ 64
Acica 8001312 1616+ 2157 639+ 428 1572 = 1883 2034+ 5155
Tminu 14931865 358+ /770 1890+ 2004 222+ 390 379+ 1811

Vaqua 3248:4607 1235+1748 310611 1117+ 1138 1065+ 2033

En la figura 49. se presenta un mapa de calor, para visualizar la abundancia de las diferentes
especies vy la relacién entre cada una de las muestras. De este modo, a través de un cluster
agrupamos y relacionamos semejanzas en la abundancia de cada uno de los taxones (cluster
vertical) y, por ofro lado, agrupamos las muestras que presentaron temporalmente similitud en
la aparicién de los taxones (cluster horizontal). Posteriormente, se cruzan ambos clisteres con
el shade plot en la que se visualiza la escala de colores referida a la abundancia (escala
logaritmical, donde la abundancia se incrementa de colores mds claros a oscuros. A modo de
ejemplo, puede observarse en la figura que la especie Litonotus lamella fue similar en
abundancia a la especie Tokophrya infusionum, donde la primera reporté similitud para las
muestras MLT1, ML12 y ML13, perteneciendo todas al mes de febrero.
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abundancia, pues se observa que la escala de color para una misma especie cambia en el
tiempo. La figura muestra que la especie con menor aparicién fue Entosiphon sp. la cual se
encontré Unicamente en el mes de abril. Sin embargo, se observa en algunas muestras que
entre una muestra y la siguiente existe una similitud en la frecuencia de especies. Obsérvese
que en las muestras MLTO y ML11 han aparecido las mismas especies, a excepcién de
Holophrya sp y E. balatonica, que solo se reportaron en ML10. Por ello, consideramos que
las variaciones intersemanales de las variables operacionales vy fisicoquimicas no son muy
marcadas y no generan alteraciones significativas en la microfauna.
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Figura 4.10 Cluster mensual de muestras y mapa de calor de bicindicadores.

El andlisis exploratorio, mediante coeficiente de correlacién de Pearson, de las especies
bioindicadoras con mayor grado de aparicién con las variables operacionales 'y
fisicoquimicas, no ha resultado significativo. Sin embargo, se han encontrado correlaciones
inversas respecto al TRC para la mayoria de especies. Las especies Centropyxis sp.,
Plagiocampa sp. y Vorticella aquadulcis parecen estar relacionadas con valores bajos de N-
NOs. También se ha observado que existe una relacién positiva elevada entre rNTs y las
especies Centropyxis sp. y Plagiocampa sp. Por ofro lado, fueron varias las especies que se
relacionaron de forma inversa con la SOURendmax.

Se realizé un andlisis de componentes principales (ACP) para observar agrupaciones de los
bioindicadores con los rendimientos del proceso de nitrificacién (figura 4.11). Siendo este un
primer andlisis exploratorio entre estas variables. Para realizar una interpretacién ambiental
de las variables bioindicadoras se han empleado el DISTILM y db-RDA. Los puntos que se
encuentran préximos presentan valores parecidos de las variables que determinan dichas
componentes, considerando el primer componente mds significativa.
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La figura 4.1 1a muestra que las variables que se relacionan mdés con el primer componente
principal (PC1) de rNKTs son Arcella sp. (0,315), Acineta sp. (0,268), Litonotus lamella (0,264)
y Centropyxis sp. (0,254). El primer componente principal se correlaciona positivamente con
esfas cuatro variables. Los cuatro primeros componentes principales explican 57,3% de la
variacién en los datos. Por otro lado, se observa en la figura 4.1 Tb que las variables que se
correlacionan mds con el primer componente principal (PC1) de rNTs son Acineta sp. (0,2/7),
Arcella sp. (0,292), Centropyxis sp. (0,290), estando correlacionadas positivamente con el
primer componente. Los cuatro primeros componentes principales explican 57,8% de la
variacién en los datos.
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Figura 4.11 Andlisis de componentes principales (ACP) de bicindicadores con rendimiento de eliminacién de nitrégeno. (a)
ACP para rNKTs. (b) ACP para rNTs.

4.4 Respuesta del proceso de nitrificacion obtenida por respirometria

Los resultados obtenidos de las variables respirométricas se han presentado de forma tabular
en el anexo 5. A modo de ejemplo, en las figuras 4.12 se muestran los respirogramas obtenidos
de dos ensayos OUR y Rs para la muestra ML8. La tasa de respiracién endégena de las
bacterias nitrificantes (OURendN) representd el 33% de la tasa méxima de respiracion
endégena para las 22 muestras analizadas.
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Figura 4.12 Respirogramas de la muestra ML8. (a) Tasa de respiracién endégena total e individual por tipo de bacteria
(OURend). (b) Tasa de respiracién dindmica de bacterias nitrificantes (RsN)

Para el andlisis de los resultados respirométricos fueron empleadas diferentes técnicas
estadisticas como: estadisticas descriptivas, andlisis bivariante, andlisis mediante clister vy
modelos multivariante basados en la distancia. Con estos andlisis se buscd relacionar las
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variables respirométricas como variables explicativas del proceso de nitrificacion. En la tabla
49 se muestran las estadisticas descriptivas para las 11 variables respirométricas medidas
y/o calculadas, encontrando un valor atipico para OURend N y SOURN en la muestra ML16.
Este valor fue debido a la baja tasa de respiracién endégena de las bacterias heterétrofas
(OURendH), reportada para este ensayo. También se ha encontrado un valor atipico para
RsN en la muestra ML22, obteniendo una tasa de respiracién de 4,20 mgO./lh.

En las figuras 4.13 se muestran las tasas de respiracién dindmica (exégena) de las bacterias
nitrificantes y las tasas de respiracién endégena total e individual para las bacterias
heterotrofas y nitrificantes. En la figura 4.13b se observa que existe una mayor variabilidad
en las tasas de respiracion dindmica en comparacién con las tasas de respiracién endégena
de las bacterias nitrificantes (figura 4.13a). En principio, esto se debe a que el consumo de
oxigeno para mantenimiento celular se puede considerar constante para una temperatura y
una concentracién de biomasa activa determinadas, mientras que el consumo de oxigeno por
crecimiento celular es respuesta de la adaptacion de ciertas bacterias nitrificantes a las
condiciones y concentracién de sustrato.

Tabla 4.9 Estadisticos descriptivos de las variables respirométricas.

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G p
OURend.max 22 1875 444 1260 2760 199 0829
SOURend.max 22 363 092 231 591 248 0,166
OURend.H 22 1254 2,96 8,13 2025 260 0,100
SOURH 22 241 0,46 152 347 229 0324
OURend.N 22 6,20 3,/3 242 1919 348 0000
SOURN 22 1,23 0,83 048 4,15 353 0000

RsN 22 2624 1210 420 5330 224 0395
Rsp 22 514 2,/1 098 11,14 222 0422
AUR’ 22 5/4 265 092 1166 224 0395
AUR 22 459 2,12 0/3 933 224 0395

AURmax 22 /31 3,87 092 1732 259 0107
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Figura 4.13 Tasas de respiracién de la biomasa. (a) Tasa endégena OURendmax, OURendH y OURendN. (b) tasas de
respiracién exégena méxima de bacterias nitrificantes (RsN).

La figura 4.14 muestra la relacion entre la tasa de nitrificacién (AUR) y la tasa respiracion
especifica de bacterias nitrificantes (Rsp). En esta figura se puede observar que existe una
relacién lineal positiva entre ambas variables. Esto indica que cuanto menor sean los SSVLM
mayor serd la AUR y, por lo tanto, la capacidad de nitrificacién (CN), puesto que Rsp esta
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expresada en mgO2/gSSVLMh. Una mayor tasa de nitrificacién supone una mejor eliminacién
del nitrégeno, lo cual consideraria que en la EDAR de Molina trabajar con altos SSVLM no
favoreceria el proceso de nitrificacion.
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Figura 4.14 Grdfica de dispersién de la tasa de respiracion especifica (Rsp) vs la tasa de nitrificacion (AUR).

En la figura 4.15a se muestra el agrupamiento de las muestras en funcién de las variables
respirométricas. En esta figura se observa que solo dos pares de muestras correspondientes
al mismo mes presentaron similitud de acuerdo al agrupamiento en el cluster, estas son ML1/-
MLT8 y ML20-ML21. Por otro lado, la figura 4.15b muestra el cluster conformado con las
variables respirométricas. En esta figura se observa un agrupamiento de variables segun la
dependencia de una sobre ofra, es decir, se han agrupado una con ofra segun la necesidad
para el célculo de una de las variables.
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Figura 4.15 Cluster de variables respirométricas. (a) Agrupacion mensual de resultados respirométricos. (o) Claster de
andlisis de colinealidad de variables respirométricas.
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Posteriormente, se realizé un andlisis de correlaciones mediante el método de Pearson, entre
las variables operacionales (VOP), fisicoquimicas del afluente (VFQa) y variables
ores en que se ha encontrado una moderada a

respirométricas (VR). Resaltando aquellos va
alta correlacion (0 >0,4y o <04).Enel ana
con AUR, dado que la primera variable es un valor indicativo de la biomasa nitrificante
disponible para llevar a cabo la oxidacién del amonio y nitrito. Se ha encontrado correlacion
significativa entre las variables SSVLM con CN-NH4 (r=-0,59), el TRH con la CM (r=-0,57), el
TRC con el pH (=0,51) y la SOURN con el TRC (r=0,56). El andlisis completo puede consultarse

en el anexo 8.

isis no se encontré relacién entre la SOURend N
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En la figura 4.16 se muestra la relacién entre AUR y CM, excluyendo la muestra ML/ por
presentar un valor anémalo. En esta figura se observa que el grado de ajuste de la regresion
lineal R? es baja, mientras que el coeficiente de correlacién de Pearson es moderado (r=-0,48).
Por ofro lado, se puede observar gréficamente que existe una tendencia a que disminuya la

AUR al aumentar CM.
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Figura 4.16 Relacién de la carga mésica (CM) vs tasa de nitrificacion (AUR).

Finalmente, con los valores obtenidos de las tasas de respiracién y nitrificacion, se calcularon
los valores estequiométricos y cinéticos que se resumen en la tabla 4.8, siguiendo la
metodologia descrita en el apartado de materiales y métodos mediante técnicas
respirométricas. El valor atipico comentado anteriormente en ML22 sobre RsN incide en el
cdlculo de Xy y este, a su vez, sobre el valor del TRCy, presentando estas dos ultimas variables
valores atipicos.

Los valores porcentuales de la biomasa respecto a los SSV fueron del 4% y 16% para las
bacterias nitrificantes y heterétrofas, respectivamente, siendo estos valores habituales dentro
de sistemas con fangos activos con eliminacién de nitrégeno. El TRC fue superior en todas las
muestras comparado con el TRCy, esto indica que se tuvo tiempo suficiente para una
nitrificacién completa.

Como complemento experimental, se determiné el rendimiento de las bacterias heterétrofas
(Yn), encontrado un valor promedio de 0,57 mgDOO/mgDQO vy la concentracién de la
biomasa, calculando previamente la tasa de decaimiento segin la ecuacién 3.30.
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Tabla 4.10 Pardmetros estequiométricos y cinéticos a partir de resultados respirométricos

Variable N Media Desv.Est. Min. Max. G o]
Ynssv 22 0,18 000 0,18 0,18 448 000
Yno2 22 026 000 0,26 026 448 000
XN 22 2250 13800 7480 61980 284 003

N 22 0,10 004 004 017 179 100
mmax 22 0,15 006 005 031 236 025
bn 22 018 001 0,16 020 209 062
Fn 22 003 001 003 005 349 000
Cn 22 6886 305 1049 12797 193 098
™ 22 1199  //2 316 3754 331 000
TRCn 22 537 235 230 1327 337 000
Yu 16 057 018 0,15 093 233 017
b 22 025 002 0,22 030 213 056
Xu 22 8445 17650 546,20 121420 209 062

La capacidad de nitrificacién de la planta en las condiciones actuales es en promedio de
68,86 mg N-NH_'/Ih. Esta variable hace referencia a la cantidad de amonio por litro y hora
que podrian eliminar las bacterias nitrificantes en las condiciones actuales del proceso. En el
anexo 6 se presenta la matriz completa de los resultados obtenidos de este apartado.

En la tabla 4.11 se comparan los resultados obtenidos en este estudio con los bibliograficos.
Observando una gran variabilidad para la tasa de crecimiento mdéxima de bacterias
nitrificantes, por ofro lado, una gran cantidad de autores han reportado tasas méximas de
consumo de oxigeno de bacterias nitrificantes (RsN), similares o los encontrados
experimentalmente en este trabajo.

Por ofra parte, los valores de decaimiento de las bacterias nitrificantes empleados, siguiendo
la ecuacién propuesta por Melcer (2004), se ajustan correctamente a los valores
experimentales encontrados por Salem et al. (2006), Dold et al. (2005) y Melcer (2004) de
021d",0,19d"y 0,17 d", respectivamente. Manser et al. (2005) obtuvieron valores de 0,22
y 0,31 d" para BOA y BON, respectivamente, mientras que Jubany et al. (2004) encontraron
un valor de 0,14 d" para BON.
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Tabla 4.11 Comparacién de valores bibliogréficos de respirometria y cinéticos.

Pardmetro Simbolo Unidad Valor Autor
. s 12,5 (Manser et al, 20006)
o aema o OURendmox  mgOyfth 187 Fste estudio
3,8 (Liv & Wang, 2012)
4 58E-04 (Esquivel et al, 2013)
0,10 (Kong et al, 1996)
Tasa méxima de 0,15 Este estudio
crecimiento uNmax d-1 0,27 (Trapani et al, 2011)
especifico 031 (Petersen et al, 2002)
067 e
06-08 (Henze, 2002)
1 (Spaniers & Vanrolleghem,
1995)
21 (Liu & Wang, 2012)
24 (Kong et al., 1996)
25 (Kappeler & Gujer, 1992)
TdSCf de reSpi,ra.Cién RsN mgQO2/lh 25 (Douglas, 2010)
exogena maximd 26 Este estudio
29 (Manser et al, 2006)
39 (Surmacz-Gorska et al, 1996)
814 (Ordaz et al, 2011)
120 (Guisasola, 2005)
. d 0./6 (Guisasola et al, 2005)
endimiento de Y. oo 978 Kong of o, 199¢)
bacterias gDOO 071 (Hoque & Aravinthan, 2010)
heterétrofas 067 (Henze et al, 2000)
05/7:0,18 Este estudio

45 Modelos de regresion lineal moltiple multivariante basados en la distancia

45.1 Modelo de interpretacion ambiental a partir de las variables de bioindicadores
los coeficientes de correlaciéon mdltiple  parcial correspondientes a las  variables
respirométricas mensuales indican una correlacién negativa elevada de la SOURend.max con
el dbRDAT y baja para dbRDA?Z (tabla 4.12). Los bioindicadores (protistas y metazoos) que
se relacionan (r>-0,40) de forma significativa con elevados valores del SOURendmax son
Entosiphon sp. (r=0,41), Rotaria sp. (r==0,51), Uronema nigricans (r=059) y Vorticella
microstoma (r=-0,49). Contrariamente, son numerosos los organismos que se relacionan de
forma positiva con valores inferiores de SOURendmax, representando por Arcella sp,
gastrotricos, Litonotus lamella, Plagiocampa sp., Trochilia minuta y Vorticella aquadulcis. En el
eje doRDA?2, destaca la relacién indirecta encontrada con Stichotricha sp y directa con
Entosiphon sp. El diagrama de burbujas de la SOURendmax, expresado en la figura 4.17 del
dbRDA, indica que la abundancia de dichos organismos se encuentra influenciada por valores
inferiores a 3,5 mgO-/gh.
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Tabla 4.12 Coeficientes de correlacion miltiple parcial de las variables respirométricas y correlaciones de Pearson de
protistas y metazoos con los ejes del dbRDA

Variable dbRDA1 dbRDA2 Variable dbRDA1 dbRDA2

SOURend.max -0,955 029/ | SOURend.max -0,955 0297
OURend.max 0,297 0055 | OURend.max 0,297 0955
Acica 0,24 009 Oarti 004 -0,23
Acin 02/ 0,19 Pera 0,30 -008
Ades 002 037 Pfluvi 0,15 -009
Arce 0,45 0,10 Plagio 0,55 0,38
Auncin 0,20 037 Rota -0,51 004
Centro 0,26 0,24 Sticho 0,32 -0,48
Ebala 031 001 Tinfu 0,34 0,29
Ento -0,41 0,44 Tminu 0,48 002
Gastro 0,45 0,31 Unigri -0,59 004
Holo -0,22 008 Vaqua 0,44 001

Llam 0,47 015 Vmicro -0,49 006
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Figura 4.17 Grdfico de burbujas de la SOURendmax ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre variables
respirométricas y la densidad de biocindicadores. Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de

Pearson mayores de 0,40 y -0,50

4.5.2 Modelo de interpretacion ambiental a partir de las variables de nitrégeno del
efluente
El modelo lineal multivariante establece que el 38,07% de la variacién de las variables de

nitrégeno en el efluente fue afribuida a UNmax, OURendH, TRCy y TRH\ El mayor porcentaje
de contribucién de estos componentes se ha observado en el primer eje del dbRDA (47.67%
de la variacién del modelo ajustado), explicando el 18,5% de la variacién de las variables de
nitrégeno en el efluente.

Los coeficientes de correlacién miltiple parcial, correspondientes al modelo de variables de
nitrégeno del efluente del reactor, indican una correlacién positiva elevada de la variable
respirométrica UNmax con el doRDA 1. La variable de nitrégeno mdas relacionada con uNmax
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es el rNKTs, cuyo coeficiente de correlacién alcanza un valor de r=0,48. De forma contraria,

NTs y NKTs estén asociados (r>-0,5) a valores inferiores a 0,2d " en el doRDA 1.

Tabla 4.13 Coeficientes de correlacién multiple parcial de las variables respirométricas y correlaciones de Pearson de
componentes del nitrégeno con los ejes del doRDA

Variable dbRDA1 dbRDA2
pNmax 0,899 -0028
OURend.H -0406 -0,258
NTs -0,61 005
N-NH,4 035 -0,40
N-NO; 0,32 -0,45
N-NOs -0,20 0,28
NKTs -0,51 -0,29
rNKTs 0,48 0,28
rNTs 0,39 -004
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Figura 4.18 Grdfico de burbujas de la pNmax ilustrando el DISTLM basado en la relaciéon entre variables respirométricas
y nitrégeno del efluente. Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacién de Pearson mayores de

040y 0,50

45.3 Modelos de interpretaciéon ambiental a partir de las variables ambientales

El modelo lineal multivariante establece que el 50,92% de la variacién de las variables
respirométricas fue afribuida al TRC, DBOs/P-PO4 y T2 El mayor porcentaje de contribucion
de estos componentes se ha observado en el primer eje del dbRDA (66,39% de la variacién
del modelo ajustado), explicando el 33,81% de la variacién de las variables respirométricas.

los coeficientes de correlacién mdltiple parcial, correspondientes a las variables
operacionales, indican una correlacién negativa elevada del TRC con el doRDAT y positiva
elevada para dbRDA?2, asi como negativa elevada de la T¢ con el dbRDAT y negativa con
el dbRDA2. Las variables respirométricas mds relacionadas (r-0,50) con valores bajos de T¢

y TRC son uNmax y AURmax, al igual que sus variables antecesoras. El diagrama de burbujas
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expresado en la figura 4.19 del dbRDA indica que los valores de dichas variables se
encuentran influenciada por valores de la TRC inferiores a 12 dias e inferiores a 20 °C para
T2, segun se muestra en la figura 4.20. De forma contraria, las variables TRCy, SOURend max
y SOURy, al igual que sus variables antecesoras, parecen encontrarse asociadas (r>-0,50) con
valores superiores a 12 dias y 20 “C para TRC y T¢, respectivamente. Por otro lado, las
variables Xy TRCy se relacionan (r~0,50) de forma directa con dbRDA2 con valores de 12
dy 20 °C, respectivamente, mientras que de forma indirecta se asocia UNmax (r>-0,50). La
construccién de este modelo incluyé un total de 36 variables ambientales (variables
fisicoquimicas del afluente al reactor + variables ambientales + relacién de materia orgdnica
con nutrientes), las variables adicionales pueden consultarse en la tabla 89 del anexo 10.

En la figura 421 se muestra el modelo de dbRDA construido forzando la inclusion de las
variables TRHr, TRC y TRHds, para apoyar lo que se ha observado en el modelo anterior v el
cual refleja la influencia de estas variables con el amonio y el resultado previo.

Tabla 4.14 Coeficientes de correlacién multiple parcial de las operacionales y correlaciones de Pearson de las variables
respirométricas con los ejes del dbRDA

Variable dbRDA1 dbRDA2 Variable dbRDA1 dbRDA2
TRC -0,678 00673 TRC -0,678 0673
DBOs/P-POs -0400 -06/76 | DBO5/P-PO4  -0400 -0676
Te -0,617 -0,300 Te -0,617 -0,300
N 0,62 -0,75 | RsN 0,63 0,24
MNmax 0,75 -0,60 | Rsp 0,62 031
AUR 0,61 027 | SOURH -0,28 037
AUR 0,61 0,26 | SOURN -0,57 0,25
AURmax 0,69 0,30 | SOURendmax -0,61 O
Cn 0,58 028 | Tn -0,59 022
OURendmax  -0,66 0,14 | TRCy -0,80 0,59
OURendH -0,26 -046 | TRHx -0,18 0,26
OURendN -0,61 021 XN 0,19 0,70
g :
9
| i
S
ot 5
| B

-0 5 0 5 10
dbRDA1 (66.4% of fitted, 33,8% of total variation)

Figura 4.19 Gréfico de burbujas del TRC ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre variables respirométricas y
operacionales. Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlaciéon de Pearson mayores de 0,40 y -0,50
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Figura 4.20 Grafico de burbujas del T2 ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre variables respirométricas y
operacionales. Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson mayores de 0,40 y -0,50
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Figura 4.21 Grdfico de burbujas del N-NH4" ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre variables nitrégeno
efluente y operacionales. Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacién de Pearson mayores de

040y -0,50

4.6 Modelo de prediccion del rendimiento de nitrégeno total Kjeldahl soluble (rNKTs)

Por (ltimo, se ha empleado un andlisis de varianza y un modelo de regresion lineal
multivariado para realizar un andlisis de las variables mdas significativas que explican el rNKTs.
El modelo se llevé a cabo empleando los siguientes criterios:

*  Fue necesario excluir las muestras ML4, ML16, ML18 y ML22, ya que el modelo
propuesto obtiene valores residuales atipicos, comportamiento que hemos previsto
durante todo nuestro andlisis para el caso de las muestras ML4 y ML22.

* Para reducir la variabilidad de los datos y estandarizar las escalas de las variables
se ha transformado logaritmicamente las variables seleccionadas (T¢, pH, TRHr, TRC,

CM, CN-CNHy', CP-PO.).
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* Para llegar al modelo final se ha utilizado la metodologia de seleccién de variables
‘paso a paso’, con el fin de obtener las variables mds significativas que nos ayudardn
a explicar la variabilidad de la rNKTs.

»  Se agregaron términos en el modelo de interaccién entre variables. Esto es el efecto
que generan en conjunto dos variables explicativas sobre la respuesta.

Una vez aplicado lo anteriormente descrito, se ha encontrado que las variables mds
relevantes para explicar la variabilidad del rNKTs son: la T¢ con efecto negativo sobre nuestra
variable respuesta (esto es mientras una crece la ofra decrece), el pH, el TRHr y el TRC con
efecto positivo, logrando obtener un modelo con un ajuste R? de 73,36%. Después de analizar
el supuesto de normalidad, concluimos que los valores residuales siguen una distribucién
normal, de acuerdo a la primera gréfica de la figura 4.22. Dicho modelo es dtil y tentativo
para predecir el comportamiento de nuestra variable de interés (rNKTs). Los resultados del
modelo se muestran a continuacién:

Tabla 4.15 Resumen del modelo de prediccion de rNKTs
R2 R2
S R2 . . 4
(ajustado) (prediccion)

00153214 8120%  73,36% 65,06%

Tabla 4.16 Coeficientes del modelo de prediccion

Término Coef EE del ValorT Valor p FIV
coef.

Constante  -9.6/ /22 -1,34 0,205
Te 0295 00595 -496 0000 283
pH /.23 351 206 0061 210,32
TRHr 00607 00268 226 0043 1,31
TRC 428 2,69 160 0137 5176460
pHTRC  -209 128  -163 0,129 549/7,.48

Donde, coef: coeficiente de regresién; EE del coef: error estandar del coeficiente; Valor T:
relacién entre el coeficiente y su error estédndar; Valor p: es una probabilidad que mide la
evidencia en contra de la hipétesis nula; FIV: factor de inflacién de la varianza; S: desviacion
esténdar de la distancia entre los valores de datos y los valores ajustados; R? es el porcentaje

de variacién en la respuesta que es explicada por el modelo.

Ecuacién de regresion:

rNKTs= EXP (-9,67 -0,295 In(T2+1) +7,23 InlpH+ 1) + 00607 In(TRHr+1) + 4,28 In(TRC+1) - 2,09 In(pH+1J*In(TRC+ 1))
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Figura 4.22 Grdfica de dispersién de valores predichos vs. valores medidos de rNKTs

En la figura 423 se muestra los resultados obtenidos mediante el modelo comparado con los
observados. En esta grdtica se puede ver que los valores observados se encuentran simétricos
a los valores obtenidos por el modelo. Lo cual indica que se ha logrado un buen ajuste para

predecir los valores de rNKTs.
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Figura 4.23 Grdficas de residuos de rNKTs

En la figura 423 se muestran las graficas de residuos para ajustar el modelo de regresién. El
histograma muestra la distribucién de los residuos para todas las observaciones, sirviendo
para determinar si los datos son asimétricos o incluyen valores atipicos. En este se puede
observar que los valores residuales tienen un comportamiento segin la campana de Gauss,
lo cual corrobora el supuesto de normalidad. Adicionalmente, sirve para determinar si los

residuos son asimétricos o incluyen valores atipicos. La gréfica de probabilidad normal de los
, con

residuos muestra los residuos vs. sus valores esperados cuando la distribucién es norma

o/



el fin de verificar el supuesto de que los residuos estén distribuidos normalmente. En esta
gréfica se observan que los residuos vs. el percentil (posicién porcentual del residuo) tienen
una tendencia de linea recta, el cual se evidencia con la linea ajustada (linea roja) el supuesto
de normalidad. La gréfica de residuos vs. ajustes se emplea para verificar el supuesto de que
los residuos estan distribuidos aleatoriamente y tienen una varianza constante, en donde se
observa que, en esta gréfica, se forma una nube de puntos y no se encuentran patrones que
contradigan el supuesto de varianza constante o de no normalidad. Finalmente, la grdafica de
residuos vs. orden muestra los residuos en el orden en que se recopilaron los datos. Esto es
una serie donde se muestra los residuos en el tiempo, segun la recoleccién de cada muestra,
y donde esperamos que este grafico no tenga patrones, asi como que su comportamiento sea
aleatorio alrededor del Eje O, comprobando de esta forma el supuesto de independencia en
los residuales.
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5 DISCUSION

Ingenieros y cientificos contindan investigando los procesos biolégicos que envuelven la
depuracién de aguas residuales, con el objetivo de conseguir un mejor entendimiento del
funcionamiento y de cémo obtener el mejor beneficio de estos. En Inea con lo anterior, el
propdsito del estudio era generar una nueva alternativa de gestién y control del proceso de
nitrificacién en sistemas de fangos activados, relacionando las tasas de respiracion con las
variables ambientales (operacionales + fisicoquimicas), rendimientos del proceso de
nitrificacién vy la sinergia entre bioindicadores.

5.1 Influencia de las variables fisicoquimicas y operacionales sobre el proceso de
nitrificacion

La EDAR Molina de Segura opera con una temperatura y pH similar al de otras depuradoras
de aguas residuales domésticas mediante fangos activados. Estos valores se encuentran por
debajo del rango éptimo para el proceso de nitrificacién. De acuerdo a lo descrito por
Tchobanoglous et al. (2003), el pH éptimo se encuentra en el rango de /,5-8,6, mientras que
Gerardi (2002) encuentra que la temperatura éptima estd comprendida entre 28-32 °C.

Tanto el pH como la temperatura se han situado en un rango de variacién estrecho, las cuales
no han mostrado relaciones importantes en una mejor tasa de nitrificacién, observéandose que
no existe una relacién directa mediante el coeficiente de correlacién de Pearson entre estas
variables. De acuerdo con algunos autores, la tasa de crecimiento de las bacterias nitrificantes
se incrementa en un 10% a razén de cada grado de aumento en la temperatura (Gerardi,
2002). Sin embargo, tal y como indica Carrera (2004), es dificil cuantificar el efecto de la
temperatura sobre la velocidad de nitrificacién, dado que el factor de temperatura depende
de: la velocidad en los cambios de temperatura, pardmetros de operacién de la planta
depuradora y concentracién de biomasa. Adicionalmente, de acuerdo a los resultados
obtenidos por Douglas (2010), el efecto de la temperatura podrd observarse cuando el rango
estudiado es amplio, obteniendo un rango éptimo del proceso de nitrificacion.

Una diferencia significativa encontrada en la EDAR de Molina es que algunas de las variables
operacionales superan los valores habituales, como es el caso de la concentracién de SSVLM,
el TRHr y el TRHds, ademas de presentar déficit de nutrientes (N y P) para el crecimiento
celular. Aun asi, los rendimientos encontrados de eliminacién de nitrégeno son elevados y se
encuentran dentro del rango comparado con ofras plantas reportadas en el estudio de

Zornoza (2017).

Las muestras MLT, ML2, ML3, ML4 y ML/ registraron la mayor concentracién de amonio en
el efluente, encontrdndose relacionadas con valores elevados de NKTs en el afluente (r=0,43)
y de SSVLM (r=0,53). Por ofro lado, la temperatura de estas muestras corresponde a época
, sin embargo, como se comenté anteriormente, la T¢ no incidié en mejores
rendimientos de eliminacién de nitrégeno. Dado que se operé con altos valores de TRC, este
compensé la influencia de la temperatura sobre la tasa de crecimiento de las bacterias
nitrificantes, observando que la menor temperatura fue registrada para la muestra ML v el
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rendimiento para esta fue superior al de las muestras iniciales. Adicionalmente, las muestras
MLT y ML22 registraron las temperaturas mdas elevadas dentro del conjunto de muestras, sin
embargo, estas no coinciden con los mayores rendimientos de eliminacién de nitrégeno. Lo
anterior puede evidenciarse mediante el coeficiente de correlacién de Pearson, el cual no
mostré correlacion directa significativa entre la T2 y la AUR. La baja influencia de la T¢ sobre
el proceso de nitrificaciéon puede deberse a altos valores del TRC y TRHr con que opera la
planta, ademds del estrecho rango de valores que tomo esta variable.

Durante el periodo estudiado todos los meses presentaron valores de NTs por encima del
limite de vertido (10mg/l), de acuerdo a la Directiva 91/27 1/CEE. Los nitratos, a excepcién
de las primeras cuatro muestras y ML/, aportaron la mayor cantidad de nitrégeno en el

efluente (entre amonio, nitratos y nitritos), encontrando esta relacién normal en un proceso de
fangos activados con nitrificacién y en comparacién con otras EDAR. El rNTs presenta una
ligera diferencia con el rNKTs, debido a la contribucién de la variable N-NOs sobre el
primero. Los valores del efluente de N-NOj; pueden deberse a menores niveles de
rendimiento de la desnitrificaciéon. Por ello, los valores del N-NOj3™ del efluente no pueden ser
empleados para determinar la capacidad de nitrificacién en la EDAR, pues la EDAR Molina
opera bajo un sistema A/O.

o,

El resultado obtenido del andlisis cluster es que no existen similitudes en las caracteristicas de
nitrégeno en el efluente, estando probablemente relacionado con el NKTs del afluente al
reactor. La agrupacién de muestras a partir de la concentracién de nitrégeno en el efluente
mostrada en el nMDS corrobora las observaciones previas sobre estos componentes. Se
muestra una correlacién inversa entre el NKTs y el amonio con los nitratos, es decir, que los
meses donde se reportd una concentfracién mds elevada de amonio corresponde a aquellos
meses que reportaron una concentracién mds baja de nitratos y viceversa. Lo antferior se
relaciona con los coeficientes de correlaciéon de Pearson obtenidos entre riNTs y rNKTs con
los N-NOs', quienes se relacionan de forma inversa (r=-0,70) y de forma directa (r=0,33),
respectivamente.

Las correlaciones encontradas mediante el andlisis bivariante de Pearson indican una relacién
positiva entre SSVLM y N-NH," del efluente. Esto supone que, bajo las condiciones de
operacién de la planta, especialmente a elevados TRHds, la biomasa que es recirculada al
reactor presenta estrés ambiental y con ello una menor actividad. Esto puede deberse a que
las bacterias nitrificantes permanecen mucho tiempo en condiciones andxicas y anaerobias,

donde su tasa de crecimiento se ve reducida y se produce lisis por mantenimiento celular. De
acverdo a Blackburne et al. (2007), para lograr la nitrificacién completa y evitar la
acumulacién de sustrato, el TRC dependerd del crecimiento de las bacterias nitrificantes.
Dado que la tasa de crecimiento de las bacterias nitrificantes es tan baja, cuando estas son
recirculadas al reactor, no logran tener las condiciones éptimas para crecer y eliminar el
amonio de forma significativa. Evidencia de esto son los resultados obtenidos por el grupo de
quimica y microbiologia del agua adscrito al IAMA, mediante técnica FISH en la que la
fraccién nitrificantes en la mayoria de muestras es O o menor a 1.

El coeficiente de correlacién encontrado entre el pH y TRC (r=051) puede deberse a lo
anteriormente citado, en donde la actividad nitrificante puede explicar dicha relacion.
Durante el proceso de nitrificacién se reduce la alcalinidad del medio vy, por lo tanto,
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disminuye el pH, tal y como han observado en su estudio algunos autores (Liwarska-Bizukojc
& Bizukojc, 2012). De tal modo que, si el pH aumenta, puede deberse a que las bacterias
nitrificantes reduzcan su actividad cuando el TRC es elevado, no siendo necesario que se
deba simplemente a esta razén. Esto implicaria ademds que haya una influencia en la
disminucién de la actividad nitrificante por altos valores de los SSVLM. No se observé
correlacién significativa con el rINKTs y el TRC, relacién que tampoco se observé en el estudio

de Zornoza et al. (2012).

Un punto critico de operacién de la EDAR de Molina es que se asocia a la deficiencia de
nutrientes para el crecimiento celular, a partir de la relacion teérica de C:N:P (100:5:1). Son
numerosas las muestras en las que se encontré niveles de nitrégeno vy fésforo inferiores a los
requeridos para crecimiento celular. La ausencia de Ny P supone una disminucién en la tasa
de crecimiento de las bacterias, especialmente en las bacterias nifrificantes, las cuales poseen
una menor tasa de crecimiento que las bacterias heterétrofas (Guisasola, 2005). El hecho de
que exista mds biomasa que sustrato implica que se debe trabajar con menores
concentraciones de SSVLM, a estrategia
implementada por la planta para reducir los olores de sulfuro de hidrégeno, mediante cloruro
férrico, estarian causando la precipitacién del fosfato y, por lo tanto, sea esta la razén de
que haya mds déficit en este nutriente.

o que implica reducir el TRC. Por ofra parte,

5.2 Bioindicadores del proceso de eliminacion del nittégeno

A medida que van cambiando las variables del proceso y variables fisicoquimicas se va
modificando la estructura biolégica del fango activado. Establecer aquella variable que tiene
mayor peso en la variabilidad de estas poblaciones es en muchos casos dificil de determinar.
Las relaciones encontradas no son causalidades estrictas de la frecuencia y abundancia de
una especie, por lo que no se pueden hacer generalizaciones al respecto. En el caso del
andlisis bivariado,
necesariamente que exista una relacién directa significativa, permitiendo tan solo establecer
asociaciones genero|es.

a relacién encontrada no implica causalidad vy, por lo tanto, no implica

La especie Aspidisca cicada ha sido reportada por Hamm (1964) como una especie
indicadora de buen proceso de nitrificacién, sin embargo, dicha especie es reportada por
Curds & Cockburn (1970) como frecuente en sistemas de depuracién, mientras que Poole
(1984) encuentra la presencia de A. cicada en un amplio rango de calidad del efluente,
especialmente en sistemas de plantas donde no se realiza un proceso de nitrificacion, hecho
que rectifica Zornoza (2017), el cual encontré que A. cicada estd asociada a valores elevados
de N-NH4" y bajos valores de rNKTs. En este estudio A. cicada ha sido la cuarta especie con
mayor frecuencia de aparicién estando asociada de forma moderada positiva con rNKTs.

Dos géneros de amebas testadas, Arcella y Euglypha, estdn cominmente presentes en fangos
activados. Estos protistas se encuentran normalmente en reactores aerobios de plantas con
eliminacién de nitrégeno (Poole, 1984) Las amebas testdceas son mds abundantes o
frecuentes en fangos con baja carga, elevado TRC vy altos niveles de OD, lo cual permite una
nitrificacién completa (Madoni et al, 1993) Adicionalmente, Zornoza (2017) encontré al
género Arcella sp. asociada a una baja concentracién de amonio en el efluente, considerando
esta especie como buen bioindicador del proceso de nitrificacion. Bajo estas condiciones,
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Arcella ha presentado una frecuencia del /1%, indicando segun las diferentes observaciones
de los autores citados que la calidad del efluente es excelente. Por otra parte, Euglypha solo
fue reportada en una de las 22 muestras.

Vorticella microstoma, ha tenido una frecuencia de aparicién del 57%, cuya especie estd
asociada a elevados tiempos de retencién y bajas cargas (Esteban et al, 1990)
Adicionalmente, Zornoza (2017) ha encontrado que V. microstoma estd relacionada con
bajos rendimientos del proceso de nitrificacién. Por ofro lado, la presencia de Peranema sp.
se asocia, en general, a edades del fango elevadas (Salvads, 1994). Los resultados para las
especies Uronema nigricans y Rotaria sp. concuerdan con los obtenidos por Zornoza (2017),
quien reporto que U. nigricans se relaciona con elevados TRHds y Rotaria con elevados TRC.

En cuanto a Opercularia articulata, ha sido la especie mdas representativa por su abundancia,
estos protozoos ciliados han sido reportados con una mayor capacidad de sobrevivir en
ambientes con estrés que otros protistas (Antonietti et al, 1982; Becares et al, 1994)
Opercularia articulata presenté una correlacion positiva con NOs™ (r=0,59) y negativa con
rNTs (r=-0,48). Esta especie ha sido reportada por Zornoza (2017) como una especie
bioindicadora de buenos rendimientos de eliminacién de nitrégeno, estando asociada a bajos
valores de amonio en el efluente y un excelente bioindicador de elevado TRC. Dicha cita
confirma que, dado los altos rendimientos de eliminacién de nitrégeno y TRC, Opercularia
articulata haya sido la especie con mayor abundancia de aparicién, ademds de observarse
la relacion entre O. articulata y iNKTs en el ACP.

Las especies bioindicadoras encontradas en este estudio en frecuencia y abundancia son
similares a las encontradas por otros autores. Zornoza (2017) encontré que las especies con
una frecuencia mayor al 80% fueron amebas desnudas y Arcella vulgaris, Bodo sp., Aspidisca
cicada, Acineria uncinata y Vorticella aquadulcis. En el estudio realizado por Vasco et dl.
(2009) se ha encontrado relacién (a excepcién de Stichotricha sp y Peranema sp.) con las
especies que presentaron una alta frecuencia de aparicién vy las reportadas en este estudio.
Vasco et al. (2009) ha encontrado después de las amebas desnudas y testaceas que Aspidisca
Cicada es la especie con mayor frecuencia (7 1,/%), seguida de Acineria uncinata (66%) No
obstante, los valores reportados en su estudio para Aspidisca cicada estén por encima del
rango estudiado y los presentados por Zornoza (2017). Otros autores han reportado valores
similares de Trochilia minuta (Dubber & Gray, 201 1), Vorticella aquadulcis (Hu et al, 2013),
Aspidisca cicada (Santos et al, 2014), y finalmente amebas desnudas (Pérez-Uz et al, 2010)

La abundancia de especies con una frecuencia de aparicién mayor al 80%, en comparacion
con ofras plantas, presenta un valor medio elevado en la especie Vorticella aquadulcis. Su
presencia estd asociada a efluentes de buena calidad (Curds, 1982). Sin embargo, los
resultados obtenidos por Zornoza (2017) han sido que V. aquadulcis es un biocindicador de
bajos rendimientos del proceso de nitrificacién, lo cual reflejaria el resultado obtenido en este
estudio, donde se obtuvo una correlacién directa moderada entre el N-NH, del efluente con
V. aquadulcis.
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5.3 Respuesta del proceso de nitrificacion obtenidas por respirometria

La variabilidad de los resultados respirométricos estd influenciada principalmente por las
variables operacionales y fisicoquimicas, las cuales influyen a su vez en la actividad biolégica
de los microorganismos que componen el fango activado. Se han encontrado en algunos casos
relaciones inversas consideradas tradicionalmente entre la actividad nitrificante y la influencia
de las variables ambientales. Adicionalmente, en funcién de las condiciones en que se realizan
los ensayos respirométricos se pueden obtener resultados diferentes. La correcta ejecucién de
los ensayos y un adecuado protocolo determina los mejores resultados equiparables en el
esfudio.

Contrariamente al estudio llevado a cabo por Madoni et al. (1993), en el que se encuentra
que una concentracién elevada de los sélidos suspendidos del licor mezcla (SSLM) favorece
el proceso de nitrificacién, no se ha encontrado dicha relacién en este estudio. Existe una
relacién positiva (r=0,53) entre SSVLM y N-NH,4 del efluente, indicando que una elevada
concentracién de SSVLM supone una menor eliminacién de amonio, pues existen otras
variables operacionales que influyen en dicha relacién, causando un efecto contrario al
conocimiento tradicional (mds biomasa mejora el proceso). De aqui puede establecerse la
variabilidad de los resultados obtenidos por respirometria, dado que estan influenciados por
la fraccién de bacterias nitrificantes que se hayan desarrollado en el licor mezcla.

Por ofro lado, se ha encontrado solamente un valor atipico en la muestra ML22 para la
variable RsN, la cual pudo deberse a varios factores, entre ellos, la contaminacién de la
muestra durante su recoleccién y la ausencia de cédmara de aire en el recipiente, provocando
estado andéxico y muerte celular. Por otro lado, fallos de lectura de los sensores del equipo
respirométrico, o mal ejecucién del ensayo, también son posibles. Respecto al valor atipico en
ML16 para OURendH, no se tiene certeza, dado que la linea base del ensayo se mantuvo y
se comprobé que el fango estuviese en condiciones endégenas.

La dispersion en las lecturas de la tasa de respiracién RsN puede ser explicada por la
variabilidad de las variables ambientales,
bacterias nitrificantes presentes en el medio. Sin embargo, los altos rendimientos de
eliminacién de nitrégeno rNKTs (85-98%) indicarian una actividad nitrificante estable.
Considerando el déficit de nutrientes, debido a las bajas cargas (CN-NH," y CP-POu4), y a la
reducida tasa de crecimiento de la biomasa nitrificante, lo cual se ha demostrado a partir de
la poca abundancia de bacterias nitrificantes, el amonio podria estar siendo eliminado en
gran parte por asimilacién, por bacterias heterétrofas principalmente. En este sentido, la
estabilidad del rendimiento de eliminacién del nitrégeno podria ser explicado por lo anterior
y, en tal caso, sustentaria el hecho de que no haya patrones importantes en la variabilidad
de los bicindicadores, dado que el rango de eficiencia es muy estrecho y no varia de forma
tal que indique cambios significativos en la poblacién de protistas y metazoos.

as cuales afectan a su vez a la fraccién de

Baeza et al (2002) y Quintela & Ro (2003) han propuesto emplear la OUR como un
pardmetro de control primario del proceso de fangos activados. Con base en esto, una mayor
OURendN supondria una mayor actividad nitrificante y una mayor AUR Sin embargo, no se
ha encontrado una correlacién directa entre estas dos variables (r=-0,18). La OUR permite
valorar cualitativamente la actividad de la biomasa presente, es decir, la velocidad con la
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cual los microorganismos consumen el oxigeno del LM, siendo esta variable un indicador de
la actividad biolégica del sistema. Sin embargo, de acuerdo a Ekama & Marais (1984), la
tasa de crecimiento no es proporcional a la tasa de decaimiento.

La tasa de nitrificacién méxima para un TRC de 20 dias encontrada por Liv (2012) fue de
8,3mgN/lh, siendo constante en un rango de OD de 2-4,5 mg/l. Ademds, dichos autores han
enconfrado una tasa mdéxima de crecimiento de 0,24 y 0,18 d' para BOA y BON,
respectivamente. Dichos valores concuerdan con los obtenidos en este estudio (7,6 TmgN/lh
y 0,16 d", descartando el valor atipico de ML22). Sin embargo, el valor reportado por Liv &
Wang (2012) para la tasa de respiracién endégena (<4mg/lh) es inferior al de este estudio
(18,75mg/lh). Esto puede deberse a que los valores de OURend estan en funciéon de la
concentracién de los SSVIM (Wentzel, et al, 1991). De acuerdo con Knobelsdorf (2005)
resulta mds conveniente trabajar con valores de SOUR, dividiendo el valor de la OUR por los
SSVLM, dado que este nuevo pardmetro elimina la variabilidad producida por los cambios
de la concentracién de los SSV y hace posible la comparacién entre sistemas.

Basados en lo descrito anteriormente y comparando los valores bibliogréficos de la tasa de
respiracién exégena maéxima (RsN), la capacidad de respuesta de las bacterias nitrificantes al
entrar en contacto con el sustrato serd similar bajo condiciones equivalentes de T¢, pH y OD,
esto quiere decir que la tasa maxima de crecimiento sigue una funcién de Monod. De esta
forma, la tasa de consumo endégena (catabolismo) no es proporcional a la tasa de consumo
exégena (RsN), confirmando por tanto que no se encuentre correlacién entre la OURendN y
la AUR Adicionalmente, la variabilidad de los valores de RsN puede deberse a la variedad
de especies de bacterias nitrificantes presentes en el fango. Segun Liv (2012), las bacterias
presentan caracteristicas diferentes, siendo algunas estrategas de la Ky otras de lar, lo cual
hace que bajo las condiciones de ensayo y de operacién de la planta se desarrollen
diferentes grupos de bacterias. Por ejemplo, algunas bacterias son altamente tolerantes a
ambientes con poco oxigeno o andxicos (Bodelier et al, 1996), lo cual permite que las
bacterias que mejor estén adaptadas al medio respondan mejor durante los ensayos RsN,
mienfras que en condiciones endégenas no hay competencia.

En el andlisis cluster para las variables respirométricas se ha observado diferencias a escala
temporal (intersemanal y mensual), debido a que los aglomerados no estdn conformados por
muestras del mismo mes, a excepcién de los dos pares de muestras mencionadas en el
apartado de resultados. Este resultado se considera normal, dado los cambios en las variables
ambientales que influyen en la actividad de las bacterias. Por otro lado, en el clister de las
variables calculadas se agruparon segin la dependencia de una variable para el cdlculo de
ofra.

La correlacion entre la CN-NH4 y SSVLM fue la esperada, puesto que la CN-NH, esta
expresada en gN-NH,'/kgSSVLM, por lo que una mayor concentracién de SSVLM disminuye
la CN-NH4. De aquf se explica que, en comparacién con otras plantas, la CN-NH," para
Molina de Segura sea tan baja, pues la concentraciéon de SSVLM es muy elevada, siendo el
doble en comparacién con otras plantas,

Lla tasa de nitrificacion méxima (AURmax) se encuentra inversamente influenciada por los
valores de SOURH (r=-0,45). Esto indica que, cuando menor sea la actividad de bacterias
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heterétrofas mas amonio estard disponible para las bacterias nitrificantes y, por tanto, se
incremente la tasa de respiracién de estas. Adicionalmente, se ha observado una relacion
inversa enfre Rsp y AUR. Esta relacién implica que, si la concentracion de SSVLM disminuye,
enfonces aumenta la Rsp y, por tanto, se incremente la AUR, hecho que se explica por el
aumento de la CN-NH,". Al tener una mayor concentracién de sustrato disponible para las
bacterias nitrificantes se favorece su tasa de crecimiento, aumentando la capacidad de
nitrificacion.

Madoni et al. (1993), en su estudio de asociacién de las variables del proceso, observé que
valores bajos de CM favorecen el rendimiento del proceso de nitrificacién, hecho que
corroboré Carrera et al. (2004), indicando que valores elevados de la CM disminuyen la
velocidad de nitrificacién y la fraccién de bacterias nitrificantes, al existir una competencia
por el sustrato. Este estudio confirma las observaciones de estos dos autores, encontrando que
lo capacidad de nitrificacién 'y la fraccién nitrificante  se  encuentra relacionada
negativamente, al igual que la AUR (sin que sea una correlacién significativa) con valores altos
de CM Esta relacién podria ser explicada a partir de la materia orgdénica, la cual favorece
la tasa de crecimiento de las bacterias heterétrofas respecto a las bacterias nitrificantes. Una
mayor CM favorece el metabolismo de las bacterias heterétrofas, tal y como han reportado
Strotmann et al. (1999) y Guisasola et al. (2005) en sus estudios, donde han encontrado que
la tasa de rendimiento de estas bacterias se incrementa cuando lo hace la CM

El TRH tiene un coeficiente de correlacién positivo con RsN, AUR y AURmax, mientras que el
TRHds se relaciona de forma inversa con la tasa de crecimiento. Esto se debe a las condiciones
de oxigeno disuelto, donde en el decantador secundario predomina un estado andxico o
anaerobio, desfavoreciendo el crecimiento. Ademds, en el reactor predomina condiciones
aerobias, lo que permite una mejor actividad y favorece el crecimiento.

Una de las variables claves del proceso de nitrificacién es el OD y el TRC, las cuales pueden
afectar en gran medida este proceso. En el presente estudio, la concentracién de OD real en
el reactor no fue evaluada, utilizédndose un valor medio de 2 mgO-/l. Por ello, no ha sido
posible relacionar la variabilidad del rendimiento y tasas de respiracion (AUR) con la influencia
de la concentracién del OD en el reactor. Stenstrom & Poduska (1980) sefialan la influencia
de la concentracién de OD en la variabilidad del proceso de nitrificacién, afectando de
forma diferente a las BOA y BON. Por ofro lado, se ha encontrado que las BOA tienen una
tasa de crecimiento de 2,56 veces mayor que las BON en condiciones de OD baijo (< 10

mg/l) (Tokutomi, 2004).
5.4 Modelo lineal de variables ambientales y variables respirométricas

La EDAR Molina opera en condiciones muy extremas para el desarrollo de las poblaciones
de bacterias nitrificantes: concentracién elevada de SSLM, TRHr y TRHds, v baja CN-NH,’
de entrada al reactor. Dichas condiciones ambientales corroboran la baja abundancia
encontrada de bacterias nitrificantes, determinada mediante la técnica FISH.

El modelo lineal construido indica que las variables operacionales que mejor representan los
resultados obtenidos en las variables respirométricas han sido el TRC y la T2 Dentro del rango
estudiado, las mejores tasas de nitrificacién se presentaron cuando el TRC estaba cercano a
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los 12 dias y la T2 estaba cercana a los limites inferiores del rango estudiado. La ausencia de
una variacién significativa en la temperatura con la unién de las variables operacionales,
como TRC y TRH, podrian influir en la reducciéon de la tasa de nitrificacion, al disminuir la
temperatura. Por todo ello, se recomienda trabajar con menor TRC, aumentando la purga y
disminuyendo los SSLM, con el fin de poder mejorar los niveles de nitrificacion, dentro del
rango de trabajo y condiciones favorables de operacion.

El modelo lineal sustenta la correlacién encontrada entre SSVLM y N-NH," del efluente, dado
que una elevada concentracién de SSVLM supone un aumento en el TRC. De tal forma,

os
valores mas altos de la AURmax y la umax corresponden a bajos TRC y, por lo tanto, una

eliminacién de amonio mayor. Es el caso de la muestra MLS (diciembre), la cual operé con
TRC=6,94d, T¢ y pH debajo de la media, y presenté el mayor rendimiento entre las muestras.
En relacion con el estudio realizado por Munz et al. (2011), determinaron que no existia una
correlacién clara entre la umax de bacterias nitrificantes con el TRC, pues comparando sus
valores encontrados con los de la bibliografia, estos presentaron una gran variabilidad,
observando que a TRC mayor de 30 dias no representaban mejores resultados. Por otro lado,
Wentzel et al. (1998) observaron que los valores obtenidos experimentalmente de la biomasa
heterétrofa con TRC de 12d eran similares a los tedricos, sin embargo, los encontrados para

TRC de 20d no coincidian.

La combinacién de elevados TRHds con elevados TRC no favorece al proceso de nitrificacion,
dado que se relaciona con una mayor concentracién de amonio en el efluente, cuando estas
dos variables tienden a incrementarse. Esto se debe a que las bacterias nitrificantes al ser
estrictamente aerobias experimentan una fase de estrés ambiental al estar sometidas durante
un largo periodo en condiciones anaerobias/anéxicas dentro del decantador secundario. Una
vez son recirculadas al reactor biolégico, estas tienen una tasa de crecimiento inferior vy,
sumado al déficit de nutrientes, estas ven disminuido ain mds su tasa. Lo anterior explicaria
que los valores de Umax encontrados estén por debajo de los valores de referencia. Una
mayor biomasa nitrificante no implica una mejor capacidad de nitrificacién. Por dltimo, cuando
se reducen los sélidos, la CN-NH." ser& mayor y permitird una mejor tasa de nitrificacién y
aumento de la tasa de crecimiento.

Los ensayos respirométricos, tal y como fue comentado en el capitulo 1, son métodos
ampliamente usados para determinar los pardmetros de las bacterias en los procesos de
calibracién. Algunos autores han determinado que los resultados obtenidos de estos ensayos
estdn regidos por la relacién entre la concentracién inicial del sustrato y la concentracién

inicial de biomasa (F/M=CM o CN).

Choi et al. (2006) y Orhon & Okutman (2003) observaron que cuando la relacién de CM es
baja, el sustrato es répidamente asimilado y no existe un crecimiento significativo de la
biomasa, mientras que, si se dispone de una concenfracién elevada de sustrato, los
microorganismos experimentardn crecimiento celular. En los estudios de Browner et al. (1998)
y Gatti et al. (2010), se ha determinado que, en funcién del sustrato disponible empleado
para llevar a cabo el proceso de catabolismo y/o anabolismo, se pueden presentar
variaciones en el rendimiento de las bacterias que se determina experimentalmente. Dicha
variacién puede ser comprendida teniendo en cuenta la relacién sustrato/microorganismos,

/7



pues esta determina si en el consumo de sustrato prevalece el catabolismo o el anabolismo.
Lo anterior quiere decir que cuando exista una gran cantidad de sustrato disponible (relacion
OS microorganismos
tendrdn suficiente sustrato para su crecimiento, dominando la multiplicacién celular sobre la
produccién de energia. En cambio, si existe una limitacion de sustrato (baja relacion F/M),

F/M media-alta), entonces predomina el anabolismo vy, por lo tanto,

predomina el proceso de catabolismo, dominando la produccién de energia para el
mantenimiento de las bacterias sobre la multiplicacién de microorganismos (Douglas, 2010).
Por otro lado, Chudoba et al. (1991) encontré que relaciones elevadas de F/M producen un
descenso en el rendimiento de las bacterias heterétrofas al aumentar dicha relacién.

En el estudio realizado por Douglas (2010) se ha observado que al aumentar la relacién
sustrato/microorganismos el valor de la constante estequiométrica Y también se incrementa.
De esta forma, los resultados aqui recogidos apoyan las observaciones de estos autores.
Trabajar con elevados SSVLM genera una disminucién de la CN-NHy', lo que a su vez
ocasiona una baja tasa de nitrificacion (AUR) cuando los TRC son elevados, seguido finalmente

de una baja tasa de crecimiento de las bacterias nitrificantes.

Teniendo en cuenta que la temperatura posee una gran influencia sobre la abundancia de
las bacterias nitrificantes, de forma que la tasa de nitrificacién aumenta a medida que aumenta
la temperatura (Gerardi, 2002), la ausencia de un patrén estacional en este estudio podria
ser debida a la operacién con un alto TRC durante los periodos més frios (Zornoza et dl,

2012).
3.5 Modelo de interpretacién ambiental a partir de las variables de bioindicadores

La abundancia de bicindicadores se encuentra influenciada, de acuerdo a la figura doRDA,
a la variable SOURendmax, encontrédndose que una mayoria de organismos se asocian a
valores inferiores a 3,5 gO2/gSSVLMh. Estos resultados podrian relacionarse con el hecho
de que cuando los SSVLM aumentan, la tasa de nitrificacion disminuye y, por lo tanto, lo hace
el rendimiento de eliminacién de nitrégeno. Los organismos relacionados de forma inversa con
altos valores de SOURendmax, parecen estar asociados, sin que exista correlacién fuerte, con
as demds especies que
se relacionan de forma inversa con SOURendmax presentan dicha relaciéon de
abundancia/frecuencia cuando los valores de la tasa de respiracion especifica disminuyen,
cual es cierto cuando los SSVLM lo hacen de igual forma.

buenos rendimientos del rNTs. A excepcién del grupo de gastrofricos,

O

La dindmica poblacional no responde a las variables ambientales porque se dan condiciones
ambientales en rangos muy estrechos, ademds de las condiciones extremas anteriormente
indicadas. Durante el estudio se ha observado un déficit de nitrégeno para siete muestras,
mienfras que otras tres se encuentran en el limite. Por ello, las bacterias nitrificantes no logran
tasas de crecimiento elevadas. Se puede establecer, a partir del porcentaje de OURendN,

que un tercio (33%) de la biomasa que demanda oxigeno en condiciones endégenas
corresponde a bacterias nitrificantes. A partir de lo anterior se concluye que, debido a la baja
abundancia de bacterias nitrificantes y tasa de crecimiento respecto a las bacterias
heterétrofas, junto con el déficit de nitrégeno y fésforo, es posible atribuir que principalmente
la eliminacién de nitrégeno de la planta es por asimilacién.
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5.6 Modelo de interpretacion ambiental a partir de las variables de nitrégeno del
efluente

El modelo DISTLM basado en la relacién entre variables respirométricas y nitrégeno del
efluente ha representado fehacientemente la relaciones que explican un mejor proceso de
nitrificacién. Este ha concluido que la variable que mejor representa el rendimiento del
nitrégeno es la tasa méxima de crecimiento (UNmax). Coherente con los ofros modelos el
resultado obtenido es el esperado. La correlacién entre el rNTs y rNKTs es directa con uNmax,
mienfras que de forma inversa lo hace N-NH,". Esto indica que una menor concentracion de
amonio en el efluente, o lo que es igual, un mejor rendimiento del proceso de nitrificacion,
involucra una actividad mayor de las bacterias nitrificantes, es decir, una tasa de respiracion
y tasa de nitrificacion mas elevadas.

Este resultado se relaciona con el modelo de variables ambientales, donde UNmax es mayor
cuando el TRC es baijo,

cuales, a su vez, representan una mayor tasa de nitrificacién, o lo que es igual un mejor

o que corresponde a tener también valores altos de AURmax, los
rendimiento. La correlacién entre AURmax y rNTs y rNKTs no es representativa, sin embargo,
es posifiva,
nitrificacién. Adicionalmente, se ha visto que valores bajos de SSVLM supone una mayor Rsp
y, por lo tanto, un incremento en la tasa de nitrificacion.

o que indica que un mejor rendimiento estd asociado con una mayor tasa de
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VI.CONCLUSIONES



6 CONCLUSIONES

Del presente trabajo se ha podido concluir que:

» £l protocolo establecido para ejecutar los ensayos respirométricos permitié medir y
comparar correctamente los resultados obtenidos en el estudio, sin presentar
diferencias significativas.

= No existe correlacién entre la tasa de respiracién endégena y exégena. Esto se debe
a que, la tasa de respiracién endégena se asocia a un estado catabdlico, mientras
que, en la tasa de respiracién exégena, predomina un estado anabdlico. Por lo tanto,
la OURend no puede usarse como variable para monitorizar el proceso de
nitrificacion.

*  Un aumento en la tasa especifica de consumo de oxigeno méxima causa una reduccién
en la abundancia de bioindicadores, dado que, el aumento de la tasa especifica se
relaciona con bajos SSVLM.

*  Se ha corroborado que las especies Arcella sp. y Opercularia articulata son buenos
bioindicadores de eliminacién de nitrégeno, al estar asociadas a elevados TRC y
bajas cargas.

* Lo especie Aspidisca cicada parece estar relacionada con mejores rendimientos de

rNKTs.

» Laespecie Vorticella aquadulcis se ha encontrada asociada a valores altos de amonio
en el efluente, observacién que apoya el resultado obtenido por otros autores.

* |a metodologia implementada para el célculo de las variables respirométricas
permitié encontrar valores similares a los reportados en otros estudios, como es el
caso de UNmax, CN'y Y

* Lo tasa de respiracién de las bacterias nitrificantes, como la tasa de nitrificacion, se
ven influenciados por variables como el TRC, los SSVIM y la CN-NH." Observando
que, la carencia de sustrato (Sun) contrarresta el efecto positivo del TRC sobre el
crecimiento de las bacterias nitrificantes. Encontrando mayores tasas cuando se

incrementa el sustrato v se reduce el TRC. Para mejorar el proceso de nitrificacion, se
recomienda disminuir los SSVLM para aumentar el sustrato y favorecer la tasa de
crecimiento de las bacterias nitrificantes.

* Lo estabilidad de los rendimientos de eliminacién de nitrégeno estaria asociada a
bajos valores de CN-NH, debido a los elevados SSVLM con que opera la planta. Lo
cual indicaria que el nitrégeno este siendo eliminado por asimilacién para crecimiento
celular, de bacterias heterétrofas principalmente, dada su mayor tasa de crecimiento
y condiciones favorables del medio.

» El fiempo de retencién hidrdulico en el reactor favorecié una mayor tasa de
nitrificacién. Las bacterias nitrificantes se ven favorecidas por las condiciones
aerobias, lo cual permite una mayor actividad y tasa de crecimiento.

» Eltiempo de retencién hidraulico en el decantador secundario se relacioné con bajas
tasas de crecimiento, debido a las condiciones anaerobias y andxicas que predominan
en el sistema, ocasionando estrés ambiental en las bacterias. Se recomienda reducir
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el TRHds, empleando el segundo decantador, para favorecer la tasa de crecimiento
de bacterias nitrificantes.

la capacidad de nitrificacién y la fraccién nitrificante se ven influenciadas
negativamente por valores elevados de la carga masica.

la baja abundancia de bacterias nitrificantes y tasa de crecimiento mdximo
encontrados, debido al déficit de nutrientes y a las variables ambientales, indican que
se deben favorecer las condiciones para que puedan crecer y aumentar la biomasa
nitrificante, lo cual favoreceria un mejor rendimiento en la eliminacién de nitrégeno.
Las variables que mejor se han ajustado para predecir y monitorizar el rNKTs son la
19 el pH, el TRHr y el TRC, obteniendo un modelo util con un alto grado de ajuste.
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8 ANEXOS

Anexo 1
Tabla 8.1 Matriz variables operacionales

Ensayo CM (DBO) TRHr TRHds TRC oD
N° kgDBO/kgSSVd h h d mg/|
ML 0,149 21,44 146/ 1090 2,00
ML2 0,167 1945 13,31 11,14 2,00
ML3 0,120 22,38 1531 Q.25 2,00
ML4 0,255 1475 10,10 /9] 2,00
MLS 0,154 20,88 14,29 6,94 2,00
MLE 0,126 19,55 13,38 6,21 2,00
ML/ 0,339 12,73 8./1 6,05 2,00
ML8 0215 18,15 12,42 10,74 2,00
MLQ o117 17,49 119/ 8,85 2,00
ML10 0064 20,28 13,88 11,/9 2,00
MLTT 0,166 1967 13,46 16,49 2,00
MLT2 0,107 19/2 13,49 159/ 2,00
ML13 0,183 19,79 13,54 1381 2,00
MLT4 0,176 16,33 11,18 12,16 2,00
ML1S 0075 19,20 13,14 17,22 2,00
ML16 0,204 19,55 13,38 15,82 2,00
ML1/ 0,157 17,41 1192 12,71 2,00
ML18 0,194 1981 13,36 12,53 2,00
ML1Q 0,086 18,38 13,56 12,50 2,00
ML20 0,199 17,83 13,31 6,14 2,00
ML2 1 0,195 11,53 12,58 69/ 2,00
ML22 0,202 11,53 12,20 23,55 2,00
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Anexo 2

Tabla 8.2 Matriz de variables fisicoquimicas y nutrientes del afluente al reactor

Ensayo T° pH SSVIM DQO DBO NKTs N-NHs* CN-NH4* P-PO4 CP-POg4 DBOs/P-POa4 DBOs/N-NH4*
N° 'C mg/! mg/! mg/l  mgl/l mg/l  gN-NH4/kgSSVIMd  mg/l  gP-PO4/kgSSVIMd mg/mg mg/mg
MLT 241 7,18 6619 1132 900 6950 60,20 1000 6,30 1,33 14196 1495
ML2 234 7728 6466 1110 875 7300 61,80 11,79 570 1,36 154,32 14,16
ML3 241 7,10 7258 1071 850 6220 3520 499 6,40 1,18 13365 24,15
ML4 212 7,10 4980 1021 800 6190 5350 1708 600 2,45 132,89 1495
MLS 196 7,12 4990 1050 680 6030 4210 951 570 164 11909 16,15
M6 191 7,10 4752 1081 502 6120 4950 12,43 530 171 94,90 10,14
M7 179 701 4879 1109 877 5130 2950 11,42 400 193 219,80 2973
ML8 200 7,14 4908 1084 810 68,10 6690 1773 7,50 253 107,57 12,11
MG 173 701 6565 Q11 580 4760 3420 693 1,40 0,37 414,29 1696
ML1IO 186 701 6130 750 342 4800 3130 587 530 1,28 6502 1093
MLTT 190 706 5855 1020 780 5020 3250 691 560 1,46 139,29 24,00
ML12 192 750 5460 840 494 4250 2960 6,38 510 1,42 96,48 16,69
MLT13 204 732 4940 943 700 6650 5650 14,76 520 160 135,14 12,39
ML14 190 7,15 4680 929 563 6120 4950 15,46 3,50 1,37 159,49 11,37
MLTS 191 726 4274 549 256 5500 4860 14,25 6,00 2,19 4281 527
ML16 212 721 4619 1127 750 5540 4690 1274 7,60 252 98,381 1599
MLT7 214 728 4829 843 550 5490 3170 Q05 500 178 111,11 17,35
ML18 227 727 5170 1143 816 46,30 3600 8,56 4,70 1,40 172,88 2267
ML1Q 223 720 4371 473 322 5820 5360 14,25 500 173 6402 601
ML20 237 720 4571 1009 750 5640 4520 1201 500 1,69 15060 16,59
ML21 237 723 4558 1133 698 4520 3160 8,84 370 1,32 188,65 2209
ML22 258 730 4279 Q13 /700 4370 2760 798 400 157 176,32 2536

100



Anexo 3

Tabla 8.3 Matriz variables de nitrégeno efluente y rendimientos

Ensayo NTs NKTs N-NHa4* N-NO2 N-NOs- rNKTs INTs
N’ mg/| mg/ mg/| mg/! mg/| % %
ML 9,80 8,80 6,98 004 096 87,34 8590
ML2 8,95 598 3,70 0,12 2,85 Q181 8774
ML3 13,00 6,89 10,60 0,10 1,21 88,92 86,82
ML4 12,50 8/3 Q81 2,53 124 8590 /981
MLS 2,60 102 1,30 008 1,50 Q8,31 Q5,69
MLE /95 295 102 2,10 290 Q5,18 8701
ML/ 6,10 3,40 4,20 0,80 100 9337 88,11
ML8 10,20 4,33 204 163 4,24 Q3,64 8502
ML9 5,60 2,32 0/5 043 2,85 95,13 88,24
MLTO 10,80 4,69 4,36 0/5 536 Q0,23 /7,50
MLTI 13,60 512 3,66 0,80 /.68 89,80 7291
MLT2 8,80 175 1,50 0,25 6,80 05,88 79,29
ML13 9,50 4,58 301 0,12 4,80 Q3,11 85/1
MLT4 Q.82 597 206 0,85 300 Q0,25 8395
ML1S 11,80 545 1909 0,29 6,06 Q0,10 /8,55
MLT6 8,85 3,20 0,16 0,25 5,40 Q4,22 84,03
MLT/ Q,49 397 1,82 063 489 Q276 8271
MLT8 1100 1,81 0,52 0,35 8,84 96,10 /6,24
ML1Q 1170 5,10 1,89 0,50 6,10 Q1,24 /950
ML20 11,50 309 100 0,52 /.89 Q4,52 /961
ML21 Q.82 3,/9 208 0/8 525 Q161 /8,27
ML22 6,80 2,40 0,39 061 379 Q4,51 84,44



Anexo 4

Tabla 8.4 Matriz de bioindicadores

Nombre Abreviatura MLT ML2 ML3 M4 ML6 ML7 ML8 ML9 MLIO ML1T ML12 MLI3 ML14 ML15S ML16 ML17 ML18 MLTIQ ML20 ML21 ML22
Aspidisca cicada Acica 80 120 40 0 3880 1560 240 40 240 200 360 280 800 360 4760 680 2400 40 0 560 160
Acineta sp. Acin 40 680 400 80 240 520 80 280 360 120 160 240 760 200 200 240 240 40 0 0 80
Amebas desnudas Ades 4160 3440 2560 7280 6120 5680 6200 3600 3240 2560 2640 1560 4000 1640 2120 4400 3480 2880 5320 7120 4200
Amphileptus punctatus Apun 0 0 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 80 0 0 0 80 0 0 0 40
Amphileptus punctatus Apunc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80 0 0 0 0 0 120 0 0 0
Arcella sp. Arce 360 1440 7960 320 1640 O 840 920 1920 3200 9760 20400 7600 120 0 80 0 0 0 0 1000
Acineria uncinata Auncin 40 80 0 0 1200 320 520 80 440 2840 1280 80 0 40 40 0 120 80 0 400 40
Centropyxis sp. Centro 760 1440 880 640 120 80 360 40 0 0 40 80 160 120 160 80 0 0 0 0 0
Carchesium polypinum Cpoly 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 67 0 0 0
Euplotes affinis Eaffin 0 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0 80 0 0 0 0 0
Epistylis balatonica Ebala 1073 147 0 400 0 87 460 547 113 0 0 0 0 0 0 780 5640 O 0 580 0
Entosiphon sp. Ento 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1960 2640 40 0 0 0 0
Euplotes patella Epatel 0 0 0 40 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0
Epistylis plicatilis Eplica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
Euglypha sp. Eugly 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gastrotricos Gastro 680 3120 3800 1200 0 0 0 40 80 200 440 1120 2320 440 0 0 40 0 0 280 0
Holophrya sp. Holo 80 0 0 200 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 80 40 240 160 160 40 0
Lecane sp. leca 760 1520 560 320 40 40 0 0 40 40 40 360 680 1120 200 160 400 520 760 1520 920
Litonotus lamella Llam 0 0 160 40 80 160 360 280 40 560 520 480 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nematodo Nemato 0 0 0 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40 0 0
Opercularia articulata Oarti 0 0 0 0 0 0 13 967 3013 3900 12307 14407 15807 5560 O 73 40 260 313 313 0
Paramecium sp. Param 0 0 0 0 120 200 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Peranema sp. Pera 80 640 80 600 0 40 280 440 1640 800 0 80 280 1520 40 40 80 40 40 0 120
Pseudochilodonopsis fluviatilis Pfluvi 80 0 0 0 200 0O 400 120 640 160 0 160 0 0 240 40 40 240 0 0 0
Plagiocampa Plagio Q60 880 200 0 0 80 0 400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40
Rotaria sp. Rota 0 0 80 160 80 40 120 40 0 0 80 40 0 240 80 240 200 40 120 240 40
Stichotricha sp Sticho 240 240 400 560 1440 640 1120 200 360 120 160 40 120 160 80 0 240 760 280 720 40
Tokophrya infusionum Tinfu 0 0 0 0 0 120 80 440 80 80 0 40 0 0 0 0 0 0 0 40 0
Trochilia minuta Tminu 2280 2240 1000 4840 400 160 2080 5040 5360 40 0 200 2280 1080 80 40 4080 O 0 160 0
Uronema nigricans Unigri 0 0 0 0O 10320 O 0 0 0 0 0 0 0 0 1160 1320 600 960 120 440 160
Vorticella aquadulcis Vaqua 400 4000 14280 15680 4720 5720 6400 7520 3080 40 0 0 40 0 80 3920 720 120 0 1440 40
Vorticella convallaria Vconva 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vorticella microstoma Vmicro 0 0 0 0 0 0 0 0 40 360 320 80 40 2200 120 120 120 0 80 800 160

Valor atipico en amarillo
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Anexo 5

Tabla 8.5 Matriz de variables respirométricas

Ensayo OURend.max SOURend.max OURend.H SOURH OURend.N SOURN RsN Rsp AUR’ AUR AURmax RsH
N* mgO-/lh mgO-/gh mgOJ/lh  mgOz/gh  mgOu/lh - mgOs/gh mgO2/lh mgO2/gh mgN-NH,/Ih mgO-/lh

MLT 21,74 3,28 14,69 2,22 705 106 2604 393 570 4,56 594

ML2 20,68 3,20 17,39 2,69 3,29 051 33,22 514 727 582 785

ML3 2760 3,80 20,25 2/9 7,35 101 1976 272 432 3,46 45]

ML4 16,52 3,32 14,10 283 2,42 0,49 19,56 393 428 3,42 519

MLS 1392 2/9 10,78 2,16 3,14 063 24,76 496 3542 4,33 /2]

MLE 14,16 298 10,56 222 3,60 0/6 38,32 8,06 8,39 6/ 11,51 41,32

ML/ 1572 322 1190 2,44 382 0/8 53,30 1092 1166 9,33 17,32 54,33

ML8 12,60 2,57 8,86 1,81 3/4 0/6 21,56 4,39 4772 377 6,13 5292

ML 1796 2,74 12,48 100 548 083 19,46 296 4,26 3,41 6,59

ML10 14,16 231 932 1,52 484 0/9 36,82 601 806 6,45 11,42 60,76
MLT1 16,17 276 11,14 190 503 0,86 28,47 486 6,23 498 8,60 53,28
ML12 18,73 343 1398 2,56 475 087 1793 3,28 3092 3,14 535 49,40
ML13 2532 513 17,14 3,47 8,18 1,66 2066 4,18 452 362 573 68,22
ML14 18,64 3,98 11,85 2,53 6,/9 1,45 10,56 2,26 231 1,85 3,19 45,80
MLTS 1398 327 Q21 2,16 477 1,12 47 60 11,14 1042 8,33 14,30 54,772
ML16 27,32 591 8,13 176 19,19 415 42,86 9,28 9,38 7,50 11,37 3892
MLT/ 2284 473 13,60 282 924 191 2252 466 493 394 5091 54,24
ML18 2298 4,44 12,30 2,38 10,68 206 2400 464 5,25 4,70 587 39,58
ML1Q 1506 3,45 11,15 2,55 391 020 34,36 7,86 /.52 601 8,58 30,24
ML20 1718 3/6 1298 284 4,20 092 1706 373 373 299 397 17,36
ML21 1784 391 13,21 290 463 102 14,36 3,15 3,14 251 3,34 40,80
ML22 21,36 499 1092 2,55 10,44 2,44 4,20 098 092 0/4 092 37,12
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Anexo 6

Tabla 8.6 Pardmetros cinéticos, estequiométricos y variables de control

Ensayo YN,ssv YN,02 XN HN  HNmax bn Fn YH bu XH Cn N TRCn
N mgSSV/imgN mgDOO/mgN  mg/l  d’ d’ d’ - d’ mg/I mg/lh h d
ML1 0,18 0,26 218,20 009 0,12 0,19 003 028 88109 /8,19 1321 589
ML2 0,18 0,26 279900 009 012 0,19 003 027 107158 9049 1063 582
ML3 0,18 0,26 13821 0,11 014 0,19 003 028 121422 6193 10,18 499
ML4 0,18 0,26 11106 0,13 020 0,18 003 025 94753 4041 1562 349
MLS 0,18 0,26 12092 0,14 024 0,17 003 024 77104 7241 Q/1 294
MLE 0,18 0,26 17989 0,16 028 0O17 003 0,15 023 77065 10493 738 255
ML/ 0,18 0,26 24379 017 031 0,16 003 051 022 Q1034 Q501 316 229
ML8 0,18 0,26 17514 009 015 0,17 003 050 024 62421 5480 1773 466
MLO 0,18 0,26 13024 011 022 0,16 003 022 9/705 4766 1004 322
ML10 0,18 0,26 32831 008 0,15 0,16 004 040 023 69321 10455 486 469
MLT 1 0,18 0,26 35500 006 0,10 0,17 003 065 023 81589 /843 652 6773
ML12 0,18 0,26 21652 006 O11 0,17 003 063 0,23 101589 4951 943 660
ML13 0,18 0,26 21581 007 O11 0,17 003 046 024 118825 5726 1562 6,14
ML14 0,18 0,26 Q707 008 0,14 017 003 050 023 86787 24,15 2678 496
MLTS 0,18 0,26 61984 006 0,10 0,17 005 041 023 67193 12797 583 70/
ML16 0,18 0,26 51267 006 0,10 0,18 003 O/1 025 546,18 11735 625 735
ML1/ 0,18 0,26 21641 008 0,12 0,18 003 061 025 Q06/9 5491 804 59/
ML18 0,18 0,26 227,43 008 0,11 0,18 003 0/6 02/ /77945 6561 85/ 6731
ML19 0,18 0,26 32486 008 O11 0,18 005 080 026 71723 Q532 891 6,1/
ML20 0,18 0,26 /918 0,16 022 019 003 093 028 /90/1 4646 1514 3,25
ML21 0,18 0,26 /569 014 0,19 0,19 003 060 028 80456 3696 125/ 369
ML22 0,18 0,26 /480 004 005 020 003 057 030 61279 1049 3754 132/



Anexo 7
Tabla 8.7 Andlisis bivariante de correlacion de Pearson entre variables operacionales y fisicoquimicas del afluente y efluente

o T oH SSVIM DQO DBO NKTs N-NH4e CN-NH4s P-PO4 CP-PO4 Ei%i( ﬁﬁﬁi{ [C):Efé\) TRH TRHds TRC NTs NKTs.e N-NHA e N-NO2 N-NO3 NKTs
pH 0,40

SSVLM  -003 -029

DOO 018 -016 030

DBO 036 -009 031 089

NKTs 013 -013 018 015 024

N-NHZ: 010 003 -005 -001 006 087

CNeNH4- <005 006 -059 -009 -002 057 077

PPO4 028 019 -006 007 010 047 043 026

CP-PO4 009 017 -061 -004 000 020 037 064 075
DBOS/P-PO4 005 -023 030 061 067 016 02 022 -067 -057
DBOSIN-NH4. 023 -009 028 071 076 -037 -060 -052 -020 -023 071
CMDBO) 011 -012 026 062 073 007 000 03 001 038 052 059

TRH -015 002 050 -009 -014 041 037 015 043 -009 -040 -035 -057
TRHds 033 026 034 -010 015 015 017 -037 036 -022 -037 023 -069 071
TRC 013 051 -009 -038 -027 025 -O11 013 015 008 031 -014 -030 010 025

NTs 027 012 007 -021 011 009 018 008 033 020 -033 -020 -014 013 013 026
NKTs_e 020 020 026 -011 003 055 046 028 03 017 -020 -027 -002 007 -006 004 067
N-NH4e 006 -032 053 007 019 043 017 006 028 002 -007 004 004 013 -006 024 037 076
N-NO2 -025 -038 -033 008 -003 -001 007 037 001 035 -002 -008 031 -041 -054 -031 020 017 008
N-NO3 -004 041 -040 -035 -037 -050 -022 005 001 009 -028 -016 -022 002 018 043 036 -032 -05 -004
rNKTs -018 025 -028 014 002 -034 -026 -012 024 -011 019 018 005 001 008 -006 -065 -095 -080 -019 033
rNTs -006 -017 015 030 028 046 024 013 000 -011 029 007 016 007 -005 -035-075 020 -002 -022 -070 033



Anexo 8

Tabla 8.8 Andlisis bivariante de correlacion de Pearson entre variables operacionales y respirométricas

Ve | PH SSVLM DQO DBO NKTs NeNH4+ CN-NH4» P-PO4 CP-PO4 Eﬁi%i/ Eﬁﬁi’* DCEfg TRH TRHds TRC NTs NKTse N-NH4 e N-NO2 N-NO3 iNKTs NTs
OWRendmax 0,50 039 027 032 043 003 011 026 004 -018 030 042 012 011 022 032 01/ 010 000 -052 -005 -005 008
SOURendmax 049 055 -039 011 021 -010 -008 013 007 022 009 022 028 -021 -001 037 011 -008 -035 -0290 021 013 -003
OlWRendH 040 023 052 025 042 027 002 -024 -010 -039 038 032 006 010 012 019 016 031 054 -033 -036 -027 017
SOURH 047 049 -019 005 023 017 006 018 -007 003 020 015 027 -028 -013 014 014 015 02 -012 -009 -009 007
OWRendN 028 030 -005 013 013 -023 -022 -021 003 -003 008 025 002 007 022 057 010 -012 -040 -041 02 015 -008
SOURN 027 036 -034 006 006 -025 -017 -001 007 018 -001 016 012 -008 009 056 006 -020 -054 -028 034 022 -010
RN -044 030 013 -015 -024 025 024 016 034 025 -041 -034 -013 046 003 -024 006 013 018 -005 002 -007 000
Rp 042 -022 -019 -026 -034 018 024 033 035 044 -051 -042 -005 028 -008 -018 003 005 000 005 013 002 -004
AR® 043 -030 010 -017 -025 024 022 016 034 027 -043 -034 -012 042 001 -021 005 013 016 -005 002 -006 000
AR -043 -030 010 -017 025 023 022 016 034 028 -043 -034 -012 042 001 -020 004 012 015 -005 002 -006 00
AlRmax  -060 -036 009 -019 -031 017 016 014 023 022 -039 -035 -013 040 -007 -021 -003 006 012 002 003 -001 002
UN 011 -048 -001 039 027 017 004 013 016 -003 032 019 036 -020 -029 -098 -031 011 017 034 -040 011 035
UNmax  -041 -059 000 031 015 009 -003 012 028 -007 032 014 033 -018-042 -092 -043 -020 011 040 -040 019 040
FN 021 005 -033 -087 -088 003 021 025 011 020 -074 -083 -060 018 014 025 023 020 -003 -003 02 -020 -024
CN  -035 -024 021 -017 -026 028 027 007 041 019 -048 -038 -028 060 026 -018 009 012 016 -017 006 -005 -002



Anexo 9

Especie T pH SSV DQO DBO NKTs N-NH4 TRH TRHds TRC DBOS5/P-PO4 DBOS5/N-NH4 CM (DBO) CN-NH4 CP-PO4 NTs
Acica 0,29 0,14 0,18 013 011 021 -0,20 003 000 0,26 011 005 0,00 -0,06 008 034
Acin -0,47 007 033 005 -010 017 0,00 034 0,13 031 006 008 0,12 008 008 023
Ades 013 036 014 0,42 035 001 003 -0,56 -0,50 -0,66 038 0,30 0,50 0,17 009 020
Arce 0,25 0,06 0,46 002 -004 024 009 033 023 0,29 -003 0,10 035 -0,20 028 002
Auncin 037 006 005 002 012 -032 0,16 003 013 013 -0,08 001 0,12 0,19 008 024
Centro 011 002 033 027 026 0,70 0,52 0,29 01 0,15 000 014 012 033 018 010
Ebala 005 021 0,29 034 032 000 -001 0,15 0,25 031 037 0,26 0,25 -005 017 014
Ento 0,10 0,22 0,19 0,11 007 010 0,14 0,12 001 023 009 0,14 011 001 027 003
Gastro 002 0,17 0,52 009 008 022 015 0,26 022 009 005 003 0,23 0,17 033 035
Holo 0,40 001 017 005 001 -005 009 001 009 0,19 0,14 005 006 011 021 037
Llam -0,58 036 038 0,16 012 004 0,14 0,19 -009 015 015 0,19 003 -0,23 016 011
Oarti -0,46 023 0,12 -0,49 -0,54 032 0,16 0,15 014 0,28 0,18 033 -0,45 009 028 021
Pera 0,16 032 0,26 021 007 025 022 0,19 008 030 006 0,19 007 0,10 002 024
Pfluvi 0,29 032 013 010 016 013 021 0,46 033 013 0,19 027 0,29 002 003 002
Plagio 0,23 0,19 0,65 029 041 023 000 002 002 0,12 0,51 033 007 031 -0,50 -0,43
Rota 012 0,20 -0,49 007 008 -025 0,14 025 0,16 0,18 006 003 017 015 032 004
Sticho 0,10 -0,45 0,10 011 003 013 0,28 001 001 -0,52 002 015 004 0,16 002 009
Tinfu -0,55 -0,59 0,22 013 008 022 0,24 0,19 0,26 0,20 0,38 0,22 015 0,18 033  -031
Tminu 0,28 -0,45 0,46 0,30 014 037 031 023 008 025 0,14 009 001 009 0,16 004
Unigri 035 0,17 -0,.53 002 011 022 0,12 017 013 008 0,11 001 000 007 019 008
Vagqua 002 -0,62 0,41 036 031 017 -004 0,12 026 -0,48 031 027 0,20 0,13 014 017
Vmicro 003 0,53 -0,42 019 029 -0,56 -0,41 0,14 0,16 0,52 0,25 004 0,15 -0,18 011 021
Especie NKTs e N-NH4 e N-NO2 N-NO3 rNKTs rNTs OURend.max SOURend.max OURendH SOURH  OURend A SOURA RsN AUR  AURmax
Acica 0,38 -0,41 0,10 022 039 008 012 024 0,36 0728 0,46 0,47 0,26 0,29 032
Acin 007 0,13 009 027 005 036 015 007 002 025 017 008 0,28 0,30 036
Ades 001 008 0,69 032 000 O11 037 027 -003 007 -0,45 036 024 0,24 024
Arce 0,25 034 001 030 021 022 004 026 0,30 001 0,11 025 027 0,28 0,19
Auncin 0,38 021 007 033 033 021 -0,40 -0,40 036 -0,45 017 0,18 031 033 038
Centro 0,48 0,43 002 -070 033 0,67 020 003 032 009 009 015 0,23 022 021
Ebala 004 0,17 013 022 009 002 -004 0722 0,10 011 011 0,18 008 005 003
Ento 0,24 -0,40 014 0,25 025 -004 0,50 0,60 021 009 0,69 0,72 017 017 012
Gastro 0,51 0,59 0,30 030 -0,56 -008 0,24 0,12 0,58 0,25 0,15 0,30 009 013 013
Holo 009 003 004 017 019 -0,40 011 0,22 -009 004 0,14 0,19 0,10 008 -003
Llam 009 0,30 0,24 015 007 011 021 -0,45 012 0,15 031 -0,41 013 011 023
Oarti 0,16 0,16 017 0,59 009 -048 022 0,12 -0,10 001 005 006 -0,08 0,11 000
Pera 0,46 0,29 005 011 -0,45 006 0,12 0728 0,13 035 004 0,10 0,10 011 013
Pfluvi -006 0,19 008 0,22 011 004 0,11 017 -0,41 -0,55 021 0,16 0,36 035 038
Plagio 0,20 031 043 -066 015 063 0,30 015 0,47 002 001 020 004 -002 007
Rota -0,41 033 0,19 020 0,40 -004 004 035 007 0,30 008 021 005 -005 007
Sticho 011 022 033 021 013 001 -0,52 -0,56 0,13 023 -0,58 -0,56 0,25 0,24 024
Tinfu 0,13 008 015 005 0,10 001 -0,34 -0,45 0,17 034 021 027 013 012 0,24
Tminu 0,40 039 014 -0,45 -0,40 022 005 034 006 030 011 022 0,28 0,25 0,28
Unigri -0,43 -0,61 016 036 0,45 011 012 0,46 027 0,10 033 0,47 003 001 009
Vaqua 021 035 0,40 0,56 022 034 008 034 0,10 021 0,21 029 016 015 014
Vmicro 034 -0,41 023 0,71 023 -064 013 0,40 0,25 005 0,40 0,48 0,21 -0,20 0,18
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Anexo 10
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Figura 8.1 Diagrama de flujo EDAR Molina de Segura
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Anexo 11

Tabla 8.9 Variables ambientales complementarias
Variable Qrec.ext ZQ.rec.ext Q.rec.int  ZQ.rec.int SSLM %ZSSVLM CondlM PTs af SST af DQOT af DQOs af DQOp af ZDQOs DQO/DBO DBO/DQOs SSTrec Rrec CCM2 CCM3 CCM2:3 CMIDQO) CPTs DQOs/NTs DBOS/NTs

ML1 30543 227 25359 189 7380 9l 3530 62 340 1132 851 281 75 1,26 106 14015 19 5126 4718 9844 0141 103 1224 1295
ML2 30540 206 25664 173 7180 Q0 3800 52 280 1110 1010 100 9l 127 087 13359 186 4539 3971 8510 0,193 099 1384 11,99
ML3 32735 254 27048 210 8505 89 3510 65 245 1071 720 351 67 1,26 1,18 15613 184 5774 4389 10163 0,102 093 11,58 1367
ML4 32613 167 19421 Q9 5925 86 3660 6 235 1021 707 314 69 1,28 113 15776 266 5232 4312 9544 0,226 191 11,42 1292
MLS 28391 206 29517 214 5720 89 3420 6 235 1050 705 345 67 1,54 096 14600 255 2943 3324 6267 0,159 1.35 11,69 1327
MLO 36293 246 32960 224 5550 88 3010 53 185 1081 731 350 68 2,15 069 14799 267 4092 3743 7835 0,184 134 11,94 82

ML7 39597 175 33399 148 5600 87 2950 S 150 1100 890 219 80 1,26 099 14506 259 4374 3994 8368 0344 194 17,35 171

ML8 33296 210 33074 208 5565 Q0 3220 74 160 1084 887 197 82 134 091 14101 253 4692 4230 8922 0235 195 1302 11,89
ML 36509 222 33402 203 7710 88 3000 1.6 180 911 659 252 72 1.57 088 17435 226 4265 3544 7809 0133 032 1384 12,18
ML1O 29614 208 25703 181 7210 88 4330 51 220 750 330 420 44 2,19 104 13633 189 4455 3631 8086 0062 096 6,88 713
MLTT 30917 211 28467 194 6600 87 4050 54 220 1020 710 310 70 1,31 11 8547 13 3878 3349 7227 0,151 1,15 14,14 15,54
ML12 40660 278 29701 203 6395 88 4250 53 150 840 551 289 [e'e} 17 09 7890 1,23 3255 6237 Q492 0119 1,13 1296 1162
MLI3 37051 255 30785 212 5360 87 4560 52 145 943 653 290 69 135 107 7454 139 5412 4306 Q718 0171 1,35 9,82 10,53
ML14 34110 193 30518 173 5395 87 3240 42 155 Q929 715 214 77 165 079 7898 146 4014 3371 7385 0223 1,31 1168 92

ML1S 30368 202 29119 194 4900 87 4080 58 150 549 291 258 53 2,14 088 6929 141 3257 2802 6059 0085 171 529 465
ML16 31774 216 26012 177 5200 87 3500 77 255 1127 779 348 69 1.5 096 6776 13 3098 3498 6596 0212 208 1406 1354
ML17 35649 216 31965 193 5570 87 3380 48 150 843 582 261 69 153 095 8392 151 4436 4212 8648 0,166 137 106 1002
ML18 21129 143 25154 170 5925 87 3350 5 230 1143 787 356 69 1.4 104 8695 147 3738 3654 7392 0,187 1,18 17 17,62
ML19 20688 142 17480 120 5300 86 3480 52 100 473 283 190 60 147 1,14 8601 162 10770 2704 13474 0075 1,38 486 553
ML20 26139 177 20393 138 5340 87 3460 55 230 1009 538 411 59 135 125 18010 337 10632 3317 13949 0,159 1,46 106 133
ML21 24949 159 26871 171 5395 87 3450 43 245 1133 677 456 60 162 103 17810 33 11907 3875 15782 0,189 119 1498 15,44
ML22 21756 135 26204 162 5445 85 3380 42 140 Q13 644 269 71 13 109 4690 086 11405 3493 14898 0,186 121 1474 16,02
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