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RESUMEN

Los problemas derivados de la acumulacién de nitrogeno y fosforo procedentes, en gran
medida, de los vertidos de aguas residuales a mares, rios y lagos ha llevado al creciente
estudio de nuevas tecnologias y métodos de tratamiento de estas aguas residuales, basadas
principalmente en procesos bioldgicos de depuracién. Los procesos biolégicos que tienen
lugar en una EDAR consisten en transformaciones bioquimicas que realizan los

microorganismos durante su crecimiento.

La modelacion matematica de los procesos de crecimiento de las bacterias responsables de
la depuracion de las aguas residuales es fundamental para el disefo, simulacién y control
Optimo de una EDAR. Tradicionalmente, el proceso de nitrificacion, llevado a cabo por dos
grupos de bacterias, era modelado como una Unica etapa en la que el amonio era oxidado a
nitrato. Sin embargo, con el desarrollo de nuevas tecnologias y la aparicién de problemas de
acumulacién de nitrito en algunas EDARs ha surgido la necesidad de considerar el nitrito
como un nuevo componente en la modelacion de los procesos bioldgicos. Esto ha llevado a
la aparicion de varios modelos en los que se divide el proceso de nitrificacion en dos etapas:
primero el amonio es oxidado a nitrito y, posteriormente, éste es oxidado a nitrato. La
modelacién del proceso de nitrificacion teniendo en cuenta el nitrito como componente
intermedio conlleva también la modificacion de otros procesos como el crecimiento de

bacterias heterdétrofas empleando nitrito en lugar de nitrato como aceptor de electrones.

Aunque son varios los modelos propuestos considerando la nitrificacion en dos etapas, aun
no hay un modelo con inclusién del nitrito, ampliamente aceptado por la comunidad
cientifica, apropiado para tratar las cuestiones mencionadas y proporcionar un rango de
valores de parametros fiable para reproducir adecuadamente las transformaciones del
nitrito en los sistemas de fangos activos. Ademas, tampoco se ha definido una metodologia
de calibraciéon para estos modelos que facilite la determinacién de los valores de los
parametros incluidos en estos. Por ello, los objetivos generales de esta tesis son el desarrollo
de un modelo general del proceso de nitrificacidn via nitrito que considere tanto la oxidacién
de amonio a nitrito como del nitrito a nitrato y la metodologia de calibracién para los
pardmetros de las bacterias implicadas. Como se pretende validar el modelo en dos sistemas
de operacion con caracteristicas completamente diferentes, un reactor SHARON a escala de
laboratorio y una planta piloto de fangos activados, ha sido necesario el desarrollo de una
metodologia de calibracion adaptada a cada uno de los sistemas. La metodologia de
calibracion del proceso en el reactor SHARON incluye Unicamente la determinacion de los

valores de los pardmetros correspondientes a las bacterias amonioxidantes, ya que son las



Unicas presentes en este sistema. En cambio, en la planta piloto se desarrollan tanto
bacterias nitritoxidantes como amonioxidantes, con lo que la calibracién exige ensayos
enfocados a la determinacion de los parametros de cada grupo de bacterias por separado.
Las metodologias de calibracion estan basadas fundamentalmente en técnicas
respirométricas y en el estudio individualizado de los diferentes procesos involucrados
mediante experimentos en discontinuo realizados en laboratorio. Estas metodologias se han
desarrollado con un especial énfasis en la simplicidad y facilidad para poder reproducirlas
con la frecuencia necesaria y sin la necesidad de un equipo especifico ni técnicas de

laboratorio especialmente complejas.

Las metodologias de calibracion desarrolladas han sido aplicadas en cada uno de los
sistemas mencionados. Mediante la aplicacion de estas metodologias y el seguimiento de las
poblaciones bacterianas presentes en cada uno de los sistemas se ha podido comprobar, en
el caso de las bacterias amonioxidantes, que las bacterias caracteristicas del reactor SHARON
son diferentes a las de la planta piloto, lo que conlleva valores de los pardmetros del modelo
totalmente diferentes. La calibracién del modelo en la planta piloto ha permitido observar
también las diferencias entre las bacterias amonioxidantes y las bacterias nitritoxidantes en
cuanto afinidad por el oxigeno, efecto del pH, velocidad maxima de crecimiento,... Ademas,
la planta piloto fue operada en una primera etapa con la inclusion de un reactor BABE en el
esquema de operacion que posteriormente fue eliminado, lo que ha permitido observar el

efecto que tiene la presencia de este reactor sobre las bacterias calibradas.

Finalmente, el modelo desarrollado ha sido validado en el reactor SHARON mediante el
ajuste del modelo a los resultados experimentales obtenidos a partir del seguimiento
analitico de estos reactores. Las simulaciones realizadas utilizando el modelo matematico
con el conjunto de parametros obtenidos, implementado en el software DESASS, reproducen

con precision los resultados experimentales de los reactores.



RESUM

Els problemes derivats de I'acumulacié de nitrogen i fosfor procedents, en gran manera, dels
abocaments d'aiglies residuals a mars, rius i llacs ha portat a I'estudi creixent de noves
tecnologies i metodes de tractament d'aquestes aiglies residuals, basades principalment en
processos biologics de depuracié. Els processos biologics que tenen lloc en una EDAR
consisteixen en transformacions bioquimiques que realitzen els microorganismes durant el

creixement.

La modelitzacié matematica dels processos de creixement dels bacteris responsables de la
depuracio de les aiglies residuals és fonamental per al disseny, la simulacié i el control optim
d'una EDAR. Tradicionalment, el procés de nitrificacié dut a terme per dos grups de bacteris,
era modelitzat com una Unica etapa en que I'amoni era oxidat a nitrat. No obstant aixo, amb
el desenvolupament de noves tecnologies i I'aparicié de problemes d'acumulacié de nitrit en
algunes EDAR ha sorgit la necessitat considerar el nitrit com un nou component en la
modelitzacié dels processos biologics. Aixo ha portat a I'aparicié de diversos models en que
es divideix el procés de nitrificacio en dos etapes: primer I'amoni és oxidat a nitrit i,
posteriorment, aquest és oxidat a nitrat. La modelitzacié del procés de nitrificacid tenint en
compte el nitrit com a component intermedi comporta també la modificacié d'altres
processos com el creixement de bacteris heterotrofs emprant nitrit en compte de nitrat com

a acceptor d'electrons.

Encara que son diversos els models proposats considerant la nitrificacié en dos etapes,
encara no hi ha un model que incloga el nitrit, ampliament acceptat per la comunitat
cientifica, apropiat per a tractar les qliestions mencionades i proporcionar un rang de valors
de parametres fiable per a reproduir adequadament les transformacions del nitrit en els
sistemes de fangs actius. A més, tampoc s'ha definit una metodologia de calibratge per a
aquests models que facilite la determinacio dels valors dels parametres inclosos en aquests.
Per aix0, els objectius generals d'aquesta tesi sén el desenvolupament d'un model general
del procés de nitrificacio via nitrit que considere tant I'oxidacié d'amoni a nitrit, com de nitrit
a nitrat, i la metodologia de calibratge per als parametres dels bacteris implicats. Com es
pretén validar el model en dos sistemes d'operacié amb caracteristiques completament
diferents, un reactor SHARON a escala de laboratori i una planta pilot de fangs activats, ha
sigut necessari el desenvolupament d'una metodologia de calibratge adaptada a cada un
dels sistemes. La metodologia de calibratge del procés en el reactor SHARON inclou
Unicament la determinacid dels valors dels parametres corresponents als bacteris

amonioxidants, ja que son els Unics presents en aquest sistema. En canvi, a la planta pilot es



desenvolupen tant bacteris nitritoxidants com amonioxidants, amb la qual cosa el calibratge
exigeix assajos enfocats a la determinacié dels parametres de cada grup de bacteris per
separat. Les metodologies de calibratge estan basades fonamentalment en tecniques
respirometriques i en |'estudi individualitzat dels diferents processos involucrats per mitja
d'experiments en discontinu realitzats en laboratori. Aquestes metodologies s'han
desenvolupat amb un especial émfasi en la simplicitat i facilitat per a poder reproduir-les
amb la freqliencia necessaria i sense la necessitat d’'un equip especific ni técniques de

laboratori especialment complexes.

Les metodologies de calibratge desenvolupades han sigut aplicades en cada un dels sistemes
mencionats. Per mitja de I'aplicaci6 d'aguestes metodologies i el seguiment de les
poblacions bacterianes presents en cada un dels sistemes s'ha pogut comprovar, en el cas
dels bacteris amonioxidants, que els bacteris caracteristics del reactor SHARON sén diferents
dels de la planta pilot, la qual cosa comporta valors dels parametres del model totalment
diferents. El calibratge del model a la planta pilot ha permés observar també les diferéncies
entre els bacteris amonioxidants i els bacteris nitritoxidants pel que fa a l'afinitat per
I'oxigen, 'efecte del pH, la velocitat maxima de creixement... A més, la planta pilot va ser
operada en una primera etapa amb la inclusié d'un reactor BABE en I'esquema d'operacié,
qgue posteriorment va ser eliminat, la qual cosa ha permés observar |'efecte que té la

presencia d’aquest reactor sobre els bacteris calibrats.

Finalment, el model desenvolupat ha sigut validat en el reactor SHARON per mitja de
I’'ajustament del model als resultats experimentals obtinguts a partir del seguiment analitic
d’aquests reactors. Les simulacions realitzades utilitzant el model matematic amb el conjunt
de parametres obtinguts, implementat en el programari DESASS, reprodueixen amb precisid

els resultats experimentals dels reactors.



SUMMARY

The problems resulting from the accumulation of nitrogen and phosphorus from discharges
of wastewater to sea, rivers and lakes have increased researches about new technologies
and methods for wastewater treatment, mainly based on biological processes. Biological
processes taking place in a WWTP consist of biochemical transformations carried out by

microorganisms during their growth.

Mathematical modeling of bacterial growth processes responsible for the wastewater
treatment is essential for WWTP design, simulation and optimal control. Traditionally, the
nitrification process, carried out by two groups of bacteria, was modeled as a single-stage
process in which the ammonium was oxidized to nitrate. However, the development of new
technologies and the emergence of problems caused by the accumulation of nitrite in some
WWTPs make necessary to consider the nitrite as a new component in biological models.
This fact led to the development of several models that considers the nitrification as a two-
stage process: firstly, ammonia is oxidized to nitrite and subsequently nitrite is oxidized to
nitrate. Modeling nitrification process considering nitrite as a model component involves
also the modification of other processes like the growth of heterotrophic bacteria using

nitrite instead of nitrate as electron acceptor.

Although there are several models in the literature that considers the nitrification as a two-
stage process, not yet there is a model considering nitrite as a model component, widely
accepted by the scientific community. There is not a general model appropriate to address
the above mentioned issues and to provide a range of parameter values to reproduce
adequately reliable transformations of nitrite in activated sludge systems. In addition, there
is not a defined calibration methodology for these models to determine the values of the
parameters included in these models. Therefore, the main objectives of this thesis are to
develop a general model of nitrification process that considers both the oxidation of
ammonium to nitrite and the oxidation of nitrite to nitrate, and to develop the calibration
methodology for the parameters of the bacteria involved. Aimed at validating the model in
two operation systems with completely different characteristics (a laboratory scale SHARON
reactor and activated sludge pilot plant) two calibration methodologies have been
developed. As the evaluated systems were different these methodologies were different
too. The calibration methodology of the SHARON reactor includes only the determination of
the parameters values for ammonia-oxidizing bacteria (AOB) because these bacteria are the
only ones present in this reactor. By contrast, in the activated sludge from the pilot plant

both ammonia-oxidizing bacteria and nitrite-oxidizing bacteria (NOB) are present. The



calibration methodology includes the determination of the parameters of each group of
bacteria. The calibration methodologies are mainly based on respirometric batch
experiments performed in the laboratory and the individual study of the different processes
involved. These methodologies have been developed with a special emphasis on simplicity.
They can be applied as often as necessary as they do not need a specific laboratory

equipment or particularly complex laboratory techniques.

The developed calibration methodologies have been applied in each of the aforementioned
systems. The application of these methodologies and the FISH technique for monitoring of
bacterial populations present in both systems have demonstrated that the ammonia-
oxidizing bacteria present in the SHARON reactor are different from the ammonia-oxidizing
bacteria present in the pilot plant. Different bacteria involved completely different values of
the model parameters. The model calibration in the pilot plant has also shown the
differences between ammonia-oxidizing bacteria and nitrite-oxidizing bacteria, as oxygen
affinity, effect of pH, maximum growth rate,... In addition, the pilot plant was operated
according to two different treatment schemes. The first one included a BABE reactor to
enhance nitrification process. In the second one the BABE reactor was removed, making it
possible to observe the effect of the presence of this reactor on AOB and NOB model

parameters.

Finally, the model has been validated in the SHARON reactor by the fit of model predictions
to the experimental results obtained in these reactors. Simulations carried out using the
mathematical model with the obtained parameters reproduce accurately the experimental

results of these reactors.
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Capitulo 1. Introduccion

1 Introduccion.

1.1 Generalidades del tratamiento de aguas residuales.

1.1.1 Introduccion.

El agua es un recurso imprescindible para la vida humana y por ello es necesaria una gestion
adecuada de ésta que permita un suministro en buenas condiciones y proteja los recursos
hidricos existentes. El aumento de la poblacién en los nucleos urbanos, el desarrollo
industrial y la creciente actividad agropecuaria ha aumentado la cantidad de vertidos a
medios naturales hasta limites que superan la capacidad de autodepuracion de estos medios
receptores. Los vertidos estan deteriorando /a calidad del agua, variable importante tanto
en lo que respecta a la caracterizacion ambiental como desde la perspectiva de Ia
planificacion hidroldgica. Se entiende por calidad de un agua al conjunto de caracteristicas

fisicas, quimicas y bioldgicas que hacen que el agua sea apropiada para determinado uso.

Como respuesta al problema de la contaminacién de los medios acuaticos se han ido
disefando soluciones factibles para restar el impacto que los vertidos causan al medio. Para
asegurar la calidad suficiente requerida en los diferentes usos del agua ha surgido diversa
normativa que establece estandares y criterios de calidad especificos que definen los
requisitos (expresados como rangos cuantitativos de una serie de caracteristicas

fisicoquimicas y bioldgicas) que ha de reunir un determinado agua para un fin concreto.

Un agua residual es aquella que procede de la utilizacién de un agua natural, o de lared, y es
recogida mediante una red de alcantarillado para su envio a una planta depuradora. Ya que
estas aguas residuales tienen que reunir unos criterios de calidad para su vertido al medio
receptor, deben ser sometidas previamente a un tratamiento que permita obtener un agua
apta para el vertido. En el tratamiento de las aguas residuales se emplean tanto procesos
fisicos como procesos quimicos y bioldgicos. Este agua residual una vez tratada pasa a
denominarse vertido cuando son desaguadas al medio receptor. La composicidon del agua
residual y el destino de vertido son los factores que mas influyen sobre el proceso de
depuracion de esta. El origen del agua residual es un aspecto determinante de gran parte de
sus caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas. Las aguas se clasifican en dos grupos

generales segun su origen: aguas residuales urbanas o domésticas y aguas industriales.
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1.1.2 Contaminacion del medio natural.

Los tipos de contaminacién que pueden afectar a un medio natural se clasifican segun el

factor ecolégico que altere, aunque suelen afectar a mas de un factor.

e Contaminacion fisica. Las sustancias que modifican factores fisicos, pueden no ser
téxicas en si mismas, pero modifican las caracteristicas fisicas del agua (sélidos en
suspension, turbidez y color, tensoactivos, temperatura) y afectan a la biota acudtica.

e Contaminacion quimica. Algunos efluentes cambian la concentracién de los
componentes quimicos naturales del agua causando niveles anormales de los mismos o
introducen sustancias extrafias al medio ambiente acudtico. En este sentido es en el que
puede hablarse propiamente de contaminacién (salinidad, pH, sustancias marcadamente

toxicas, desoxigenacion, contaminacion por agentes bidticos).

El hecho de que los procesos de contaminacion estén cada vez mas extendidos ha llevado a
que términos como eutrofizacion sean actualmente cada vez mas conocidos. De forma
intuitiva se puede definir el proceso de la eutrofizacidn como el enriquecimiento de
nutrientes de las aguas superficiales, principalmente nitrégeno en forma de nitrato, nitrito o
amonio y fésforo en forma de ortofosfato. Podria parecer que este hecho es bueno para el
desarrollo de los seres vivos, sin embargo puede constituir un problema. Si existe exceso de
nutrientes crecen en abundancia las plantas y otros organismos por lo que se produce una
disminucién drastica del contenido de oxigeno en el agua y ademas se disminuye la
transparencia del agua pudiendo provocar la desaparicion de la vegetacion del fondo. De
esta forma, la masa de agua pierde su calidad y las aguas dejan de ser aptas para la vida, y en

general, para el uso al que estaban predeterminadas.

La causa de la eutrofizacion es siempre una aportacién de nutrientes de muy diversa
procedencia, tanto natural como de origen humano. Las fuentes naturales producen,
normalmente, cantidades limitadas de nutrientes. Son, por tanto, los aportes humanos los
que favorecen la eutrofizacion, denominandose eutrofizacion antropogénica o cultural. Estas
aportaciones humanas pueden ser de naturaleza muy diversa, dependiendo de la fuente de
descarga. Asi que en funcién del origen del vertido, se pueden distinguir diferentes tipos de

contaminacién de aguas (Tabla 1).



Capitulo 1. Introduccion

TIPOS DE CONTAMINACION

A.- FUENTES NATURALES:

de nitrégeno por microorganismos,...).

El aporte de nutrientes a un medio acudtico de forma natural depende principalmente de sus
condiciones geomorfoldgicas, climaticas y bioldgicas (poca profundidad que favorece la
penetracion de la luz, suelos ricos en nutrientes, poco movimiento del agua, climas cdlidos,
erosion y arrastre de nutrientes por precipitaciones abundantes, rocas sedimentarias que aportan
mayor cantidad de fésforo por escorrentia, descomposicién y excrecidon de organismos, fijacion

B.- FUENTES ANTROPOGENICAS:
B.1.- Urbanas o domésticas.

Las aguas residuales urbanas contienen Ny P
procedente, principalmente, de los desechos
humanos y de los productos de limpieza. Las
aguas residuales urbanas presentan una cierta
homogeneidad en cuanto a composicion vy
carga contaminante, ya que sus aportes van a
ser siempre los mismos. Pero esta
homogeneidad tiene unos margenes muy
amplios, ya que las caracteristicas de cada
vertido urbano van a depender del nicleo de
poblacién en el que se genere (nimero de
habitantes, la existencia de industrias,...).

B.2.- Actividad productiva.

— Industrias. En algunos tipos de industria
puede darse presencia de nutrientes en sus
vertidos. La contaminacidon de origen industrial
es una de las que produce un mayor impacto,
por la gran variedad de materiales y fuentes de
energia que pueden aportar al agua: materia
organica, metales pesados, incremento de pH vy
temperatura, radioactividad, aceites, grasas, etc.
Entre las industrias mds contaminantes estan las
petroquimicas, agroalimentarias, energéticas
(térmicas, nucleares, hidricas, etc.), papeleras,
siderurgicas, alimenticias, textiles y mineras.

— Agricultura y ganaderia. La contaminacion de
origen agricola se produce principalmente por el
uso de fertilizantes, plaguicidas, pesticidas,
biocidas y abonos, que son arrastrados por el
agua de riego, llevando consigo sales
compuestas de nitrégeno, fdsforo, azufre y
trazas de elementos organoclorados que pueden
llegar al suelo por lixiviado y contaminar las
aguas subterrdneas. En las explotaciones
ganaderas, la contaminacidon procede de restos
organicos que caen al suelo y de vertidos de
aguas cargadas de materia organica.

— Otras. Otras fuentes de contaminacién de
origen antropogénico son los vertederos de
residuos, tanto urbanos como industriales, la
contaminacidon por restos de combustibles, la
contaminacion del agua por fugas en
conducciones y depdsitos de caracter industrial,
las mareas negras, ocasionadas por el vertido de
petréleo crudo sobre el mar,...

Tabla 1. Tipos de contaminacion segun el origen del vertido.
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1.1.3 Los nutrientes en las aguas residuales.

1.1.3.1 El nitrégeno en las aguas residuales.

Por los problemas de eutrofizacion en los ambientes acuaticos naturales y debido también a
que el amoniaco es toxico para las especies acuaticas, la eliminacidén del nitrégeno de las
aguas residuales se ha convertido en una preocupacion emergente en todo el mundo
(Tchobanoglous et al., 2003). A continuacidon se describen las formas en las que se encuentra

el nitrégeno en las aguas residuales y sus principales efectos negativos.

1.1.3.1.1 Formas del nitrégeno.

El nitrégeno en las aguas residuales se puede encontrar en diferentes formas (N organico,
NH.", NO,  y NO3) y en concentraciones variables. Normalmente en las aguas residuales
urbanas el nitrégeno suele presentarse mayoritariamente en sus formas reducidas, es decir,
como nitrégeno orgdnico y amoniacal, en proporciones de un 40% y un 60%
respectivamente, mientras que la presencia de las formas nitricas y nitrosas es inferior a un
1 % (EPA, 1993) (ver Figura 1). A la suma del nitrégeno asociado a los compuestos organicos
y el que se encuentra en forma amoniacal se le denomina N-Kjeldahl; y las formas de nitrito
y nitrato se les conocen como N-Nitrico. Inicialmente, el nitrégeno presente en el agua
residual se encuentra principalmente en forma de nitrogeno orgéanico (urea y proteinas),
pero este nitréogeno organico es transformado rdpidamente en nitrégeno amoniacal, a partir
de las reacciones enzimaticas, en forma de NH; o NH,". La forma predominante es el NH,"
como consecuencia del pH caracteristico del agua residual; aunque para pH muy basicos el
equilibrio se desplaza hacia la forma no ionizada (la Ec.- 1 muestra la relacidon entre estas
dos formas). El nitrégeno nitrico suele presentarse en forma de NOs™ ya que el NO, es muy
inestable, al ser facilmente oxidable a NO3'. Si existe acumulacion de NO; en el medio, éste
mantiene un equilibrio quimico con el HNO, en funcién del pH y la temperatura (Ec.- 2). La
presencia de NO;3™ en el agua residual afluente a una depuradora suele ser baja, alrededor de
un 1%, debido a que el nitrato es usado como aceptor de electrones en ausencia de oxigeno,

situacidn caracteristica del alcantarillado por donde circula el agua residual.

TAN oy —6334
NH; = 10-pH Ke™ = oT+273 Ec- 1
e

Donde TAN (nitrégeno amoniacal total) = NH3 + NH,"
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Ec.- 2

Donde TNO2 (nitrito total) = HNO, + NO;’

La Figura 1 relaciona las diversas formas y fracciones en las que se puede encontrar el
nitrégeno en las aguas residuales. La suma de las concentraciones permite conocer el

contenido total de nitrégeno.

N Nitrico

<1%

N Organ Amonio
40 % 60 %

Nitrito Nitrato

Figura 1. Formas y fracciones del nitrégeno en las aguas residuales.

1.1.3.1.2 Problemas del nitrogeno como contaminante.

Las formas idnicas (reactivas) de nitrogeno inorganico mas comunes en los ecosistemas
acudticos son el amonio, el nitrito y el nitrato. Estos iones pueden estar presentes de manera
natural en el medio acuatico, sin embargo, las actividades humanas han alterado de manera
significativa el ciclo global del nitrogeno (y de otros elementos quimicos), aumentando su
disponibilidad en muchas regiones del planeta como consecuencia de fuentes puntuales y
difusas de contaminacién. Asociados a esta contaminacidén generalizada aparecen los
siguientes problemas medioambientales en los ecosistemas acuaticos: (1) acidificacion de
rios y lagos con baja o reducida alcalinidad; (2) eutrofizacién de las aguas y proliferacion de
algas toéxicas; (3) toxicidad directa de los compuestos nitrogenados para los animales
acudticos. Ademads, la contaminaciéon por nitrégeno inorganico podria inducir efectos

perjudiciales sobre la salud humana (ver Tabla 2).
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v Acidificacion: el diéxido de azufre (SO,) y los éxidos de nitrégeno (NO, NO,) emitidos a la
atmosfera pueden reaccionar con otras moléculas (H,0, OH’, Os) y formar acido sulfarico (H,S0,) vy
acido nitrico (HNOs3). Al depositarse estos acidos sobre las aguas superficiales puede incrementar,
ademas de la concentracién de SO,y NO5", la concentracién de H' y, en consecuencia, reducir el
valor del pH del agua (Schindler, 1988; Baker et al., 1991).

v Eutrofizacién y aparicién de algas téxicas: el incremento de los compuestos nitrogenados puede
promover el desarrollo, mantenimiento y proliferacién de los productores primarios (fitoplancton,
algas bentodnicas, macréfitos), contribuyendo a la eutrofizacion de los ecosistemas acuaticos
(Wetzel, 2001; Anderson et al., 2002; Smith, 2003; EEA, 2005). Como se ha descrito en apartados
anteriores, la eutrofizacion puede producir diversos efectos ecolégicos y toxicoldgicos, los cuales
estan directa o indirectamente relacionados con la proliferacion de los productores primarios.

v" Toxicidad de compuestos nitrogenados: concentraciones elevadas de amonio, nitrito y nitrato
pueden provocar una toxicidad directa sobre los organismos del medio.

Amoniaco. El NH; es muy Nitrito. Tanto el NO, como el Nitrato. Lo mismo que en el
toxico para los animales HNO, son bastante téxicos. Sin caso del NO,, la accién toéxica
acudticos, mientras que el NH,” embargo, ya que en los del NOs es debida basicamente
es mucho menos téxico. La ecosistemas acuaticos la a la conversion de los

concentracion de NO, suele ser
mayor, los iones nitrito son
considerados los principales

accioén toéxica del NH; puede ser
debida a una o mas de las
siguientes causas (Camargo y

pigmentos respiratorios en
formas que son incapaces de
transportar y liberar oxigeno.
Sin nitrato

Alonso, 2006): 1) destruccion
del epitelio branquial; 2)
estimulacion de la glucdlisis y
supresion del ciclo de Krebs; 3)
inhibicion de la produccion de
ATP y reduccion de sus niveles;
4) alteracion de la actividad
osmorreguladora; 5) disrupcion
del sistema inmunoldgico.

responsables de la toxicidad. La
acciéon toxica del nitrito es
debida fundamentalmente a la
conversion de los pigmentos
respiratorios en formas que son
incapaces de transportar vy
liberar oxigeno, lo cual puede
causar asfixia y la muerte
(Camargo y Alonso, 2006).

embargo, el
presenta una menor toxicidad
que el nitrito y el amoniaco
como resultado de su baja
permeabilidad branquial, lo
cual hace que su absorcion a
través de las branquias sea mas
limitada (Camargo y Alonso,
2006).

v Efectos sobre la salud humana: la ingestidn directa de nitritos y nitratos a través del agua puede
provocar diferentes efectos negativos sobre la salud humana. Los bebés pueden sufrir
metahemoglobinemia, manifestando los sintomas tipicos de cianosis, taquicardia, convulsiones,
asfixia, y en ultimo término la muerte (Fewtrell, 2004). Algunas evidencias cientificas sugieren que la
ingestion prolongada de nitratos y nitritos podria contribuir al desarrollo de linfomas y canceres,
enfermedades coronarias, infecciones del tracto respiratorio, y malformaciones en los recién
nacidos (Camargo y Alonso, 2006). Indirectamente, la acumulacion de nutrientes de los ecosistemas
acuaticos y la proliferacion de algas téxicas pueden causar también efectos adversos. La ingestion de
agua o alimentos que contengan toxinas algales puede dar lugar a trastornos fisioldgicos (nauseas,
vomitos, diarrea, gastroenteritis, neumonia, dolores musculares, etc.) y diversos sindromes de
intoxicacion (PSP, NSP, ASP) que, en ultimo término, pueden desembocar en la muerte de la
persona afectada (Chorus, 2001; Landsberg, 2002; Busse et al., 2006). Ademas, la eutrofizacion de
las aguas puede favorecer el desarrollo de organismos transmisores o causantes de enfermedades
infecciosas (malaria, encefalitis, colera, etc.).

Tabla 2. Efectos negativos de la acumulacidon de compuestos nitrogenados.
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1.1.3.2 El fosforo en las aguas residuales.

En las aguas residuales el fésforo se puede presentar en forma de ortofosfatos (POs>,HPO,%,
H,PO4,H3PQ,), polifosfatos (P,07) y como fdsforo organico (Figura 2). La mayor contribucién
al fésforo total de las aguas residuales es de los ortofosfatos, que junto a los polifosfatos y a

una pequefia porcidn del fésforo orgdnico constituyen todas las formas solubles del fésforo.
)

P total

[ = ] roip [ oz ]
(sol) (sol)
Y
P org Porg
(susp) (sol)

Figura 2. Formas del fosforo en las aguas residuales.

Las fuentes de fosforo a las aguas superficiales son muy diversas. Del total de las entradas de
fosfatos a las aguas superficiales europeas, el 24% proviene de residuos humanos en las
aguas residuales, el 11% del empleo de detergentes, el 34% de la ganaderia, el 7% de la
industria, el 16% del empleo de fertilizantes y el 10% restante debido a procesos naturales
de erosion (Centre Européen d’Etudes des Polyphosphates). Es decir, cerca de la tercera

parte de las aportaciones de fosfatos a las aguas superficiales proviene de aguas residuales.

El contenido en fosfatos de las aguas residuales urbanas procede fundamentalmente de
fuentes humanas, detergentes, desechos de comida, aditivos alimenticios y otros productos.
Se estiman en 0,3-0,4 kg/persona/afio en la orina mas 0,18-0,2 kg/persona/afio en las heces,
mas una estimacion de 0,18 kg/persona/afio procedentes de detergentes y otros productos

de limpieza domésticos. Es decir, en total 0,66-0,78 kg/persona/afio (Balmér, 2004).

1.1.4 Meétodos en la depuracion de aguas residuales.

Las aguas residuales constituyen un importante foco de contaminacion de los sistemas
acudticos, siendo necesarios los sistemas de depuracion antes de evacuarlas, como medida
importante para la conservacion de dichos sistemas. La depuracion de las aguas residuales
es un proceso que persigue eliminar, en la mayor cantidad posible, la contaminacion que
lleva un vertido antes de que éste incida sobre un cauce receptor, de forma que los niveles
de contaminacidon que queden en el efluente ya tratado puedan ser asimilados de forma

natural.
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Hay distintos tipos de tratamiento de las aguas residuales donde cada uno de los métodos
especificos se clasifican en operaciones unitarias. Las operaciones unitarias pueden ser
operaciones unitarias fisicas, operaciones unitarias quimicas y operaciones unitarias
bioldgicas. Una planta depuradora de aguas residuales estd formada por la combinaciéon de
las operaciones unitarias necesarias para conseguir cumplir los requisitos de vertido

marcados para el efluente. Entre la Tabla 3 se enumeran los tratamientos mas usuales.

a) Fisicos Sedimentacidn.
Flotacién. Natural o provocada con aire.
Filtracion. Con arena, carbdn, ceramicas, etc.
Evaporacion.
Adsorcion. Con carbdn activo, zeolitas, etc.
Desorcion (Stripping). Se transfiere el contaminante al aire (ej. amoniaco).
Extraccion. Con liquido disolvente que no se mezcla con el agua.

b) Quimicos  Coagulacion-floculacion. Agregaciéon de pequefias particulas usando coagulantes y
floculantes (sales de hierro, aluminio, polielectrolitos, etc.)

Precipitacion quimica. Eliminacion de metales pesados haciéndolos insolubles con la
adicidon de lechada de cal, hidréxido sédico u otros que suben el pH.

Oxidacion-reduccion. Con oxidantes como el perdxido de hidrégeno, ozono, cloro,
permanganato potdsico o reductores como el sulfito sddico.

Reduccion electrolitica. Provocando la deposicion en el electrodo del contaminante. Se usa
para recuperar elementos valiosos.

Intercambio idnico. Con resinas que intercambian iones. Se usa para quitar dureza al agua.
Osmosis inversa. Haciendo pasar al agua a través de membranas semipermeables que
retienen los contaminantes disueltos.

Desinfeccion. Destruye, selectivamente, los organismos causantes de enfermedades. El
método mas utilizado es la cloracion, desinfeccidn con ozono y con radiacion UV.

c) Bioldgicos. Usan microorganismos que se nutren con diversos compuestos de los que contaminan las
aguas. Los floculos que se forman por agregacién de microorganismos son separados en
forma de lodos.

Lodos activos. Se afiade agua con microorganismos a las aguas residuales en condiciones
aerobias (burbujeo de aire o agitacion de las aguas).

Filtros bacterianos. Los microorganismos estan fijos en un soporte sobre el que fluyen las
aguas a depurar. Se introduce oxigeno suficiente para asegurar que el proceso es aerobio.
Biodiscos. Intermedio entre los dos anteriores. Grandes discos dentro de una mezcla de
agua residual con microorganismos facilitan la fijacidn y el trabajo de los microorganismos.
Lagunas aireadas. Se realiza el proceso bioldgico en lagunas de grandes extensiones.
Degradacidn anaerobia. Procesos con microorganismos que no necesitan oxigeno para su
metabolismo.

Tabla 3. Tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos de las aguas residuales.

Las aguas residuales se pueden someter a diferentes niveles de tratamiento, dependiendo
del grado de purificacién que se quiera. Es tradicional hablar de tratamiento primario,
secundario,..., aunque muchas veces la separacién entre ellos no es totalmente clara. Asi se

pueden distinguir:

v Pretratamiento. El pretratamiento prepara las aguas residuales para continuar el
tratamiento mediante la reduccion o eliminacidén de caracteristicas no favorables del agua

que de otro modo podria impedir la operacidon o aumentar excesivamente el mantenimiento
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de los procesos intermedios y de los equipos. Es un proceso en el que usando rejillas y cribas

se separan restos voluminosos como palos, telas, plasticos,...

v Tratamiento primario. Hace sedimentar los materiales suspendidos usando tratamientos
fisicos o fisico-quimicos. En algunos casos dejando simplemente las aguas residuales un
tiempo en grandes tanques o, en el caso de los tratamientos primarios mejorados,
afladiendo al agua contenida en estos grandes tanques, sustancias quimicas quelantes que
hacen mas rapida y eficaz la sedimentacién. También se incluyen en estos tratamientos la

neutralizacion del pH y la eliminacidn de contaminantes volatiles como el NH; (desorcidn).

v" Tratamiento secundario. Elimina las particulas coloidales y similares. Puede incluir
procesos biolégicos y quimicos. El proceso secundario mds habitual es un proceso biolégico
en el que se facilita que las bacterias digieran la materia organica que llevan las aguas. Este
proceso se suele hacer llevando el efluente que sale del tratamiento primario a tanques en
los que se mezcla con agua cargada de fangos activos (microorganismos). Posteriormente se
conduce este liquido a tanques cilindricos, con seccién en forma de tronco de cono, en los
gue se realiza la decantacién de los lodos. Separados los lodos, el agua que sale contiene
muchas menos impurezas y puede ser devuelta a la naturaleza para que continde su ciclo o

pasar por una serie de tratamientos mas avanzados para mejorar la calidad.

v Tratamientos terciarios. El tratamiento terciario va mas alld del nivel de tratamiento
secundario convencional para eliminar cantidades significativas de N, P, metales pesados,
compuestos organicos biodegradables, bacterias y virus. Ademas de los procesos biolégicos
de eliminacién de nutrientes, las unidades de operacion usadas frecuentemente para este
propdsito incluyen la coagulacion quimica, floculacién y sedimentacidn, seguido por la
filtracion y carbdén activado. También es usual la desinfeccion del efluente para la
eliminacion de agentes infecciosos. Sistemas menos frecuentemente utilizados incluyen
procesos de intercambio iénico y ésmosis inversa para la eliminacién de iones especificos o

para la reduccion de los sélidos disueltos.

En una EDAR ademas de la linea de aguas se encuentra también la linea de fangos donde se
tratan los fangos o lodos obtenidos en los tratamientos de las aguas descritos
anteriormente. La Figura 3 muestra un esquema simple con las principales partes de una

EDAR dividida en las dos lineas de tratamiento que la componen.
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===LINEA DE AGUA: >

Tratamiento
Fisicoquimico
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Figura 3. Esquema simple de una EDAR.

1.1.5 Procesos de eliminacion bioldgica de nutrientes.

1.1.5.1 Procesos de eliminacion biolégica de nitrogeno.

En las EDARs urbanas, entre un 5-10 % del nitréogeno total contenido en el agua residual
influente es eliminado en la decantacion primaria en forma de nitrégeno organico
particulado. Por otro lado, en un sistema de fangos activados convencional, se elimina entre
un 10-30 % del nitrégeno total para satisfacer las necesidades nutricionales de la biomasa,
gue se estiman entre un 12-13 % en peso de la biomasa formada (Sedlak, 1991). En la
mayoria de los casos esta eliminacién no es suficiente para conseguir cumplir requisitos de
vertido por lo que se requiere de la aplicacién de tratamientos adicionales. El proceso mas
aceptado y utilizado corresponde con el proceso bioldgico en dos etapas de nitrificacion —
desnitrificacidon, que se basa en transformar el nitrégeno contenido en las aguas residuales

en nitrégeno gas (Figura 4). A continuacidn se describen en detalle cada una de estas etapas.

Nitrégeno orgdnico
(proteinas, urea)

Descomposicion bacteriana e hidrdlisis
e w—

/ N\

/ Nitrégeno

Nitrégeno orgénico Nitrégeno organico
A—Asimilacion—| g 8 > 8 8

II amoniacal (células) " (crecimiento neto)
I 0> |
| 2 v Lisis y auto-oxidacion
| Nitrito :
l| [Carbono organico
Oz ) '
[y . i e S ~
‘\ Nitrato + » Nitrégeno gaseoso ,
/
\- ------- s Jeam ¢ aun ¢ e o amp o Emm ¢ Emm o = e =+ - o = -
\ /

Figura 4. Transformaciones del nitrégeno en los procesos de tratamiento bioldgico (Metcalf y Eddy, 1995).
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1.1.5.1.1 Nitrificacion.

La nitrificacion consiste en la transformacion del nitrégeno amoniacal en nitrato por accion
de un conjunto de bacterias autétrofas nitrificantes. Las bacterias encargadas de realizar
este proceso utilizan el carbono inorganico (CO, o HCO3) como fuente de carbono, y
obtienen la energia necesaria para su crecimiento a partir de la oxidacidon del nitrégeno
amoniacal. La nitrificacién del nitrégeno amoniacal se realiza en dos etapas llevadas a cabo
por dos grupos diferentes de microorganismos (bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes).

Las correspondientes reacciones bioquimicas representativas de cada etapa son:

Primera etapa

+ 3 Amonioxidantes _ +
NHy +50, NO; + 2H* + H,0 Ec.- 3
Segunda etapa
NOZ_ + l 02 Nitritoxidantes N03_ Ec.- 4

2

En las reacciones bioquimicas de ambas etapas se produce energia que es utilizada por los
microorganismos para el crecimiento y mantenimiento celular. Para condiciones habituales
de operacion en una EDAR, la primera etapa corresponde con la etapa limitante del proceso

de nitrificacion, por lo que la reaccidn energética global queda representada por la Ec.- 5.

NH} + 20, —— NO3 + 2H* + H,0 Ec.- 5

También se ha de considerar la reaccion de sintesis de los microorganismos implicados, que
como se ha comentado anteriormente, asimilan una fraccidon del amonio del agua residual
para el tejido celular. Esta reaccion de sintesis, asumiendo como férmula quimica de la

biomasa CsH;NO,, corresponde con la Ec.- 6.

4C0, + HCO3 + NH} + H,0 —— C<H,NO, + 50, Ec.- 6

Por tanto, la reaccién global representativa del proceso de nitrificacion obtenida a partir de

las reacciones de oxidacion y sintesis corresponde con la Ec.- 7.

4C0, + HCO3 + 22NH} + 370, — C<H,NO, + 21NO3 + 20H,0 +42H* Ec.- 7

Teniendo en cuenta esta reaccién global se puede observar como en el proceso de

nitrificacion se produce un consumo considerable de alcalinidad, cada mg/l de N-NH,4
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oxidado provoca una disminucion de 7.14 mg/| de alcalinidad expresada como CaCOs, lo que

provoca un importante descenso del pH del medio.

En la etapa de nitrificacion se consigue oxidar el nitrégeno amoniacal a nitrato, pero para
transformar ese nitrato a nitrégeno gas, y por tanto poder reducir el contenido de nitrégeno

del agua residual, se requiere de una segunda etapa, denominada desnitrificacién.

1.1.5.1.2 Desnitrificacion.

La segunda etapa del proceso bioldgico de eliminacion de nitrégeno es la desnitrificacién. El
proceso de desnitrificacion es el proceso biolégico mediante el cual las bacterias
heterdtrofas facultativas, en ausencia de oxigeno, utilizan el nitrato como aceptor de
electrones para degradar la materia organica. De este modo, las bacterias, en presencia de
una fuente de carbono, reducen el nitrato a nitrégeno gas dando fin al proceso de

eliminacidn bioldgica de nitrégeno.

Para que este proceso tenga lugar de forma eficiente es fundamental mantener condiciones
andxicas (término que se emplea para indicar la ausencia de oxigeno disuelto en el medio y
la presencia de nitrato como aceptor de electrones) en el reactor, ya que las bacterias
heterdtrofas facultativas prefieren utilizar el oxigeno como aceptor de electrones antes que
el nitrato. El crecimiento bacteriano en presencia de nitrato resulta menos eficiente que el
crecimiento en presencia de oxigeno, ya que no se genera la misma cantidad de energia en
forma de ATP por unidad de DQO degradada (Brock, 1994).

La reaccion general de desnitrificacion utilizando metanol como fuente de carbono, se

representa a partir de la siguiente ecuacion:

6NO; + 5CH;0H —— 3N, + 5C0,+7H,0 +60H™ Ec.- 8
Si en la anterior reaccién se considera la sintesis de biomasa (CsH;NQO,), la degradacidn de la
materia organica del agua residual como fuente de carbono (considerada como C1gH1903N) vy

el consumo de nitrégeno amoniacal como nutriente, la reaccion global de eliminacion de
nitrato se puede escribir como (WEF y ASCE, 1998):

NO3 + 0.345C,oH,905N + H* + 0.267HCO3 + 0.267NH;} Ec.- 9
—>0.612CsH,0,N + 0.5N, + 0.655C0,+2.3H,0
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Como se puede observar en esta reaccion, el proceso de desnitrificacion compensa la
disminucién de alcalinidad del proceso de nitrificacion ya que en el proceso de
desnitrificacion aumenta el pH. Este aumento del pH se produce como consecuencia del

consumo de protones.

Los esquemas de eliminacién bioldgica de nitrégeno mas empleados se describen a

continuacion.

1.1.5.1.3 Esquemas de tratamiento.

Los esquemas de tratamiento para la eliminacién bioldgica de nitrégeno alternan las fases
aerobias y andxicas bajo diferentes condiciones de operacién. Estos esquemas se clasifican

en 2 tipos atendiendo al nUmero de etapas de decantacion:

e Sistemas de cultivo simple. Estos sistemas utilizan el mismo cultivo biolégico para
realizar los procesos de eliminacién de materia orgdnica, nitrificacion vy

desnitrificacion.

e Sistemas de cultivo multiple. Estos procesos se llevan a cabo por diferentes cultivos
bioldgicos. Asi, en estos sistemas, un cultivo realiza las operaciones de eliminacién
de materia organica y nitrificacion y otro cultivo distinto el proceso de

desnitrificacion.

Los procesos simples son los mas utilizados, ya que los sistemas de cultivo multiple
presentan unos elevados costes de construccidon y operacion, que en algunos casos se
incrementan debido a la necesidad de adicionar metanol u otra fuente de carbono para que

se pueda llevar a cabo el proceso de desnitrificaciéon (WEF, ASCE, 1992).

Los procesos simples, pueden ser clasificados a su vez, en funcion de la posicion relativa de

las etapas aerobia y andxica, en sistemas de predesnitrificacion y postdesnitrificacion.

e Sistemas de predesnitrificacion. Son aquellos en los que el agua residual es tratada
primero en una etapa anoxica y posteriormente en una aerobia. Los nitratos llegan al
reactor anoxico por medio de una corriente de recirculacidén interna del reactor
aerobio al reactor andxico, utilizandose para la desnitrificacion la materia organica
contenida en el agua residual. Esta alternativa supone una reducciéon en las

necesidades de oxigeno requeridas para la eliminacién de la materia orgdnica
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carbonosa porque parte de la materia organica es eliminada utilizando nitrato como

aceptor de electrones.

e Sistemas de postdesnitrificacion. En este caso, el agua residual es tratada primero en

una etapa aerobia y posteriormente en una andxica. En estos sistemas la materia

organica contenida en el agua residual es consumida en la etapa aerobia y se hace,

por tanto, necesaria la adicién de una fuente de carbono externa en la posterior

etapa andxica.

Los esquemas de tratamiento de sistemas de cultivo en suspensién mas importantes, se

muestran en la Figura 5.

Afhente

Aerobio Anéxico Decantador Eugnte
Secundario:
\I:w

Recirculacién de
fangos

(a) Wurhmann

Alluente Efluenta
Anéxico Aerobio —p Decantador
Secundario
4 s
Recirculacian de
nitralos Purga
Recirculacién de "
fengos

(c) Ludzack-Ettinger modificado

Afluente

Efluente
# Anoxico Aerobio Decantador sen
Secundario
T’

Recirculacién de
fangos

(b) Ludzack-Ettinger

Recirculacion de

Efluente
=" Decantador
Secundario

Decantador
Secundario

Anéxico

3 ~
Racirculacion de
nitratos
Recirculacién de o
fangos
(e) Bardenpho

Figura 5. Esquemas de eliminacion biolégica de nitrégeno. (a) Wuhrmann, (b) Ludzack-Ettinger, (c) Ludzack-

Ettinger modificado, (d) Canal de oxidacion, (e) Bardenpho.

e Esquema Wuhrmann. Corresponde con un proceso de tipo postdesnitrificacion. Por

tanto, este esquema requiere la adiciéon de una fuente de carbono orgdnico en el

reactor anoxico para que tenga lugar el proceso de desnitrificacion, obteniéndose

por lo general bajos rendimientos en eliminacion de nitrégeno. (Figura 5 (a)).
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e Esquemas Ludzack-Ettinger y Ludzack-Ettinger modificado. Son procesos de
predesnitrificacidn. La diferencia entre ambos procesos radica en que, en el proceso
modificado, la corriente de recirculacién interna (de nitratos) es independiente de la
recirculacion de fangos. En el esquema LE la recirculacién de fangos conlleva también

la recirculacién de nitratos (Figura 5 (b) y (c)).

e Esquema Bardenpho. Representa una variacion del esquema Ludzack-Ettinger
modificado, afadiendo dos etapas mds al proceso. Estas dos etapas comprenden, un
reactor andxico o de postdesnitrificacién y un reactor aerobio o de postaireacién. En
la etapa de postdesnitrificacion la materia organica utilizada es la procedente de la
degradacion de la biomasa enddgena. De esta manera, se consigue un aumento en el
rendimiento de eliminacion de nitréogeno oxidado. La etapa de postaireacién elimina
por arrastre el N, gas formado durante la desnitrificaciéon, mejorando de esta forma

la sedimentabilidad del fango. (Figura 5 (e)).

e Canal de oxidacion. En estos sistemas, el agua residual se hace circular alrededor de
un canal ovalado o circular donde se lleva a cabo la nitrificacidon y desnitrificacion del
agua mediante la alternancia de zonas aerobias y andxicas. Como se puede observar
en la Figura 5 (d), la zona aerobia comienza en la zona de aireacién y se extiende
hasta que el oxigeno disuelto disminuye a cero. Entre este punto y el aireador se
establece la zona andxica. La entrada de agua residual y la recirculacion de nitratos se
establece al inicio de la zona andxica para utilizar el carbono del agua residual en la

desnitrificacion. (Figura 5 (d)).

1.1.5.2 Procesos de eliminacion bioldgica de fésforo.

Las primeras investigaciones sobre la eliminacion biolégica de fésforo comenzaron en los
afios 50. Concretamente, en 1955, Greenburg et al, (1955) advirtieron que ciertos
microorganismos presentes en un proceso de fangos activados eran capaces de acumular

mas cantidad de fésforo que la estrictamente necesaria para su crecimiento.

La observacion anterior constituye la base de los procesos de eliminacion bioldgica de
fésforo. En una planta convencional de fangos activados, las bacterias utilizan Unicamente el
fosforo necesario para satisfacer sus necesidades metabdlicas, lo que da lugar a unas tasas
tipicas de eliminacion del orden del 20%. En cambio, en una planta disefiada para llevar a
cabo la eliminacién de fdsforo, se crea el medio necesario para favorecer la proliferacion del

tipo de bacterias que son capaces de almacenar fésforo en cantidades mayores a las
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requeridas por su metabolismo (Brett et al., 1997). A estas bacterias se las conoce como

bacterias acumuladoras de polifosfatos (PAO, Polyphosphate Accumulating Organisms).

Para que la eliminacién bioldgica de fosforo tenga lugar en las estaciones depuradoras de
aguas residuales, es necesario someter a la biomasa a unas condiciones de ausencia de
oxigeno y nitrato, es decir anaerobias, antes de entrar a una fase donde esté presente el
aceptor de electrones, fase andxica (cuando el nitrato estd presente) o a una fase aerobia

(cuando es el oxigeno el que esta presente) (Baetens, 2001).

Cuando el agua residual entra en una fase anaerobia, las bacterias PAO, son capaces de
almacenar dacidos organicos de cadena corta, especialmente acido acético, en forma de
polimeros internos llamados polihidroxialcanoatos (PHA). Las principales formas de estos
polihidroxialcanoatos son el poli-beta-hidroxibutirato (PHB) y el poli-beta-hidroxivalerato
(PHV), siendo PHB el formado cuando el sustrato principal es acetato. La energia necesaria
para almacenar este polimero la obtienen de la descomposicidn del glucégeno almacenado
intracelularmente y de la hidrélisis del polifosfato (poli-P). Durante este proceso el fosfato es
liberado al medio produciendo un incremento de la concentracién de ortofosfatos en el
mismo. A esta fase anaerobia debe seguirle una fase aerobia o una fase andxica. Bajo
condiciones 6ptimas, cuando se llega a la fase aerobia o andxica no deben quedar ya acidos
grasos volatiles por lo que, bajo estas condiciones, las bacterias PAO utilizan la fuente de
carbono almacenada internamente durante la fase anaerobia, PHB. Mediante esta
utilizacion del PHB se obtiene la energia necesaria para el crecimiento, produccién de
glucégeno y almacenamiento del ortofosfato presente en el agua en forma de poli-P,
asegurando de este modo las reservas de energia necesarias para la posterior etapa
anaerobia. Este proceso permite un incremento en la eliminacién neta de fésforo mayor que
el producido por la sola sintesis celular de las bacterias heterdtrofas no acumuladoras de

polifosfatos.

El fosforo eliminado mediante este proceso, almacenado en forma de poli-P, es extraido del

sistema a través del fango en exceso después de la etapa aerobia o andxica.

1.2 Nuevos procesos bioldgicos para la eliminacion del nitrégeno amoniacal.

Tal y como se ha comentado, el método biolégico convencional de eliminacién de nitrégeno
implica una secuencia de etapas de nitrificacion y desnitrificacion heterétrofa, pero existe la

posibilidad de mejorar las estrategias bioldgicas de eliminacion de nitréogeno para

proporcionar un mayor rendimiento en el proceso a un menor coste. Los estudios se centran
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en las limitaciones técnicas y econdmicas durante la nitrificacién-desnitrificacion de aguas
residuales con alta carga de nitrégeno y baja carga de carbono organico (Paredes et al.,
2007), lo que es caracteristico del sobrenadante de la deshidratacién de fangos y de algunas
aguas residuales industriales. Recientemente se han propuesto nuevos procesos de

eliminacion de nitrégeno.

1.2.1  Procesos de Nitrificacion — Desnitrificacion simultdneos (proceso SND).

El proceso SND (Simultaneous Nitrification and Denitrification) indica que la nitrificacién y
desnitrificacion ocurren al mismo tiempo en un Unico reactor (Keller et al., 1997; Helmer y
Kunst, 1998). Existen dos mecanismos en este tipo de proceso: fisico y bioldgico (Robertson
y Kuenen, 1984; Baumann et al., 1996; Hibiya et al., 2003). EI mecanismo fisico es que el
proceso SND sucede como la consecuencia de los gradientes de la concentracién de oxigeno
disuelto (OD) dentro de los fléculos de fango activado o biofilms debido a las limitaciones en
la difusion (Figura 6). Las bacterias autétrofas nitrificantes se encuentran en las regiones
aerobias con OD por encima de 1-2 mg/l, mientras que las bacterias desnitrificantes se

desarrollan en las zonas andxicas con una concentracion de OD < 0.5 mg/I (Zhu et al., 2008).

Perfil de oxigeno disuelto
dentro del fléculo

Z. Aerobia

Z. Aerobia

Z.Andxica
.

<
Difusién de oxigeno M

Fléculo grande Flculo pequefio

Y

Figura 6. Esquema del perfil de OD dentro de los floculos microbianos. Pochana y Keller, 1999.

El mecanismo biolégico del proceso contradice al concepto tradicional de ingenieria de los
procesos de nitrificacidon autdtrofa aerobia y desnitrificacion heterétrofa andxica. En aguas
residuales y suelos se han identificado muchas especies de heterdtrofas nitrificantes y
aerobias desnitrificantes (Patureau et al., 1998; Hu y Kung, 2000; Kim et al., 2005). Desde un
punto de vista microbioldgico, el proceso es consecuencia de la oxidacion de NH,; por
heterdtrofas nitrificantes y la reduccion de NOs/NO, por desnitrificantes aerobias (Robertson
et al., 1988, 1995; Wyffels et al., 2003).

El proceso SND ha aportado ventajas sobre los procesos convencionales (Pochana et al.,
1999; Zhang et al., 2005). Con una desnitrificacién y nitrificacién que tiene lugar al mismo
tiempo en tanques aireados, el proceso puede reducir los costes de tanques andxicos, y

simplificar el proceso general de disefio.
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Hay tres factores importantes en el proceso SND: fuente de carbono, concentracién de OD y
tamariio del floculo (Lee et al., 2001; Holman y Wareham, 2005). El carbono orgdnico es
critico en el proceso debido a que una DBO alta provoca la inhibicion de las bacterias
autoétrofas nitrificantes mientras que una baja DBO conduce a una deficiencia de dadores de
electrones para las desnitrificantes (Tam et al. 1992). La concentracion de OD tiene un doble
efecto en su rendimiento (Pochana y Keller, 1999; Hu et al., 2005; Zhang et al., 2005). Una
baja concentracién de OD suprime el proceso de nitrificacion mientras que concentraciones
altas inhiben a la desnitrificacién. Por ultimo, algunos investigadores atribuyen la aparicién
del proceso SND al tamafiio de los fléculos del fango activo, que normalmente se encuentra
entre 80-100 um (Li y Ganczarczyk, 1990, 1993; Pochana y Keller ,1999). El proceso SND
tiene lugar normalmente en fléculos de tamano grande (> 125 um) debido a la limitacién en

la difusion del oxigeno.

1.2.2  Proceso de nitrificacion parcial — desnitrificacion (proceso SHARON).

El proceso de nitrificacion parcial es aquel en el que la nitrificacidon se detiene tras la primera
etapa (el amonio se transforma en nitrito, pero éste no es oxidado a nitrato). El proceso de
nitrificacion parcial puede ser acoplado con el proceso de desnitritacion (desnitrificaciéon a
partir de nitrito) para reducir el nitrito a nitrogeno gas (N,). El proceso acoplado seria llevado
a cabo mediante alternancia de condiciones aerobias y andxicas. La Figura 7 muestra la
posible ruta metabdlica en el proceso de nitrificacién parcial — desnitritacion. Comparado
con el proceso tradicional de nitrificacidon y desnitrificacidon via nitrato, el proceso tiene las

siguientes ventajas (Beccari et al., 1983; Turk y Mavinic, 1989; Peng y Zhu, 2006):

1.- El 25% menos de consumo de oxigeno en la fase aerobia implica un ahorro importante de
energia en el proceso completo.

2.- El requerimiento de dadores de electrones es de hasta un 40% menor en la fase andxica.
3.- La velocidad de desnitrificacién a partir de nitrito es 3 a 5 veces mayor que la de

desnitrificacidn a partir de nitrato (Gee y Kim, 2004).
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Figura 7. Ruta metabdlica para nitritacion-desnitritacion.

Se ha comprobado que el proceso de nitrificacién parcial via nitrito es técnicamente factible
y econémicamente favorable, especialmente cuando se tratan aguas residuales con alta
concentracién de amonio o baja relacion C:N (Turk y Mavinic, 1989; Villaverde et al., 1997).
Un proceso donde se aplica el concepto de nitrificacidn parcial es el proceso SHARON (Single
reactor system for High Ammonium Removal Over Nitrite process). Este proceso, primer
proceso a gran escala con nitrito como intermedio, es operado en un reactor continuo de
tanque agitado y es efectivo para la eliminacién de nitrégeno de las aguas residuales con
alto contenido en nitrégeno (Hellinga et al., 1998; Jetten et al. 1997a). El sistema ha sido
usado para el tratamiento de aguas residuales procedentes de la deshidratacién del fango
primario, de residuos de fangos activos, de secadoras de fangos y de incineradoras (Van
Dongen et al., 2001).

La eliminacion del sistema de las bacterias nitritoxidantes es un punto critico para el proceso
de nitrificacion parcial ya que estas bacterias oxidan el nitrito a nitrato y convierten una
nitrificacion parcial en nitrificacién completa (Picioreanu et al., 1997; Hellinga et al., 1998;
Hidaka et al., 2002; Peng y Zhu, 2006; Magri et al,. 2007a). Hay diferentes pardmetros para
eliminar del sistema de forma selectiva a las bacterias nitritoxidantes, donde se incluye la
concentracion de OD, temperatura, TRC, concentracién de sustrato, inhibidores quimicos,...
Es posible alcanzar una nitrificacidon parcial mediante la regulacion de uno o mas de estos
factores. Es necesario considerar la viabilidad econdmica cuando se estdn utilizando estos

parametros de control del proceso.

Se han definido diferentes concentraciones de OD para llevar a cabo la nitrificacién parcial,
que van desde 0.3 a 2.5 mg/I (Wyffels et al. 2004a, 2004b). Altas concentraciones de OD (> 2

mg/I) podrian convertir la nitrificacion parcial en completa, mientras que concentraciones
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inferiores a 0.5 mg/l puede reducir considerablemente la tasa de nitrificacién. Se ha
verificado en diversos estudios que una concentracion de 1.0-1.5 mg O,/I es adecuada para
la nitrificacion parcial — desnitrificacion en sistemas reales de tratamiento de aguas
residuales urbanas (Hanaki et al., 1990; Hao et al., 2002a; Peng et al., 2003).

Las bacterias amonioxidantes tienen mayor tasa maxima de crecimiento que las bacterias
nitritoxidantes a una temperatura de 20 2C, mientras que la tasa de crecimiento de las
bacterias amonioxidantes fue menor que la de las nitritoxidantes a temperaturas inferiores a
15 oC (Hellinga et al., 1998). Por lo tanto, una alta temperatura no solamente favorece al
crecimiento de las amonioxidantes, también incrementa la diferencia entre las tasas de
crecimiento de ambas grupos de bacterias (Balmelle, 1992; Hunik, 1993; Yoo et al., 1999).
Debido al efecto de la temperatura las bacterias amonioxidantes necesitan mayor tiempo de
retencion celular (TRC) que las nitritoxidantes a temperaturas por debajo de 15 2C, mientras
qgue la tendencia se invierte a temperaturas por encima de este valor. Por ello,
amonioxidantes y nitritoxidantes pueden ser selectivamente acumuladas con un ajuste
apropiado del TRC (Hellinga et al., 1998). Seleccionando un adecuado TRC es posible llevar a
cabo en el reactor el lavado de las bacterias con un crecimiento mas lento, las bacterias
nitritoxidantes, permitiendo la oxidacién del amonio pero no del nitrito. El N del agua
residual fue eliminado via nitrito en un proceso SHARON usando un TRH aerobio menor de 2
dias (Jetten et al., 1997a; Mulder et al., 2001; Helio et al., 2004).

La concentracion de sustrato usado en el sistema va a influir en la poblacién de bacterias que
se desarrollaran en este, ya que dentro de las bacterias amonioxidantes se encuentran
grupos de bacterias que crecen mas rapidamente que otras (Zheng et al., 2004). Aquellas
especies de bacterias amonioxidantes con un crecimiento mas lento tienen una gran
afinidad por el sustrato y son dominantes en sistemas con una baja concentracion de
amonio, mientras que aquellas especies que crecen mas rapidamente tienen baja afinidad
por el sustrato y prosperan a altas concentraciones de este. En los procesos de nitrificacion
parcial a altas concentraciones de amonio (> 50 mg/l), como el proceso SHARON, las
bacterias dominantes seran aquellas con un crecimiento mas rapido (Surmacz-Gorska et al.,
1997). Por otro lado, las altas concentraciones de acido nitroso y amoniaco pueden tener
efectos negativos sobre la nitrificacién. Las concentraciones de estos componentes estan
relacionadas con la temperatura y el pH en el medio. El efecto de inhibicién por parte del
HNO; sobre las bacterias amonioxidantes es mayor a pH mds bajos y es limitado a pH altos (a
una concentracion de nitrito de 300 mg/l la concentracién de HNO, oscila desde 0.52 a
0.00525 mg/l a pH entre 6.0 y 8.0) (Hellinga et al., 1998). Aunque hay diversos estudios

donde se considera la inhibicién de las bacterias por las altas concentraciones de NHjs, otros
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determinaron que la inhibicidn por salinidad es mas importante que la propia concentracion

del sustrato (Claros et al., 2010).

1.2.3  Proceso de oxidacion de amonio en condiciones anaerobias (proceso ANAMMOX).

El proceso de oxidacién de amonio en condiciones anaerobias (ANAMMOX, Anaerobic
Ammonia Oxidation), desarrollado por la Universidad de Delft en los anos 90, es un proceso
de bajo coste para eliminacidn de N de las aguas residuales (van Graaf et al., 1995; Strous et
al., 1999; Fux et al., 2002). En el proceso ANAMMOX, el amonio es oxidado a nitrégeno gas
por bacterias amonioxidantes anaerobias con el nitrito como aceptor de electrones. Al ser
bacterias autétrofas no se necesita adicionar carbono porque el CO, funciona como la
principal fuente de carbono (van Graaf et al., 1996). La ecuacion Ec.- 10 muestra la
estequiometria del proceso ANAMMOX (Jetten et al., 1999). Debido a las bajas tasas de
crecimiento de las bacterias involucradas en este proceso, los sistemas para su desarrollo
requieren de altos TRC para mantener adecuadas concentraciones de biomasa,

especialmente durante la puesta en marcha (Zhu et al., 2008).

NH} + 1.31NO; + 0.066HCO; + 0.13H" & 1.02N, + 0.26NO3 + 0.066CH,0 5Ny 15 + 2.03H,0 Ec.- 10

Pocos afios después del descubrimiento del proceso ANAMMOX, Van de Graff et al., 1997
propusieron una posible ruta metabdlica para el proceso (Figura 8, izquierda). La Hidracina
(N,H4) y la Hidroxilamina (NH,OH) se sabe que son algunos productos intermedios del
proceso Anammox (Van de Graff et al., 1997; Schalk et al., 1998; Jetten et al., 1999).
Recientemente, ha sido propuesta una nueva ruta metabdlica por Strous et al. (2006) que se
muestra también en la Figura 8 (derecha). Strous et al. (2006) propusieron una ruta
involucrando al oxido nitrico (NO) como intermediario en lugar de la hidroxilamina, como se

habia asumido previamente.

Van de Graff et al., 1997 Strous et al., 2006
NH," NH,OH «— NO, — NO;
Ph
7 / +

N,H, [2H] NH,

l/ [/ZH] NO, — NO 4>¢—> NoH, —> N,

/
[N2H,],7
/
l/
N>

Figura 8. Posibles rutas metabdlicas para el proceso ANAMMOX.
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1.2.4 Combinacion de los procesos de nitrificacion parcial y ANAMMOX.

El proceso ANAMMOX puede ofrecer una alternativa para el tratamiento de la corriente de
deshidratacién de fangos, ademas, de otras corrientes con alto contenido en nitréogeno y
bajo contenido en carbono. En el proceso ANAMMMOX el amonio y el nitrito son
consumidos de forma casi equimolar, por lo que podria ser combinado con un proceso de
nitritacion parcial, tal como el proceso SHARON (van Dongen et al.,, 2001), donde
Unicamente la mitad del amonio sea oxidado a nitrito (Figura 9). Como muestra la figura
parte del amonio del agua residual es oxidado a nitrito y el efluente de este proceso, que
contiene amonio y nitrito a partes iguales, sirve como influente al proceso Anammox,

convirtiendo amonio/nitrito en nitrégeno gas.

o, 0.95N,
NH;"—>  NHet —0.05 NO;—>
4 NITRITACION NO, ANAMMOX ' 3
0,—>

Figura 9. Proceso combinado nitrificacion parcial —- Anammox.

Ambos procesos autétrofos aumentarian la sostenibilidad del tratamiento de aguas
residuales ya que se omite la necesidad de la adicion de carbono (reduccién del 100% de
fuente de carbono externa), el consumo de oxigeno se reduce en un 50 % (Van Hulle et al.,,
2005) y la emisién de oxido nitroso durante la oxidacién de amoniaco es considerablemente
menor (Jetten et al., 1997). Ademas el bajo rendimiento de las bacterias Anammox lleva a

una baja produccion de fangos, lo que supone ahorros en el tratamiento de estos.

Sin embargo hay una serie de problemas en este proceso combinado:

v El oxigeno residual en el efluente del proceso de nitrificacién parcial podria inhibir a
la actividad de las bacterias Anammox ya que son muy sensibles al oxigeno.

v' La relacién éptima de NH,"/NO, en el proceso Anammox es de 1.0:1.3. Esta relacién
puede ser dificil de mantener de forma estable con el tiempo, debido a la
participacion de complejas reacciones bioquimicas y diversos grupos de

microorganismos en el proceso.
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Un reparto del influente, segin se muestra en la Figura 10, entre los dos reactores
(nitrificacidon parcial y proceso Anammox) puede reducir la competencia entre los dos grupos
de bacterias (Zhu et al., 2008).

—2.31 NH," I ,
1.31 NH," 1 NH,
v v
NITRITACION [ 13 NO> = s\nammox 02 NOs—>
Aireacic’m—f

Figura 10. Esquema mejorado del proceso combinado nitrificacion parcial - Anammox.

1.2.5 Procesos para eliminacion de N con oxigeno limitado (procesos CANON y OLAND).

En muchos estudios se observo la eliminacion de nitrégeno de las aguas residuales que
contenian amonio y cantidades limitadas de carbono organico bajo condiciones de oxigeno
limitado. Se descubrié que el proceso que se llevaba a cabo en estos casos combinaba una
nitritacion parcial con oxidacion andxica de amoniaco en un solo reactor o biofilm (Khin y
Annachhatre, 2004), produciéndose una eliminacion de grandes cantidades de amonio sin
necesidad de afiadir una fuente de carbono y con bajas concentraciones de OD. Ademas las
investigaciones determinaron que el proceso involucra al NH; como dador de electrones y al
NO, como aceptor, con el N, como principal producto de reaccién (Helmer et al., 1999;
Helmer y Kunst, 1998; Helmer et al., 2001; Siegrist et al., 1998).

El uso de técnicas moleculares tales como PCR (polymerase chain reaction) y FISH
(fluorescence in situ hydridization) para detectar la presencia de bacterias Anammox en
sistemas de biofilm mostraron la presencia de Kuenenia stuttgartiensis (una de las bacterias
Anammox identificadas) en estos estudios (Egli et al., 2001; Helmer-Madrok et al., 2002;
Pynaert et al., 2003). Con métodos similares se demostrd también la presencia en el sistema
de bacterias amonioxidantes y la ausencia o casi ausencia de bacterias nitritoxidantes. Los
resultados sugieren que la interaccién de estos dos grupos de bacterias (involucrando
procesos de nitritacion y Anammox) bajo condiciones de oxigeno limitado resulta en una

conversion completa del amonio a nitrégeno gas mediante bacterias autdtrofas.

Se han desarrollado dos procesos que utilizan el principio de ausencia de carbono organico y
condiciones de oxigeno limitado en un solo reactor o biofilm: (1) proceso autétrofo de

eliminacién de nitrégeno sobre nitrito (CANON, Completely Autotrophic Nitrogen removal

25



Capitulo 1. Introduccion

Over Nitrite) y (2) proceso autétrofo de oxigeno limitado de nitrificacién-desnitrificacion
(OLAND, Oxygen Limited Autotrophic Nitrification Denitrification). Estos dos procesos

difieren entre si Unicamente en la configuracién del reactor.

Bajo condiciones de oxigeno limitado, los dos grupos de bacterias involucrados en los
procesos de nitritacion y Anammox convierten secuencialmente el amonio a nitrito y
después a nitrégeno gas en un mismo reactor. Las amonioxidantes convierten el amonio a
nitrito (Ec.- 11). El nitrito producido por las amonioxidantes puede ser usado como aceptor
de electrones con el amonio como dador de electrones para el proceso Anammox (Ec.- 12).
La ecuacién combinada de ambas reacciones (Ec.- 13) muestra la reaccién que tiene lugar
en el proceso CANON (Third et al., 2005a). Como muestra esta ecuacién, la mayoria del

amonio presente en el agua residual es convertido a nitrégeno gas y una pequefa cantidad

de nitrato.
1.3NH;} + 1.950, & 1.3NO; + 2.6H* + 1.3H,0 Ec.- 11
NHj +1.3NO; o 1.02N, + 0.26N03 + 2H,0 Ec.- 12
NH; + 0.850, < 0.44N, + 0.11NO3 + 1.13H* + 1.44H,0 Ec.- 13

Como ocurre en el proceso de nitritacidn, las bacterias nitritoxidantes en el proceso CANON
compiten por el oxigeno con las amonioxidantes. Bajo condiciones con limitacion de
oxigeno, como las amonioxidantes tienen una mayor afinidad por éste comparado con las
bacterias nitritoxidantes, las nitritoxidantes quedan fuera del proceso. Las bacterias
nitritoxidantes también compiten por el nitrito con las bacterias anammox. Pero la ausencia
de OD favorecera a las bacterias anammox sobre las nitritoxidantes. Las bacterias Anammox
son inhibidas por el oxigeno, incluso en condiciones microaerébicas, por lo tanto, es
necesario un control estricto del oxigeno para garantizar microambientes andxicos en el
reactor o biofilm para hacer posible el proceso Anammox. Asi que el proceso CANON es una
integracion de la nitrificacion parcial y el proceso Anammox en un Unico reactor. Este
proceso es econdmicamente favorable ya que puede llevarse a cabo en condiciones de
oxigeno limitado ademds de no requerir una fuente externa de carbono organico, porque es

un proceso completamente autdtrofo (Sliekers et al., 2002; Third et al., 2005)).

El proceso OLAND puede ser considerado como una variacién del proceso CANON. Las

ecuaciones del proceso se pueden resumir asi (Verstraete and Philips, 1998):

0.5NH; + 0.750, < 0.5NO; + H* + 0.5H,0 Ec.- 14
0.5NH; 4+ 0.5NO, < 0.5N, + H,0 Ec.- 15
NHf +0.750, & 0.5N, +H* + 1.5H,0 Ec.- 16
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La ecuacién Ec.- 14 muestra la oxidacion del amonio usando 0.75 moles de oxigeno por cada
0.5 moles de amonio. La ecuacién Ec.- 15 muestra el proceso Anammox usando el amonio
como dador de electrones y el nitrito como aceptor y produciéndose nitrégeno gas. Hay que
destacar que la ecuacion usada para el metabolismo Anammox en el proceso OLAND es
ligeramente diferente a la ecuacion que describe este mismo metabolismo en el proceso
CANON. En el proceso OLAND, el amonio y el nitrito se asume que reaccionan en una
relacion de uno a uno produciendo Unicamente nitrégeno gas. En cambio, en el proceso
CANON se asume una relacidn de nitrito a amonio de 1.3 y se produce tanto nitrégeno gas
como nitrato. La ecuacién general del proceso OLAND (Ec.- 16) muestra unos
requerimientos de oxigeno ligeramente menores que en el proceso CANON. Ya que las
ecuaciones de ambos procesos muestran diferencias minimas, esto sugiere que ambos
procesos estan describiendo la misma ruta de eliminaciéon. Por lo tanto, estos procesos
pueden ser denominados de forma colectiva como procesos de eliminacion de nitrégeno con

limitacién de oxigeno.

El proceso de eliminacidn de nitrégeno con limitacion de oxigeno es una alternativa eficiente
a la eliminacién convencional de nitrogeno que supone un ahorro de costes, especialmente
para el tratamiento de aguas residuales que contienen altas concentraciones de amonio
pero carecen de carbono organico. Es un proceso autétrofo que requiere pequeiias
cantidades de oxigeno, lo cual conlleva ahorro de espacio y energia. El consumo de oxigeno
es un 63 % menor y los requerimientos de carbono organico son un 100 % menos,
comparado con los requerimientos para un proceso convencional de nitrificacion —

desnitrificacion (Kuai y Verstraete, 1998).
1.2.6 Oxidacion desnitrificante de amonio (proceso DEAMOX).

Recientemente, se ha descrito un nuevo concepto, que también tiene por objetivo combinar
procesos Anammox con otro proceso de eliminacién de nitrégeno proporcionando este
ultimo el nitrito necesario para las reacciones Anammox. La oxidacidén desnitrificante de
amonio (DEAMOX, DEnitrifying AMmonium OXidation) combina el proceso Anammox con
condiciones desnitrificantes usando sulfuro (S*) como dador de electrones para reducir
nitrato a nitrito (Kalyuzhnyi et al., 2006; Paredes et al., 2007). Este nuevo concepto de

tratamiento estd destinado para aguas residuales con altas concentraciones de NH," y %
La Figura 11 muestra el diagrama de flujo del proceso DEAMOX, asi como las principales

reacciones involucradas. El primer paso consiste en el pretratamiento en un reactor

anaerobio del influente que contiene nitrégeno organico y sulfato (mineralizacion
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anaerdbica del nitrégeno orgdnico). Una parte del efluente de este primer paso, que
contiene amonio y sulfuro, es usado para alimentar al reactor nitrificante, donde el amonio
es oxidado a nitrato. El efluente de este segundo reactor es llevado al reactor DEAMOX junto
con la parte restante del efluente del reactor anaerobio. El reparto entre el reactor
anaerobio y andxico dependerd de la composicién del agua residual, especialmente de las
concentraciones de amonio y sulfato. Dentro del reactor DEAMOX el nitrato es reducido a
nitrito con el sulfuro como dador de electrones. La presencia de nitrito y amonio en el
reactor DEAMOX también propicia la reaccibn Anammox. Se ha comprobado
experimentalmente la existencia de actividad Anammox dentro de un reactor DEAMOX
después de 410 dias de operacion. Es necesaria la realizacion de nuevos estudios para
verificar este punto. La presencia de sulfuro de hidrogeno puede provocar la inhibicion de
todas las especies involucradas en el sistema. Ademas, este nuevo concepto de tratamiento

estd limitado a aguas residuales con elevado contenido en sulfato (Kalyuzhnyi et al., 2006).

Influente Reactor Efluente
e — Nitrificante —NO, (+NO,)—| —
Reactor Reactor
Anaerobio 1 DEAMOX
——NH,", HS" >

R.Anaerobio: N —org+ SO?~ - NHj + HCO; + CH, + HS™
R. Nitrificante: NH} + 0, - NO3 + NO;
{4N03‘ + HS™ - 4NO; + Soj‘}

R.DEAMOX:
NH} + NO; — N, + 2H,0

Figura 11. Esquema y reacciones del proceso DEAMOX.

1.2.7 Proceso de incremento de la biomasa nitrificante (Proceso BABE).

El principal criterio de disefio para un proceso de fangos activados con nitrificacion es el TRC
requerido por las bacterias autdtrofas nitrificantes. El TRC requerido aumenta
considerablemente en zonas con clima frio. Sin embargo, por adicidn de bacterias autétrofas
nitrificantes al reactor de fangos activados es posible reducir el TRC necesario en el proceso.
Esto puede ser considerado como una opcion para mejorar el proceso. Se puede usar esta
estrategia para conseguir una nitrificacion completa en sistemas con alta carga, o liberar
espacio en plantas con buena nitrificacion para desnitrificacion. Este proceso de adicion de
bacterias se puede realizar con fango nitrificante cultivado externamente a la planta, pero

tiene dos desventajas:
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o Las bacterias introducidas podrian no ser el tipo de autdtrofas nitrificantes 6ptimo
para la planta especifica y,
o sise anaden células suspendidas, estas son eliminadas de forma muy efectiva por los

protozoos del fango.

De aqui el interés en producir bacterias autdtrofas nitrificantes en un reactor continuo
inoculado con fango del reactor aerobio y alimentado con el efluente de la digestidon. De esta
forma las bacterias autétrofas nitrificantes que se desarrollan en el fango son las que estan
presentes en el sistema, estas crecen dentro de fléculos de fango y por lo tanto no son
degradadas por los protozoos. Ademas, la carga de N para la planta de tratamiento se

reduce de manera importante (Henze et al., 2008).

Se ha propuesto un esquema de operacidn para integrar el proceso descrito. En este nuevo
sistema desarrollado se utiliza el fango de recirculacion como inéculo del proceso y no es
necesaria una retencién de fango porque las bacterias crecen ya en el fango. Este proceso
recibe el nombre de proceso BABE (Bio-Augmentation Batch Enhanced) (Zilverentant, 1999)
y permite conseguir la nitrificacion completa en sistemas de fangos activados que trabajan a
tiempos de retencién celulares inferiores al 6ptimo para el proceso de nitrificacion. El
proceso es posible gracias al enriquecimiento de la biomasa en bacterias autdétrofas
nitrificantes que se produce al implantar un reactor de nitrificaciéon en la corriente de
recirculacion de fangos. Este nuevo reactor se alimenta con el agua procedente de la
deshidratacion de fangos y un pequefo porcentaje del caudal de recirculacién de fangos. La
Figura 12 muestra un esquema de este proceso. El proceso BABE es ideal para mejorar el
grado de nitrificacién en plantas de tratamiento que se encuentran al limite de su capacidad

con minimas necesidades de espacio.

Reactor
Influente Biologico Efluente
l——Recirculacion |
Reactor Purga
BABE Efluente
deshidratacion

Figura 12. Esquema del proceso BABE.
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El proceso BABE aprovecha la elevada concentracion de N amoniacal del agua de
deshidratacién y la alta concentracion de bacterias autétrofas nitrificantes presentes en la
corriente de recirculacion de fangos respecto de la linea de aguas, para reducir el tiempo de

retencidn necesario para conseguir la nitrificacion.

Diversos estudios muestran que manteniendo un TRC en el reactor BABE relativamente bajo
(varias horas) y sin necesidad de un sistema de retencién de fango se producira el
crecimiento de las bacterias autdtrofas nitrificantes ya presentes en el fango recirculado
(Salem et al., 2003). El volumen del nuevo reactor es bastante inferior al aumento de
volumen que seria necesario para la nitrificacion en la linea de aguas del nitrégeno
amoniacal recirculado. La relacién entre el caudal de agua de deshidratacion y el fango
recirculado es un parametro clave para optimizar el proceso. Un caudal de recirculacién de
fangos demasiado elevado disminuye el rendimiento del proceso porque reduce la
temperatura del reactor (la temperatura de la linea de aguas es inferior a la del agua de
deshidratacién). Por el contrario, un caudal de recirculacién de fangos demasiado bajo
también disminuye el rendimiento del proceso porque reduce la concentracién de bacterias
autotrofas nitrificantes. Las simulaciones realizadas por Salem et al. (2003), para una EDAR
en Holanda mostraban que el rendimiento éptimo (minimo volumen necesario) se obtenia
introduciendo en el reactor un 0.5% del caudal de recirculacion de fangos. De todas formas,
el caudal de recirculacién que permite minimizar el volumen del reactor BABE depende de la
temperatura a la que se encuentra la corriente de recirculaciéon de fangos. Cuanto mayor sea
esa temperatura, el caudal de recirculacion podra incrementarse aumentando la
concentracion de bacterias autotrofas nitrificantes sin que disminuya en exceso la

temperatura.

1.2.8 Comparacion de los diferentes procesos de eliminacion de nitrégeno.

Los diferentes procesos de eliminacién de nitrégeno se muestran en la Figura 13. Como se
ha discutido en esta revision bibliografica, el método convencional de nitrificacién —

desnitrificacion requiere dos reactores para operar en condiciones aerobias y andxicas, altas

cantidades de oxigeno y una fuente de carbono organico.
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(a) —(I\igs)—b Nitrificacion '—(Ijgé)—b Desnitrificacién —(1%20)»
(b) —NH4+—> SND LNy
(100) (100)
NH," .. NO; N
(c) —(100)—> Nitritacion —(100)—> Desnitrificacién (100)—>
NH," Nitritacion | NO,/NH,’ ___Na/NOs’
(d) (100) parcial (50/50) > Anammox (90/10) >
(e) NH," CANON/ | N,/NOs
(100) OLAND (90/10)
(f) — Reactor Nitrificacion =NO; /(NO,)— DEAMOX NNy
(100) Anaerobio _N'E'it;:ola's' f > (90/10)
NH," | NO5 e N,
(g) (100)—> BABE (100)—> Desnitrificacion (100)—>

Figura 13. Diagramas de flujo de: (a) nitrificacion — desnitrificacion convencional, (b) procesos SND, (c)
nitrificacion parcial — desnitrificacion, (d) nitrificacion parcial - Anammox, (e) proceso CANON/OLAND, (f)

Proceso Deamox, (g) Proceso BABE.

Las nuevas tecnologias tienen ventajas en términos de ahorro en volumen de reactores,
aireacion y fuentes de carbono. Cada nueva tecnologia posee caracteristicas prometedoras,
que ofrecen ventajas sobre el método convencional de nitrificacién — desnitrificacién, y

posibles problemas.

En el proceso SND (Figura 13 b) se puede alcanzar el 100% de eliminacién de nitrégeno total,
pero la baja concentracion de oxigeno requerido por este proceso reduce sustancialmente la
tasa de nitrificacion, lo que limita su aplicacién. Por otro lado, la desnitrificacion todavia
puede ser llevada a cabo por desnitrificantes aerobias a altos niveles de OD en el proceso de

lodos activados, pero es dificil de cultivar este tipo de bacterias (Zhu et al., 2008).

El proceso de nitrificacidén parcial — desnitritacién (Figura 13 c) usa el concepto convencional
de nitrificacion - desnitrificacion pero empleando menos oxigeno ya que se oxida solamente

el amonio hasta nitrito. Este método obviamente usa menos recursos, incluyendo menos
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material organico para reducir el nitrito a nitrégeno gas. Sin embargo, su alta temperatura

de operacidn limita su aplicacidn.

El proceso Anammox puede funcionar con altas cargas de nitrégeno y se ha empleado en
plantas de tratamiento a gran escala, pero el problema del abastecimiento de nitrito al
proceso no ha quedado resuelto, y las aguas residuales tratadas todavia contienen nitratos.
Ademas, la inoculacion y el enriquecimiento de bacterias Anammox es dificil. El problema del
suministro de nitrito se ha resuelto mediante la combinacion de la nitrificacién parcial con
Anammox, que proporciona abundante nitrito para las amonioxidantes anaerobias. La
combinacidn del proceso de nitritacién con el proceso Anammox (Figura 13 d) requiere
menos oxigeno y no necesita una fuente de carbono. El proceso Anammox se utiliza

actualmente para el tratamiento del sobrenadante de digestion de fangos.

Los procesos de eliminacion con limitaciéon de oxigeno que se llevan a cabo en un uUnico
reactor o biofilms (Figura 13 e), tal como los procesos CANON y OLAND, poseen claras
ventajas de ahorro de las fuentes de carbono y los costes de aireacion. El reto principal en
este tipo de procesos es el enriquecimiento de microorganismos anaerobios capaces de

oxidar el amonio con nitrito como aceptor de electrones.

El proceso DEAMOX (Figura 13 f) muestra su potencial aplicacién en la eliminacién de

nitrégeno pero esta limitado solamente a aguas residuales con elevado contenido en sulfato.

El proceso BABE (Figura 13 g) es una tecnologia cada vez mas estudiada ya que supone un
incremento en la eliminacidn del nitrégeno de las aguas residuales, sin necesidad de invertir

un volumen alto.

La biologia molecular y la biotecnologia ambiental pueden ayudar a identificar los
microorganismos funcionales, caracterizar las comunidades microbianas y desarrollar
nuevos procesos de eliminacion de nitrogeno. Deben realizarse extensas investigaciones
para aplicar y optimizar estos nuevos procesos en las plantas de tratamiento de aguas
residuales. El mayor esfuerzo de investigacion deberia ser invertido en los sistemas que

combinan estos nuevos procesos para mejorar la eficiencia de eliminacién de nitrégeno.
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1.3 Bacterias responsables del proceso de nitrificacion.

1.3.1  (Clasificacion y caracteristicas de las bacterias.

Como se ha comentado en apartados anteriores, hay dos grupos de bacterias
filogenéticamente distintos que en conjunto realizan el proceso de nitrificacidén. Las
bacterias amonioxidantes obtienen energia mediante la oxidacién del amoniaco no ionizado
(Suzuki et al., 1974) a nitrito, mientras que las bacterias nitritoxidantes oxidan los nitritos a
nitratos. El primer proceso se suele denominar nitritacion mientras que el siguiente recibe el

nombre de nitratacion.

Originalmente, las bacterias responsables del proceso de nitrificaciéon fueron agrupadas en
una familia, llamada Nitrobacteracea, donde las bacterias amonioxidantes se caracterizan
por el prefijo Nitroso- y las bacterias nitritoxidantes se denominan con el prefijo Nitro-
(Watson et al., 1989). Sin embargo, posteriores estudios filogenéticos han concluido que las
bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes no estan tan estrechamente relacionadas (Teske
et al., 1994; Woese et al., 1984, 1985). Las bacterias del género Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus y Nitrosovibrio, participan en la primera etapa de
la nitrificacion, es decir, son bacterias amonioxidantes (Tabla 4). La segunda fase la llevan a
cabo las bacterias del género Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina (Watson,
1971; Watson et al., 1986; Meincke et al., 1989).
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CLASE ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE ‘
. aestuarii
communis
europaea
eutropha

. halophila
marina
nitrosa

. oligotropha
ureae
briensis

. multiformis
tenuis

. multiformis

Nitrosomonas

B -proteobacteria | Nitrosomonadales | Nitrosomonadaceae

Nitrosospira

22z

SILNVAIXOINOWY

Nitrosolobus
Nitrosovibrio

oceani

halophilus
nitrous

mobilis

PHYLUM: Proteobacteria

. . Chromatiaceae Nitrosococcus
y -proteobacteria | Chromatiales

DOMINIO: Eubacteria
=22=2=2

Ectothiorhodospiraceae | Nitrococcus

. alkalicus

. hamburgensis
. vulgaris

. winogradskyi
. gracilis

o - proteobacteria | Rhizobiales Bradyrhizobiaceae Nitrobacter

zZlz=z2=2=2

6 - proteobacteria | Desulfobacterales Noctuoidea Nitrospina

Marina

Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira L
. moscoviensis

SILNVAIXOLIYLIN

PHYLUM
Nitrospirae
==

Nota: estos dos géneros actualmente se incluyen en el género Nitrosospira.

Tabla 4. Clasificacion de bacterias amonioxidantes y bacterias nitritoxidantes.

Todos los miembros de estos dos grupos son bacterias gram-negativas quimioautétrofas. Las
bacterias quimioautdtrofas se caracterizan por la capacidad de utilizar un compuesto
guimico inorganico como fuente de electrones para la inmovilizacién de carbono inorganico
en biomasa. Los quimioautétrofos por lo general son aerobios, emplean el oxigeno como
aceptor final de electrones. La Tabla 5 y Tabla 6 presentan las caracteristicas de los
principales géneros de bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes, respectivamente. Todos
los géneros de nitrificantes se pueden distinguir inicialmente por la forma celular. Hay
bacterias en forma de varilla, elipsoidales, esféricas, espirales, vibrioide o lobular. Todas las
especies tienen la tipica pared celular gram-negativa. Muchas de las bacterias nitrificantes
tienen complejos de membranas intracitoplasmaticos, los cuales se pueden disponer como
vesiculas aplanadas o tubos dispuestos al azar. Las células pueden ser moviles o no moéviles,
y los flagelos de células médviles son polares, laterales o peritricos. Ademas las células se

observan aisladas, en parejas y, ocasionalmente, en cadenas cortas.
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Caracteristicas Género Grupo Habitats
. . Suelos, aguas
Gram-negativas en forma de varillas cortas o largas, .
L. L, . . residuales, agua
moviles (flagelo polar) o inmaviles, sistemas de Nitrosomonas Beta .
el dulce, ambientes
membrana periféricos .
marinos

Esferas grandes, méviles, sistemas de membrana , Agua dulce,

. o Nitrosococcus Gamma . .
vesicular o periférico ambientes marinos
Espirales, moviles (flagelo peritricos), ningun sistema . .

. Nitrosospira Beta Suelos
de membrana obvio
Pleomorfico, lobular, las células compartimentadas .
. ’ oy P ’ Nitrosolobus Beta Suelos
moviles (flagelo peritricos)
Tabla 5. Caracteristicas de las bacterias amonioxidantes.
Caracteristicas Género Grupo Habitats

varillas cortas, se reproducen por gemacion, a veces
moéviles (flagelos terminal Unico) o no mévil, sistema  Nitrobacter Alpha
de membrana organizada como un casquete polar

Suelos, agua dulce,
ambientes marinos

Largas varillas delgadas, inmdviles, sin sistema de

. Nitrospina Delta Ambientes marinos
membrana obvio

Grandes esferas, moviles (uno o dos flagelos
terminales), sistemas de membrana distribuidos Nitrococcus Gamma Ambientes marinos
aleatoriamente en tubos

Células en forma de helicoidal a vibrioide, inmoviles, . . . . Ambientes
. . Nitrospira Nitrospirae .
sin membranas internas marinos, suelos

Tabla 6. Caracteristicas de las bacterias nitritoxidantes.

1.3.2  Ecologia y deteccion de las bacterias.

Las bacterias autdtrofas nitrificantes estan ampliamente extendidas en la naturaleza. Se
encuentran en la mayoria de los ambientes aerobios donde hay presentes considerables
cantidades de amonio. Ambos grupos de bacterias se desarrollan en lagos y corrientes de
agua, que tienen aportes de amonio, y en la termoclina de los lagos, donde tanto el amonio
como el oxigeno estan presentes. Sin embargo, de acuerdo con sus caracteristicas
ecofisiolégicas, se ha observado que varias especies aparecen solo o mayoritariamente en
sitios concretos, por ejemplo, en rios, lagos de agua dulce, lagos salados, océanos, aguas
salobres, plantas de tratamiento de aguas residuales, rocas o piedras naturales de edificios
histéricos, y suelos acidos (Boer et al., 1991; Mansch y Bock, 1998; Koops y Pommerening-
Roser, 2001). Algunas especies tienen un requisito de sal necesario para su desarrollo, otras
prefieren ambientes eutréficos u oligotroficos y pueden tolerar temperaturas altas o bajas
(Golovacheva, 1976; Koops et al., 1991). Ademas, las bacterias nitrificantes se encuentran en

ambientes ya sea con una concentracién de oxigeno baja o condiciones andxicas, como en
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los lagos de la Antartida y a una profundidad de 60 m en los suelos de permafrost (Voytek et
al., 1999, Wagner et al., 2001).

Es posible obtener, cultivos enriquecidos de bacterias autdtrofas nitrificantes mediante el
uso de medios selectivos que contienen amonio o nitrito como dador de electrones vy
bicarbonato como Unica fuente de carbono. Las bacterias autétrofas nitrificantes son
organismos de crecimiento lento. Para la divisidn celular en ambientes naturales, la mayoria
de las especies nitrificantes necesitan de varios dias o semanas, dependiendo del sustrato y

la disponibilidad de oxigeno, asi como de la temperatura y pH.

Las tasas de crecimiento lento de estas bacterias han dificultado los cultivos realizados para
investigar tanto el nimero como la composicidn y dindmica de la poblacidn en diferentes
ambientes. El numero de nitrificantes en sistemas complejos tradicionalmente ha sido
determinado por la técnica del nimero mas probable (NMP) (Matulewich et al., 1975) y
sembrado selectivo de placas. Sin embargo, estas técnicas que requieren mucho tiempo, a
menudo subestiman el numero de bacterias, y no permiten distinciones a nivel de especie
(Belser, 1979; Konuma et al., 2001). Por lo tanto, se han desarrollado otros métodos para la
identificacion in situ y contaje basados en la especificidad de los anticuerpos y las secuencias

de acidos nucleicos con el fin de evitar las limitaciones de la técnica NMP.

Las bacterias autotrofas nitrificantes se pueden detectar en muestras ambientales mediante
el uso de anticuerpos o sondas de oligonucleétidos 16S rRNA. La técnica de anticuerpos
fluorescentes puede ser aplicada para el recuento microscépico directo de bacterias en
muestras complejas (Belser y Schmidt, 1978; Stanley y Schmidt, 1981; Volsch et al., 1990;
Sanden et al., 1994). Pero en la técnica de los anticuerpos, los cuales reconocen epitopos de
la pared celular, las células objetivo tienen que ser aisladas primero como cultivos puros y
los anticuerpos producidos a menudo sélo reconocen unas pocas cepas de una especie
determinada. Posteriormente se desarrollaron los anticuerpos para la deteccién de enzimas
de amonioxidantes y nitritoxidantes (Aamand et al., 1996; Pinck et al., 2001), que salvan los
problemas de los anticuerpos que soélo reconocen epitopos de la pared celular. Estos nuevos
anticuerpos se usaron con éxito en la deteccion de bacterias amonioxidantes vy
nitritoxidantes en muestras ambientales (Bartosch et al., 1999, 2002; Fiencke et al., 2004),

asi como en estudios fisioldgicos de la enzima clave (Pinck et al., 2001).
Otra alternativa es detectar bacterias autétrofas nitrificantes empleando una variedad de
diferentes técnicas que, en general, usan el nucledtido 16S rRNA (Degrange y Bardin, 1995;

Hiorns et al., 1995; McCaig et al., 1999), asi como la secuencia de la enzima clave
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(Rotthauwe et al., 1997; Nold, et al., 2000). El analisis cuantitativo de la estructura de
poblacién de bacterias se puede realizar mediante la aplicacion de sondas de
oligonucledtidos de hibridacién fluorescente in situ (FISH) (Wagner et al., 1995, Mobarry et
al., 1996; Voytek et al., 1999).

1.3.2.1 Técnica de hibridacion in situ (FISH).

La técnica FISH (Fluorescence in situ Hybridization) es un técnica citogenética utilizada para
detectar y localizar la presencia o ausencia de determinadas secuencias de ADN o ARN.
Mediante el analisis FISH podemos identificar “in situ” bacterias que pertenecen a un grupo
taxondmico especifico (especie, género, clase, etc.). Esta técnica utiliza secuencias de
oligonucledtidos marcadas con fluorocromos (sondas), que se unen a la fracciéon 16S del
rRNA de la bacteria diana, produciendo una fluorescencia en las bacterias con la fraccion de
rRNA homdloga (Serafim et al., 2002).

Estas técnicas se basan en la aplicacién de los procesos de hibridacion que se producen
entre secuencias complementarias de material genético. La doble hélice de ADN puede ser
desnaturalizada, es decir, se desenrolla y se separan las hebras que la forman, mediante la
aplicacién de una elevada temperatura. Cuando la temperatura disminuye, las hebras se
vuelven a unir por sus bases complementarias. Una secuencia de ADN se puede unir a otra
de ADN o también a una secuencia de ARN complementaria, produciéndose un hibrido ADN
— ADN, o ADN — ARN. Asi que una secuencia de ADN o de ARN de cadena simple,
complementaria de la secuencia de interés (sondas), puede utilizarse para identificar con
gran precision la presencia de la secuencia en preparaciones de ADN, ARN. La sonda, esta

marcada de forma que los hibridos formados sean facilmente detectables.

Las sondas empleadas en esta técnica se deben construir. Debe ser lo suficientemente
grande como para hibridar especificamente con su objetivo, pero no tan grande como para
impedir el proceso de hibridacidn. Lo mas importante de este método es su casi absoluta
especificidad, que ningln otro método de identificacidon es capaz de alcanzar. Para que una
sonda sea especifica, debe hibridar con su diana, pero no con las otras cadenas de acidos
nucleicos de la muestra. La especificad varia con la extension de la cadena y las condiciones
de hibridacion, por lo que es posible ajustar dicha especificidad a diferentes niveles

filogenéticos.
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La diana es la cadena de ARN o ADN que se puede detectar utilizando la sonda. Estas
secuencias pueden localizarse en cromosomas, en plasmidos, en ribosomas y mitocondrias.
Ciertas regiones de los ribosomas se encuentran en todos los seres vivos, otras son comunes
a todas las bacterias, y unas pocas se hallan en los miembros del mismo género o especie, lo

gue permite utilizar la estructura ribosémica para determinar la taxonomia bacteriana.

En las técnicas de hibridacion in situ, el ADN de la célula puede ser tefiido de forma
independiente del marcaje de la sonda especifica. Esto se conoce como contra-tincién y tifie
la cantidad total de bacterias presentes en la muestra. De esta forma, podemos saber la
cantidad de bacterias hibridadas respecto a la cantidad total de bacterias. El compuesto mas
utilizado es el DAPI (diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol), que emite fluorescencia en

azul cuando es excitado por luz ultravioleta.

La técnica FISH, permite detectar la presencia de grupos de bacterias en una muestra, con
una gran especificidad. Tan sélo serd necesario que haya sido disefiada la sonda especifica
para la deteccién del organismo que se desea a estudiar. En el analisis de la poblacién
bacteriana presente en una muestra las sondas utilizadas pueden ser disefiadas en el propio
laboratorio, o adquiridas a través de centros que se dedican ello, y en los que se pueden
adquirir las sondas marcadas con un fluorocromo especifico, o incluso sin marcar. En la Tabla
7 se pueden ver las principales sondas disponibles para la deteccion de bacterias

amonioxidantes y nitritoxidantes.
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SONDA BACTERIAS AMONIOXIDANTES

b-AO233 Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria
Cluster6al92 (6a192) Nitrosomonas oligotropha lineage (Cluster 6a)

NEU Most halophilic and halotolerant Nitrosomonas spp.
NITROSO4E Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria
Nm143-446-1 Nitrosomonas sp. Nm143-related clones
Nm143-446-2 Nitrosomonas sp. Nm143-related clones

Nmar831 Nitrosomonas marina-related clones

Nmil Nitrosomonas communis lineage

Nmilll Nitrosomonas marina lineage

NmIV Nitrosomonas cryotolerans lineage

Nmo218 Nitrosomonas oligotropha-lineage

Nmo254 Nitrosomonas

Nmo254a Nitrosomonas

NmoCL6a_205 Nitrosomonas cluster 6a

NmoCL6b_376 Nitrosomonas cluster 6b

NmoCL7_439 Nitrosomonas cluster 7

NmV (Ncmob) Nitrosococcus mobilis ("Nitrosomonas") lineage
Nsc825 betaproteobacterial AOB

Nscoc1248 Nitrosococcus oceani, Nitrosococcus halophilus
Nscoc128 Nitrosococcus oceani, N. halophilus (Gammaproteobacteria)
Nscoc65 Nitrosococcus oceani, Nitrosococcus halophilus
Nscry1004 Nitrosomonas cryotolerans

Nsel472 Nitrosomonas europea, halophila, eutropha, Kraftisried-Isolat Nm103
Nsm156 Nitrosomonas spp., Nitrosococcus mobilis

NSMR34 Nitrosospira tenius-like ammonia-oxidizing bacteria
NSMR76 Nitrosomonas marina-like ammonia-oxidizing bacteria
Nso01225 Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria
Nso190 Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria
Nsp436 Nitrosospira spp.

NspCL1_249 Nitrosospira cluster 1

NspCL2_458 Nitrosospira cluster 2

NspCL3_454 Nitrosospira cluster 3

NspCL4_446 Nitrosospira cluster 4

Nsv443 Nitrosospira spp.

SONDA BACTERIA NITRITOXIDANTES

NB1000 Nitrobacter spp.

Ncc214 Nitrococcus mobilis

NIT3 Nitrobacter spp.

Nsn227 Nitrospina gracilis

Nspmar62 Nitrospira marina-related clones

Nsr1145 Nitrospira spp.

NSR1156 Nitrospira moscoviensis, freshwater Nitrospira spp.
NSR447 Nitrospira spp.

NSR826 Nitrospira moscoviensis, freshwater Nitrospira spp.
Nsr989 Nitrospira marina

Ntcoc206 Nitrococcus mobilis

Ntcoc84 Nitrococcus mobilis

Ntspal026 Nitrospira moscoviensis, activated sludge clones A4 and A1l
Ntspall51 Sublineage Il of the genus Nitrospira

Ntspal1431 Sublineage | of the genus Nitrospira

Ntspad54 Nitrospira moscoviensis 710-9 clone

Ntspa662 genus Nitrospira

Ntspa685 Nitrospira moscoviensis, Nitrospira marina and 710-9 clone
Ntspa712 most members of the phylum Nitrospirae

NTSPA714 Phylum Nitrospira, not Thermodesulfovibrio islandicus
Ntspn693 Nitrospina gracilis

Ntspn994 Nitrospina gracilis

Tabla 7. Sondas FISH publicadas para hibridar sobre el 16S rNA de los organismos relevantes mas comunes

en la oxidaciéon de amonio y nitrito.
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1.3.3 Metabolismo de las bacterias.

Como se ha comentado anteriormente, las bacterias autdtrofas nitrificantes son bacterias
qguimiolitotroficas que se caracterizan por la capacidad de crecer mediante la oxidacién de
compuestos de nitrégeno inorgdnico (amonio y nitrito). Estas bacterias obtienen todo el

carbono celular del diéxido de carbono (CO,) que se fija a través del ciclo de Calvin/Benson.

A continuacidn se describen las reacciones bioquimicas llevadas a cabo por los dos grupos de

bacterias involucradas en el proceso de nitrificacion.

1.3.3.1 Bioquimica de las bacterias amonioxidantes.

En condiciones aerobias, las bacterias amonioxidantes extraen su energia de la oxidacién del
amonio a nitrito, que es catalizada por dos enzimas clave, amonio monooxigenasa (AMO) y
oxidorreductasa hidroxilamina (HAO). La enzima AMO oxida el amonio a hidroxilamina
(NH,OH), compuesto intermedio del proceso (Ec.- 19). Esta oxidacion se divide en dos
partes (Ec.- 17 y Ec.- 18). La reduccidn exergdnica (variacion de la energia libre de Gibbs es
negativa) de O, en el agua (Ec.- 18) permite la oxidacién endergédnica (incremento de
energia libre es positivo) del amonio (Ec.- 17). En consecuencia, la oxidacién del amonio

necesita dos electrones exdgenamente suministrados (Wood, 1988; Schmidt y Bock, 1998).

1
NH; +30, — NH,0H AGy = +17 kj /mol Ec.- 17
1
502 + 2H* +2e~ - H,0 AGy = —137 kJ/mol ~ Ec.- 18
NH; + 0, + 2H* + 2¢~ - NH,0H + H,0 AGy = —120 kJ /mol Ec.- 19

La hidroxilamina es después oxidada por la enzima periplasmatica HAO a nitrito (Ec.- 20).

NH,OH + H,0 — HNO, + 4 H + 4e~ AGy = +23 kJ/mol  Ec.- 20
1
502 + 2H* 4+ 2e~ - H,0 AGy = =137 kJ/mol  Ec.- 21
1 + - ,
NH,0H + 502 - HNO, + 2H™ + 2e AGy = =114 k] /mol  Ec.- 22
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Esta segunda oxidacidn esta también compuesta por varias partes en las cuales se forman la
enzima ligada nitroxilo (NOH) y el 6xido nitrico (NO) (Hooper y Terry, 1979; Hooper y Balny,
1982). La enzima NOH puede ser liberada como el dxido nitroso (N,O) y dxido nitrico (NO)
(Anderson, 1965; Anderson y Levine, 1986). Dos electrones de la oxidacién de hidroxilamina
(Ec.- 20) se transfieren a la oxidacién del amonio (Ec.- 19) y los otros dos electrones pasan a
la cadena respiratoria para la generacién de energia (Ec.- 21). La reaccién global muestra

que la oxidacidn del amonio causa la produccién de acido nitroso (Ec.- 23).
1
NH; + 502 - HNO, + H,0 AGy = =234 kJ /mol Ec.- 23

Bajo condiciones anodxicas, Nitrosomonas eutropha puede crecer con el didxido de
nitrogeno/tetradxido de dinitrégeno (NO,/N,04) como fuente de oxigeno en lugar del O,
para la oxidacién del amonio a hidroxilamina (Schmidt y Bock, 1997, 1998). Ademas, la AMO
aislada puede oxidar el amonio con el NO; bajo condiciones andxicas (Fiencke et al., 2004).
En ambos casos, se forma NO. Basandose en estos hallazgos, se postulé que NO,/N,04
también podrian ser utilizados como dadores de oxigeno mediante procesos aerébicos y el
NO producido reacciona con O, para regenerar NO,/N,0,4 (Zart y Bock, 1998). Este ciclo
especulado de dxido de nitrégeno es apoyado por la formacién de NO y NO,/N,O4 durante la

oxidacion aerobia del amonio (Stuven y Bock, 2001).

El amonio puede ser utilizado directamente como sustrato o puede obtenerse mediante la
hidrolizacién de urea (Koops et al., 1991). La capacidad de utilizar la urea como fuente de
amonio puede ser importante para las bacterias amonioxidantes en los suelos acidos, donde
la concentracion de amonio real es baja como consecuencia de que el pH es bajo (Boer y
Kowalchuk, 2001).

1.3.3.2 Bioquimica de las bacterias nitritoxidantes.

Las bacterias nitritoxidantes extraen su energia de la oxidacion de los nitritos en nitratos
(Ec.- 24). Un Unico paso esta involucrado en esta oxidacién, que se lleva a cabo por la
enzima nitrito oxidoreductasa en Nitrobacter. En los géneros Nitrococcus, Nitrospina vy
Nitrospira, la enzima clave se llama sistema nitrito-oxidante. Para la oxidacion del nitrito, no
se consume O, debido a que el 4tomo de oxigeno en la molécula de nitrato se deriva de
agua. Los dos electrones liberados durante la oxidacidon son transportados a través de los
citocromos al O, para la conservacion de la energia (Ec.- 25). Cuando el nitrito se oxida a

nitrato no hay produccion de protones (Ec.- 26).
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NO; + H,0 — NO3 + 2H* + 2e~ AG, = +83 kJ /mol Ec.- 24
1
502+ 2H* 4+ 2e~ > H,0 AGy = —157 kJ /mol Ec.- 25
_ 1 _
NOz +0; = NO; AGy = =74 kJ /mol Ec.- 26

1.3.4  Factores que afectan al crecimiento de las bacterias.

La velocidad de nitrificacion depende de factores ambientales tales como temperatura, pH,
concentracion de sustrato y presencia de compuestos téxicos (Henze et al., 2002). En este
apartado se van a enumerar y comentar los principales factores que influyen en el desarrollo
de las bacterias responsables del proceso de oxidacién de amonio y nitrito. Entre los factores
podemos distinguir aquellos que afectaran al crecimiento de las bacterias si su cantidad es
limitada y otros que inhiben directamente a las bacterias si superan un cierto limite en el

medio.

Amonio (NH;")/ Nitrito (NO,). Son las fuentes de energia (dadores de electrones) de las
bacterias que oxidan amonio y de las que oxidan nitrito (respectivamente). Por esta razén se
consideran los factores limitantes mas importantes en el crecimiento de las bacterias, junto
con el oxigeno. El amoniaco es el sustrato real de las bacterias AOB, mientras que las
bacterias NOB usan la forma no ionizada del nitrito (acido nitroso) como su sustrato
(Anthonisen et al., 1976; Wiesmann, 1994). La cinética caracteristica del crecimiento de las
bacterias autétrofas nitrificantes es de tipo Monod, con la que el grado de limitacién por
sustrato viene determinado por la constante de semisaturacién incluida. Generalmente, la
constante de saturacién de las bacterias amonioxidantes es mayor que la de las
nitritoxidantes; sin embargo, presentan una variabilidad notable segun la bibliografia

consultada.

Por otro lado, tanto el sustrato de las bacterias amonioxidantes (NHs) como el de las
bacterias nitritoxidantes (HNO,) puede llegar a inhibirlas si se encuentran en un medio con
una concentracién muy elevada de estos (Anthonisen et al., 1976; Vadivelu et al., 2007; Van
Hulle et al., 2007). Las bacterias nitritoxidantes son mas sensibles que las amonioxidantes a
los efectos de inhibicién provocados por ambos compuestos (Vadivelu et al., 2007), aunque

hay una enorme disparidad en los valores recopilados en bibliografia.

Anthonisen et al. (1976), como resultado del estudio de la inhibicién de la nitrificacién por

NHs y HNO,, determinaron un rango de inhibiciéon por NHs de las bacterias AOBy NOB de 10
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a 150 mg N-NHs/l y 0.1-1.0 mg N-NHs/l, respectivamente. También se concluydé en estos
estudios que el HNO; tiene un impacto considerable sobre las bacterias NOB (0.2-2.8 mg N-
HNO,/I) pero no sobre las bacterias AOB. Estos resultados son algo diferentes a los
publicados por Vadivelu et al. (2007), que no detectaron ninguna inhibicién de la actividad
de las bacterias AOB a concentraciones de hasta 16 mg N-NHs/I, pero observaron una total
inhibicion de su actividad a concentraciones de HNO;, de 0.4 mg N-HNO,/Il. En cuanto a las
bacterias nitritoxidantes, determinaron una total inhibicién de la actividad a concentraciones
superiores a 6 mg N-NHz/l y 0.02 mg N-HNO,/I. Por otro lado existen estudios en los que las
inhibiciones por el sustrato se consideran despreciables (Hellinga et al., 1999; Volcke et al.,
2006; Moussa et al., 2005 entre otros). Esta gran diversidad de resultados se puede deber a
diferentes comunidades de bacterias y/o la aclimatacion de la biomasa a condiciones

extremas.

Oxigeno disuelto (0,). Debido a que las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes
requieren en el proceso de oxidacién una importante cantidad de oxigeno, el efecto de la
limitacion del crecimiento debido a una falta de oxigeno ha sido estudiado ampliamente.
Cuando las bacterias no tienen una limitacion de sustrato, el efecto del oxigeno disuelto se
ajusta a una cinética de Monod, que incluye una constante de semisaturacién para el
oxigeno que se encuentra entre 0.25 -2.5 mg/| para cultivos puros de bacterias nitrificantes
(Painter, 1986).

Resulta un hecho constatado que las bacterias que oxidan amonio tienen una constante de
saturacion diferente que la de las bacterias que oxidan nitrito. Existen estudios que
determinan que las bacterias amonioxidantes tienen una menor afinidad por el oxigeno que
las bacterias nitritoxidantes (Hellinga et al., 1998; Pérez, 2004) y otros, que por el contrario,
proponen una constante de afinidad mayor para las nitritoxidantes (Wiesmann, 1994;
Pirsing, 1996; Guisasola et al., 2005; Ciudad et al., 2006). Pero hay que tener también en
cuenta que elevadas concentraciones de oxigeno pueden llegar a tener un efecto inhibidor.
Sin embargo, esta inhibicidon por oxigeno parece solo tener relevancia en procesos en los
cuales se afiade oxigeno puro o una elevada presidon parcial de oxigeno, y no en los que se

aporta aire (Prosser, 1989).

Dioxido de carbono (CO;). La limitacidon de CO, en el crecimiento autétrofo se produce por
fuente de carbono. Es dificil encontrar este tipo de limitacion debido a la elevada solubilidad
del CO,. Es mas probable que se produjese primero una limitaciéon por oxigeno disuelto. No

obstante, si el caudal de aireacién no contuviese CO,, se deberia asegurar cierto nivel de
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carbonatos en el medio, para que no existiese limitacién por fuente de carbono en el

desarrollo de las bacterias.

pH. El proceso de nitrificacion es muy sensible al pH del medio. Las bacterias autétrofas
nitrificantes requieren de un rango determinado de pH para poder llevar a cabo el proceso

de oxidacidn de amonio y nitrito en condiciones dptimas.

En la limitacién del crecimiento de las bacterias debido al pH se pueden diferenciar dos
causas. La primera es que el pH afecta directamente a la actividad enzimatica, lo que
provoca una pérdida de actividad en las células. Este efecto es debido a la activacién —
desactivacién de las bacterias relacionado con la inhibicion de los sitios activos de las
enzimas por la unién de H" y OH™ (Garcia y Fernadndez-Polanco, 1996). La segunda causa es
que la concentracion de protones afecta al equilibrio acido-base de los sustratos de ambos
grupos de bacterias: NH3/NHs" y HNO,/NO, (lo cual puede provocar inhibicién), y afecta

también a la concentracién disponible de HCO5™ (fuente de carbono).

El intervalo éptimo de crecimiento de estas bacterias descrito por Metcalf y Eddy, 1995 fue
de 7.5-8.6. Sin embargo, en estudios posteriores este rango de pH se ha modificado
considerablemente dependiendo las condiciones en las que se llevd a cabo el estudio, asi por
ejemplo, Jones et al., (2007) determinaron un rango de pH de 5.5-9.5 en un SBR disefiado

para el tratamiento de la recirculacién de agua de la linea de fango.

Temperatura. Al igual que para todas las bacterias, el crecimiento de las bacterias
nitrificantes varia con la temperatura. Existe un rango éptimo de temperaturas caracteristico
de cada grupo de bacterias. El valor de la temperatura afecta a los valores de las constantes
de equilibrio acido/base, gas/liquido, a la solubilidad de las sustancias, a los coeficientes de

difusién y a la actividad enzimatica.

El incremento de la velocidad de crecimiento con la temperatura se debe al incremento
generalizado de la velocidad de las reacciones enzimaticas con la temperatura. La muerte a
altas temperaturas se debe a la desnaturalizacién de las proteinas y a las alteraciones
producidas en las membranas lipidicas a esas temperaturas. La falta de crecimiento a
temperaturas muy bajas se debe a la reduccidon de la velocidad de crecimiento por la
reduccion de la velocidad de reaccidn y al cambio de estado de los lipidos de la membrana
celular que pasan de ser fluidos a cristalinos impidiendo el funcionamiento de la membrana
celular. Es importante tener en cuenta que a temperaturas bajas, el metabolismo celular se

ralentiza y las células paran de crecer; aunque no tienen porqué morir. Sin embargo, cuando
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la temperatura es superior a la éptima, se produce la muerte celular rapidamente y las

células no pueden recuperar su capacidad de divisidn si baja posteriormente la temperatura.

La correlacién entre la tasa maxima de crecimiento de las bacterias autétrofas nitrificantes y
la temperatura es descrita normalmente por la ecuacion de van’t Hoff-Arrhenius a
temperaturas de 5 a 40 2C (Ec.- 10) (Tchobanoglous et al., 2003). Sin embargo, hay que
recordar el hecho de que esta ecuacidn no proporciona una buena estimacién a temperatura
muy altas, o cuando la temperatura a estudiar estd muy alejada de la temperatura de

referencia.

He = freg - €0 (TTrer) Ec.- 27

En donde . es la tasa maxima de crecimiento especifica (d?), pes €s la tasa maxima de

crecimiento (d) a la temperatura de referencia (Tref) y 8 es el coeficiente de temperatura.

Como se ha comentado ya en apartados anteriores, la temperatura tiene un efecto diferente
sobre la actividad de las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes. Las bacterias AOB tienen
mayor tasa maxima de crecimiento que las bacterias NOB a una temperatura superior a 15
9C, pero esta tendencia se invierte a temperaturas inferiores (Hellinga et al., 1998). Como se
puede ver en la Figura 14 una alta temperatura no solamente favorece al crecimiento de las
AOB, también incrementa la diferencia entre las tasas de crecimiento de ambas grupos de
bacterias (Balmelle, 1992; Hunik, 1993; Yoo et al., 1999).

-=Bacterias AOB —Bacterias NOB

-
§~~
- -
bl X

0 10 20 30 40
Temperatura (2C)

Figura 14. Tiempo de retencidn celular (TRC) minimo para las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes en

funcién de la temperatura.

Aparte de la actividad de las bacterias, la temperatura también afecta a la solubilidad de
oxigeno en el agua. Un aumento de la temperatura produce una reduccién en la solubilidad

de los gases, lo que supone un incremento en los costes de aireacion. Finalmente, la
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temperatura también gobierna el grado de disociacidon en los equilibrios quimicos como NH3
—NH,", HNO, = NO, y CO; — HCO3 — CO3™.

Transferencia de materia. En el caso de cultivos en suspensién, la transferencia de materia
entre fases puede limitar el crecimiento de las bacterias (ej. el O, que se suministra en fase
gas tiene que pasar a la fase liquida para poder ser utilizado por las bacterias). En el caso de
biomasa inmovilizada hay que tener en cuenta ademas la transferencia entre la fase liquida 'y

la sélida y la posterior difusidn en el sélido (Garrido et al., 1997).

Salinidad. La salinidad también tiene una influencia en la actividad de nitrificacion (Somville
1984, Rysgaard et al. 1999, Claros et al., 2010), asi como en la estructura comunitaria de las
bacterias (Pommerening-Roser et al. 1996, Stephen et al. 1998, Purkhold et al. 2000).

Las bacterias son capaces de sobrevivir en ambientes con altos niveles de salinidad,
manteniendo su citoplasma en el mismo nivel osmético que del medio ambiente
circundante (Oren 1999). Se han detectado bacterias amonioxidantes en ambientes marinos
y moderadamente salinos (Stephen et al. 1996; Bano y Hollibaugh, 2000; Ward et al. 2000).
Sin embargo, recientes estudios han determinado una reduccidon de la actividad de las
bacterias o una inhibicion total al someter a la biomasa a elevada salinidad (Claros et al.,
2010; Campos et al., 2002; Moussa et al., 2006). Por otro lado, estudios como los llevados a
cabo por Vredenbergt et al. (1997) y Dinceer et al., (1999) determinaron que la salinidad
tiene un efecto mds negativo sobre las bacterias nitritoxidantes que las amonioxidantes,
mientras que Moussa et al. (2006) concluyd lo contrario. Esta disparidad en los resultados
pueden ser debidas principalmente a diferencias en el fango usado en los experimentos, las

condiciones experimentales (pH, T2, OD,...) o las sales empleadas en los ensayos.

Presencia de sustancias toxicas y otros. De la misma forma en que el pH o la temperatura
afectan positiva o negativamente al crecimiento de las bacterias segln el valor de estos
parametros en el medio de cultivo, el efecto de las sustancias toxicas sobre las bacterias
amonioxidantes y nitritoxidantes depende de la concentracidn de dicha sustancia y del
tiempo de exposicion de las bacterias a esta. Las sustancias toxicas mas estudiadas en el
ambito de las aguas residuales son: tiourea, cianuro, fenoles, anilina (efecto importante
sobre las Nitrosomonas), clorato y cianato (mayor toxicidad sobre Nitrobacter). Los
compuesto organicos (proteinas, aminas, taninos,...) pueden también inhibir la actividad de

las bacterias autdtrofas nitrificantes (Blum y Speece, 1991).
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1.4 Modelacion matemadtica en el tratamiento de las aguas residuales.

La elevada complejidad de los procesos bioldgicos que tienen lugar en una EDAR asi como su
comportamiento altamente dindmico hace necesario el uso de modelos matematicos en el
campo del tratamiento de aguas residuales. El desarrollo de un modelo matematico sirve
para describir el comportamiento actual y previsible de un proceso mediante unas bases
tedricas bien establecidas. Al realizar la modelacion se lleva a cabo un gran esfuerzo por
conocer, primero de forma cualitativa y después cuantitativa, el sistema, asignando un
sentido fisico para cada parametro y estudiando su efecto por separado, los cuales tendran

una interaccién combinada sobre el proceso global.

Las principales aplicaciones de los modelos matematicos, que finalmente determinan su

estructura y complejidad, se pueden agrupar en:

v" Investigacién: para comprobar las consecuencias de los nuevos conocimientos y
explicar adecuadamente los procesos observados.

v Disefio: para disefiar EDARs y comprobar la influencia de variaciones en las
condiciones de entrada y/o en los parametros del proceso en su funcionamiento.

v' Operacién y control: para elaborar y probar estrategias de control que lleven el
proceso al punto deseado de funcionamiento a pesar de las perturbaciones internas
y externas.

v’ Diagnéstico: para interpretar los datos histéricos de la planta, detectar posibles

anomalias y sugerir las causas.

Un modelo matematico es un conjunto de ecuaciones diferenciales donde se relacionan las
variables de estado del proceso de manera que su resolucidon proporciona la trayectoria
seguida por estas variables en el tiempo. Estas ecuaciones son el resultado de la
combinacion de las ecuaciones de conservacion de materia y energia con las ecuaciones de
velocidad de los procesos implicados, que pueden ser tanto fisicos como quimicos y/o
biolégicos. La definicion del modelo también puede incorporar una serie de restricciones
propias del modelo, como las leyes de equilibrio, u otras restricciones externas referentes a
la legislacién, normas de seguridad,... Una vez formulado el modelo, éste se puede resolvery
comparar con datos experimentales. Las diferencias observadas pueden ser utilizadas para
refinar e incluso redefinir el modelo hasta conseguir una buena representacién de los

hechos experimentales.
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De manera general, la evolucién de una variable de estado con el tiempo viene definida por

una ecuacion diferencial ordinaria del tipo:

dx
a5 = f(xl u,t, 9) Xt=0 = Xo Ec.- 28
dt

Donde f hace referencia a la estructura matematica del modelo, x representa el vector de

variables de estado implicadas en el sistema, u hace referencia a las entradas del sistemay 6

es el conjunto de parametros del modelo.

Independientemente de la estructura del modelo, las ecuaciones matematicas que
relacionan las entradas y salidas contienen tres tipos de constituyentes: variables,
constantes y parametros. Las variables estdan formadas por las entradas y salidas del modelo
y las diferentes variables de estado, mientras que la diferencia entre constantes y
parametros es menos evidente. Generalmente se consideran constantes todos aquellos
parametros que nunca cambian su valor en todas las posibles aplicaciones del modelo.
Pardmetros son pues los constituyentes del modelo cuyo valor puede cambiar segun las
caracteristicas del sistema donde se aplica, de manera que su determinacion para cada caso

particular es imprescindible.
1.4.1 Modelacion de los procesos bioldgicos.

Los procesos bioldgicos que tienen lugar en una estacién depuradora de aguas residuales
consisten en transformaciones bioquimicas que realizan los microorganismos durante su
crecimiento. La modelacion matemdtica de estos procesos de crecimiento es pues
fundamental para poder simular el funcionamiento de una EDAR. El grado de detalle con que
se describe los procesos determina la complejidad final del modelo, pero también el grado

de variabilidad de sus pardmetros.
1.4.1.1 Bases del crecimiento microbiano: La cinética de Monod.

La mayor parte de los modelos desarrollados para la simulacion de los procesos bioldgicos
de degradaciéon se basan en el modelo empirico de crecimiento propuesto por Monod a
mediados del siglo XX (Monod, 1942). Este modelo (Ec.- 29) fue el primero en introducir el

concepto de sustrato limitante en el crecimiento (S):

S

—_— Ec.- 29
Ks+S

U= Umax °
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Segun este modelo, los microorganismos crecen de manera exponencial siempre y cuando
no haya limitaciones de sustrato en el medio. Por tanto, la velocidad de crecimiento de los

microorganismos (X) vendra definida por la siguiente ecuacion diferencial:

dX S

N — .

X Ec.- 30

En la expresion cinética de Monod, la velocidad especifica de crecimiento (i) viene dada en
funcién de la concentracién de sustrato que limita el crecimiento mediante dos pardmetros:
la velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax) Y €l coeficiente de afinidad por el
sustrato (Ks). El significado bioldogico de los pardmetros es el siguiente: pmax indica la
velocidad maxima de crecimiento en condiciones donde el sustrato no limita el crecimiento,
y Ks hace referencia a la concentracion de sustrato que hace que la velocidad especifica de

crecimiento sea la mitad de su valor maximo.

La aplicacién del modelo de Monod a medios en los que el crecimiento de los
microorganismos puede estar limitado por mds de un tipo de sustrato o por la presencia de
compuestos inhibidores del crecimiento ha llevado a posteriores modificaciones en la

ecuacion cinética del crecimiento.

Para tener en cuenta la limitacién de crecimiento por varios sustratos se propusieron dos

tipos de modelos alternativos:

O Modelos interactivos. En estos modelos se supone que ambos nutrientes controlan la
velocidad de reaccién en forma simultdnea. Se propone la “ecuacidon multiple de
Monod”:

. Ss1 Ss2
U= u( ) ( ) Ec.- 31
Ss1 + Kg1/ \Ss2 + K

El valor de la tasa de crecimiento depende de los dos sustratos involucrados. En
cualquier caso las concentraciones de los sustrato S; y S, son tal que ambos términos

son inferiores a la unidad, ambos sustratos actian reduciendo u por debajo de fi.
O Modelos no-interactivos. En este caso se considera que solo uno de los sustratos es

limitante. De esta forma la tasa de crecimiento sera la minima obtenida por las

funciones de Monod independientes de cada sustrato (Ec.- 32).
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Ec.- 32

= min< f1Ss1 fASs, )
Ss1+ Ks1’ Ss2 + Ky
En la modelacién de los procesos que tienen lugar en los sistemas de tratamiento de aguas

residuales suele emplearse los modelos interactivos, ya que este tipo de formulacion es

apropiada cuando los sustratos limitantes son el dador y aceptor de electrones.

En cuanto a la inhibicion del crecimiento, esta puede ser incluida en los modelos de diversas

formas en funcidn del tipo de inhibicidn de la sustancia correspondiente:

Inhibicidon no competitiva:

K;; S; = concentracion de sustancia inhibidora E 33
K;+S; K, ; = coeficiente de inhibicién c.-
Inhibicion competitiva:
S; La sustancia inhibidora i compite con el sutrato j.
K representa el valor de S; que provoca un aumento de K ; Ec- 34
S; al doble de su valor g
Inhibicion acompetitiva:
S; Caso parecido al anterior,pero aqui el grado de inhibicion
también es funcion de la cantidad de sustrato presente.
Ec.- 35

Ksj+S| 147/

El tipo de inhibicién mas utilizada en el campo de los tratamientos de aguas residuales es la
inhibicidn no competitiva, la cual puede venir dada por una sustancia externa, por un
producto formado por el propio proceso o por el mismo sustrato del proceso en cantidades

elevadas.

1.4.1.2 Estequiometria y cinética de los procesos bioldgicos.

Las transformaciones que llevan a cabo los microorganismos pueden describirse por medio
de reacciones bioquimicas. Por lo tanto, dichas transformaciones quedan definidas mediante

relaciones estequiométricas y ecuaciones cinéticas. Normalmente, las relaciones

estequiométricas se expresan en unidades molares siendo su férmula general:
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alAl + a2A2 + -+ akAk - ak+1Ak+1 + ak+2Ak+2 + -+ amAm Ec.- 36

donde a; hasta ay representan los coeficientes estequiométricos de cada uno de los reactivos
(A1 hasta A). De la misma forma, los productos de la reaccion quimica (desde Ay.1 hasta A)

tienen asociados sus correspondientes coeficientes estequiométricos (desde a1 hasta an).

En cambio, en el tratamiento bioldgico de aguas residuales las unidades molares no se
suelen utilizar, expresando normalmente las relaciones estequiométricas en unidades
masicas. Ademas, al escribir las reacciones quimicas se suele normalizar los coeficientes

estequiométricos en base a uno de los reactivos utilizados o productos formados. Por

ejemplo, si se normaliza en base al reactivo A,, la reaccidn se convierte en:

Al + 192142 + A + 19kAk i 19k+1Ak+1 + 19k+2Ak+2 + A + 19mAm EC.‘ 37

Los coeficientes estequiométricos normalizados (9;) se calculan del siguiente modo:

9 =— Ec.- 38
La reaccidn quimica cumple el balance de masas, es decir, se puede reescribir de la forma:

(=DA; + (=92)4; + -+ + (=9 ) A + pp14ks1 + Oka2Arsz + -+ Il = 0 Ec.- 39

Los coeficientes estequiométricos de los reactivos tienen signo negativo (se consumen) y los

de los productos son positivos (se forman).

Puesto que hay una relacién entre los reactivos que se consumen y los productos que se
forman, también existe una relacién entre las velocidades a las que son consumidos o
formados. Si se define ri como la velocidad de transformacién del componente i y r como la

velocidad de la reaccion quimica, la relacion queda expresada del siguiente modo:

no_ 0 nn % Tkt Tm
(1D (92 (%) (%) (O

T Ec.- 40

donde r; es la velocidad de consumo de los reactivos A; para i = 1...k, y la velocidad de

formacion de los productos A; para i = k+1...m.
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Por regla general, en el tratamiento bioldgico de aguas residuales un componente i (i =
1....m) participa en mas de una reaccidon quimica j (j = 1....n), pudiendo ser reactivo en unas y

producto en otras:

(—DA; + (_192,1)142 + -+ (_ﬁk,l)Ak + 9114k o+ O 14 =0 6]

(=012)A1 + (=922)A2 + -+ (= DAk + Iey124k41 + - + O A = 0 2 Ec- 41
e+ =0

(_ﬁl,n)Al + (_192,71)‘42 +oet (_19k,n)Ak + ﬂk+1,nAk+1 + et (_1)Am =0 T

El coeficiente ¥; ; representa el coeficiente estequiométrico normalizado del componente i
en la reaccién quimica j. Por lo tanto, la velocidad de transformacién de un componente i (r;)
se obtendra de la suma de todas las velocidades de las reacciones en las que participa

multiplicadas por su coeficiente estequiométrico en dicha reaccién (Ec.- 42).

n
= Zﬁi'j . T'] Ec.- 42

j=1
Si el resultado es un valor negativo, el componente i desaparecera en el proceso global. En

cambio, si r; es positivo el componente i se estara formando.
1.4.1.3 Formato y notacion.

Muchos de los modelos cinéticos describen sistemas complejos, en los que la mayoria de sus
componentes participan en mas de un proceso dificultando el seguimiento de sus
transformaciones. Para la presentacién de los modelos de forma clara, sencilla vy
estructurada se utiliza la notacion matricial. En 1987, la IAW Task Group optd por esta
modalidad en el desarrollo del modelo ASM1 (Activated Sludge modelo N21, Henze et al.,

1987), demostrando su gran utilidad.

Este tipo de notacion se basa en colocar los coeficientes estequiométricos ¥; ; en una tabla,
conocida como matriz de Petersen, indicando como varia cada componente i, presentado en
columnas sucesivas, en cada uno de los procesos j, presentado en filas sucesivas. En la Tabla
8 se puede ver un ejemplo de esta notacidén con el crecimiento de las bacterias heterdtrofas
en un medio aerobio utilizando sustrato soluble organico como fuente de energia y materia.
En el ejemplo mostrado todos los coeficientes estan normalizados respecto al
correspondiente a la biomasa. Como se puede ver en la tabla el valor del coeficiente es cero

cuando el componente no participa en el proceso, negativo cuando dicho componente se
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consume y positivo cuando se genera. Ademas de los coeficientes estequiométricos se debe

presentar en la matriz o fuera de ella la ecuacion de velocidad para cada uno de los distintos

procesos.
Componentei — 1 2 3 Velocidad de crecimiento
Proceso j $ Xg Ss So I
Biomasa Sustrato Oxigeno disuelto
(mg DQO/I) (mg DQO/I) (mg DQO/I) (mg DQO/Id)
1 Crecimiento 1 1-Y Ss
. 1 - - U——-Xp

aerobio Y Y K + S

2 Lisis -1 1 b-Xg

Tabla 8. Notacidn matricial para el crecimiento de las bacterias heterdtrofas bajo condiciones aerobias.

La aparicién del modelo ASM1 supuso, ademas de la aparicién de un nuevo concepto de
simulacién dindmica de los procesos de tratamiento de las aguas residuales, un creciente
avance en la estandarizaciéon de la notacion y estructura de los modelos. La notacion
utilizada permite distinguir entre los componentes solubles, representados por una “S”
seguida del subindice que representa cada componente, y los componentes particulados,
representados con una “X” seguida de su correspondiente subindice. Por lo que respecta a
los parametros del modelo, cabe distinguir entre parametros estequiométricos y parametros
cinéticos. Los pardmetros estequiométricos son aquellos que se utilizan para el calculo de los
coeficientes estequiométricos de cada proceso, como son los rendimientos de los
microorganismos, representado por una “Y” seguida del subindice relativo a cada tipo de
microorganismos considerado en el modelo. Los parametros cinéticos son aquellos que se
utilizan en las expresiones cinéticas de cada proceso, como la velocidad de crecimiento
“ on

maxima de cada microorganismo, representada por una “u” seguida del subindice relativo al

tipo de microorganismo.

La notacién matricial permite comprobar las ecuaciones de continuidad o conservacion en
las filas de la matriz. Las ecuaciones de conservacién se aplican a la masa, cargas eléctricas,
DQO, SST, N y P para asegurar que ninguno de estos términos se crea ni se destruye, tan solo
se transforman. La ecuacion de continuidad valida para cualquier proceso j y todas las

variables (c) sujetas a conservacion, tiene la siguiente forma:

Z Vijici =0 Ec.- 43
7

donde ¥; ; es el coeficiente estequiométrico del componente i en el proceso j, y ic; indica el
contenido en material ¢ del componente i. Este factor permite el paso de las unidades del

componente i a las de la variable c a la cual se aplica la ecuacién de conservacién.
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Estas ecuaciones de continuidad resultan de gran utilidad para el cdlculo de algunos
coeficientes estequiométricos, siempre y cuando se conozca el resto. De este modo, se
ahorra la necesidad de su determinacion experimental. En los modelos de fangos activados
mas utilizados, la ecuacién de continuidad de la DQO se utiliza para determinar el coeficiente

estequiométrico del oxigeno.

1.4.2 Modelos existentes en el tratamiento de aguas residuales.

1.4.2.1 Modelos matemadticos para el proceso de fangos activados.

Los modelos bioldgicos para la descripcidn del de fangos activados han evolucionado en gran
medida desde los primeros modelos, donde solo se consideraba la eliminacién de materia
organica (Mckinney, 1962), hasta los mads actuales, donde se han ido incorporando
progresivamente nuevos procesos para tener en cuenta también la eliminacion biolégica de

nitrégeno y fésforo.

A principios de los afios 80, la International Water Association (IWA) (antigua IAWPRC,
International Association on Water Pollution Research and Control), organizé un grupo de
trabajo para revisar los distintos modelos existentes de fangos activados e incorporar los
procesos de nitrificacion y desnitrificacion. Fruto de esta iniciativa, el ano 1986 aparece la
primera versién del modelo (Grady et al., 1986), que posteriormente seria publicado con el
nombre de Activated Sludge Model N2 1 (ASM1, Henze et al., 1987). Este modelo considera
dos grupos e bacterias (autétrofas y heterdtrofas) y divide la actividad de los
microorganismos en los siguientes procesos: crecimiento de las bacterias heterdétrofas en
condiciones aerobias y en condiciones anodxicas (desnitrificacion), crecimiento de las
bacterias autoétrofas, lisis de las heterdtrofas, lisis de las autotrofas, amonificacion del
nitrégeno orgdnico soluble, hidrdlisis de la materia organica suspendida y hidrélisis del

nitrégeno organico suspendido.

Posteriormente, el modelo ASM1 fue revisado y actualizado con la finalidad de corregir los
defectos y limitaciones de este. La nueva versién de este modelo se denomind Activated
Sludge Model N2 3 (ASM3, Gujer et al., 1999). Una de las caracteristicas mas destacadas de
este nuevo modelo es que el proceso de degradacidn de la materia organica soluble esta
divido en dos etapas: una primera en que la materia organica soluble es almacenada en el
interior de la bacteria, y una segunda, en la cual ésta es asimilada por el organismo. Ademas
el nitrégeno orgdanico no es considerado como un elemento independiente sino que forma

parte de la materia organica, de manera que, los procesos de hidrdlisis del nitrégeno
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organico suspendido y la amonificacidon quedan implicitos en los procesos de hidrdlisis de la
materia organica suspendida y degradacion de la materia organica soluble, respectivamente.
Otra novedad importante de este modelo consiste en considerar que las bacterias tienen
una velocidad de lisis en condiciones andxicas menor que en condiciones aerobias. Por el
contrario el ASM3 no considera el crecimiento de las bacterias heterdétrofas directamente a
partir del sustrato y tampoco tiene en cuenta los procesos de eliminacién biolégica de

fésforo.

El primer modelo que considerd los procesos de eliminacion de fésforo fue publicado en
1988 por el grupo de investigacion de la Universidad de Cape Town. Su trabajo fue resumido
en diversos articulos cientificos (Wentzel et al., 1988, 1989a, 1989b, 1990). Posteriormente
el grupo de trabajo en modelacién matemadtica de la IWA se encargd del desarrollo de un
modelo de consenso para la simulacion de los procesos de fangos activados con eliminacién
biolégica de materia organica, nitrogeno y fésforo. Asi, en el afio 1995 se publicod el modelo
Activated Sludge Model N2 2 (ASM2, Henze et al., 1995).

El modelo ASM2 incluye un tercer grupo de bacterias (PAO) encargadas de la eliminacion
biolégica de fésforo, incluyendo los siguientes procesos de: almacenamiento de PHA
(polihidroxialcanoatos), almacenamiento de PP (polifosfatos) en condiciones aerobias,
crecimiento en condiciones aerobias, lisis de las bacterias PAO, ruptura del PHA asociada a la
lisis y ruptura de PP asociada a la lisis. En este modelo la hidrélisis de fésforo organico y
posterior transformacion a ortofosfato fue incluida de manera implicita, igual que para el
caso del nitrogeno, en los procesos de hidrélisis de la materia orgdnica particulada y la
degradacion de la materia orgdnica soluble, respectivamente. De esta manera, la
estequiometria de estos procesos es la que determina la cantidad de fosfato y amonio
liberados al medio después de los procesos de hidrdlisis y degradacion de la materia
organica. El ASM2 va a incorporar también los procesos de hidrdlisis y fermentacién en
condiciones anaerobias, necesarios para poder simular la generacion de acidos volatiles a
partir de la degradacion anaerobia de la materia organica fermentable. Se tiene en cuenta
también en el modelo los procesos de precipitacidn y redisolucion, que permiten simular la

eliminacion quimica de fosforo por precipitacién con sales de hierro y aluminio.

Sin embargo, el ASM2 no consideraba la capacidad desnitrificante por parte de las bacterias
PAO que fue ratificado por diversos autores con posterioridad a su publicacién e
incorporado en diversos modelos alternativos al modelo de la IWA (Baker y Dold, 1997;
Maurer y Gujer, 1998). Para tener en cuenta este hecho, la IWA publicéd una extensiéon del
modelo ASM2 con el nombre de Activated Sludge Model N2 2d (AMS2d, Henze et al., 1999),
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que incorpora los procesos de almacenamiento del PP y crecimiento de las bacterias PAO en
condiciones andxicas. El ASM2d es el modelo mas ampliamente aceptado por la comunidad
cientifica para representar los procesos de eliminacion bioldgica de materia organica,

nitrégeno y fésforo.

Paralelamente a los trabajos desarrollados por la IWA, existen otros grupos de investigacién
que han desarrollado otros modelos para los procesos de fangos activados. Destacar los
modelos propuestos por el grupo de investigacién de la Universidad de Delft y el grupo de
investigacion de la EAWAG (Swiss Federal Institute for Environmental Science and
Technology, siglas en aleman). El grupo de la Universidad de Delft propuso un modelo con
un enfoque diferente al de la IWA. Este modelo estda basado en los mecanismos
bioenergéticos y en la estequiometria de los procesos metabdlicos de los microorganismos
(Smolders et al., 19942, 1994b, 1995). Por otro lado, el grupo de investigacion de la EAWAG
incluyd en su modelo los procesos de precipitacion del fosforo inducido biolégicamente por
las bacterias PAO (Maurer et al., 1999). Considera la precipitacién reversible del fosfato en
forma de dihidroxifosfato dicalcico (Ca,HPO4(OH),) seguida de una precipitacion irreversible
de hidroxiapatita (Cas(PO4)30H).

1.4.2.2 Modelos matemadticos para el proceso de digestion anaerobia.

El proceso de digestion anaerobia constituye uno de los métodos mas utilizados para el
tratamiento de residuos organicos, existiendo en la bibliografia una amplia variedad de
modelos matemadticos desarrollados para describir el comportamiento de dicho proceso. A
continuacion se describen los principales modelos matematicos utilizados por la comunidad

cientifica en los ultimos afios.

Modelo propuesto por von Miinch (1999).

En 1999 Miinch et al., desarrollaron un modelo matematico para representar la produccion
de acidos grasos volatiles (AGV) en prefermentadores utilizando el menor nimero de
variables posibles. El modelo esta basado en el modelo desarrollado por Negri et al. (1993).
Describe los efectos de los principales parametros de diseiio y operacidn sobre la velocidad
de produccién de AGV, como son el tiempo de retencidon hidrdulico (TRH), tiempo de
retenciéon celular (TRC) y tipo de alimentacién. Las principales caracteristicas del modelo se

pueden resumir en los siguientes puntos:
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v El sustrato se divide Unicamente en soluble e insoluble. No se consideran los
sustratos inertes.

v Asume que la etapa limitante en la formacién de especies monoméricas es la
hidrélisis.

v No realiza ninguna distincion entre los diferentes tipos de AGV formados,
considerando que su composicidon permanece constante en todo momento.

v" No considera los procesos de acetogénesis ni la formacion de metano a partir de
hidrégeno. Todos los acidos grasos de cadena corta, sin distincién, son los Unicos
precursores del metano.

v El modelo no considera los efectos de la temperatura, de la intensidad de agitacién,

de las inhibiciones quimicas ni de la presencia de oxigeno en la produccién de AGV.

Modelo propuesto por Costello (1991).

En 1991 D. J. Costello et al. propusieron un modelo matemadtico para sistemas de
tratamiento anaerobio basado en el modelo desarrollado por Mosey (1983) para la
formacion de acidos volatiles de cadena corta a partir de glucosa en el proceso de digestion
anaerobia; la principal modificacién que hicieron a este modelo consisti6 en anadir al

ecosistema anaerobio un grupo de bacterias que degradaban el acido lactico.

El modelo de Costello utiliza la glucosa como sustrato estdndar para el desarrollo de las
relaciones estequiométricas de cada una de las reacciones llevadas a cabo por los distintos
grupos de bacterias anaerobias en la degradacion secuencial de la glucosa a metano, didxido
de carbono e hidrégeno. El modelo considera 6 grupos distintos de bacterias: bacterias
acidogénicas que degradan glucosa soluble, generando acido acético, acido butirico o acido
lactico, bacterias que degradan el acido lactico producido por las bacterias anteriores
generando acido acético o acido propidnico, bacterias acetogénicas que degradan el acido
butirico producido por las bacterias dacidogénicas generando acido acético, bacterias
acetogénicas que degradan el acido propidnico producido por las bacterias formadoras de
acidos, generando acido acético, bacterias acetoclasticas que producen metano y didxido de
carbono a partir del acido acético y bacterias hidrogenotrdficas, que reducen el diéxido de

carbono consumiendo hidrégeno para producir metano.

Este modelo considera el equilibrio quimico de los diferentes acidos grasos generados y del
carbonato para el calculo del pH. El crecimiento de los microorganismos siguen el modelo de
Monod, con la inclusién de diversas funciones switch de inhibicidon por pH, por hidrégeno y

por acidos grasos volatiles. La inhibicién por producto de reaccién es Unicamente debida al
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acido acético, ya que considera que la inhibicidn causada por el resto de acidos volatiles es

despreciable.

El modelo incluye el acido lactico como producto de la degradacién de la glucosa siguiendo
la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas. En cambio, el propidnico se obtiene por la degradacidn
de acido lactico, el cual es degradado a acido acético o propidnico en funcién de la presion
parcial de H,. Por tanto, el modelo también considera el papel del hidrogeno como un

regulador de la proporcién de cada acido formado.

Modelo propuesto por Siegrist (2002).

El modelo matematico de digestién anaerobia que desarrollaron Siegrist et al. (2002),
describe el comportamiento dindmico para la digestion mesofilica (35 + 5 2C) y termofilica
(55 + 5 9C). Es una versidn extendida y mejorada del desarrollado en 1993 que comprendia

Unicamente la digestiéon anaerobia mesofilica.

El planteamiento del modelo es similar al de los modelos para fangos activados de la IWA ya
que representa los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos mediante una matriz
estequiométrica. Esta basado en el esquema de reacciones descrito por Gujer y Zehnder en
1983 (Figura 15). El modelo presta especial atencidn a la desabsorcion de gas, la degradacion
de acetato y propionato, la hidrélisis de DQO degradable particulada, y a la inhibicion debida

al pH, amoniaco, hidrégeno y acetato.
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MATERIA ORGANICA PARTICULADA
100 % DQO
v : v
CARBOHIDRATOS PROTEINAS LIPIDOS
40 % DQO 21 % DQO 39 % DQO
< 5%
y A
AMINOACIDOS Y ACIDOS GRASOS DE
AZUCARES CADENA LARGA
ol PRODUCTOS INTERMEDIOS
20 % (propidnico, butirico, valerico,...)

34%

46 %
8%

12 % 23 %
11%

11% /
—»  ACIDO ACETICO / HIDROGENO

\
7(‘)% 30 %

METANO

100 % DQO

I

Figura 15. Esquema de reacciones propuesto para la digestion anaerobia del fango (Gujer y Zehnder, 1983).

El modelo considera los siguientes procesos: desabsorcion del gas formado, hidrdlisis del
sustrato orgdnico particulado por la acciéon de enzimas y transformacién en aminoacidos,
azUcares y acidos grasos de cadena larga, fermentacién de aminodcidos y azucares,
oxidacidén anaerobia de los acidos grasos de cadena larga, oxidacién anaerobia de productos
intermedios (sdélo incluye acido propidnico), metanogénesis acetotréfica y metanogénesis

hidrogenotrdfica.

Las bacterias que participan en los procesos anteriores al morir producen materia organica
particulada biodegradable e inerte. El modelo incluye procesos de muerte de los distintos
grupos de bacterias y 4 procesos quimicos adicionales para describir el equilibrio acido-base
de CO,/HCO3, NH,'/NH3, &cido acético/acetato, y acido propidnico/propionato, necesarios

para el cdlculo del pH.

Anaerobic Digestion Model N2 1 (ADM1) (2001).

Dada la aceptacién de los modelos de fangos activados publicados por el grupo de trabajo de
la IWA, y ante la diversidad de los modelos existentes para representar el proceso de
digestiéon anaerobia, en 1998 se formé un grupo de trabajo de especialistas en digestidn
anaerobia con el objetivo de desarrollar un modelo que recogiera los principales trabajos y

aportaciones de los especialistas de este campo. Asi en septiembre del 2001 se presento en
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el 92 Congreso sobre Digestién Anaerobia celebrado en Amberes (Bélgica) un modelo
matematico para representar este proceso, que fue publicado posteriormente para dar a
conocer detalladamente todas sus caracteristicas (Anaerobic Digestion Model N2 1, Batstone
et al., 2002).

El modelo de digestion anaerobia (ADM1) considera dos tipos principales de procesos:
bioquimicos (irreversibles) y fisicoquimicos (reversibles). Los procesos bioldgicos, ya sean
intra o extracelulares (hidrdlisis), los llevan a cabo distintos grupos de microorganismos y
estdn modelados como reacciones irreversibles. En los procesos fisicoquimicos no
intervienen los microorganismos y comprenden las reacciones acido-base y la transferencia
de materia entre las fases liquida y gaseosa. Estos procesos estdn modelados como

reacciones reversibles.

El modelo considera 7 grupos de bacterias que llevan a cabo los procesos de:

Acidogénesis a partir de azucares (monosacaridos).

Acidogénesis a partir de aminoacidos.

Acetogénesis a partir de los acidos grasos de cadena larga.

Acetogénesis a partir de los acidos de 4 atomos de C (butirico y valérico).
Acetogénesis a partir del acido propiodnico.

Metanogénesis acetoclastica.

(Sl v R R R R e

Metanogénesis hidrogenotrdfica.

Los procesos considerados, ademas de los ya mencionados son: desintegracion de la materia
organica inerte, carbohidratos, proteinas y lipidos, hidrélisis de los carbohidratos, las
proteinas y los lipidos, y los procesos de muerte de los distintos grupos de bacterias

consideradas.

Los procesos fisicoquimicos que se tienen en cuenta en el modelo permiten el calculo de
determinados factores de inhibicidn tales como el pH, la concentracion de gases disueltos y
la concentracién de acidos no disociados, asi como la estimacién del caudal de biogas
obtenido y de la alcalinidad debida al carbonato. Los procesos fisicoquimicos que tienen
lugar en un digestor anaerobio se pueden clasificar en tres grandes grupos: procesos que
tienen lugar en la fase liquida (equilibrios de disociacién &cido-base), procesos de
transferencia  gas-liquido (desabsorciéon de gases formados) y procesos de
precipitacion/redisolucidn. El modelo solo considera los dos primeros tipos, omitiendo los

procesos de precipitacion debido a su complejidad.
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1.4.2.3 Integracion de procesos en un solo modelo biolégico general.

El desarrollo de un modelo matematico global valido para la simulacién de todos los
procesos que tenga lugar en una EDAR implica, aparte de las consideraciones hidraulicas del
sistema, una identificaciéon de todas la fracciones de carbono, nitrégeno y fdsforo; una
definicion correcta de las relaciones estequiométricas entre los diferentes componentes
considerados por el modelo de cada una de las formas anteriores, y una definicién adecuada
de las cinéticas de los procesos en cada una de las condiciones anaerobias, andxicas y

aerobias que pueden darse en el sistema.

La representacion matricial de un modelo global ha de incluir todos los componentes y
procesos analizados en los apartados anteriores, realizando las modificaciones vy
adaptaciones necesarias para la correcta fusion de los procesos en un solo modelo, evitando

duplicidades y simplificando el maximo el numero de componentes y procesos necesarios.

Siguiendo estas premisas el grupo de investigacion CALAGUA, integrado por investigadores
de la Universidad de Valencia y la Universidad Politécnica de Valencia, ha desarrollado un
modelo de aplicacion general para cualquier proceso en el tratamiento de aguas residuales
urbanas, denominado Biological Nutrient Removal Model N2 1 (BNRM1, Seco et al., 2004).
Las modificaciones incorporadas en el modelo propuesto por el grupo CALAGUA permiten
una mejor representacion del proceso de depuracion del agua residual. Por esta razén, para
el desarrollo de este trabajo de investigacion, se partird del modelo BNRM1 el cual se

describird en un apartado siguiente.

1.4.3 Biological Nutrient Removal Model No.1 (BNRM1).

El modelo BNRM1 supone una perspectiva diferente de la modelacidon determinista para
procesos bioldgicos ya que un Unico modelo se utiliza para simular procesos fisicos, quimicos
y bioldgicos. Puede ser utilizado para el disefio y simulacién de las principales operaciones
de tratamiento de una EDAR, permitiendo tener en cuenta los efectos combinados de los
diferentes procesos de tratamiento. De esta forma el funcionamiento global de la EDAR
puede ser optimizado. Por ello este modelo es el que se encuentra actualmente
implementado en el software de simulacién DESASS (DEsign and Simulation of Activated

Systems) desarrollado también por el grupo de investigacion CALAGUA.

Los procesos fisicos considerados por el modelo BNRM1 son: sedimentacion y clarificacion

(sedimentacién floculada, zonal y compresién), elutriaciéon de los acidos grasos volatiles y
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procesos de transferencia de materia entre las fases liquida y gaseosa. Los procesos
quimicos considerados comprenden las principales reacciones dacido-base, asumiendo
condiciones de equilibrio quimico local e instantdneo y los procesos de precipitaciéon. Los
procesos bioldgicos considerados son: eliminacidn de materia organica, nitréogeno y fésforo,

acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.

1.4.3.1 Componentes y procesos del modelo.

1.4.3.1.1 Componentes del modelo.

El modelo considera un total de 27 componentes, 13 solubles y 14 particulados. En la Tabla 9

y la Tabla 10 se pueden ver todos los componentes del modelo.
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Sa (MDQO/Ls): Acido Acético. Debido a que la fermentacién se ha incluido como un proceso
bioldgico, los productos de la fermentacion se deben modelar separadamente de los otros
componentes organicos solubles.

Scha (MDQO/Ls): Metano. Es el principal producto generado en los sistemas de digestion
anaerobia.

Sk (MDQO/Ls): Sustratos organicos facilmente biodegradables, fermentables. Es la fraccion de
la DQO soluble que estd disponible directamente para la degradacién por los organismos
heterdtrofos. Se asume que Si puede servir como sustrato para el proceso de fermentacién.

Sh2 (MDQO/Ls): Hidrégeno. Subproducto generado en los sistemas de digestidon anaerobia, se
forma en el proceso de fermentacién pero en su mayoria es transformado en metano y
didxido de carbono.

S (MDQO/L3): Materia organica inerte. La principal caracteristica de este elemento es que no
puede ser degradado. Se asume que este elemento es parte del influente.

Sic (mol¢/L?): Carbono inorganico. Es la suma analitica de las concentraciones de carbonato
(CO5%), bicarbonato (HCO5) y 4cido carbénico (H,COs). El dcido carbdnico esta en equilibrio
con el diéxido de carbono (CO,) disuelto, siendo la concentracién de este uUltimo del orden
de 100 veces superior a la de acido carbdnico. Por este motivo la concentracién de CO,
también se incluye en este componente.

Sn2 (My/L3): Nitrégeno gaseoso, N,. Se asume que solamente es un producto de la
desnitrificacion.

SnHa (MN/L3): Amonio mas N amoniacal. Para el balance de las cargas eléctricas, se asume
que el Syus es solamente NH.", sin embargo, en la realidad estd compuesto de NH; + NH,".

Snos (Mn/L3): Nitrato mas nitrito (NO5 + NO,). Se asume que estd compuesto por nitrato y
nitrito, debido a que el nitrito no estd incluido como un componente del modelo.

So2 (Mpgo/L?): Oxigeno disuelto.

Sroa(Me/L3): Fésforo soluble inorgénico, principalmente ortofosfatos.

Sero (MDQo/Ls): Acidos grasos de cadena corta, excepto el acido acético. Para los célculos
estequiométricos se asume que Spro equivale al acido propidnico porque es el acido que
suele presentar mayor concentracién después de acético.

Sy (My/L%): Protén. Representa la concentracidn total de protones en disolucién, siendo la
suma analitica de las concentraciones de protones libres en disolucién (H*), y protones
combinados formando parte de otras especies (HCO5', H,COs, HPO,>, H,PO,....).

Tabla 9. Componentes solubles del modelo BNRM1.
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Xacer (MDQO/Ls): Bacterias acetogénicas. Son los organismos responsables de Ia
transformacion de los acidos grasos voldtiles que no pueden ser transformados en metano
en acido acético.

Xacio (MDQO/LB): Bacterias acidogénicas. Son los organismos responsables de la generacién de
acidos grasos volatiles por fermentacion y de la hidrélisis de la materia organica particulada
en condiciones anaerobias.

Xaut (MDQO/Ls): Organismos nitrificantes autdtrofos. Son los responsables de la nitrificacion.
Se asume que estos organismos incluyen tanto las bacterias amonioxidantes como las
nitritoxidantes.

Xu (MDQO/L3): Organismos heterdtrofos. Se asume que estos organismos pueden crecer en
condiciones aerobias y andxicas. Responsables de los procesos de hidrdlisis de los sustratos
particulados y pueden usar todos los sustratos solubles organicos degradables (Sa y S¢).

X (MDQO/Ls): Material organico inerte. Este material no se puede degradar. X, puede ser una
fraccion del influente o puede producirse dentro del proceso de lisis (muerte celular).

Xmac (MDQO/L3): Bacterias metanogénicas acetoclasticas. Estos organismos son anaerobios
estrictos y son los responsables de la conversién del dcido acético en metano.

XwvHz2 (MDQO/L3): Bacterias metanogénicas hidrogenotréficas. Estos organismos son
anaerobios estrictos y son los responsables de la conversion del hidrégeno en metano.

Xnv (Msst/L%): Sélidos suspendidos no volatiles. Este componente no participa en los procesos
bioldgicos, Unicamente se concentra por sedimentacion.

Xpao (MDQO/LS): Organismos acumuladores de polifosfatos (PAOs). Se asume que representan
a todos los organismos acumuladores de polifosfatos. La concentracion de Xpao no incluye los
productos que se almacenan intracelularmente (Xpp Y Xpya).

XpHA (MDQO/Ls): es un producto almacenado intracelularmente en las bacterias PAO. Este
incluye polihidroxialcanoatos (PHA), glucdgeno, etc. Se suele asociar con Xpao, Sin embargo,
no esta incluido en la masa de estas bacterias. Se asume que tiene la composicién quimica de
polihidroxibutirato, (C4HeO,),.

Xep (Mp/L3): Polifosfato. El polifosfato es un producto almacenado intracelularmente en las
PAO. Se presenta solamente asociado con Xpao, Sin embargo, no estd incluido en la masa de
Xppo- Forma parte del fésforo particulado. Se asume que tiene la composicidn quimica

(Ko.33Mg0.33PO3)n.

Xs (MDQO/Ls): Sustrato lentamente biodegradable. Es un sustrato organico particulado vy
coloidal de alto peso molecular que necesita ser hidrolizado antes de estar disponible para la
degradacién. Se asume que los productos de la hidrélisis (S¢) se pueden fermentar.

Xmeon (Msst/L?): Hidroxidos metélicos. Este componente se afiade al sistema para llevar a
cabo el proceso de precipitacién quimica del fosforo. Se asume que este componente esta
compuesto de Fe(OH)s. Es posible reemplazar este componente por otros reactivos.

Xmer (Msst/L3): Fosfatos metalicos. Este componente resulta de la precipitacién quimica del
fosforo. Se asume que estd compuesto de FePO,.

Xsst (Msst/L%): Solidos suspendidos totales, SST. No son un componente del modelo pero se
calcula su concentracidn a partir de los correspondientes factores estequiométricos.
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1.4.3.1.2 Procesos cinéticos.

El modelo BNRM1 se compone de un total de 37 procesos cinéticos, entre procesos

bioldgicos vy fisicos. En la Tabla 11 se enumeran dichos procesos.

j Proceso J Proceso
BACTERIAS HETEROTROFAS BACTERIAS AUTOTROFAS
1 Hidrolisis aerobia Crecimiento aerobio de Xyt
2 Hidrolisis andxica Lisis de Xaur
3 Hidrélisis anaerobia BACTERIAS ACIDOGENICAS
4 Crecimiento aerobio a partir de S¢ Hidrdlisis anaerobia
5 Crecimiento aerobio a partir de S, E Crecimiento de Xacip
6 Crecimiento aerobio a partir de Spro Lisis de Xacip
7 Crecimiento andxico a partir de S¢ BACTERIAS ACETOGENICAS
8 Crecimiento andxico a partir de Sy Crecimiento de Xacer
9 Crecimiento anoxico a partir de Spgro E Lisis de Xacer
all Lisis de X BACTERIAS METANOGENICAS
BACTERIAS PAO 774  Crecimiento de Xyac

Almacenamiento de Xpya a partir de Sy 28 Lisis de Xyac
Almacenamiento de Xpya @ partir de Spro 29 Crecimiento de Xy,
Almacenamiento aerobio de Xpp 30 Lisis de Xs
Crecimiento aerobio a partir de Xpya

FISICOQUIMICOS

Almacenamiento andxico de Xpp 31 Precipitacién
Crecimiento andxico a partir de Xpya 32 Redisolucion

L!S!S de Xpno 33 Desabsorcion de O,
L!S!S de Xep 34 Desabsorcidn de H,
Lisis de Xpua 35 Desabsorcidn de CH,

36 Desabsorcion de CO,
37 Desabsorcion de N,

Tabla 11. Procesos cinéticos considerados en el modelo.

1.4.3.1.3 Procesos de equilibrio acido-base. Calculo del pH.

El modelo BNRM1 incluye como procesos gobernados por el equilibrio las interacciones
acido-base en las que participan los componentes considerados. Serralta et al. (2004)
desarrollaron un algoritmo para el calculo del pH aplicado a los procesos bioldgicos de

EDARs. Este algoritmo se incorporé al modelo BNRM1 (Seco et al., 2004).

Para el desarrollo del modelo se ha asumido un equilibrio quimico instantdneo para estos
sistemas acido-base. Esta asuncién simplifica el calculo de las concentraciones de las
especies presentes porque los procesos gobernados por el equilibrio se pueden describir
mediante un conjunto de ecuaciones algebraicas no lineales. Estas ecuaciones incluyen una
expresidon de la ley de accidon de masas para cada una de las especies formadas en cada uno

de los equilibrios y un balance de materia para cada uno de los componentes.
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Ley de accidén de masa:

Ki={s;} HXj_a” Ec.- 44
j=1
Balance de materia:
n
’1}' = Z aij . [Sl] Ec.- 45

Donde:

{Si} = actividad de la especie i.

Ki = constante de equilibrio para la formacion de la especie i.

X; = actividad del componente j.

aj; = coeficiente estequiométrico del componente j en la especie i.

Tj = concentracidn total del componente j.

La actividad de cada uno de los componentes esta relacionada con su concentracién a través

del coeficiente de actividad v;, tal y como muestra la siguiente ecuacién:
{Sl} =Y CL' Ec.- 46
A partir de la aplicacién de estas expresiones a los distintos componentes y especies

considerados en el modelo, se obtiene el conjunto de ecuaciones que se muestran en la
Tabla 12.
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{H+} . {OH_} — 10—13.998

{Hpo‘zl'_} — 1012.34
{H*} -{P0;®}
{HZPOZ} = 1019533
Y (PO
{H3P©4} — 10217
{H*}3 - {P0;®}
{H+} : {NH3} — 10_9.252
{NH;}
(CH;CO0H} s
{H*}- {CH;C00~}
(CH;CH,COOHY 174
{H*} - {CH;CH,C00~}
{HCO3} — 101033
{H*}-{C0;?}
{HZCO3 } — 1016.681

{H*}2-{C07?}
[H*] + [HPOZ7]+ 2 - [H,PO;] + 3 - [H3PO,] + [HCO3] + 2 - [H,CO3 ]
+ [CH;COOH] + [CH3;CH,COOH] — [OH™] — [NH3] = Hy
[PO;~] + [HPO;™]+ [H,PO; ] + [H3PO,] = Py
[NH{] + [NH;3] = NHy
[CO32] + [HCO3] + [H,CO5] = Cr
[CH;CO00~] + [CH;COOH] = Acy
[CH;CH,CO0~] + [CH;CH,COOH] = Pry

Tabla 12. Ecuaciones del modelo para los procesos de disociacidn. {i} actividad de la especie i, [i]

concentracion de la especie i, Z; concentracion total del componente Z.

La resolucién de estas ecuaciones algebraicas se efectia mediante la aplicacion del
programa MINTEQA2, (Allison et al., 1991). Se trata de un programa de libre distribucion,
desarrollado por la U.S.E.P.A (United States Environmental Protection Agency) (Allison et al.,
1991), que permite calcular las concentraciones de todas las especies presentes en el
equilibrio en sistemas acuosos. Los datos que necesita el programa para calcular la
composicion en el equilibrio consisten en la determinacién de las concentraciones totales de

todos los componentes y otras medidas relevantes tales como la temperatura, pH....

67



Capitulo 1. Introduccion

El procedimiento de resolucion de las ecuaciones implica una iteracién secuencial entre las
ecuaciones diferenciales de los modelos biolégicos y las ecuaciones algebraicas del modelo
qguimico. La resolucion de las ecuaciones diferenciales proporciona la evolucion de las
concentraciones totales de los distintos componentes en funcidén del tiempo, mientras que la
resolucidn de las ecuaciones algebraicas del modelo quimico proporciona la evolucién de las
concentraciones de las distintas especies en funcién del tiempo. La Figura 16 muestra de

forma esquematica el procedimiento de calculo para los estados estacionario y transitorio.

Estado estacionario Estado transitorio
Inicio t=0
& Procesos
Procesos |, cinéticos
cinéticos L
Procesos de
N ore .
equilibrio
Procesos de NO NO

equilibrio

t=t+At

Convergencia

S| S|
v v
Fin Fin

Figura 16. Esquema del proceso de resolucion de las ecuaciones en estado estacionario y transitorio.

1.4.3.2 Ecuaciones de continuidad.

La estequiometria del modelo BNRM1 se basa en 6 ecuaciones de continuidad aplicadas a la
DQO, nitréogeno, fésforo, sélidos suspendidos totales, carbono y protones. Estas ecuaciones
de continuidad permiten la estimacién de un coeficiente estequiométrico conocidos los
restantes. Estas ecuaciones se utilizan para calcular los coeficientes estequiométricos de So,
(Snoz Y Sn2 en la desnitrificacion) a partir de la DQO, Syns @ partir del nitrégeno, Spos a partir
del fésforo, Xsst a partir de los sélidos suspendidos totales, Sic a partir del carbono, y Sy a
partir de los protones. Los factores de conversidon necesarios para aplicar las ecuaciones de

continuidad se muestran en la Tabla 13.
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Ec. Continuidad

DQO Nitrégeno Fésforo Solidos Carbono Protén
para —
Factor —> ipao, in,I ip, issT,1 ici i,

$°mp°"e"te Unidad gDQO gN gP g SsT mol C mol H

So2 g0, -1

SnHa gN 1 -1/14

Snos gN -64/14 1 1/14

Sn2 gN 1

Sk gbQo 1 insF ipsr icsr

Sa gbQo 1 2/64 1/64

Sero gbo 1 3/112 1/112

Spos gP 1 2/31

Si gDQO 1 insi ipsi icsi

SH mol H -1

Sh2 gbQO0 1

Scha gbQO0 1 1/64

Sic mol C 1 2

Xs gbQo 1 inxs ipxs issTxs icxs

X gbQo 1 inxi ipxi issTxi icxi

Xgsm (biomasa) gDbQO 1 inBm ipBM issTBM icam

Xpp gP 1 3.23

XpHa gbQO0 1 0.6 1/36

XSST g SST -1

XmeoH g SST 1

Xvier g SST 0.205 1

Xnv g SST 1

Tabla 13. Factores de conversién ic; aplicados en las ecuaciones de continuidad del modelo.

Los factores de conversion de las ecuaciones de continuidad deben ser definidos
previamente para poder aplicar las ecuaciones. Estos factores indican el contenido de cada
uno de los componentes en cada uno de los materiales para los cuales se aplica la ecuacién
de continuidad. Mientras que los factores de conversidon de la materia organica suspendida
inerte (X;) y lentamente biodegradable (Xs) dependen de las caracteristicas del influente
empleado en cada caso, los valores referidos a los distintos grupos de bacterias se han
calculado asumiendo que toda la biomasa tiene la misma composicién quimica CsH;NO,Pg o9
(Tabla 14).

Factor de conversion Valor Unidad
inm 0.087 gN/gDQO
ipem 0.017 g P/gDQO

isstam 0.700 g SST/g DQO
icem 0.031 mol C/g DQO

Tabla 14. Valores de los factores de conversidn para la biomasa obtenidos considerando la composicién de

las biomasa como CsH;NO,P go.
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Las principales ventajas que presenta el modelo BNRM1 son:

v’ Las interrelaciones entre las diferentes unidades del proceso pueden ser tenidas en
cuenta con una Unica herramienta de simulacidn.

v' Considera los efectos de las recirculaciones desde la linea de fangos a la corriente
principal. Permite optimizar el funcionamiento global de la planta.

v' Considera los tres tipos de bacterias: aerobias, facultativas y anaerobias. Las
condiciones ambientales en cada unidad de tratamiento determinan qué grupos
pueden proliferar.

v Las conversiones artificiales de biomasa a materia organica biodegradable no son

necesarias para enlazar los procesos de tratamiento del agua con los de fango.

1.5 Modelacion del proceso de nitrificacion.

1.5.1 Modelos de nitrificacion en una etapa versus nitrificacion en dos etapas.

El proceso de nitrificacidon ha sido tradicionalmente modelado como un proceso de una
Unica etapa (Henze et al., 2000). Esta suposicion era valida ya que raramente existia
acumulacién de nitrito en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, el
reciente desarrollo de nuevos procesos y tecnologias en los que es importante la separacion
entre procesos (oxidacién de amonio y oxidacién de nitrito) han hecho necesaria la inclusidn
de la ruta metabdlica completa en los modelos biolégicos de estos sistemas. Ademas hay
situaciones especificas en las que el nitrito tiene un papel muy importante, como por
ejemplo: operacion inestable de una planta de tratamiento de aguas residuales (falta de
oxigeno, T2 baja, bajo TRC, presencia de inhibidores), procesos en el tratamiento del
sobrenadante procedente de la linea de fangos, plantas de tratamiento de aguas residuales
industriales,... En estos sistemas el modelo de una uUnica etapa no es adecuado y como

consecuencia es necesario incluir el nitrito en el modelo de estos sistemas.

La inclusién del nitrito en los modelos del tratamiento de aguas residuales supone la
modificacion de los modelos tradicionales tanto de nitrificacién como desnitrificaciéon. Pero
ademads de los procesos de nitrificacion y desnitrificacion, la inclusion del nitrito como un
nuevo componente tendra consecuencias para la descripcidon de otros procesos del sistema
de tratamiento de aguas residuales, como la absorcion de fésforo, la respiracién enddgena,
la hidrdlisis y los procesos de almacenamiento (ya que el HNO; es un agente inhibidor de casi

todos los procesos).
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Hay numerosos grupos de investigacion que trabajan en este campo, con el objetivo de
desarrollar un modelo adecuado, con inclusién de nitrito, para reproducir los resultados
observados en los procesos de tratamiento de las aguas residuales y sobrenadantes de la

digestion de fangos.

1.5.2  Revision de los principales modelos de nitrificacion via nitrito.

Hoy en dia hay varios modelos bioldgicos diferentes en los que se describe por separado las
dos etapas del proceso de nitrificacion. Un resumen de dichos modelos puede encontrarse
en Sin et al., 2008. Algunos de estos modelos se centran en los procesos que tienen lugar en
el tratamiento de aguas residuales con una alta carga de nitrégeno, como el sobrenadante
de la linea de fangos digeridos anaerobiamente (Hellinga et al., 1999; Volcke, 2006; Wett y
Rauch, 2003; entre otros). Por otro lado, hay modelos que son mas convenientes para los
procesos de los sistemas de fangos activados (como Sin y Vanrolleghem, 2006; Kaelin et al.,
2009) (Ver Tabla 15).

Referencia Modelo de procesos en ...

Hellinga et al., 1999

Volcke et al., 2006

Van Hulle et al., 2007 Corrientes de recirculacion de
Wett y Rauch 2003 sobrenadante de la linea de fangos
Pambrun et al., 2006

Jones et al., 2007

Kaelin et al., 2009

Siny Vanrolleghem, 2006  Corriente principal de planta
Sin et al., 2008

Hao et al., 2002

Moussa et al., 2005 Ambas

Kampschreur et al., 2007

Tabla 15. Principales modelos de nitrificacion via nitrito y agua residual en la que se han desarrollado.

Ademas de los modelos desarrollados en el tratamiento de aguas residuales existen modelos
como el RWQM1 (River Water Quality Model N2 1) propuesto para el modelado de procesos
en rios (Reichert et al., 2001). Este modelo fue descrito por la IWA en 2001 e incorpora el
proceso de nitrificacion en dos etapas (nitritacion, nitratacion y equilibrios quimicos). Este
modelo supuso en un gran paso en el campo de la modelacion por incorporar balances de
masa, equilibrios de pH,... Otra referencia relevante a tener en cuenta es la propuesta de
Grau et al., 2007, que aungue no es en si mismo un modelo, describe una metodologia de
modelado para plantas de depuracién a partir de listas de transformaciones compatibles,
donde se incluye como posibles transformaciones la nitrificacidn via nitrito y los equilibrios
de pH (adaptadas del RWQM1).
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La revisidn de los principales modelos de nitrificacion en dos etapas de la Tabla 15 permite
observar que existe cierta diversidad en las estructuras matematicas de los modelos
desarrollados hasta el momento. Estas diferencias se deben fundamentalmente a los
supuestos realizados en cada caso y a la eleccion de las cinéticas de limitacidn por sustrato e
inhibicién. En la Tabla 16 se resumen las principales diferencias entre algunos de los modelos

de nitrificacién en dos etapas (Sin et al., 2008).

72



Capitulo 1. Introduccion

Bacterias amonioxidantes | Bacterias nitritoxidantes |
NH3 vs NHy: NO, vs HNO,:
Excepto Hellinga et al. (1999), Volcke, (2006) y | Hellinga et al. (1999), Volcke, (2006) y Pambrun
Van Hulle et al. (2007), los otros modelos | et al. (2006) consideran el HNO, como sustrato
o asumen el NH; como el sustrato para el | en el modelo, empleando diferentes cinéticas
§ crecimiento de las bacterias AOB. El NH; como | para describir el proceso. Otros autores asumen
§ sustrato se considera principalmente en los | el nitrito como sustrato y describen la funciéon
“  modelos de los procesos del tratamiento de | de limitacién con la ecuacién de Monod.
corrientes de recirculacidon. La funcion de
Monod en la mas usada para describir el
proceso de limitacion por el sustrato.
La inhibicion por sustrato mas estudiada es la producida por amoniaco ya que, debido al pH al
gue se trabaja habitualmente en los sistemas de depuracidn bioldgica, es la que se puede llegar a
£ producir.
E Para B. Amonioxidantes. Solo se considera en | Para B. Nitritoxidantes. Esta inhibicion fue
8  algunos modelos (Wett y Rauch (2003), Van | considerada por Pambrun et al. (2006) y Wett y
:5 Hulle et al. (2007), Pambrun et al. (2006)). Los | Rauch (2003) usando una funcidn switch,
§ coeficientes de inhibicion en estos modelos | mientras que no se tuvo en cuenta en el resto
:E son muy altos, por lo que esta inhibicion | de modelos. Al igual que en el caso de las AOB la
= probablemente se pueda obviar en la practica | importancia de esta inhibicion dependera de las
si el efluente a tratar no tiene una elevada | concentraciones a las que se trabaja.
cargade N.
La inhibicion de la nitrificacién por acido nitroso estda mucho menos estudiada, seguramente
porque es dificil alcanzar concentraciones de nitrito que provoquen inhibicién. Los sistemas de
depuracién bioldgica trabajan habitualmente a pH superior a 7, lo que supone que se tengan que
alcanzar elevadas concentraciones de nitrito para que el equilibrio se desplace hacia la formacion
~ de acido nitroso. La inhibicién por acido nitroso de las bacterias es un proceso que numerosos
g autores no contemplan, aunque no se puede descartar cuando se alcanzan elevadas
T concentraciones de nitrito en el sistema.
&  Para B. Amonioxidantes. Solamente se | Para B. Nitritoxidantes. La inclusion de este
:5 considerd en los modelos desarrollados para | término en el modelo depende de Ia
§ procesos del tratamiento de corrientes de | concentracion de nitrito en el sistema que va a
:E recirculacion mediante una funcién switch | ser modelado. La inhibicion por HNO, fue
= (Hellinga et al. (1999), Pambrun et al. (2006), | considerada por Hellinga et al. (1999), Pambrun
Volcke, (2006) y Van Hulle et al. (2007)). En | et al. (2006) y Wett y Rauch (2003) empleando
los procesos de la corriente principal los | diferentes cinéticas de inhibicién en cada uno
niveles de nitrito no suelen ser altos. (funcidn de inhibicion no competitiva, cinética
de Haldane,...).
- Los modelos de los procesos de la corriente principal ignoran el efecto del pH en las tasas de
8 crecimiento de las bacterias, ya que en las EDARs el pH generalmente permanece constante. Sin
| embargo, en los procesos de las corrientes de recirculacidn se tiene en cuenta el efecto del pH
*3 desde 3 puntos de vista: (i) inhibicién directa del pH (Van Hulle et al. (2007)), (ii) efecto indirecto,
%’, ya que el pH influye en los equilibrios dcido/base (Hellinga et al. (1999), Wett y Rauch (2003)), (iii)
combinacién de ambos efectos (Jones et al. (2007)).

Tabla 16. Caracteristicas mas relevantes de los principales modelos de nitrificacién via nitrito.

Aparte de la estructura del modelo, también existe una gran variabilidad entre los valores de
los pardmetros determinados en cada estudio. De hecho, casi se puede decir que cada
modelo tiene un conjunto de valores de pardmetros diferentes. Lo importante es entender a

gue se pueden deber estas diferencias.
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En primer lugar es necesario tener en cuenta que no en todos los estudios se midié y/o

identifico todos los pardmetros incluidos en el modelo. Por el contrario, en la mayoria de los

estudios consultados se midieron sélo algunos parametros, mientras que los valores para los

restantes parametros fueron asumidos de diversas fuentes de la bibliografia (principalmente

de Wiesmann, 1994, pero también de otros estudios). La seleccién de valores de parametros

a partir de la bibliografia es muy importante como se puede observar, por ejemplo, en el

amplio rango de valores de rendimientos de las bacterias recopilados (Ynu Y Yno), que son en

la mayoria de los modelos asumidos y no medidos. Otras posibles fuentes que pueden

contribuir a esta variabilidad de valores son:
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Caracteristicas del proceso y antecedentes. Los modelos enumerados en la Tabla 15
se desarrollaron con aguas residuales de diferentes cargas (efluentes con alta carga o
efluentes mas diluidos) y diferentes configuracidon y operacién del proceso (escala
laboratorio o planta piloto; reactor batch o reactor continuo; alta T2 o baja T3,...). La
cinética del proceso de absorcién del sustrato es en cierto modo una expresion de los
antecedentes del proceso y la concentracion media de sustrato con que es operado.
Como estos factores afectan a la fisiologia de las bacterias y su grado de adaptacion,
la medida de los coeficientes de afinidad e inhibicién puede variar.

Técnica experimental. Algunos de los valores de estos pardmetros son estimados a
partir de los datos recopilados en experimentos en laboratorio, mientras que otros
parametros se obtienen a partir de la calibracion del modelo en planta piloto o
plantas reales. Como estas técnicas no estan estandarizadas, la forma en que se
estima/mide el valor de los pardametros puede también contribuir a la variabilidad
observada en estos valores.

Difusion del sustrato. La disponibilidad de sustrato para las bacterias depende de la
difusion, tamano del floculo, mezcla e hidraulica. Puesto que estos factores varian de
un estudio a otro, esto afectard a los valores estimados de los pardametros.
Adaptacion. La adaptacion de la biomasa puede incrementar la afinidad por el
sustrato llevando a determinarse constantes de afinidad mas bajas (es decir, la
afinidad del sustrato depende de la concentracién de este en el reactor). La tasa
maxima de crecimiento de las bacterias probablemente depende del las condiciones
de crecimiento y de los antecedentes del fango.

Estructura del modelo. Los parametros estan relacionados con la estructura del
modelo. Esto significa que el valor de un pardmetro estd condicionado por el otro.
Este aspecto es particularmente importante con respecto a la propagaciéon de
errores. En otras palabras, una suposiciéon errénea de un valor (por ejemplo, el

rendimiento celular) podria compensarse con valores apropiados de otros
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parametros (por ejemplo la tasa de crecimiento o constante de afinidad). Esto se
conoce como el problema de identificabilidad, es decir, un modelo puede reproducir
una dinamica similar con diferentes combinaciones de valores de parametros, y todo

esto conduce al fendmeno de variabilidad de parametros.

De acuerdo a la bibliografia consultada, es importante destacar que, independiente de sus
caracteristicas y funciones, cualquier modelo deberia ser adaptado, calibrado y validado
para un uso especifico. Ademads, también parece claro que los procesos de nitrificacion
parcial empleados en el tratamiento de los sobrenadantes de la digestion de fangos de la
planta podrian requerir rangos de valores de parametros diferentes a los que se emplean

habitualmente en las lineas principales de tratamiento de aguas residuales (Sin et al., 2008).

En resumen, aunque existen varios modelos en los que se incluye el nitrito como
componente de los diferentes procesos, aun no hay un Unico modelo con inclusion de este
componente, apropiado para tratar las cuestiones mencionadas y proporcionar un rango de
valores de parametros fiable para simular adecuadamente las transformaciones del nitrito

en los sistemas de fangos activos.

1.6 Calibracion de modelos de tratamiento de aguas residuales.

El proceso de calibracion proporciona los valores de los pardmetros que intervienen en el
proceso bioldgico y que servirdn para que los resultados del modelo matematico se ajusten a
la realidad. La determinacion de dichos pardmetros se obtiene mediante la optimizacién de
una funcion objetivo empleando algoritmos matemadticos especificos. En general, la funcién
objetivo propuesta es la minimizacion de la suma del cuadrado del error, el cual viene dado

por la diferencia entre los valores experimentales y los predichos por el modelo.

La calibracion de cualquier modelo garantiza su aplicabilidad, lo cual lleva implicito tres

cualidades del modelo, importantes y necesarias para su posterior uso:

v Confianza. Hay que demostrar que el modelo tiene capacidad de reproducir
condiciones existentes y fiabilidad para resolver situaciones futuras.

v' Conocimiento y comprension. La determinacién de los valores de los
parametros del modelo mediante la calibracién convierte el modelo en una
herramienta para conocer el comportamiento del proceso biolégico en su
totalidad, explicando cambios que ocurren en su comportamiento en base a

variaciones de las condiciones de operacion.
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v’ Resolucién de problemas. El disponer de un modelo adecuadamente calibrado
puede permitir la reconstruccién de informacién perdida o el establecimiento
de alarmas ante comportamientos andmalos o informacidon errénea del

sistema.

En la bibliografia se pueden encontrar diferentes metodologias para la calibraciéon de los
parametros del modelo. A continuacion se describen las metodologias y protocolos de
calibracion mas destacados aplicables a los modelos que representan el tratamiento

bioldgico del agua residual.

1.6.1 Metodologias de calibracion.

Los procedimientos de calibracion que se describen a continuacion emplean métodos de
optimizacién para la estimacion de los pardmetros del modelo matematico, basdandose en la
minimizacion del error cuadratico medio entre los datos simulados y experimentales. No
obstante, pueden surgir problemas de identificabilidad de los parametros asociados a la

calidad de los datos experimentales y la complejidad del modelo bioldgico.

1.6.1.1 Calibracion en estado estacionario.

Este procedimiento consiste en emplear datos promedios del comportamiento de la EDAR,
considerando que estos datos medios representan el estado estacionario de la planta. Esta
clase de metodologia de calibracion asocia todos los pardmetros del modelo a un

comportamiento estable de la planta.

Generalmente con una calibracién del modelo en estado estacionario, solamente pueden ser
determinados los parametros responsables del comportamiento a largo plazo de la EDAR
(Nowak et al., 1999). Estos parametros estan correlacionados en cierto grado, lo cual
significa que la modificacion del valor de un pardmetro se puede compensar por una

modificacion en el valor de otro coeficiente.

El procedimiento de calibracion en estado estacionario permite la determinacién
experimental de pardmetros que caracterizan el comportamiento de la EDAR en largos
periodos de tiempo. Fundamentalmente, este procedimiento permite la identificaciéon de

pardmetros asociados a la produccién y composicion de fangos.
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1.6.1.2 Calibracion dinamica.

Si el propésito del procedimiento de calibracion es describir y predecir situaciones dinamicas
a un corto plazo, sera conveniente un procedimiento de calibracion basado en datos
dindmicos. En numerosos trabajos se emplea un procedimiento de calibracion a partir de
datos dindmicos (Rieger et al., 2001; Makinia et al., 2006).

El procedimiento de calibracién dinamica requiere que los datos se recojan con una
determinada frecuencia de muestreo que depende de la constante de tiempo del proceso y
de las variaciones del influente. El tiempo de retencién hidraulico (TRH) es una de las
constantes de tiempo del sistema mas importantes. Idealmente, el periodo de tiempo entre
muestras no debe ser mayor a la quinta parte del TRH, como asi, también el periodo de toma
de muestras debe ser 3 a 4 veces esta constante de tiempo. Sin embargo, puesto que las

medidas son relativamente costosas estas recomendaciones no siempre se logran cumplir.

Esta metodologia de calibracién se emplea generalmente para lograr una profundizacién en
el conocimiento del comportamiento dinamico del sistema. Sin embargo, la implementacion
de esta metodologia de calibracion requiere un costoso trabajo experimental. El empleo de
sondas permite aliviar el esfuerzo experimental que requiere esta metodologia. Existen una
serie de dispositivos que permiten la determinacién de variables como Syos, Snna, SST, DQO,
Spos, €tc., con las que se podrian muestrear zonas claves de la EDAR con una elevada

frecuencia.

1.6.1.3 Calibracion off-line en laboratorio.

La informacion obtenida de la modalidad en estado estacionario o dindmica puede ser
complementada con experiencias en laboratorio. Este tipo de metodologia consiste en la
calibracién selectiva de los parametros de elevada influencia del modelo matematico

mediante experimentos en discontinuo (Penya Roja et al., 2002).

Estos ensayos se realizan en el laboratorio bajo condiciones muy controladas, con fango
biolégico e influente de la EDAR en estudio. Consisten en experimentos especificamente
disefados para aislar los procesos bioldgicos, permitiendo de esta manera la calibracion
selectiva de los parametros. Existen diferentes métodos de calibracion selectiva de
pardmetros. En general se emplean técnicas respirométricas, principalmente para evaluar

parametros de las bacterias heterétrofas, autotrofas y PAO aerobias.
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1.6.1.3.1 Técnicas respirométricas.

Para disefiar tratamientos bioldgicos es de vital importancia conocer el comportamiento de
los microorganismos, es decir, su cinética. En contraste con las técnicas clasicas, uno de los
métodos mas rdpidos y sencillos para el cdlculo de pardmetros cinéticos, son los ensayos
respirométricos. Desde que fue propuesta, la técnica de la respirometria ha sido
ampliamente utilizada como herramienta para la caracterizacion de aguas residuales, la
evaluacién de la actividad bioldgica de fangos activados y la calibracion de modelos
matematicos (Spanjers y Vanrolleghem, 1995). Por respirometria se entiende la medicion de
la velocidad de consumo de oxigeno (OUR) de los microorganismos en el proceso de
oxidacion de un sustrato (Sperandio y Paul, 2000; Orhon y Okutman, 2003; Boursier et al.,
2005). El dispositivo experimental empleado en la determinaciéon de OUR recibe el nombre
de respirometro, y el perfil de oxigeno disuelto (OD) frente al tiempo registrado por dicho
dispositivo se denomina respirograma. El analisis respirométrico se emplea en general en
procedimientos de caracterizacion del agua residual asi como en ensayos destinados a la

estimacion de parametros de los modelos bioldgicos ya que permite:

v" Determinar la tasa de consumo de oxigeno en efluentes domésticos e industriales.

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

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

v' Determinar las caracteristicas de biodegradacion de productos quimicos especificos o

de mezclas quimicas.

\

Determinar los pardmetros cinéticos para las reacciones de biodegradacion.

<

Monitorizar la aclimatacidon de un cultivo de microorganismos a materiales organicos

refractarios.

Las principales razones para emplear las técnicas respirométricas son:

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

v’ Larespirometria es una técnica sencilla, rapida, no-contaminante y asequible.

v" No es posible evaluar el efecto de un proceso biolégico con sélo medidas fisicas o
guimicas: se necesitan pardmetros derivados de la propia biomasa (fango activo), y

esto sélo se consigue con la respirometria.
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<

Se puede analizar el efecto que el sustrato (agua residual) sobre la biomasa.

v' Permite evaluar y controlar los procesos que tienen lugar en la depuracidon de
aguas residuales de forma sencilla y eficiente.

v' Permite optimizar los pardmetros operativos del proceso y las posibilidades de un
ahorro energético.

v Da un soporte fundamental a programas de simulacién de procesos de

depuracion.

1.6.2 Protocolos de calibracion.

1.6.2.1 Protocolo de Calibracion BIOMATH (Vanrolleghem et al., 2003).

El protocolo BIOMATH fue desarrollado por Vanrolleghem et al. en 2003 para satisfacer la
necesidad de un procedimiento estandar de calibracién de modelos. En la Figura 17 se
puede ver las diferentes etapas de este procedimiento. Dependiendo del primer paso del
protocolo, el cual se define como el objetivo de la calibracién del modelo, no es necesario
llevar a cabo todas las etapas descritas. El protocolo BIOMATH estd compuesto por mas de
las cuatro etapas principales, ya que incluye la caracterizaciéon de la planta, calibracién del

estado estacionario, calibraciéon dinamica y evaluacidn de los resultados de la calibracion.
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Definicién de objetivo/s?

v

Decision de la informacion necesaria (Fase
1) y niveles de Calibracién (Fases 1l y 1V)

v

1) Estudio de planta
2) Andlisis de datos

A

—>7T>-m

>T>-Hm

vV v Y v

3) Modelo hidraulico de transferencia de 4) Caracterizacion sedimentacion < 5) Bioldgico y caracterizacion de <
masa y aireacion (OED + recogida datos) (OED + recogida datos) influente (OED + recogida datos)

v v v
6) Calibracion de modelo hidraulico y 7) Calibracion de modelo [ 8) Calibracion simple de estado
aireacion sedimentacion I estacionario de ASM (No?)
A

A

« | 9) Andlisis de sensibilidad y modelo |
estado estacionario de ASM

A

v

10) Calibracién dinamica del modelo
y andlisis de sensibilidad

v

11) Objetivo alcanzado

v

12) Evaluaciones

>T>-m

<>TUT>»-m

Figura 17. Esquema general del protocolo de calibracion BIOMATH (Vanrolleghem et al. 2003).

Una vez establecido el objetivo del procedimiento de calibracidn se debe llevar a cabo un
estudio y caracterizacion de la planta. Con ello se tiene que determinar la configuracién
general de la planta, parametros de operacién, concentraciones medias en la entrada y las
caracteristicas de la produccion y rendimiento de la planta. Los datos recogidos en esta
etapa son analizados y verificados antes de su uso en los distintos niveles de la calibracién

usando, por ejemplo, balances de masa.

El modelo completo de la EDAR a escala real en estudio, esta dividido en tres
compartimentos: el modelo de transferencia de masa (hidrdulica y la transferencia de
oxigeno), el modelo de sedimentacion y el modelo biolégico. Cada submodelo es calibrado
por separado primero con los datos recogidos en la etapa |. Después de la calibracién por
separado, los tres modelos se incorporan en el modelo a gran escala y se lleva a cabo una
calibracion de la planta en estado estacionario. El objetivo final de esta calibracién del
estado estacionario es obtener un buen ajuste a la media de produccién de fangos y el
consumo de oxigeno de la planta. Los parametros a calibrar durante esta etapa se

determinan mediante un andlisis de sensibilidad.
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Para una alta precision en la calibracién se requiere una recopilacién adicional de datos en
cada submodelo, en cuyo caso se recomienda el uso de la metodologia de disefio 6ptima
experimental (OED methodology, Optimal Experimental Design) (Dochain y Vanrolleghem,
2001). El objetivo final de utilizar la metodologia OED es el disefio de campafias de recogida
de datos sobre una base cuantitativa y objetiva para maximizar el contenido de la

informacién de los datos y reducir el costo asociado.

Después de la calibracién del estado estacionario se lleva a cabo la calibracién dinamica del
modelo completo de la planta. En la etapa de calibracién dindmica, se utilizan como
entradas para el modelo los datos del influente obtenidos de una campafia de medicion
dindmica (muestreo intensivo). Los parametros a calibrar se determinan de nuevo por medio
de un analisis de sensibilidad. Las variables a considerar en el andlisis de sensibilidad se

definen generalmente por el objetivo del estudio.

Se pueden realizar experimentos a escala de laboratorio para recoger mas informacion sobre
los parametros mas sensibles. Al igual que en el paso anterior, la metodologia OED se puede
utilizar para el disefio de experimentos que proporcionen informacién importante (y
rentable) para la determinacidn precisa de los parametros importantes obtenidos a partir
del analisis de sensibilidad. El valor de los pardmetros estimados a partir de experimentos a
escala de laboratorio puede ser utilizado en la calibracién dindmica. Como alternativa, estos
pardmetros pueden ser estimados utilizando los datos a gran escala. Se puede aplicar el
mismo procedimiento para la caracterizacidon de la sedimentacidén y la calibraciéon de la

transferencia de masa.

Después de completar la calibracién dindamica, el modelo calibrado se valida, por ejemplo,
usando datos recogidos en el muestreo intensivo bajo diferentes condiciones de operacion
de la planta. Si las predicciones del modelo calibrado para uno o mds componentes no son

suficientemente buenas, entonces el modelo tiene que ser recalibrado.

1.6.2.2 Protocolo de Calibracion STOWA (Hulsbeek et al., 2002)

Este protocolo de calibracién fue desarrollado en los Paises Bajos, y fue el resultado de los
datos obtenidos en la calibracién de alrededor de 100 plantas (Hulsbeek et al., 2002). La
Figura 18 ilustra el organigrama general de este protocolo. Al igual que el protocolo
BIOMATH, éste comienza con la formulacién de los objetivos. Después de esto, se lleva a
cabo una definicidn de los procesos mas relevantes. En la etapa de recopilacién y verificacion

de datos se definen la composiciéon y tasas de los flujos de los diferentes elementos del
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proceso, asi como el volumen de estos. Los balances de masa son muy convenientes para
verificar la consistencia de los datos. En el caso de que los datos no sean consistentes o los
balances de masa no puedan ser cerrados, entonces los parametros operacionales (TRC,

flujo de recirculacion,...) se deben corregir antes de proceder a la calibracién del modelo.

Formulacion de objetivos

v

> Descripcion de procesos
N Recopilacién y verificacion de

datos

v

Estructura del modelo

v

Caracterizacion de flujos

v

Calibracién
Validacién Caracterizacién detallada

v

Estudios de optimizacién <

Figura 18. Esquema general del protocolo de calibracién STOWA (Hulsbeek et al., 2002).

En la cuarta etapa del protocolo, se define la estructura del modelo de la planta. Esto
comprende la seleccion de los submodelos para la descripcidon de la hidraulica, aireacion,
sedimentacion y procesos biolégicos de la planta. En el siguiente paso, se recopila la

informacidén referente a los distintos flujos de la planta.

Finalmente el modelo puede ser calibrado. En esta etapa, el protocolo aconseja realizar una
calibracion inicial y comparar los resultados de las simulaciones con los datos de la planta. Si
hay una considerable discrepancia entre el modelo y las medidas, el protocolo recomienda,
para verificar la calidad de los datos, realizar medidas adicionales y comprobar de nuevo los
balances de masa. Después de verificar (o corregir si procede) los balances de masa, se
puede llevar a cabo una calibracién minuciosa. Con este fin, el protocolo STOWA establece
un procedimiento de calibracion manual en el que los parametros de los diferentes procesos
bioldgicos son calibrados de uno en uno hasta obtener un buen ajuste con los datos de la

planta.
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En este protocolo, la caracterizaciéon del influente de la planta esta basada en métodos
fisico-quimicos combinados con test de DBO. Se establece también en el protocolo una

detallada discusion del uso de test de DBO y sus desventajas.

Cuando se ha completado la calibracién, el modelo debe ser validado usando los datos de la
planta de un periodo diferente al usado en la calibracién. Después de que el modelo haya

sido satisfactoriamente validado, puede ser empleado para su fin ultimo.

1.6.2.3 Protocolo de Calibracion HSG (Langergraber et al., 2004).

Este protocolo de calibracidon fue presentado por varias instituciones académicas (HSG,
Hochschulgruppe) que trabajan en las simulaciones de los modelos ASM en Alemania,
Austria y Suiza (Langergraber et al.,, 2004). La estructura general de este protocolo se
muestra en la Figura 19. Al igual que los otros protocolos, el primer paso es la definicién de
los objetivos del estudio de calibracidn. Después, se recopila informacidn completa de la
configuracion de la planta, funcionamiento y rendimiento de esta. Usando esta informacién
general de la planta se selecciona el modelo preliminar para la planta, el cual incluye
diferentes submodelos: hidraulico, sedimentacién, control y bioldgico. En la tercera etapa
del protocolo, se evalta y verifica la calidad de los datos de la planta usando balances de

masa, similar a los otros protocolos.

Antes de la calibracion dinamica del modelo, es decir, la cuarta etapa, se calibra el
submodelo hidraulico. Mediante un experimento de trazadores o, alternativamente,
dindmica computacional de fluidos, se determina el nimero de tanques en serie requeridos
para una adecuada modelacién del comportamiento del tanque aireado de mezcla
completa. Una vez que el submodelo hidrdulico este calibrado, se lleva a cabo una
presimulacion. En este paso, se realiza una simulacion del estado estacionario del modelo y
los resultados se comparan con los datos medios de la planta. También se realiza un estudio

de sensibilidad para determinar los parametros de mayor influencia.

En la quinta etapa, se lleva a cabo una recogida de datos exhaustiva de la planta para su uso
en la calibracidn dindmica del modelo. La frecuencia, localizacién y tipo de las medidas
seran determinadas en base a la evaluacion del modelo en las etapas previas. Se recomienda
que la duracién de la recogida de datos sea de 10 dias para incluir el funcionamiento de la
planta en al menos un fin de semana. En esta etapa, se aplica también un examen a la

calidad y consistencia de los datos.
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Durante la sexta etapa, se realiza la calibracidon dindmica del modelo. Primero, se determina
el valor inicial de las variables del modelo por simulacién del modelo durante varias semanas
dependiendo del TRC de la planta. Después los parametros del modelo se calibran siguiendo
un proceso iterativo similar al protocolo de STOWA. La eficacia de la calibracion del modelo
se juzga a través de controles visuales teniendo en cuenta los valores maximo y la mediana
de los resultados de la simulacién. Al igual que los protocolos anteriores, las pautas del
protocolo HSG también aconsejan realizar una validacidon del modelo. El modelo calibrado se
compara con datos de la planta obtenidos bajo diferentes condiciones que las empleadas en

el proceso de calibracién.

En la ultima etapa, el modelo calibrado y validado se usa para simular diferentes escenarios
definidos de acuerdo a los objetivos a estudiar. Finalmente, la calibracidon se completa con la
documentacion detallada de los pasos seguidos hasta alcanzar un modelo calibrado y

validado.
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‘ Documentacion ‘
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Figura 19. Organigrama de calibracién con las pautas del protocolo HSG (Langergraber et al., 2004).

1.6.2.4 Protocolo de Calibracion WERF (Melcer et al., 2003).

El protocolo WERF (Melcer y col., 2003) propone diferentes alternativas segun la EDAR que
se analice y los objetivos que se deban cumplir. Si bien no presenta un esquema general
como los anteriores, puede considerarse que este protocolo sigue en cada caso las
siguientes etapas: en la primera etapa, se introduce la configuracion de la planta en el
simulador (datos fisicos de la planta, de carga del influente y de rendimiento). En una
segunda etapa, se recopilan datos adicionales sobre la planta a estudiar. Esta etapa incluye
la recopilacion de datos histdricos y nuevas medidas. El tercer paso es la etapa de

calibracidn, la cual se realiza de forma diferente segun diferentes niveles de calibracién
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(Tabla 17). El cuarto paso es la validacién del modelo. Finalmente, tras una validacion

positiva, el modelo estad listo para su aplicacion a escala real.

Como en los otros protocolos, el protocolo WERF depende mucho del objetivo de Ia
calibracion y por ello propone un enfoque escalonado en cuatro niveles diferentes de
calibracion. En este enfoque, la calibracion del modelo comienza de un nivel simple y avanza
hacia niveles cada vez mdas complicados. Con cada incremento de nivel, la precisidon de la

calibracién también aumenta.

Nivel 1
Utiliza los valores predeterminados y los supuestos para el modelo especifico. Este nivel de calibracion
se usa para disefiar una nueva planta donde no exista informacién sobre el proceso y el agua de
entrada.

Nivel 2
Solamente usa datos histéricos para la calibracion de la planta. Un punto importante es el llamado
“condicionamiento de datos”, el cual incluye procesamiento, limpieza y correccion de los datos
histéricos brutos. En este paso, se pueden emplear analisis de series temporales de datos y métodos
estadisticos para detectar suciedad de sensores, valores extremos,... El conjunto de datos filtrados se
somete después a la etapa de “reconciliacion de datos”, en la cual, se evalla la calidad de los datos
usando balances de masa y conocimientos especializados de ingenieria. Para este nivel de calibracidn,
también se indican varias parametros que pueden determinarse a partir de los datos histéricos (fy, fs,
TRC, constantes de afinidad,...).

Nivel 3
Este nivel tiene por objetivo mejorar los resultados de la calibracién mediante la creacion de una
campania dindmica de monitorizacién para recopilar datos de forma muy frecuente sobre la dinamica
de la planta y las caracteristicas del influente. Se realizan “test de stress” para determinar la capacidad
maxima de la planta bajo condiciones extremas. Ademads, también se pueden determinar las
caracteristicas hidrdulicas de los tanques de aireacion.

Nivel 4
Se incluyen medidas directas de parametros. En otras palabras, se realiza una caracterizacion del agua
de entrada y estimacion de parametros cinéticos/estequiométricos muy detallada. Este nivel de
calibracién se aconseja en caso de que el nivel 3 no permita obtener un buen resultado de la
calibracién debido al pobre contenido de informacién de las medidas obtenidas en la campaia de
recogida de datos o por la complejidad del modelo. El principal interés de los experimentos a escala de
laboratorio es la determinacidn de los parametros de nitrificacion (particularmente las tasas de
crecimiento y lisis de las bacterias autotrofas) y la caracterizacion del influente. Por lo general se
emplea un procedimiento experimental basado en un SBR.

Tabla 17. Niveles de calibracion propuestos en el protocolo de WERF (Melcer y col., 2003).

1.7 Calibracion de bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes.

En el proceso de calibracion de los modelos se requiere ajustar los valores de los parametros
para obtener una mejor aproximacion del modelo a la realidad. Como se ha comentado en
apartados anteriores, los modelos del proceso de nitrificacion en dos etapas, consultados en
la bibliografia, aparte de estructuras matematicas diferentes, presentan un amplio rango de

valores de los parametros incluidos. En todos los modelos examinados, la determinacién de
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los valores de los parametros se lleva a cabo de tres maneras diferentes, aunque lo habitual

es una combinacion de estas:

a)

b)

Fijar los parametros con valores obtenidos de la bibliografia. Aquellos parametros de
escasa influencia del modelo suelen ser obtenidos de la bibliografia ya que grandes
variaciones en su valor generan pequeiios cambios en los resultados. Aunque
también hay modelos que asumen de la bibliografia valores de parametros de
elevada influencia, como el rendimiento celular de las bacterias, la tasa de
crecimiento,... (Moussa et al., 2005, Kaelin et al., 2009, Hellinga et al., 1999).

Determinacidon experimental de pardmetros directamente mediante experimentos
especificos en que se aisla el valor del pardmetro o su efecto domina sobre el resto
de parametros. Estos experimentos se basan, en general, en técnicas respirométricas
en las que se somete a la biomasa a un amplio intervalo de condiciones de operacion
segun el pardmetro que se vaya a determinar. Ademas, estos ensayos se enfocan en
la determinacién de los parametros de elevada influencia. Pocos estudios, como los
desarrollados por Van Hulle et al. 2007, Pambrun et al. 2006 y Carrera 2001, llevan a
cabo calibraciones off-line de alguno de los pardmetros del modelo de forma

independiente.

Van Hulle et al. (2007) llevan a cabo la operacién de un reactor SHARON a escala de
laboratorio con nitrificaciéon parcial en el que determinan las constantes de
semisaturacién e inhibicion por amoniaco, la de inhibiciéon por acido nitroso, la
constante de semisaturacion del oxigeno y el efecto del pH y la temperatura
mediante ensayos respirométricos en batch. Ademas, a partir de estas constantes y
de la p en el reactor (calculada como la inversa del TRH) determina la u™ de las

bacterias amonioxidantes.

En los estudios de Pambrun et al. (2006) solo se determinan las constantes de
semisaturaciéon e inhibicién de los sustratos en bacterias amonioxidantes vy
nitritoxidantes mediante ensayos respirométricos. Para la determinacion de la
velocidad maxima de crecimiento asumen los valores de la tasa de lisis y de

rendimiento celular.

En el trabajo de investigacion de Carrera (2001) se lleva a cabo la determinacion

experimental de las constantes de inhibicion por NH; y HNO, de las bacterias
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amonioxidantes. El resto de pardmetros son determinados mediante un proceso de

optimizacién.

c) Determinacion de los pardmetros por ajuste del modelo simulado con los datos
experimentales. Se trata de optimizar el valor de los pardmetros de forma que se
minimice la diferencia entre los valores simulados y los valores experimentales. En
este caso, normalmente se lleva a cabo una calibracién dinamica para la
determinacién conjunta de los parametros del modelo. De forma manual o mediante
rutinas de optimizaciéon se modifican sistematicamente los pardmetros del modelo
con el fin de minimizar una funcidn de error (del error entre modelo y datos). Esta es
la funcion objetivo. En general, la complejidad de estas es elevada, y se suele utilizar
algun simulador para facilitar el proceso de calibracién. Moussa et al. (2005) emplean
Aquasim para simular el proceso de nitrificacién — desnitrificacion en un SBR a escala
de laboratorio, Jones et al. (2007) calibran los parametros de bacterias AOB, NOB y
Anammox mediante la simulacién de varios esquemas de operacién con Biowin, Sin'y
Vanrolleghem (2006) emplean el simulador WEST para una calibracién dindmica del

modelo ASDM2d en un SBR con cambios en sus condiciones de operacion.

Resumiendo, en casi todos los modelos, en primer lugar se asignan algunos (o casi todos) de
los valores de los parametros a partir de la bibliografia y posteriormente se realizan
calibraciones off-line y/o calibraciones del estado estacionario o dindmica para la
determinacién del resto de pardmetros. Asi que, aunque existen diversos modelos del
proceso de nitrificacion en los que se proponen un conjunto de valores de los parametros,
en ningun caso se ha descrito un modelo en el cual se determinen todos los parametros del
modelo de forma independiente. En consecuencia, tampoco se ha descrito ningln
procedimiento detallado para la calibracion de los parametros de las bacterias

amonioxidantes y nitritoxidantes responsables del proceso de nitrificacidn.
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2 Objetivos.

El presente trabajo de investigaciéon se enmarca dentro del proyecto “Estudio de técnicas
avanzadas para la eliminacion de nitrdgeno amoniacal en el sobrenadante de la
deshidratacion de fangos. Aplicacion al disefio y gestion de una EDAR sostenible” (CTM2005-
06919-C03-01/TECNO), financiado por el MEC, en el que el estudio de la eliminacién de

nitrégeno amoniacal se plantea desde distintos puntos de vista:

Estudio experimental a escala de laboratorio y escala piloto.

T v

Modelacion de los procesos bioldgicos vy fisico-quimicos implicados.
Incorporacion del modelo en un software.
Calibracion de los parametros del modelo.

Estudio microbioldgico de las distintas poblaciones de microorganismos.

S D o o0

Desarrollo de un sistema de control que permita optimizar el funcionamiento de la
EDAR maximizando los rendimientos y minimizando el consumo energético, detectar
y diagnosticar fallos de proceso y/o transmisién de datos.

Realizar modelos predictivos para la estimacion de variables y parametros criticos.

h. Analisis estadistico de los datos del proceso para su monitorizacion y desarrollo.

La presente tesis se centra en los apartados de modelacién de procesos y calibracién de
pardmetros, ademds de la inclusidon de dicho modelo en un software de simulacién. Los
primeros modelos del proceso de nitrificacion describian una uUnica etapa donde el amonio
es oxidado a nitrato, asumiéndose que la etapa limitante era la oxidacién de amonio a
nitrito. La suposicién del proceso como una sola etapa era valida ya que en los sistemas de
tratamiento de aguas raramente se producia acumulacién de nitrito. Sin embargo, con el
desarrollo de nuevas tecnologias de tratamiento y los problemas de acumulacién de nitrito
detectados en algunas EDARs, surge la necesidad de modelar los procesos que tienen lugar
en el tratamiento de las aguas residuales incluyendo el nitrito como componente de dichos

modelos.

Con este objetivo existen numerosos grupos de investigacion que trabajan para tratar de
abordar y resolver algunas de las cuestiones sobre la modelacidon del nitrito en las aguas
residuales. Hoy en dia existen diferentes modelos en los que se divide el proceso de
nitrificacion en las dos etapas involucradas (oxidacién de amonio a nitrito y oxidacion de
nitrito a nitrato). Existe cierta diversidad en las estructuras matematicas y los valores de los

parametros de dichos modelos debido, principalmente, a las condiciones en las que se lleva
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a cabo el desarrollo del modelo, a los supuestos realizados en cada uno y a que en la
mayoria de los casos algunos de los pardmetros no son medidos sino asumidos de la

bibliografia.

A pesar de los diferentes modelos existentes, ain no se dispone de un modelo del proceso
de nitrificacion en dos etapas, que toda la comunidad cientifica acepte como valido.
Tampoco se ha descrito una metodologia de calibracién detallada de los pardmetros

incluidos en dicho modelo. Por este motivo los objetivos generales de la presente tesis son:

1) Desarrollar un modelo matematico que permita representar el proceso de
nitrificacion via nitrito. El modelo desarrollado serd incorporado al modelo general
BNRM1 para mejorar la capacidad de prediccidon de este ultimo al incorporarse el
nitrito en la simulacion general de una EDAR.

2) Desarrollar y validar metodologias de calibracion de los pardametros del modelo para
dos sistemas de operacion con caracteristicas muy diferentes (un reactor SHARON a
escala laboratorio y una planta piloto de tratamiento de aguas residuales para la

eliminacidon de materia organica y nutrientes).

El modelo a desarrollar incluira los procesos bioldgicos de crecimiento v lisis de las bacterias
amonioxidantes y de las bacterias nitritoxidantes, procesos fisicos de desabsorcion del
amoniaco gaseoso y el diéxido de carbono, y los procesos quimicos del equilibrio NH;"/NHs,
NO,/HNO, y H,COs/HCO5/COs>. Una vez calibrado, el modelo sera incorporado al modelo
global BNRM1 que se encuentra implementado en el programa DESASS (Design and
Simulation of Activated Sludge Systems) (Ferrer et al., 2008), para poder simular el proceso
de nitrificacién observando la evolucién de los diferentes componentes del modelo en cada

una de las etapas del proceso.

Para la consecucidon de estos objetivos generales se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

v Establecer la estructura matemaética del modelo mediante el estudio bibliografico de
los procesos que tienen lugar durante la nitrificacion.

v Incorporar el modelo desarrollado al modelo global Biological Nutrient Removal
Model N21 (BNRM1) e implementarlo dentro de la plataforma de simulacién DESASS
desarrollada por el grupo de investigacion CALAGUA para el disefio, simulacion y

optimizacidn de sistemas de tratamiento biolégico de aguas residuales.
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v' Operar y controlar dos sistemas diferentes para la evaluacién del proceso de
nitrificacion via nitrito:

O Un reactor SHARON a escala de laboratorio alimentado con agua residual
sintética.

¢ Una planta piloto de eliminacién de nutrientes que trata un agua residual
urbana.

v’ Desarrollar una metodologia sistematica de calibracién de los parametros incluidos
en el modelo para su aplicacion en los sistemas de operacién citados, poniendo
especial énfasis en la simplicidad y facilidad para poder reproducirla con la frecuencia
necesaria y sin la necesidad de un equipo especifico ni técnicas de laboratorio
especialmente complejas. Al tratarse de dos sistemas de tratamiento con condiciones
de operacién muy diferentes es necesario el desarrollo de una metodologia de
calibracion diferente para cada uno de estos sistemas.

v" Calibrar los parametros del modelo aplicando la metodologia desarrollada en cada
uno de los sistemas operados: reactor SHARON a escala de laboratorio y planta piloto
de tratamiento de aguas residuales. Posteriormente, comparacion vy justificacion de
los valores de los parametros del modelo obtenidos en la calibracion en ambos
sistemas.

v’ Identificar las poblaciones de bacterias desarrolladas en cada uno de los sistemas
operados. Mediante la técnica FISH determinar las especies de bacterias presentes
en cada uno de los sistemas evaluados. Ademas aplicando el método de
cuantificacidn desarrollado por Borras L. (2008) se determina también el porcentaje
de cada una de estas y su concentracién en unidades de g DQO/m?>.

v Simular mediante el programa DESASS el funcionamiento de los reactores SHARON a
escala de laboratorio. Esta simulacién permitira validar el modelo comparando las

predicciones de éste con los resultados experimentales.

Para empezar con el desarrollo de la presente tesis, en el capitulo 3 se describen los dos
sistemas de tratamiento utilizados en el proceso de este trabajo de investigacién: reactor
SHARON a escala laboratorio y planta piloto. En los capitulos 4 y 5 se detallan el modelo de
nitrificacidn via nitrito desarrollado y las metodologias de calibracion establecidas para cada
sistema tratado. Finalmente, en el capitulo 6 se exponen los resultados obtenidos en la
aplicacién de las calibraciones en cada uno de los sistemas y un analisis comparativo de

estos resultados.
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3  Materiales y métodos.

Los experimentos para la determinaciéon de parametros de las bacterias autodtrofas
nitrificantes fueron llevados a cabo con fango de dos sistemas de tratamiento

completamente diferentes:

v" Fango de un reactor SHARON a escala de laboratorio alimentado con agua residual
artificial. Se trata de un reactor completamente aireado, es decir, sin desnitrificacion,
y operado para conseguir la nitrificacion del 50 % del amonio en el influente.

v' Fango de una planta piloto con eliminacién bioldgica de nutrientes (N y P). Esta
planta esta ubicada en la EDAR del Barranco del Carraixet en la localidad de Alboraya
(Valencia) y es alimentada con agua procedente del decantador primario de dicha

depuradora.

A continuacién se detalla, en primer lugar, los métodos analiticos empleados durante la fase
experimental en ambos sistemas de tratamiento. Posteriormente, se describen Ilas
caracteristicas de cada uno de los sistemas, asi como los resultados obtenidos durante la
operacion de estos, y los montajes experimentales usados en los ensayos llevados a cabo

durante la calibracién del reactor SHARON y de la planta piloto.

3.1 Métodos de andlisis.

Aparte de la informacién proporcionada por las diferentes sondas en cada uno de los
sistemas estudiados, durante el proceso de operacidn se realiz6 una analitica de

seguimiento para comprobar su correcto funcionamiento.

3.1.1 Anadliticas de seguimiento en los reactores SHARON.

Aparte de las medidas on-line que se registraban durante toda la fase de operacion de los
reactores, se controld su evolucion mediante el andlisis de los parametros que se muestran
en la Tabla 18. A partir de los resultados de estas analiticas se podia observar la evolucion
del proceso durante la puesta en marcha y operacién de éste, y determinar cuando los

reactores alcanzaban una nitrificacion del 50 % del amonio influente.
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Parametro Frecuencia

Sélidos suspendidos totales y voldtiles (SST y SSV) 2 veces por semana
Concentracion de nitrégeno total (N;) 2 veces por semana
Concentracion de amonio (Syua) 2 veces por semana
Concentracion de nitratos (Syos) 2 veces por semana
Concentracion de nitritos (Syoz) 2 veces por semana
Alcalinidad (Sa.x) 2 veces por semana
Poblacion bacteriana nitrificante Ocasional

Tabla 18. Analiticas de seguimiento de los reactores SHARON.

Para la determinacion de la concentracion de sdlidos totales (SST) y sdlidos totales voldtiles
(SSV) se siguid la metodologia descrita en los métodos 2540D y E del “Standard Methods for
the Examination Water and Wastewater” (2005).

Para la determinacion del nitrégeno total se utilizé el método fotométrico mediante el test
en cubetas desarrollado por la firma Merck. Los compuestos organicos e inorganicos de
nitrégeno se transforman en nitratos por el método de Koroleff por tratamiento con un
oxidante en un termo-reactor. Estos nitratos, en solucién sulfurica y fosférica forman con
2,6-dimetilfenol (DMP) el compuesto 4-nitro-2,6-dimetil-fenol que se determina
fotométricamente a 338 nm empleando un espectrofotometro marca Spectroquant VEGA
400.

Las concentraciones de nitrito, nitrato y amonio se obtuvieron por cromatografia idnica. Este
es un método empleado para la separacién y determinacién de iones basado en el uso de
resinas de intercambio idnico. La muestra atraviesa unas columnas de adsorcidn y los iones
sufren una separacién debido a las diferentes interacciones con la fase fija de las columnas
analiticas. Una vez separada, la muestra pasa a través de un detector donde se registra la
sefial obtenida con respecto al tiempo de retencidn. El resultado son cromatogramas donde
la posicion de los maximos indica el idn presente (caracter cualitativo) y su area indica la
cantidad existente de dicho ién (cardcter cuantitativo). El equipo empleado es un Compact IC
761.

Posteriormente también se empleo el método del fenol (Standard Methods, 2005) para
determinar las concentraciones de amonio, y el analizador multiparamétrico para andlisis de

aguas SmartChem 200, para la determinacidn de amonio, nitrato y nitrito.

Para la determinacién de la alcalinidad se ha empleado el método de valoracién acido-base
propuesto por Moosbrugger et al. (1992). El método consiste en la valoracién de una

muestra con una concentracién conocida de HCl (0.1N) hasta alcanzar valores de pH de 6.7,
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5.9, 5.2 y 4.3. Posteriormente, a partir de cdlculos de equilibrio quimico; que consideran
concentraciones de especies quimicas (fosfato, amonio y sulfuro), pH y temperatura inicial
de la muestra, volumen de muestra empleada, y los volimenes de HCl adicionados para
alcanzar los respectivos valores de pH antes citados; se calcula la alcalinidad asociada al

carbonato y se expresa como carbonato de calcio (CaCOs).

La evolucidn de la poblacion microbiana de los reactores fue supervisada usando la técnica
de hibridacién in situ FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). La técnica FISH consiste en la
hibridacién de una sonda con una parte especifica del 16S RNA bacteriano. La sonda se
elabora mediante la sintesis quimica de nucledtidos y se marca con un agente de color
fluorescente. Las bacterias de un determinado grupo, al ser hibridadas con una sonda
especifica, pueden ser identificadas empleando un microscopio de fluorescencia. La Tabla 19

muestra las sondas de hibridacion utilizadas para la identificacion de bacterias.

SONDA BACTERIA |_REFERENCIAS |

EUB338 | Eubacteria Amann, R. 1 (1990)
E::: EUB338 Il Planctomycetales Daims, H. (1999)

EUB338 IlI Verrucomicrobiales Daims, H. (1999)
NSO190/NS0O1225 Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria Mobarry, B. (1996)
NEU Most halophilic and halotolerant Nitrosomonas spp. Wagner et al. (1995)
Nmv Nitrosococcus mobilis ("Nitrosomonas") lineage Juretschko et al. (1998)
Nsv443 Nitrosospira spp. Mobarry et al. (1996)
Nmo218 Nitrosomonas oligotropha-lineage Gieseke et al. (2001)
Nsel472 Nitrosomonas europea, halophila, eutropha, Kraftisried-Isolat ~ Juretschko et al. (1998)
Ntspa712 most members of the phylum Nitrospirae Daims et al. (2001)
NIT3 Nitrobacter spp. Wagner et al. (1996)
DEN67 Methanol-utilizing denitrifying cluster Ginige et al. (2005)

Tabla 19. Sondas de hibridacion empleadas en la identificacion de organismos amonioxidantes,

nitritoxidantes y desnitrificantes.

3.1.2 Anadliticas de seguimiento en la planta piloto.

Durante toda la fase de operacién de la planta piloto se siguié su evolucién mediante el
analisis rutinario de los pardmetros que se muestran en la Tabla 20. A partir de estas
analiticas se podia comprobar el correcto funcionamiento del sistema de tratamiento
durante toda la fase experimental para poder actuar sobre las distintas variables del sistema
en caso necesario. Ademas estas analiticas permitian determinar cuando el sistema
alcanzaba el estado estacionario (momento es que se realizaban las calibraciones de los
pardmetros de las bacterias); en este momento, se realizaba un seguimiento analitico

exhaustivo, mas completo que el anterior, para determinar el estado del sistema en las
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condiciones de operacion establecidas. En estos analisis exhaustivos se realizaban las

analiticas tanto de la Tabla 20 como las que aparecen en la Tabla 21.

Parametro Frecuencia

Solidos suspendidos totales y voldtiles (SST y SSV) del influente, reactores y efluente 2 veces por semana

Concentracion de fosforo soluble del influente, reactores, efluente y alimento 2 veces por semana
Concentracion de amonio (Syys) del influente, reactores y efluente 2 veces por semana
Concentracion de nitratos (SON;) del influente, reactores y efluente 2 veces por semana

Concentracion de dcidos grasos voldtiles (AGV) en influente, r. anaerobio y alimento 2 veces por semana

indice volumétrico del fango (IVF) 1 vez por semana

Poblacion bacteriana nitrificante Ocasional

Tabla 20. Analiticas de seguimiento de la planta piloto.

Parametro
Demanda quimica de oxigeno (DQO) del influente, reactores y efluente
Demanda quimica de oxigeno soluble (DQO;) del influente y efluente
Demanda bioldgica de oxigeno limite total y soluble (DBO,) del influente y efluente
Concentracion de fosforo total (P;) del influente, reactores y efluente
Concentracion de nitrégeno total (N;) del influente y efluente
Concentracion de nitrégeno total soluble (Nrs..0) del influente, reactores y efluente

Poblacion bacteriana nitrificante

Tabla 21. Analiticas exhaustivas de la planta piloto.

Las analiticas empleadas para la determinacion de todas las fracciones del nitrégeno y del
fosforo, asi como los sélidos suspendidos totales y voldtiles, son las detalladas en el Standard

Methods (2005). También se empled el analizador multiparamétrico SmartChem 200.

La determinacidn de los dcidos grasos voldtiles se realizaba con el mismo método descrito
para la determinacion de la alcalinidad, que determina la concentracion mediante cdlculos

de equilibrio quimico.

La determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) se ha llevado a cabo segun el
método 5220B propuesto en el Standard Methods (2005). Para la determinacién de la
demanda bioldgica de oxigeno (DBO) se ha utilizado un método experimental basado en el
respirometro de Warburg (Metcalf y Eddy, 1995) mediante el montaje experimental

disefiado por la firma comercial WTW.
Para el andlisis de la poblacion bacteriana de los reactores se empled la técnica de
hibridacidn in situ FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), descrita en el apartado anterior,

y se utilizaron las mismas sondas descritas en la Tabla 19.
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3.2 Reactor SHARON a escala laboratorio.

El objetivo en esta fase experimental era operar un reactor SHARON para alcanzar un estado
de nitrificacidn parcial (oxidacion del 50 % del amonio de entrada) ya que con esta relacion
se consigue el efluente adecuado para utilizarse posteriormente en un proceso ANAMMOX.
Con la operacién del reactor SHARON se estudié la estabilidad del proceso vy, a la vez, se
obtuvo fango para la calibracion de las bacterias que se desarrollan en este tipo de reactores

(bacterias amonioxidantes).

Se operaron al mismo tiempo dos reactores SHARON con idénticas caracteristicas. A partir
del primero de los reactores se obtuvieron las muestras de fango necesarias para realizar los
experimentos para la calibracién de los parametros de las bacterias, mientras que el
segundo reactor fue usado para optimizar la operacion del sistema (caudal y temperatura) y
se operd bajo condiciones estables con el fin de determinar su capacidad maxima de

tratamiento.

3.2.1 Montaje de los reactores.

Se trata de reactores cilindricos de metacrilato de 7 | de volumen util operados como
reactores en continuo de tanque agitado (RCTA) sin retencién de fangos, por lo que el
tiempo de retencion celular (TRC) es igual al tiempo de retencidn hidraulico (TRH). La Figura

20 muestra el esquema del montaje experimental de uno de los reactores.

pH, Cond, T, Redo: :

(— Consort
o0

=
o °° °i Oximetro

Bafio ° 0° o
Termostatico o ° ° [ ]
° o
F Efluente
___________________________ [}
Aire
Influente

Figura 20. Esquema y fotografia del montaje experimental de los reactores SHARON.
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Cada reactor dispone de una valvula en la parte inferior del mismo para la entrada del
alimento sintético que es bombeado desde un depdsito de 25 | por medio de una bomba
peristaltica. La salida del efluente se realiza mediante rebose por un orificio en la parte
superior de los reactores. El fango en los reactores es mezclado mediante agitadores

mecdanicos de marca Heidolph de 50 Hz y 35 —2800 rpm.

Los reactores estan equipados con sondas de medicién que a través de su conexién con un
ordenador permiten la recopilacién on-line de las medidas de pH, conductividad, oxigeno
disuelto (OD), potencial redox (ORP) y temperatura, obteniéndose un registro continuo de
estos parametros en el proceso. La medida del oxigeno disuelto se realizd con un oximetro
Oxi 340 marca WTW mientras que el resto de parametros fueron monitorizados con un

analizador multiparamétrico Consort C832.

3.2.2 Caracteristicas del agua residual influente.

El influente usado en ambos reactores era un agua residual sintética que reproducia las
caracteristicas del sobrenadante de la digestion anaerobia de fangos (Tabla 22). Hay que
destacar de esta composicion la alta concentracion de amonio y bicarbonato, mientras que

la presencia de los otros componentes es esencial para el correcto desarrollo de la biomasa.

Compuestos principales Concentracién (mg/I)
N-NH, (NH,Cl) 1000
CaCl, 2.5
MgS0,-7H,0 51
K,HPO, 14
NaHCO; 6715

Compuestos Traza Concentracién (mg/I)

FeCl;-6H,0 0.029
H;BO; 0.300
CuS0,-5H,0 0.060
Ki 1.274
MnCl,-4H,0 0.240
Na,Mo0,-2H,0 0.120
ZnS0O,:7H,0 0.240
CoCl,-6H,0 0.300

Tabla 22. Composicion del agua sintética usada en el influente de los reactores.

3.2.3 Operacion de los reactores SHARON.

Los reactores SHARON operados en el laboratorio eran aireados mediante difusores de
pecera y un compresor que bombeaba el aire por la parte inferior de los reactores. Un

sistema de control on-off se encargaba de mantener la concentracion de oxigeno disuelto en
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torno al valor deseado (2 mg/l). El pH del medio no fue controlado para observar la
evolucidén natural en el proceso de nitrificacidon. La temperatura de los reactores se mantuvo
en torno a los 30 oC gracias a un sistema de recirculacion de agua procedente de un bafio

termostatico.

El caudal influente determina los valores de TRC y TRH en los reactores. En principio ambos
tiempos de retencion deben ser iguales, dado que vienen definidos como la relacion entre el
volumen y el caudal, pero debido a procesos de evaporacidn en los reactores se observo que
el caudal del efluente era menor que el del influente y, por tanto, el TRC era mayor que el

TRH, como se puede ver en las siguientes ecuaciones:

Volumen reactor

TRC = Ec.- 47
Qefluente

TRH — Volumen reactor Ec- 48
Qinfluente

Durante la puesta en marcha del primer reactor se establecié un caudal del influente de 1.5
I/d con el que se consiguid el porcentaje de nitrificacidon parcial deseado, y por tanto, este
caudal se mantuvo durante toda la operacién del reactor. Midiendo los caudales de la
corriente de entrada y salida del sistema se detecté un caudal de evaporacién medio de 0.5
I/d, lo cual representa un 33% del caudal influente. Teniendo en cuenta este caudal de
evaporacion el reactor R; estuvo operando con un TRH de 4.6 d y un TRC de 7 d. En el
segundo reactor el caudal influente fue uno de los parametros que se modificaron durante

su operacién para estudiar su efecto en el proceso.

Para la puesta en marcha del reactor R; se inoculé con fango procedente de la EDAR del
Carraixet (Alboraya) que trata aguas residuales urbanas. La poblacién de microorganismos
de este indculo se encontraba adaptada a concentraciones bajas de amonio y temperaturas
que oscilaban alrededor de 20°C. Este fango no adaptado a las condiciones de un proceso
SHARON fue alimentado directamente con agua residual artificial con una elevada carga de
N-amoniacal (ver Tabla 22). Ademas la temperatura se establecié en 30 2C (temperatura

tipica de estos reactores) desde el comienzo de la operacién.

La Figura 21 (superior) muestra la evolucién de la concentracién de amonio y el nitrito en el
sistema R; a lo largo del periodo de experimentacion. Como se observa en la Figura 21 la
suma de concentraciones de amonio y nitrito del efluente es mayor que la concentracién de

amonio en la entrada. Esto se debe a la evaporacién que tiene lugar (aproximadamente un
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33% del caudal de entrada se evapora) que concentra ambos componentes en el reactor,
pero al realizar una correccién de estos datos con el caudal de entrada y salida se comprobé
que el sistema cumplia el balance de nitrégeno. En esta figura se puede observar cémo tras
un periodo de aclimatacion del fango se alcanza un rendimiento del proceso de nitrificaciéon
proximo al 55% que se mantiene mas o menos estable durante los casi 3 afios de operacidn
del reactor. El Unico cambio realizado en el tiempo de operacidn de este reactor es el valor
de la temperatura, que se aumento a 35 2C para evaluar el efecto de este parametro en
fango adaptado a mayor temperatura. Durante todo el periodo que se operé el reactor el pH
oscilé en un rango de pH (6.0 - 6.5), debido principalmente a que la alcalinidad es consumida
por el proceso de oxidacion del amonio. La presencia de nitratos no superd en ningun
momento los 2 mg N/I, revelando que las bacterias nitritoxidantes no se desarrollaron en el

reactor (este resultado fue confirmado mediante FISH).
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Figura 21. Evolucidn de la concentracién de amonio y nitrito en los dos reactores SHARON operados: Reactor

R; (superior) y reactor R, (inferior). En el R, las lineas rojas punteadas separan etapas con diferentes TRC.
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Después de alcanzar un grado de nitrificacién parcial cercano al 50:50, se sembrd un
segundo reactor (R,) con la biomasa adaptada de este primer reactor (R;). La temperatura
del reactor y la composicion del agua residual del influente de este segundo reactor fueron
las mismas que en el primer reactor. El tiempo de funcionamiento necesario hasta alcanzar
el estado estacionario de nitrificacion parcial fue menor en el caso de este segundo reactor.
Esta importante diferencia se debe a que en el reactor R; se utiliz6 como indculo fango
procedente de una estacion depuradora de aguas residuales que fue sometido de manera
directa a las caracteristicas del sobrenadante de la digestidn anaerobia de fangos, mientras
que el reactor R; se utilizé fango procedente del reactor R;. El hecho de utilizar como inéculo
fango aclimatado a las condiciones de operacion disminuye considerablemente el tiempo
necesario para alcanzar el estado estacionario. Una vez alcanzado el estado estacionario
(obteniendo un efluente similar al del reactor R;), el caudal de alimentacion se fue
incrementando de manera escalonada con el objetivo de estudiar el efecto del TRC en el
proceso de nitrificacion parcial y determinar su maxima capacidad de tratamiento. Tras cada
incremento de caudal se mantuvieron las condiciones hasta alcanzar un nuevo estado

estacionario evaluando el comportamiento del proceso en detalle.

La Figura 21 (inferior) muestra los resultados obtenidos en este reactor. En la grafica se
indican con una linea roja punteada la separacidn entre etapas de operacién con diferentes
caudales de influente, y por tanto, diferentes valores de TRC y TRH. La Tabla 23 muestra los

valores de caudal, TRC y TRH con los que se trabajo en cada una de estas fases.

En un principio el caudal se fue aumentando en 0.5 litros/dia hasta la fase F. En este
momento se intentd un incremento de 1 litro (paso de fase F a G) pero, como se ve en la
Figura 21 (inferior), el proceso de nitrificacién parcial se desestabilizdé y hubo que retornar el
caudal a 4.0 I/d (fase H) con lo que la nitrificacion se recuperd hasta un 40 %. En la fase | se
establecid un caudal intermedio de 4.5 I/d y con éste el sistema se mantuvo en torno a un 40
% de nitrificacion parcial. Con estos datos se determind la maxima capacidad de tratamiento
en 4.0 I/d (caudal efluente) o el minimo TRC en 1.75 d cuando el sistema se opera a 30 °C.
Una vez determinada la maxima capacidad de tratamiento se incrementd la temperatura a
35 2C sin variar el caudal de tratamiento. El incremento en la temperatura ocasiond que el
rendimiento del proceso aumentara hasta el 50 % habitual. En el siguiente periodo se
incrementd el caudal de entrada hasta los 5 I/d y se mantuvo el rendimiento del proceso.
Tras el posterior incremento hasta los 5.5 I/d el rendimiento del proceso se redujo hasta el
20 %, con lo que se establecié la maxima capacidad de tratamiento (4.6 |/dia de caudal

efluente) o el minimo TRC (1.52 dias) con el que puede operarse el sistema a 35 C.
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Fase Q influente Q efluente T TRC TRH % oxidacion
(1/d) (1/d) (2€) (d) (d) de NH,
A 1,5 1,0 30,0 7,00 4,67 +50
B 2,0 1,5 30,0 4,67 3,50 +50
C 2,5 2,1 30,0 3,33 2,80 +50
D 3,0 2,4 30,0 2,92 2,30 +50
E 3,5 2,9 30,0 2,41 2,00 +50
F 4,0 3,4 30,0 2,06 1,75 +50
G 5,0 4,5 30,0 1,56 1,40 +25
H 4,0 3,8 30,0 1,84 1,75 +40
-> 1 4,5 4,0 30,0 1,75 1,56 140
J 4,5 4,0 35,0 1,75 1,56 +50
> K 5,0 4,6 35,0 1,52 1,40 150
L 5,5 5,0 35,0 1,40 1,27 +20

Tabla 23. Condiciones de operacion en el reactor SHARON R; para el estudio de la capacidad maxima de

tratamiento del sistema.

A lo largo del tiempo de operaciéon del reactor Ry se empled la técnica FISH para poder
observar la evolucidn de las bacterias amonioxidantes en el sistema. Los datos obtenidos
demostraron que la poblacidon de amonioxidantes pas6 de un 7% del total de bacterias en el
inéculo a mas de un 90% del total cuando se alcanzd el estado estacionario. Este dato
confirma que una vez alcanzado el estado estacionario el sistema esta formado casi
exclusivamente por bacterias amonioxidantes. Durante el seguimiento del reactor R,
también se empled la técnica de hibridacion in situ FISH para identificar y determinar la
predominancia de los organismos amonioxidantes en el reactor. El seguimiento
microbioldgico realizado mediante FISH permitid determinar que los organismos
amonioxidantes predominantes en los reactores corresponden a las especies Nitrosomonas
europaea y Nitrosomonas eutropha (sonda de hibridacién Nsel472). Esta evaluacién se
extendio a lo largo de todo el periodo experimental, incluyendo etapas en las que el

rendimiento de nitrificacién estuvo por debajo del 50%.

La obtencidn de un cultivo enriquecido en organismos amonioxidantes permitié obtener
muestras para experimentar en batch el efecto de diferentes condiciones de temperatura,
pH, salinidad, concentraciones de OD, amonio, nitrito, y obtener asi los valores de los
pardmetros del modelo para este grupo de microorganismos sometidos a una corriente con

alta concentracion de nitrégeno amoniacal y elevada temperatura.
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3.3 Planta piloto de aguas residuales con eliminacion de nutrientes.

El otro sistema del que se obtuvieron muestras para la calibracidon de los parametros de las
bacterias involucradas en el proceso de nitrificacion fue una planta de tratamiento de aguas
residuales para la eliminacién de materia orgdnica y nutrientes (fésforo y nitréogeno) a escala

piloto.

La planta piloto cuyo fango se ha utilizado en el trabajo experimental de la presente tesis se
instald en la estacién depuradora de aguas residuales de la Cuenca del Carraixet (Alboraya,
Valencia). Esta depuradora recoge principalmente las aguas residuales domésticas de las
poblaciones situadas a lo largo de la Cuenca del Carraixet, incluyendo, asi mismo, aguas

residuales de tipo industrial.

3.3.1 Descripcion de la planta piloto.

La planta piloto fue disefiada por el grupo de investigacidén para el estudio del proceso de
fangos activados, disponiendo inicialmente de un decantador primario, un reactor bioldgico
de 384 | construido en acero, y un decantador secundario. Con la finalidad de conseguir la
eliminacidn biologica de materia organica y nutrientes, se optd por la implantacién del
esquema UCT (University of Capetown). Seglin este esquema el reactor bioldgico de la
planta se divide en tres zonas: en la primera se desarrollan condiciones anaerobias, en la
segunda andxicas y en la ultima condiciones aerobias. Ademas, el esquema UCT propone
tres corrientes de recirculacién: una recirculacién de fangos del decantador secundario al
principio de la zona andxica (para reducir o eliminar la presencia de nitratos en la zona
anaerobia, optimizando la eliminacion de fésforo), una recirculacion interna desde el final de
la zona aerobia al principio de la zona andxica (que se debe controlar para evitar una
acumulacién de nitratos en la zona andxica) y una ultima recirculacidn del final de la zona

anoxica a la primera parte anaerobia.

Posteriormente, para lograr un comportamiento mas estable de la planta piloto, con un
diagrama que permitiese un esquema flexible y con posibilidades de variar las condiciones
de funcionamiento de cada reactor, se llevaron a cabo unas modificaciones del sistema, sin

modificar el esquema UCT, que consistieron basicamente en:
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v

Incremento de la capacidad volumétrica de la planta permitiendo aumentar
aproximadamente al doble el caudal de alimentacién a la misma. El reactor
biolégico fue ampliado con la incorporacién de un tanque de polietileno en linea
con, el ya existente, tanque de acero.

En este nuevo esquema de operacidon se suprime el decantador primario y se
incorpora un homogeneizador para la entrada de agua a la planta, lo que supuso el
cambio de la toma de agua de entrada desde el desarenador al decantador primario
de la EDAR del Carraixet.

Incorporacién de un reactor BABE, para el estudio de la eliminacion de nitrégeno
amoniacal con y sin dicho reactor. En el estudio experimental de los parametros de
las bacterias llevado a cabo en esta tesis se realizd una calibracién con el reactor
BABE en funcionamiento y otra posterior calibracion en la que el reactor BABE fue

suprimido del esquema.

Con estas modificaciones el esquema de operacion de la planta piloto era el que se muestra

en la Figura 22 junto con alguna fotografia de la misma.

ALIMENTO

DEC 1"
EDAR Carraixet

EAiEAr I rars

HOMOGENEIZADOR ANAE 1 ANAE 2 ANOX 1 ANOX 2 ANOX 3 AEROB 1 AEROB 2 ‘

m | Aer-anox
ANOX - ANAE
C, DEC. Il - ANOX

DECANTADOR
SECUNDARIO

BABE - ANOX

0
i) \H
Iy

(rebose)
DEC. Il - BABE ; PURGA

BABE

Deshidratacién
EDAR Carraixet

Figura 22. Esquema general y fotografias de la planta piloto con la configuracion de operacién mantenida

durante la fase experimental. (a) Vista frontal, (b) Vista lateral.
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El tanque de polietileno estaba dividido en seis secciones por planchas que se ajustaban a los
tanques. De estas secciones la primera correspondia al reactor BABE (5 % del volumen total),
las dos siguientes funcionaban en condiciones anaerobias (20.1 % del volumen total) y las
tres Ultimas constituian la etapa andxica (30.0 % del volumen total). Los reactores
anaerobios y andxicos estaban conectados por orificios en las planchas de separacién entre
estos que permitian la circulacidon del licor mezcla a lo largo de la planta. Los orificios se
situaron en las planchas de manera que no se produjera ningun tipo de cortocircuito

hidraulico. El efluente del reactor BABE era recirculado por rebose al primer reactor andxico.

El tanque de acero fue operado por completo en condiciones aerobias (44.9 % del volumen
total). Este se dividié en dos zonas diferenciadas para evitar la mezcla completa en toda la
etapa aerobia: la primera con un volumen del 33 % del total aerobio y una segunda con el 67
% del volumen. El paso del ultimo reactor andxico al reactor aerobio se realizaba tanto por
una conduccion en la parte inferior de ambos reactores como por una canaleta de rebose en

la parte superior.

Como se ha comentado el influente de la planta piloto se tomaba de la arqueta de salida del
decantador primario de la EDAR del Carraixet, con lo cual el agua residual ya habia pasado
por una etapa de decantacién primaria. De esta manera el influente se bombeaba a caudal
constante directamente a un homogeneizador desde donde pasaba por rebose al principio
de la zona anaerobia de la planta piloto. Ademas, en el primer reactor anaerobio se
adicionaba un caudal constante de una mezcla de acido acético y fdsforo (alimento
sintético). Este alimento sintético se afiadia para optimizar el rendimiento de eliminacidn

bioldgica de fésforo y nitrégeno.

Por otro lado, el influente usado para el reactor BABE procedia del proceso de
deshidrataciéon de los fangos de la digestion anaerobia de la EDAR. Este agua de
deshidratacién era almacenada en un depdsito de 100 | de capacidad que se reponia cada
pocos dias y pasaba por un sistema de calefaccién, antes de entrar al reactor BABE, para
obtener la temperatura aproximada de 35 9C que tiene esta corriente cuando sale del

proceso de deshidratacién.

El tiempo de retencidén celular (o edad de fango) se establecia mediante la purga de fangos
del sistema. En este esquema de operacidn la purga se realizaba en el reactor aerobio para
conocer de manera mas fiable el contenido de sdlidos que se extraian del sistema. La purga

de fangos se llevaba a cabo mediante una bomba peristaltica.
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En la Tabla 24 se detallan las caracteristicas de operacién de la planta piloto durante el

periodo experimental en que esta fue operada.

Parametro Valor Unidades
Qentrada 84 |/h
Qgage (entrada al reactor BABE) 1.25 I/h
Qax-an (recirculacion ultimo anéxico al primer anaerobio) 192 I/h
Qui.ax (recirculacién dec. Secundario al primer andxico) 103 I/h
Qui.sage (recirculacion dec. Secundario al BABE) 5.2 I/h
Que-ax (recirculacion aerobio al primer andxico) 111 I/h
Qalimento 0.54 l/h
Vtotal 856 |
Vanaerobio 172 l
Vanéxico 257 l
Vaerobio 384 I
Vdecantador 80 I
Venaee 43 |
TRH (total con BABE) 10.2 h
TRH (total sin BABE) 9.6 h
TRC (total con BABE) 7 d
TRC (total sin BABE) 6.2 d
ngeneral 20 eC
T2gpec 30 eC

Tabla 24. Caudales empleados y datos de disefio del esquema de operacién de la planta piloto.

La agitacion de los distintos reactores se llevaba a cabo mediante una serie de agitadores
mecdnicos de velocidad regulable. La velocidad y el sentido de giro de los agitadores
colocados en las zonas anaerobia y andxica fue fijado de manera que se minimizase la

transferencia de oxigeno desde la atmdsfera al licor mezcla.

La aireacidn se realizaba mediante unos difusores situados en el fondo de la zona aerobia del
reactor bioldgico y utilizando una soplante que suministraba el aire a una conduccion
central. Esta conduccidn central se dividia en 6 conducciones que repartian el aire a cada

una de las parrillas de difusores de la zona aerobia.

3.3.2 Equipos de medicion de la planta piloto.

La planta piloto disponia de un sistema de muestreo tanto para el agua influente como para
el efluente de la misma. Dos bombas de diafragma succionaban agua residual del depdsito
de homogeneizacién y del sobrenadante del decantador secundario, respectivamente. El
caudal de las bombas era constante para poder obtener una muestra integrada. Las
muestras se almacenaban a una temperatura aproximada de 5 °C para asegurar que

conservaban sus caracteristicas.
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La planta piloto disponia, ademas, de una serie de equipamientos auxiliares como sondas de
temperatura, pH, potencial redox y conductividad; y equipos de transmisién de datos hacia

el ordenador.

En el reactor aerobio se contaba con un sistema de control del oxigeno disuelto (OD). Se
disponia de una sonda de OD (EVITA®OXY 4150, DANFOSS) cuya seiial era registrada por un
programa de adquisicidon de datos a través del PLC (controlador logico programable). El valor
consigna de concentracién de OD en la zona aerobia se habia fijado en 2 mg O,/| de manera
que el sistema de control actuaba sobre un variador de frecuencia (TVERTER, Serie E2) que
regulaba el caudal de aire suministrado por una soplante (Siemens Gardner Denver EImo
Tech, Serie G_200, Tipo 2BH1300).

Por otro lado, la planta disponia de un sistema de control de la temperatura del reactor
bioldgico. El registro se realizaba a través de la sonda de OD, la cual media también la
temperatura del reactor aerobio. A partir de un valor consigna fijado en T=202C se actuaba
sobre una resistencia (220V, 1500W) o un serpentin de refrigeracion (EUROKLIMAT, Serie IP,
Modelo M10), ambos ubicados en el homogeneizador. Este sistema de control permitia
mantener la temperatura de todo el reactor biolégico en el valor establecido. Cabe destacar
que la planta piloto estaba cubierta externamente con una capa de aislante térmico para

minimizar el intercambio de calor con el ambiente.

La concentracién de nitratos del reactor aerobio se registraba continuamente a través de
una sonda (EVITA®INSITU 5100, DANFOSS). La senal se recogia a través del PLC en el
ordenador de la planta piloto. El pH, potencial redox y conductividad se registraba en
diferentes reactores de la planta para lograr un mejor seguimiento del proceso. La
informacién suministrada por estas sondas se obtenia mediante un dispositivo de la marca
CONSORT. La informacién se digitalizaba en formato RS-485, que era adquirida por el

ordenador mediante la correspondiente tarjeta electrdnica.

3.3.3  Operacion de la planta piloto.

La planta piloto descrita fue operada durante un periodo de casi 11 meses (del 22/09/08 al
15/08/09) desde que se puso en marcha el reactor BABE (el sistema llevaba operando casi 2
afios antes de ser incorporado este nuevo reactor). El reactor BABE se mantuvo funcionando
durante los primeros 10 meses (FASE | y FASE Il), hasta realizar la calibracién de la planta, y

posteriormente el sistema estuvo operando durante un mes mas sin reactor BABE (FASE IlI).
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Al final de este ultimo periodo se llevé a cabo una nueva calibracién de la planta piloto para

poder comparar los parametros obtenidos con y sin reactor BABE.

Durante toda la fase de operacidn, con y sin reactor BABE, la planta piloto recibia un caudal
del sobrenadante de la deshidratacion del fangos procedente de la EDAR del Carraixet que
suponia una carga extra de amonio que los microorganismos tenian que consumir. Durante
las Fases | y Il este caudal era recirculado al reactor BABE, mientras que en la Fase Il se
introducia directamente en el homogeneizador de la planta. El caudal de este sobrenadante
se controlaba en un principio para conseguir una carga de amonio equivalente al 5 % del
Nitrégeno total (Nt) que entraba directamente en la planta piloto desde el decantador
primario de la EDAR (la concentracién de amonio en el caudal de entrada era de ~35 mg N-
NH4/1) (Fase I). Posteriormente, como la planta conseguia eliminar todo el amonio que
entraba, se aumentd esta carga hasta un 20-25 % del Nt de la entrada a planta (FASE Il y Ill)
para trabajar con un valor de carga de amonio similar al que se obtiene en las EDARs con la

recirculacion del sobrenadante de la linea de fangos a cabeza de planta.

En la Figura 23 se muestra el seguimiento analitico del amonio y fésforo en el planta piloto a
lo largo de todo el periodo experimental que abarcaron las tres fases de operacién. Como se
puede observar durante los primeros meses de puesta en marcha del reactor BABE se
detectaron las mayores fluctuaciones en los porcentajes de eliminacion de nutrientes debido
a diferentes incidencias en el proceso de operacion de la planta. Pero durante los meses que
abarcan las fases Il y Il (fases en las que se llevaron a cabo las calibraciones) la eliminacién

tanto de amonio como de fésforo, se estabilizd y era practicamente total.

113



Capitulo 3. Materiales y métodos

¢ % Eliminacion Total

¢ Carga NH4 entrada

o Carga NH4 sobren

240

N
=

o
)

180
150
120
90
60

Cargade amonio (g NHa/d

30

80
70
60
50
40
30

20

Cargade fosforo (g POa/d)

10

] L
]
100 —WW ey n e’
° i -
0 ° ¢ i ¢
<o
S 80 i i
= I
© ° H |
S 60 FASE | : FASE II FASE Il
S i n
2 :
.E 40 KX ©o 900 Ce00e ,00“6" “J
(4 & X
g T *° soe® © e Pone” E‘“w’““”w e Qg “"o: L
wl
x 20 ;
] [
] P 9l
0 Loeee *® %0 ovw o® 00 DR ®PBO O, ?) 0 0020 vot? ©°
T T T T T T T T T
F P F PP PP PP PP
Y) Q N v & Qv > 0 e © A Q]
Q N ‘b’\’ ‘b’\’ ,\,Q (O,Q %D ,\,0 ,\,Q (0,0 (0,0 (9,0
N N - AN N N 2 RN
Fecha
¢ % Eliminacién Total < CargaPO4 entrada
100 ‘.g > a4 Py 0' ° LR A G.‘.’ S ‘4“?’% < vw.v"." > o A;
o PS ° 0’. 3
}
S 80 ® e ¢ I
(7,] < <@
L . , L
Q
'g 60 I easEl FASEII FASE Il
0 ;
2 ’ |
£ 40 -
£
I.I_.I < 4 * [
¥ 20 hd +® o LA SR Ur SN °
° RSN *%e * o : ’ ";’.” R 2L 4 KPS
O T T T T T T T T T T
F F P F PP PP PP PP
) Q N V & Qv > 0 \e) © A Q]
Q N ‘b’\’ q),'\/ ,\,0 (o,Q %,0 ,\,0 ,\,0 (o,Q (0,0 c),Q
NN R R RV RS R RV RV N N N
Fecha

Figura 23. Evolucion de la eliminacidn y las concentraciones de amonio y fosforo en la planta piloto durante
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La poblacién microbiana del fango de la planta piloto también fue examinada mediante FISH.
En este caso, las muestras contenian los dos grupos de bacterias involucradas en el proceso
de nitrificacion pero, como es evidente, en porcentajes mucho menores que los encontrados
en los reactores SHARON operados en el laboratorio (Tabla 25). Hay que destacar que la
poblacién de ambos grupos de bacterias se vio favorecida con la instalacion del reactor
BABE, y cuando éste fue eliminado del esquema de tratamiento los porcentajes de
amonioxidantes y nitritoxidantes descendieron considerablemente. Los porcentajes de las
bacterias PAO y GAO no presentaron variacion al eliminar el reactor BABE de la planta piloto.
La poblacion de bacterias amonioxidantes estaba formada casi en su totalidad por
Nitrosomonas oligotropha (Nmo 218). Nitrosospira spp. (Nsv443) y Nitrosococcus mobilis
(Nmv) también se detectaron pero en porcentajes en torno al 1 %. Las especies de

nitritoxidantes predominantes eran Nitrospira (Ntspa 712) y Nitrobacter spp (NIT3).

Planta piloto
Con BABE Sin BABE
% Amonioxidantes 8+2% 6+1%
% Nitrosomonas europaea, eutropha, halophila 1+1% 0%
% Nitrosomonas oligotropha 6+1% 4+1%
% Nitrosococcus mobilis 1+1% 1+1%
% Nitrosospira spp. 1+1% 0%
% Nitritoxidantes - -
% Nitrobacter 2+1% 0%
% Nitrospirae 6+x1% 2+1%
% PAOs 23+4% 24+3%
% GAOs 102 % 102 %

Tabla 25. Resultados de analisis de FISH llevado a cabo en la planta piloto.

34 Descripcion del montaje experimental para la calibracion de parametros.

3.4.1 Montaje para experimentos con fango del reactor SHARON.

Para la determinacién de los parametros de las bacterias amonioxidantes del reactor
SHARON se disenaron una serie de ensayos respirométricos que, a excepciéon de la constante
de semisaturacion del oxigeno, fueron desarrollados en un montaje experimental
independiente del reactor SHARON. Este montaje consistia en un reactor encamisado,
aireado y agitado, de 0.3 | de capacidad, equipado con sondas de oxigeno, pH y temperatura

(Figura 24).
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Na2CO03

Bafio

Termostatico Agitador

L Magnético

Figura 24. Esquema y fotografia del montaje experimental para la determinar los parametros bacterianos del
reactor SHARON.

Un programa de ordenador, especificamente disefiado para esta tarea, registra de forma
continua los datos de oxigeno disuelto (OD), pH y temperatura. En funcion de la
concentracion de oxigeno en el fango se actua sobre el aireador mediante el apagado o
encendido del mismo por medio de un mdédulo de control a través del puerto paralelo. Este
programa de ordenador permite operar el sistema de forma ciclica. Cuando la concentracion
de OD esta por debajo de 2 mg/l, se inicia la aireacion hasta que la concentracion de OD
alcanza el valor maximo de OD establecido (4 mg/l). En este momento se desconecta el
aireador provocando una disminucién del OD que es consumido por las bacterias. Cuando el
valor de OD se encuentra nuevamente por debajo de 2 mg/I se inicia la aireaciéon y comienza
un nuevo ciclo. Los datos de OD obtenidos en la etapa en la cual no se airea el reactor se
emplean para el calculo de la velocidad de consumo de oxigeno (OUR, Oxygen Uptake Rate).
De esta forma, a lo largo de cada experimento es posible un registro de la evolucion en el

tiempo de la OUR.

La mayor parte de los experimentos se realizaron a pH constante. El control del pH se realizo
mediante la adicién de una base (Na,COs), utilizando un dosificador de alta precision marca
Liquino 711, de la firma comercial Metrohm (si se necesitaba descender el pH por debajo del
valor de pH al que se encontraba en el reactor R; se realizaba adiccién manual de acido (HCI)
al comienzo del experimento, pero normalmente el fango procedente de este reactor se
encontraba a un pH lo suficientemente bajo). El control de temperatura se realizaba
mediante un bano termostdtico cuyo sistema de control PID aseguraba una gran estabilidad

en la temperatura durante todo el ensayo.
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3.4.2 Montaje para experimentos con fango de la planta piloto.

Los experimentos realizados con fango de la planta piloto para la calibracién de los
parametros de las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes estdn basados también en
técnicas respirométricas. Para la calibracion de parametros con este fango se utilizéd un

montaje similar al utilizado en el caso anterior.

Se dispuso un reactor de 0.3 |, termostatizado, con agitacion continua y equipado con
medicidn y registro de datos (OD, pH y T). Una de las diferencias con el montaje anterior es
que, ya que, durante estos experimentos no se realizé un control de pH no fue necesario el
sistema de dosificacidon de acido-base. En los experimentos en que se deseaba medir la OUR
a un pH determinado, este era fijado mediante adicion manual de acido/base al principio del
ensayo. Ademas al utilizarse una muestra diferente de fango en cada experimento tampoco
fue necesario mantener la aireacién en el montaje. Con estos cambios el montaje

experimental de estos ensayos se simplificé considerablemente.

—OD, pH, T—»

Multi-P
Bafio
Termostético Agitador
Magnético

Figura 25. Esquema del montaje experimental para determinar los parametros bacterianos del fango de la

planta piloto.

El fango empleado en estos ensayos respirométricos debe encontrarse en condiciones
endégenas. En estas condiciones el consumo de oxigeno registrado se debe a la
metabolizacidn del sustrato generado por la propia muerte de los microorganismos y no de
ningun otro sustrato externo. Al partir de una biomasa en la que una de las poblaciones
desarrolladas son las bacterias PAO, ademas de eliminar todo el sustrato externo que pueda
existir, habra que eliminar las reservas de materia organica almacenada intracelularmente

como PHA.

Como conclusién a varios ensayos realizados por Penya-roja (1999), si se desea que la
biomasa se encuentre en condiciones enddgenas, se someterd al fango de la planta piloto a

condiciones aerobias durante un periodo de entre 18 a 22 horas si contiene bacterias PAO.
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En este mismo periodo, se le afiadird a la biomasa entre 15y 20 mg P/I. La finalidad de esta
adicién de fésforo es provocar que las bacterias tomen dicho componente y consuman por
completo todas las reservas intracelulares de PHA. Se anade fosforo en cantidad suficiente
para que no sea limitante. Se considera que el fango se encuentra en condiciones enddgenas
cuando la concentracion de fésforo permanece constante. Se recomienda no prolongar la
fase endégena mas de 24 horas, ya que se produce una rotura de las reservas intracelulares
de polifosfatos que afectaria a las caracteristicas de la biomasa. Para alcanzar las condiciones

enddgenas se utilizé el montaje experimental de la Figura 26.

Camara Térmica

—=
Sonda de
Difusores ODyT
\ e 1/
e |
CDEDED

@ Oximetro

Aireador

Figura 26. Esquema experimental del montaje para fango en condiciones endégenas.

Este montaje consta de un recipiente de metacrilato cilindrico de 20 cm de didmetro y 36
cm de alto. El volumen de liquido es de 7 |, el cual se mantiene continuamente agitado y
aireado. El agitador empleado es de la marca comercial Heidolph el cual permite trabajar en
el intervalo de 45 a 2000 rpm y el suministro de aire se realiz6 con un aireador de pecera
marca Elite. El reactor se encuentra en una camara térmica que permite mantener la
temperatura constante a 209C, que es la temperatura media de la planta piloto y la
temperatura usada en todos los experimentos realizados con este fango. El dispositivo
experimental de la Figura 26 permite determinar la OUR del licor mezcla en estudio. El
oxigeno disuelto (OD) y la temperatura se registran por medio de la sonda del oximetro
WTW Oxi340. Un programa de ordenador, especificamente disefiado para esta tarea,
registra el dato de OD y temperatura cada 5 segundos. Al igual que en el caso del reactor

SHARON, la evolucién de la OUR se determind controlando la concentracién de oxigeno
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disuelto entre 2 y 4 mg/l, gracias a un modulo de control que actua sobre el encendido-
apagado del aireador. Usando las concentraciones de OD en las fases en las que el aireador

esta desconectado se realizan los calculos de OUR.

De este montaje se extraian las muestras necesarias para los ensayos respirométricos, pero,
aparte de ser utilizado para disponer de fango en condiciones endégenas para los ensayos,
también se empled para la determinacion del rendimiento de las bacterias amonioxidantes y

nitritoxidantes (Ynu Y Yno).
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4 Modelo matemadtico del proceso de nitrificacion en dos etapas.

4.1 Introduccion.

En este capitulo se desarrolla un modelo matematico del proceso de nitrificacién
considerando las dos etapas que forman dicho proceso. Posteriormente se describe la
incorporacion del modelo desarrollado al modelo BNRM1 (Biological nutrient removal model
No.1). Con esta modificacién se obtendrd una representacion mas ajustada a la realidad de
los procesos que tienen lugar en un sistema de fangos activados, permitiendo un mayor
conocimiento del proceso de nitrificacion ya que se podrd observar de manera
independiente el efecto de las condiciones de operacidon en los dos grupos de bacterias
involucradas en el proceso. La incorporacion del modelo desarrollado al BNRM1 provocara la
division del proceso global de nitrificacion en dos procesos: oxidacion de amonio a nitrito y
oxidacion de nitrito a nitrato. Esto conllevara también la separacion de las bacterias
autotrofas en dos grupos, bacterias amonioxidantes que realizan la primera etapa, vy
bacterias nitritoxidantes, que oxidan el nitrito generado en la etapa anterior. Con la inclusién
del nitrito en el modelo serd necesario considerar también el proceso de desnitrificacion

utilizando el nitrito como aceptor de electrones.

El modelo BNRM1, como otros modelos anteriores, no considera el nitrito como
componente principalmente por razones de simplificacion y porque no se conoce
suficientemente bien el proceso que sufre el nitrito durante la desnitrificacion (Kaelin et al.,
2009). Por otra parte, a las temperaturas habituales de operacién de las EDARs, la velocidad
de oxidacién del nitrito es mayor que la de oxidacién del amonio, y por tanto, es dificil su
acumulacién en el medio; sin embargo, también hay que tener en cuenta que esta tendencia
se invierte a medida que se incrementa la temperatura del medio como se describié en el

capitulo de introduccion (ver Figura 14 de la pagina 45).

Existen ocasiones en que, bajo ciertas condiciones ambientales (baja temperatura, pH
inferior a 7,...), en las estaciones depuradoras de aguas residuales el nitrito puede llegar a
acumularse hasta niveles perjudiciales para el medio receptor del vertido (Fischenetz, 2004).
Concentraciones elevadas de nitrito también pueden llegar a causar la inhibicion de las
bacterias involucradas en el proceso de nitrificacion. Esta inhibicion se debe a la forma no
ionizada de este compuesto (HNO;) (Anthonisen, 1976; Hellinga, 1999; Pambrun et al., 2006;
Magri, 2007; Van Hulle, 2007). Un modelo que considere las dos etapas del proceso de

nitrificacion puede ser util para anticiparse al incremento excesivo de nitrito en el sistema y
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corregirlo con cambios en las condiciones de operacidon del sistema, siendo capaz de

predecir los resultados ante modificaciones en las estrategias de control.

4.2

Consideraciones establecidas.

El primer paso en el desarrollo de un modelo es la definicién de los componentes, que son

todas aquellas especies que definen el sistema, y los procesos del modelo, es decir, todas

aquellas reacciones (fisicas, quimicas y bioldgicas) que tienen lugar entre los componentes.

Los procesos y componentes considerados en el modelo se determinaron a partir del estudio

bibliografico de las reacciones que componen el proceso de nitrificacion, revisidon de la que

se extrajeron las siguientes consideraciones:
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Ambos grupos de bacterias necesitan condiciones aerobias durante su desarrollo, por
lo que se les debe proporcionar un cierto nivel de oxigeno en el medio para poder
llevar a cabo los procesos de oxidacién.

Las bacterias amonioxidantes utilizan el amoniaco (NHs) como sustrato real del
proceso de oxidacion (Suzuki et al, 1974; Anthonisen et al., 1976; Gapes et al., 2003;
Hellinga et al., 1999; Volcke et al., 2006; Van Hulle et al., 2007). Ademas estas
bacterias sufren un proceso de inhibicién a elevadas concentraciones de su propio
sustrato (Anthonisen et al., 1976; Van Hulle et al., 2004; Wett y Rauch, 2003;
Pambrun, 2006).

Las bacterias nitritoxidantes utilizan el acido nitroso (HNO,) como sustrato en el
proceso de oxidacion que llevan a cabo (Suzuki et al, 1974; Anthonisen et al., 1976;
Gapes et al., 2003; Hellinga et al., 1999; Pambrun et al., 2006; Volcke et al., 2006).
Nuevamente se puede detectar cierto grado de inhibicién en el crecimiento de las
bacterias a elevadas concentraciones de sustrato (Anthonisen et al., 1976; Hellinga et
al.,, 1999; Pambrun et al., 2006; Wett y Rauch, 2003). Ademds el amonio es un
nutriente esencial para cualquier grupo de bacterias en la formacién de nueva
biomasa.

Las bacterias amonioxidantes son inhibidas por la forma no ionizada del producto
oxidacion del amoniaco, el acido nitroso (Hellinga et al., 1999; Pambrun et al., 2006;
Volcke et al., 2006; Van Hulle et al., 2007).

Las bacterias nitritoxidantes se ven inhibidas por elevadas concentraciones de
amoniaco (Anthonisen et al., 1976; Pambrun et al., 2006; Wett y Rauch, 2003).

Tanto la temperatura como el pH del medio tienen una influencia importante en el
desarrollo de ambos grupos de bacterias (Anthonisen et al., 1976; Van Hulle et al.,
2007; Magri et al., 2007).
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- El diéxido de carbono es la fuente de carbono de las bacterias en el proceso de
anabolismo. Hay estudios que muestran que si la concentracién de CO, no es
suficiente las tasas de crecimiento de ambos grupos de bacterias se pueden ver
afectadas (Denecke et al., 2003; Wett y Rauch, 2003) e incluso que se puede
estimular el proceso con un incremento del CO, en el sistema de aireacidon (Posso-
Blandon, 2005). Sin embargo, por lo general, este componente no es considerado

como un factor limitante en los modelos del proceso de nitrificacion.

El modelo desarrollado deberd considerar los procesos de crecimiento y lisis de los grupos
de bacterias involucrados en el proceso de nitrificacion del nitrégeno amoniacal en las aguas
residuales (bacterias amonioxidantes y bacterias nitritoxidantes). También deberd incluir el
proceso de desabsorcion del amoniaco y el diéxido de carbono (no se podrd asumir el
equilibrio en estos procesos (Merkel y Krauth, 1999), ya que estan controlados por la
resistencia al transporte de materia de la fase liquida) y los procesos de disociacién acido-
base que afectan a las especies del modelo desarrollado (en estos procesos se asumird

condiciones de equilibrio quimico instantaneo (Serralta et al., 2004)).
4.2.1 Componentes del modelo.
Tras toda la revision bibliografica previa al desarrollo del modelo se concluyé que para

representar el proceso de nitrificaciéon en dos etapas el modelo contard con un total de 11

componentes, incluyendo dos grupos de bacterias (Tabla 26).
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COMPONENTE UNIDADES

Bacterias Amonioxidantes (Xyu). Grupo de bacterias autétrofas responsables de la .
transformacién del amonio en nitrito. = Mogo/L
Bacterias Nitritoxidantes (Xyo). Grupo de bacterias autdtrofas responsables de la .
— Mpqo/L

transformacion del nitrito en nitrato.

Materia organica suspendida inerte (X;). Este material no se puede degradar. Puede ser

una fraccion del influente o puede producirse dentro del proceso de lisis (muerte — MDQO/L3
celular).

Materia organica suspendida lentamente biodegradable (Xs). Es un sustrato organico

particulado y coloidal de alto peso molecular que necesita ser hidrolizado antes de estar — MDQO/L3

disponible para la degradacion. Se genera tras la muerte de las bacterias.

Amonio (Sray). TAN (Total Ammonium Nitrogen). Amonio mds amoniaco. Este
componente se consume en el proceso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes, — My/L?
pero también es utilizado como nutriente por el resto de bacterias.

Nitrito (Stnoz)- TNO2 (Total Nitrite Nitrogen). Nitrito mas el acido nitroso. Este
componente se genera por oxidacion del amonio en el crecimiento de las bacterias .
amonioxidantes y se consume en los procesos de desnitrificacion (no incluidos en el ~ Mw/L
modelo) y en el crecimiento de las bacterias nitritoxidantes.

Nitrato (Syos). Este componente se genera por oxidaciéon del nitrito en el crecimiento de

las bacterias nitritoxidantes y se consume en los procesos de desnitrificacion (no —)MN/L3

incluidos en el modelo).
Oxigeno (Sp,). Oxigeno disuelto. — Moy/L?
Fosfatos (Spos). FOsforo soluble inorgdnico necesario para el crecimiento bacteriano. — M,/

Carbono inorganico (S,c). Representa la concentracion de todas las especies que forman

el sistema acido-base del carbonato (carbonato, bicarbonato y 4cido carbdnico). El H,CO3

3
N — mol¢/L
en agua se encuentra fundamentalmente en forma de CO,, por lo que su concentracion
también esta incluida en este componente.
Total de protones (Sy). Es la suma de los protones libres mds los contenidos en el resto W/ .
— moly/L

de especies.

Tabla 26. Componentes del modelo de nitrificacion en dos etapas.

4.2.2 Procesos del modelo.

Los procesos considerados en el modelo desarrollado se pueden dividir en:

—> Procesos gobernados por la cinética. Tienen una velocidad determinada, y se calculan
a partir de las ecuaciones de balance de materia. Las ecuaciones diferenciales obtenidas
se integran con respecto al tiempo para obtener la variacidon de las concentraciones de

los componentes en funcién del tiempo. Los procesos considerados son:
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o LA LN R

Desabsorcion de NH3

Desabsorcion de CO,

Lisis de bacterias amonioxidantes
Crecimiento de bacterias nitritoxidantes

Lisis de bacterias nitritoxidantes

Crecimiento de bacterias amonioxidantes

— Procesos gobernados por el equilibrio. Los procesos de disociacion acido-base, al

contrario que los anteriores, se asume que ocurren instantdneamente, y se calculan

mediante algoritmos basados en el equilibrio quimico. El grado de disociacién de cada

componente depende del pH, de la temperatura y de la fuerza idnica, y se puede

considerar un estado mds que un proceso.

7. Equilibrio dcido-base NH3/NH,"
8. Equilibrio dcido-base HNO,/NO,
9. Equilibrios dcido-base H,CO3/HCO;3 /CO5*

La Figura 27 muestra un diagrama que describe las relaciones existentes entre los

componentes y los procesos involucrados en el modelo.

Desabsorcion

NH;

=

NH;

Xs

X

HNO,

Xs

X

Nitritacion

L

Nitratacion

NO3

NH,

i>Desabsorcic’)n y
equilibrio

NO,

i>Desabsorcic’)n y
equilibrio

Figura 27. Diagrama de los procesos y componentes involucrados en el modelo del proceso de nitrificacion

en dos etapas.
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A continuacién, se deducen los coeficientes estequiométricos de cada uno de estos procesos
aplicando las ecuaciones de continuidad para los diferentes componentes existentes en el

modelo, y se examinan las expresiones cinéticas de cada uno de ellos.

Crecimiento de bacterias amonioxidantes.

Tal y como se ha comentado la nitritacion es el primer paso del proceso de nitrificacién y
describe la oxidacién bioldgica del amonio a nitrito. La biomasa encargada de este proceso
(bacterias amonioxidantes, Xyu) prefiere la forma no ionizada, amoniaco (NHs), como
sustrato ya que las especies ionizadas no son facilmente transportadas a través de la
membrana (Suzuki et al, 1974; Anthonisen et al., 1976; Gapes et al., 2003). Sin embargo,
desde el punto de vista de la modelacién, algunos autores incluyen el componente TAN
(NH4" + NH3) como sustrato del proceso por simplificacién, ya que dicho componente es
mucho mas facil de medir y de calcular que el amoniaco. Asi pues la eleccién entre la forma
ionizada (NH4") y no ionizada (NH3) como sustrato a incluir en las ecuaciones del modelo
dependera de la posibilidad de determinar las concentraciones de estos componentes. En el
caso del modelo desarrollado en la presente tesis se ha incluido el NH3 como sustrato en la
ecuacion cinética del proceso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes, ya que al
incluir los equilibrios acido-base el modelo permite el calculo del pH y con este la

concentracion de amoniaco en el medio.

En el proceso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes, como para cualquier grupo de
bacterias, hay que considerar tanto el proceso de catabolismo como de anabolismo (Figura

28), a partir de los cuales se podra definir la estequiometria del proceso.

0,

F"—Catabolismogr NO, + H,0 + 2H"

Sustrato ‘
(NH,) Energia
i . Biomasa
Co, Anabolismo——4;—»>
XnH

Nutrientes
(NH,', POy,...)

Figura 28. Diagrama de los procesos de catabolismo y anabolismo en el crecimiento de las bacterias

amonioxidantes.
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Para determinar los coeficientes estequiométricos se define la constante estequiométrica
Rendimiento celular (Y), que es una relacién entre la biomasa formada y la cantidad de
sustrato consumido en el crecimiento de ésta. Para el caso de las bacterias amonioxidantes

este rendimiento viene dado por:

Biomasa formada (g DQO)

Yy = Ec.- 49
Amonio nitrificado (9 N — NH})

A partir de este coeficiente se puede concluir que por cada gramo de biomasa formada

(medida como DQO) se oxida YL gramos de amonio (medidos como N) y por tanto se
NH

produce YL gramos de nitrito (medidos como N).
NH

Aplicando las correspondientes ecuaciones de continuidad para el nitrégeno, DQO y carbono
se obtiene el resto de coeficientes estequiométricos de los distintos componentes. En el
balance de nitrégeno hay que tener en cuenta que el amonio es asimilado como nutriente
ademas de oxidado como sustrato para la obtencion de energia. La Tabla 28 de la pagina 138
muestra la matriz estequiométrica del modelo completo donde se pueden ver los
pardmetros del proceso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes obtenidos tras la

aplicacién de las ecuaciones de continuidad.

La cinética del proceso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes fue establecida

teniendo en cuenta los siguientes aspectos:

e El amoniaco es el sustrato del proceso pero también puede llegar a inhibir la
actividad de las bacterias con lo que se ha decidido utilizar la combinacion de la
cinética de Monod con la de inhibicién no competitiva.

e El producto de la oxidacién del amoniaco, el acido nitroso, puede inhibir al propio
proceso. La inhibicidon del proceso por elevadas concentraciones de este compuesto
se ha representado mediante la cinética de inhibicidn no competitiva.

e La necesidad de utilizar fésforo como nutriente para el desarrollo de las bacterias se
ha considerado mediante la cinética de Monod.

e Lainhibicidn de la actividad de las bacterias a valores altos y bajos de pH en principio
venia representado por la combinaciéon de la cinética de Monod y la de inhibicién no

competitiva tal y como muestra la siguiente ecuacion:
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o = T exp A Ky = 5,)) 1+ exp (A —Ki)) | f(pHope)

L= S Kin 1
pH KH+SH KIH+SH f(pHopt)

Ec.- 50

Ku, Kin= constantes de inhibicion por pH bajo vy alto, respectivamente (mol H*/I).

_Su__Kim

) cuando el pH es dptimo. Se emplea
Ky+Sy Kig+Sy

f(pHopt) = valor de la funcién (

este valor para normalizar la funcién de inhibicion por pH de forma que la velocidad

en condiciones dptimas sea la que se mide.

La inhibicion por pH descrita por esta expresion es una inhibicién simétrica a ambos
lados del pH optimo de crecimiento. Sin embargo, tal y como se explicard
posteriormente en los resultados, durante las experiencias realizadas para la
calibracion de los pardmetros del modelo de las bacterias amonioxidantes se observd
que la inhibicién por pH en estas bacterias es diferente a pH altos y a pH bajos (ver
Figura 53, pagina 196). Esto llevd a plantear una nueva expresidn de inhibicion para
dichas bacterias, de manera que permitiese mejorar el ajuste entre las simulaciones
realizadas y los datos experimentales obtenidos. La expresion establecida para su
incorporacion al proceso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes ha sido la

siguiente:

1 1 1

Ec.- 51

En esta nueva expresién las constantes Ky y Ky indican el pH al que se alcanza la
mitad de la velocidad maxima de crecimiento, mientras que las constantes Ay y Ay
permiten ajustar la pendiente de la curva de inhibicidon a ambos lados del pH dptimo.
Con esta nueva expresion se ha conseguido una funcién asimétrica que permite

representar grados de inhibicion a diferentes pH superiores e inferiores al dptimo.

La Ec.- 52 muestra la cinética establecida para proceso de crecimiento de las bacterias.

SnH3 . Kinu3
_ So2 Snvus + Kyus Snuz + Kinws K unoz Spoa Ec.- 52
" = Unn * ’ opt ) ) “lpn - Xnu
Soz + Koz f(Syus Sunoz + Kiunoz Spoa + Kpoa
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Koz= constante de semisaturacion de oxigeno (mg O,/)
Knhs= constante de semisaturacion de amoniaco (mg N-NHs/I)
Ki,nn3= constante de inhibicién de amoniaco (mg N-NHs;/I)

Ki,nno2= constante de inhibicidn de acido nitroso (mg N-HNO,/I)
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Kpos= constante de afinidad de fosfato como nutriente (mg P-PQO4/I)
Xnn= biomasa bacterias amonioxidantes (mg DQO/I)

Hnn= tasa maxima de crecimiento de las bacterias amonioxidantes (d™)

SnHz . _ KinHs
SNH3tKNH3 SNH3+KINH3

f(SNH3opt) = valor de la funcion ( ) cuando la biomasa se encuentra

sometida a una concentracién de sustrato 6ptima. Se emplea este valor para
normalizar la funcidn del sustrato de forma que la velocidad en condiciones éptimas

de concentraciéon de NHs sea la que se mide.
Lisis de bacterias amonioxidantes.

Durante el proceso de lisis de las bacterias se genera materia organica suspendida inerte (X))
y lentamente biodegradable (Xs). Para definir la estequiometria de este proceso de lisis se
define una nueva constante, fy, que representa la fraccion de X, generada por unidad de

biomasa. La estequiometria del proceso se puede observar en la Tabla 28 (pagina 138).

La cinética del proceso de lisis tiene |la forma caracteristica de cualquier proceso de lisis
bacteriana:

rz = bNH . XNH EC.' 53
Donde byy = tasa de lisis de Xyn (d'l).
Crecimiento de bacterias nitritoxidantes.

En el segundo paso de la nitrificacidon bioldgica, nitratacidn, se lleva a cabo la oxidacién del
nitrito a nitrato, proceso realizado por las bacterias nitritoxidantes (Xno). En este proceso las
bacterias utilizan como sustrato la forma no ionizada (4cido nitroso en lugar de nitrito)
porque es mas facil de transportar a través de la membrana (Suzuki et al, 1974; Anthonisen
et al., 1976; Gapes et al., 2003). Pero al igual que en el proceso de nitritacion, existen
modelos donde se incluye el TNO2 (NO,+HNO,) como sustrato de las bacterias ya que este

es el componente que se puede medir y calcular mas facilmente.
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El proceso de crecimiento de las bacterias nitritoxidantes puede representarse como:

0,
F"—Catabolismogb NO; + H,0
Sustrato ‘ )
(NOy) Eneirgla
. Biomasa
COo, Anabolismo—;
XNO
Nutrientes
(NH4*, PO4,...)

Figura 29. Diagrama de los procesos de catabolismo y anabolismo en el crecimiento de las bacterias

nitritoxidantes.

Al igual que en el caso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes se define un

rendimiento celular como:

Biomasa formada (g DQO)

Yo — Ec.- 54
NO ™ Nitrito oxidado (g N — NO;)

Este coeficiente indica que por cada gramo de biomasa formada (medida como DQO) se

i 1 - . 1 .
oxidan ~—— gramos de nitrito (medidos como N) y se producen 7~ gramos de nitrato
NO NO

(medidos como N).

El nitrito no es incorporado a la biomasa como nutriente, sélo es utilizado como sustrato en
el proceso de oxidacién. El amonio es la fuente de nitréogeno que las bacterias utilizan en el
proceso de anabolismo. Teniendo en cuenta lo anterior y aplicando las ecuaciones de
continuidad de carbono y DQO se obtienen todos los coeficientes estequiométricos del

proceso que se puede ver en la Tabla 28, pagina 138.

La cinética del proceso de crecimiento de las bacterias nitritoxidantes fue definida teniendo

en cuenta los aspectos que se detallan a continuacién:
e El acido nitroso es el sustrato del proceso y a la vez puede llegar a inhibir a las
bacterias nitritoxidantes, por ello se ha combinado la cinética de Monod con la de

inhibicién no competitiva.
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e La inhibicion del proceso por elevadas concentraciones de amoniaco se ha
representado mediante la cinética de inhibicion no competitiva.

e El amonio y el fésforo como nutrientes para el desarrollo de las bacterias se ha
considerado mediante la cinética de Monod en ambos casos.

e La inhibicién de la actividad de las bacterias a valores altos y bajos de pH se ha
representado con la misma funcidn descrita en el crecimiento de amonioxidantes
(Ec.- 51, pagina 130).

La ecuacidn cinética del proceso establecida ha sido la siguiente:

Sunoz . Kianoz
So2 Sunoz + Kunoz Sunoz + Kinnoz K nus SnHa Spos Ec.- 55

3=U . . . By - X
SN S, + Koy F(sr Swus + Kinns Snwa + Kuus Spos + Kpoa 7 N7

Koz= constante de semisaturacion de oxigeno (mg O,/l)

Khno2= constante de semisaturacion de acido nitroso (mg N-HNO,/I)

K\ uno2= constante de inhibicion de acido nitroso (mg N-HNO,/1)

Ki,nH3= constante de inhibicion de amoniaco (mg N-NH;/I)

Knna= constante de afinidad de amonio como nutriente (mg N-NH4/I)

Kpos= constante de afinidad de fosfato como nutriente (mg P-PO4/I)

Xno= biomasa bacterias nitritoxidantes (mg DQO/I)

Hno= tasa maxima de crecimiento de las bacterias nitritoxidantes (d*)

f(SHNozopt) = valor de la velocidad de consumo de oxigeno medida cuando la biomasa
se encuentra sometida a una concentracién de sustrato éptima. Se emplea este valor
para normalizar la funcidn del sustrato de forma que la velocidad en condiciones

Optimas de concentracién de HNO, sea la que se mide.
Lisis de bacterias nitritoxidantes.

En el proceso de lisis la estequiometria y cinética es similar al proceso de lisis del primer

grupo de bacterias (ver Tabla 28, pagina 138).
7'4 = bNO . XNO EC.' 56
Donde:

fy; = fraccién de X, generada por unidad de biomasa.

bno = tasa de lisis de Xno (d'l).
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Desabsorcion de amoniaco y dcido carbonico.

El amoniaco se caracteriza por su alta solubilidad en agua, reaccionando con ella, por lo que
se forman dos iones, uno de amonio (NH4") y otro de hidroxilo (OH’). Las proporciones de
amoniaco libre y de ién amonio en un medio acuoso dependen del pH y de la temperatura
del agua. El proceso de desabsorcion de amoniaco es importante solamente cuando se
trabaja con valores de pH particularmente altos, ya que las proporciones de amoniaco son
minimas cuando el pH del medio es bajo. Para valores de pH en torno a la neutralidad, la
desabsorcion de amoniaco no tiene ningun efecto importante, debido a que a este pH el
equilibrio se encuentra casi totalmente desplazado hacia la forma ionizada (NH4") y la

cantidad de amoniaco es muy baja.

En el caso de la desabsorcion del didxido de carbono siempre hay que considerarla porque
afecta al pH del medio. El CO; es muy soluble en el agua, dando lugar a la formacién de acido
carbdnico que aumenta el pH. El 4cido carbdnico (H,COs3) a su vez se disocia proporcionando
dos tipos de sales: bicarbonatos (HCO5) y carbonatos (COs”), ademas de los protones. La
concentracion de cada una de estas especies en el medio acuoso dependera del pH al que se

encuentre.

La expresidon cinética de estos procesos de desabsorcion viene dada por las siguientes

ecuaciones:

s = KLanys * (Svuz — Syus) Ec.- 57
e = KLacoz * (Scoz — Sco2) Ec.- 58

Donde:

KLa, = coeficiente de transferencia (min™)

S,= concentracion (mg/l)

Sy= concentracién de saturacion (mg/l). La concentracidn de saturacién de depende de la
fraccidn madsica del gas en la fase gaseosa, y ya que la concentracién de amoniaco en el aire

es practicamente nula se puede asumir que Syy3=0.
Los valores de los coeficientes de transferencia se obtienen utilizando la ecuacidn propuesta

por Merkel y Krauth (1999) para el cdlculo del coeficiente de transferencia de un gas

conocido el de otro:
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Kla, | Dy
KLaxbase Dxbase

Siendo Dy la difusividad del gas (cm?/s) del cual se desconoce el coeficiente de transferencia
(KLay) y Dypase la difusividad del gas (cmz/s) usado como referencia. La difusividad de un gas
depende de la temperatura y viscosidad del agua, ademds del volumen molar del gas en

cuestion.

El modelo biolégico proporciona las necesidades de oxigeno para mantener la concentracién
deseada. Conocidas estas necesidades se puede calcular el KLa del oxigeno mediante la

siguiente ecuacion:
Mo, = KLa -V - (Sp2—S52)
Donde:

KLa = coeficiente de transferencia del oxigeno (min™)
Mo, = necesidades de oxigeno (mg/min)

V = volumen del reactor (l)

S, = concentracion de oxigeno en el reactor (mg/l)

So2= concentracion de saturacion de oxigeno (mg/l)
Procesos de disociacion dcido-base.

Como se ha comentado, dado que el sustrato de las bacterias son las formas no ionizadas
(NHs y HNO>) y que estas especies son también las que inhiben a estas bacterias es necesario
considerar en el modelo los equilibrios de estos componentes para poder tenerlos en cuenta
en las expresiones cinéticas y calcular sus concentraciones. Ademas, como el pH del medio
es determinante tanto en el desarrollo de las bacterias como en la concentraciéon del
sustrato utilizado por éstas, se debe considerar en el modelo las reacciones acido-base que

influyen en el valor del pH del medio. A continuacion se detallan dichas reacciones:

H,0 & OH™ +H* Ec.- 59
NH} & NH, + H* Ec.- 60
HNO, & NO; + H* Ec.- 61
CO5 + H* & HCOF + H* & H,CO0; Ec.- 62
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En la Tabla 27 se muestran las ecuaciones a incluir en el modelo para tener en cuenta las

reacciones acido-base descritas.

{H+} . {OH_} — 10—13.998

{H*}-{NH3} o,
1773
{H*}-{NOZ} o
{HNO,} 107
{HCcOs}
w0
{HZCO3 } — 1016.681

{H*}-{C05?}?
[H*] + [HCO5] + 2 - [H,CO5] — [OH™] — [NH3] — [NO; ] = Hy
[NH{] + [NH3] = NHr
[NO; ]+ [HNO,] = NO;
[CO3?%] + [HCO3] + [H,CO5] = Cp

Tabla 27. Ecuaciones del modelo desarrollado para los procesos de disociacion (valores a 202C).

4.2.3 Dependencia con la temperatura.

Como se ha comentado, la temperatura del medio donde se desarrollan las bacterias tiene
una gran influencia sobre la actividad de éstas, por lo que hay que considerar en el modelo

alguna funcidn para tener en cuenta dicho efecto.

La influencia de la temperatura en la actividad bioldgica generalmente es incluida en el
modelo matematico mediante una ecuacién empirica que deriva de la relacién de Van't
Hoff-Arrhenius:

w(T) = u(T,) - 6T~ Ec.- 63

Donde u (T) es la tasa maxima de crecimiento a la temperatura T, T, es la temperatura de
referencia (generalmente se considera una temperatura de 20 2C) y 6 es la constante de
Arrhenius. Aunque el uso de la ecuacidon de Arrhenius estd muy extendido no puede
describir el descenso de la actividad bacteriana a temperaturas elevadas. Por ello, se han
propuesto otras funciones para describir el efecto de la temperatura que, aunque no tienen
una base biolégica, se ajustan mejor al proceso de inhibicion de las bacterias por
temperaturas extremas. Una de estas funciones es el modelo modificado de Ratkowsky
(Zwietering M.H., et al., 1991), definido como:
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u(T) =[b- (T — Tin)]? - [1 — €& T Tmax)] Ec.- 64
Donde los pardmetros Tpmin ¥ Tmax SON las temperaturas minima y maxima a las cuales se
observa crecimiento de las bacterias. Las constantes b y c son dos parametros sin
fundamento bioldgico.
4.3 Resumen del modelo de nitrificacion en dos etapas desarrollado.
La Tabla 28 muestra la matriz estequiométrica de los procesos considerados en el modelo.

Las expresiones cinéticas utilizadas para representar la velocidad de los distintos procesos se

muestran en la Tabla 29.
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Tabla 28. Matriz estequiométrica de los procesos del modelo desarrollado.
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Tabla 29. Expresiones cinéticas de los procesos del modelo.
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4.4

Incorporacion del modelo desarrollado al modelo BNRM1.

Una de las finalidades del desarrollo del modelo de la presente tesis era su posterior

incorporacion al modelo BNRM1 que se encuentra implementado en el programa DESASS.

De esta forma se podrd realizar una simulacién mdas completa de todos los procesos que

forman parte de una estacién de depuracién de aguas residuales.

En este apartado se describen los cambios que se han realizado al modelo BNRM1 para

incorporar el modelo de nitrificaciéon en dos etapas que se ha desarrollado en los apartados

anteriores. Fueron necesarias las siguientes modificaciones:

v" Nuevos componentes. Por un lado se separd las bacterias autétrofas en dos

grupos de bacterias: Amonioxidantes y Nitritoxidantes. El modelo BNRM1
consideraba el proceso de nitrificacion como un Unico proceso de oxidacidon
del amonio a nitrato, llevado a cabo por un grupo de bacterias autdtrofas. Con
la incorporacién del proceso de nitrificacién en dos etapas, se distinguen las
dos fases de la nitrificacion y por tanto se diferencia entre dos grupos de
bacterias autétrofas. Ademas, se incluye el nitrito como nuevo componente
del modelo. En el modelo BNRM1 el componente Syos suponia la suma del
nitrito y nitrato, al dividir la nitrificacion en dos etapas el nitrito aparece como
sustrato de un grupo de bacterias y por ello hay que considerarlo
separadamente del nitrato.

Nuevos procesos cinéticos. Aparte del crecimiento y lisis de las bacterias
amonioxidantes y nitritoxidantes, es necesario incorporar los procesos de
crecimiento de las bacterias heterétrofas en condiciones andxicas utilizando
nitrito como aceptor de electrones. Dado que en el modelo BNRM1 no se
consideraba el nitrito como un componente, solo se modelaba el crecimiento
anoxico usando el nitrato como aceptor de electrones. Con la inclusion del
nitrito como componente del modelo hay que tener en cuenta también su
utilizacion por parte de las bacterias heterétrofas. Otro proceso cinético a
incluir es la desabsorcidon de amoniaco.

Procesos gobernados por el equilibrio. En este caso solamente fue necesario
afiadir el proceso de disociaciéon NO, /HNO,, ya que el resto de equilibrios

acido-base ya se encontraban implementados en el modelo BNRM1.

En la Tabla 30 se muestran todos los componentes y procesos del modelo BNRM1

modificado y se destacan en negrita los nuevos componentes y procesos considerados.
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i COMPONENTES
1 X
2 X
3 Xy
4 Xpao
5 Xpp
8 6 XpHA
=2 7 X
e 3 x
Q NO
% 9 XmeoH
a 10 Xue
11 Xwy
12 XACID
13 Xpro
14 Xmac
15  Xunz
16 Sian
17 sTNOZ
18 Snos
19 S
20 Sp»
21 Spos
22 S
23 S,
W 24 Seo
9 25 §
S 26 S¢
g 27 S
28 Su
29 Sy
30 Sy
31 S

Lo NOUAWN R o

W W WWWWWWNNNNDNNNNNNRRRRRRRRR®R
~N O U R WN R O WO UTE WN R, O LN RS WNRO

S B W oW
= O W ©

42

PROCESOS

Hidrdlisis aerobia

Hidrélisis andxica

Hidrdlisis anaerobia

Crecimiento Aerobio de X, a partir de S¢
Crecimiento Aerobio de Xy a partir de S,
Crecimiento Aerobio de X, a partir de Spgo
Crecimiento Andxico de Xy a partir de Sg y NO;
Crecimiento Andxico de X a partir de Sy y NO;
Crecimiento Andxico de X, a partir de Spro Yy NO3
Crecimiento Anoxico de Xy a partir de S; y NO,
Crecimiento Anéxico de X, a partir de S, y NO,
Crecimiento Anodxico de Xy a partir de Spro y NO,
Lisis de Xy

Crecimiento de Xyy

Lisis de Xyu

Crecimiento de Xyo

Lisis de Xyo

Almacenamiento PHA a partir de S,
Almacenamiento PHA a partir de Spgro
Almacenamiento de polifosfatos aerobio
Almacenamiento de polifosfatos andxico
Crecimiento Xpao Aerobio a partir de Xpya
Crecimiento Xpao Anoxico a partir de Xpya

Lisis de Xpao

Lisis de Xpp

Lisis de Xpua

Fermentacion de S¢

Oxidacion anaerobia de Spgo

Conversion del 4cido acético en metano
Conversion del hidréogeno en metano

Lisis de Xacip

Lisis de Xpro

Lisis de Xwmac

Lisis de Xyna

Precipitacion

Redisolucién

Desabsorcién CO,

Desabsorcion N,
Desabsorcion NH;
Desabsorcion H,
Desabsorciéon CH,
Desabsorcion O,

Tabla 30. Procesos y componentes del modelo desarrollado a incorporar al modelo BNRM1.
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5

Desarrollo de la metodologia de calibracion del modelo.

Una vez desarrollado el modelo matematico de eliminacion de nitrdgeno amoniacal via

nitrito, el siguiente paso es el andlisis de todos los pardmetros implicados en dicho modelo.

En la Tabla 31 se presentan todos estos parametros clasificados segun el grupo de bacterias.

En la evaluacidn previa de parametros, es importante delimitar los intervalos de variacion de

los diferentes parametros del modelo, los cuales pueden estar determinados por el conjunto

de valores dentro de los cuales estos conservan sentido fisico o por el intervalo de valores

deducido de la experiencia de que se dispone sobre el sistema. A partir de la bibliografia

estudiada se han establecido los rangos de variacion de cada pardmetro del modelo.

Parametro

Coeficientes estequiométricos

fXI
YNH

fXI
Yno

Bacterias Amonioxidantes

Fraccién de materia inerte particulada
Rendimiento de Xyy

Bacterias Nitritoxidantes

Fraccién de materia inerte particulada
Rendimiento de Xyo

Parametros cinéticos

HNH
Koz
Knhz
Kinns
Kpoa
Kiinoz
Kip
Kon
by

Hno
Koz
Kinoz
Kiinoz
Kpoa
Kinnz
KIpH

bNO

Bacterias Amonioxidantes

Tasa maxima de crecimiento de Xyy
Constante semisaturacion de O,
Constante semisaturacidn de sustrato
Constante inhibicion por sustrato
Constante semisaturacion de PO,
Constante inhibicidn por HNO,
Constante inhibicién por pH
Constante semisaturacion de pH

Tasa de lisis

Bacterias Nitritoxidantes

Tasa maxima de crecimiento de Xyo
Constante semisaturacion de O,
Constante semisaturacion de sustrato
Constante inhibicidn por sustrato
Constante semisaturacion de PO,
Constante inhibicion por NH;
Constante inhibicion por pH
Constante semisaturacion de pH

Tasa de lisis

Valor

0.10
0.11-0.27

0.1
0.03-0.09

1.0-4.04 (352C)
0.10-1.66
0.44-0.75
10-3000

0.01

0.07-2.8
5.5-7.1

9.0-9.5

0.08-0.21 (202C)

0.02-3.21 (35°C)

0.13-1.10
0.001-0.27
0.02-2.8
0.01
0.1-20
5.5-6.9
8.7-9.5

0.08-0.20 (202C)

(NIGET [

adimensional
gbQO/gN

adimensional
gDbQ0/gN

d-l

mg O,/I

mg N-NH/!
mg N-NH/!
mg P-PO,/I
mg N-HNO,/I
mol H*/l

mol H*/l

d-l

J*

mg Oy/|

mg N-HNO,/I
mg N-HNO,/|
mg P-PO,/I
mg N-NH/|
mol H*/!

mol H*/!

J*

Referencias

Henze et al. 1999
Volcke et al. 2006 — Carrera 2000

Henze et al. 1999
Volcke et al. 2006 — Jones et al 2007

Van Hulle et al. 2004 — Wett et al. 2003
Sin et al. 2008 — Sanchez et al. 2001
Magri 2007 — Van Hulle et al 2007
Anthonisen et al. 1976 — Wett et al. 2003
Henze et al. 1999

Jones et al. 2007 — Wett et al. 2003
Jones et al. 2007 — Grunditz et al., 2001
Grunditz et al., 2001 — Jones et al. 2007
Magri 2007 — Salem et al. 2006

Hellinga et al. 1998 — Wett et al. 2003
Manser 2005 — Volcke et al. 2006

Hellinga et al. 1999 — Volcke et al. 2006
Guisasola et al. 2005 — Wett et al. 2003
Henze et al. 1999

Anthonisen et al. 1976 — Wett et al. 2003
Jones et al. 2007 — Grunditz et al., 2001
Grunditz et al., 2001 — Jones et al. 2007
Kampschreur et al. 2008 — Wett et al. 2003

Tabla 31. Parametros a determinar en el modelo desarrollado.

Mediante el proceso de calibracidn se obtienen los valores de los parametros que permiten

que los resultados aportados por el modelo se ajusten a los resultados experimentales

obtenidos en un sistema concreto.
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El desarrollo de una metodologia de calibracidn del modelo tiene como objetivo disponer de
una estrategia lo mas estructurada y cientifica posible que minimice tiempo,
determinaciones analiticas, instrumental,... En el presente capitulo se describen las
metodologias desarrolladas para la calibracion de los dos grupos de bacterias que llevan a
cabo el proceso de nitrificacion (bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes) y su aplicacion

en cada uno de los sistemas evaluados.

Se han desarrollado dos metodologias de calibracion distintas para el reactor SHARON vy la
planta piloto porque estos sistemas presentan caracteristicas muy diferentes en cuanto a la
poblacién bacteriana desarrollada, temperaturas de operacidon, concentraciones de
amonio,... El reactor SHARON fue operado de forma que se permitiese Unicamente el
crecimiento de las bacterias amonioxidantes mientras que las bacterias nitritoxidantes eran
lavadas del sistema. Por lo tanto, ya que, en el caso de un reactor SHARON, todo el consumo
de oxigeno se debe a las bacterias amonioxidantes la metodologia de calibracién establecida
ird enfocada sélo a la determinacidn de los pardmetros de estas bacterias. En cambio en la
planta piloto tanto bacterias amonioxidantes como nitritoxidantes crecen simultdneamente,
junto con otras poblaciones bacterianas. De este modo, la calibracion de muestras extraidas
de esta planta piloto debe tener en cuenta por un lado la determinacién por separado de los
pardmetros de las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes, y por otro, considerar que
existe un consumo de oxigeno adicional debido al resto de bacterias que se desarrollan en la
planta piloto. También hay que tener en cuenta que en el reactor SHARON, al emplearse
concentraciones tan altas de amonio en el influente, llevar este fango a condiciones
enddgenas implica cierta dificultad y realmente no es necesario pues solo se desarrollan
bacterias amonioxidantes, mientras que en las muestras de fango de la planta piloto este
punto es imprescindible para poder determinar cual es el consumo de oxigeno adicional de

las muestras.

5.1 Desarrollo de una metodologia de calibracion para fango del reactor SHARON.

A continuacion se van a describir los experimentos necesarios para la calibracién de los
parametros de las bacterias amonioxidantes del modelo de eliminacidon de nitrégeno
amoniacal via nitrito, en un reactor SHARON a escala laboratorio. Como se ha descrito en
parrafos anteriores, este sistema de operacion ha sido disenado para obtener una
nitrificacion parcial del 50 % del amonio influente con el crecimiento Unicamente de
bacterias amonioxidantes (gracias a las condiciones de operacion del reactor, como TRC, T,
pH). Por ello, todo el consumo de oxigeno registrado es debido al proceso de oxidacion del

amonio llevado a cabo bacterias amonioxidantes.
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La calibracién se divide en los procedimientos que se muestran en diagrama de la Figura 30.

(1) Determinar Ko, con la que se podrd
conocer el rango 6ptimo de variaciéon de OD
para la determinacién de la OUR en el resto

de ensayos. (3) Determinar Kunoz poOr
I ajuste, con la que se determina
opt t t—)—»
oy 0D, [NH;]™ HNO, a usar en los ensayos
* para evitar inhibicién de las

(2) Determinar Kyuz y Kinus, @ partir de las bacterias.
cuales se determina la concentracién de
sustrato 6ptima a utilizar .

|
|
|
|
|
|
la concentracion maxima de| |
|
|
|
|
|
|

0D°", [NH3]*™, [HNO,]™
(4) Determinar Ky y Ky para De estos experimentos también se
conocer el rango 6ptimo de pH »obtiene la OUR™ y de las
de las bacterias. muestras se determina Xyu.
S S J
Condiciones éptimas (OD, NH3, HNO, y pH)
(5) Determinar el efecto de la T2 sobre las bacterias buscando e
una funcién que ajuste a los datos experimentales, para OUR™"y Xnu
conocer su rango éptimo de crecimiento.
- - - - - e - - - - - G- G - G G G GE G G G - - G, G G - - - - - - - - - - -
Condiciones 6ptimas y de operacion
L 4
(6) Determinar el rendimiento de las bacterias (Yyu), en las (7) Determinar pyy de la ecuacion
condiciones con las que se opera en el reactor estudiado (alta Ynu »- cinética del proceso de
carga de amonio, bajo pH, alta T2) manteniendo un OD éptimo. crecimiento de las bacterias.

Figura 30. Secuencia seguida en el calibrado de los parametros de las bacterias amonioxidantes en un reactor
SHARON a escala laboratorio.

5.1.1 Determinacion de la constante de semisaturacion del oxigeno.

La determinacion del coeficiente de semisaturaciéon del oxigeno (Ko,) para los organismos
amonioxidantes se realiza a partir del registro de la concentraciéon de oxigeno en el propio
reactor SHARON. Los experimentos para la determinacién de esta constante se realizan en el
mismo reactor Ry, ya que, al no estar consumiendo todo el amonio que entra en el reactor,
las bacterias disponen de sustrato suficiente. Son experimentos de corta duracién, que
consisten basicamente en la inyeccion de aire hasta obtener concentraciones de
aproximadamente 5 mg O/l en el reactor. Se interrumpe la aireacidon y a partir de este
instante el oxigeno disuelto comienza a descender, y se deja evolucionar hasta alcanzar unas
concentraciones de oxigeno proximas a 0 mg O,/I. Al mismo tiempo se realiza un registro de

la evolucién del pH para observar posibles cambios.
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Con los resultados de estos experimentos se determina el consumo de oxigeno en el proceso
de oxidacidon del amonio. Estos datos experimentales se ajustan con la ecuacién Ec.- 66

obtenida de la siguiente forma:

Snu3 _ Kins
dSos Soz Swuz + Knus Svuz + Kiwus K unoz Spoa Ec.- 65
-2 . — . . Ly - Xy
dt Soz2 + Koz f(Syus Sunoz + Kiunoz Spoa + Kpoa
dSOZ —K SOZ Integracion por diferencias finitas _ ASOZ —K SOZ
t+At t
(S - SOZ) SOZ .
=K -———— despejando
At Koz + S5,
S62
SLHAt — gt K - = . At Ec.- 66
KOZ + SOZ

Donde K engloba el recto de funciones del modelo, asumiendo que las concentraciones de

sustrato, acido nitroso, fésforo y biomasa permanecen constantes.

Los valores de K y Ko, de la expresion anterior se determinan ajustando las predicciones del
modelo al OD medido experimentalmente. Para obtener un valor de la constante de afinidad
adecuado se debe realizar mds de un ensayo en dias diferentes, no necesariamente

consecutivos.

5.1.2 Determinacion de las constantes de semisaturacion e inhibicion del NH3.

La determinacidn de las constantes de semisaturaciéon e inhibicién del sustrato (Knus Y Kinns)
puede ser realizada de forma conjunta en el mismo tipo de ensayos respirométricos llevados
a cabo en el montaje que se ha descrito en la Figura 24 (pagina 116). Los ensayos se basan
en mantener la biomasa en unas condiciones de T2 y pH constantes mientras se somete la
muestra a incrementos escalonados en la concentracion de sustrato desde valores minimos
hasta concentraciones lo suficientemente altas como para considerar que puedan inhibir. En

este caso los pasos a seguir son los que se muestran en la Figura 31.
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Extraccion muestra del Ry y
reduccion de las [NH,']y [NOZ]

¥

Incorperacion de la muestra al
montaje experimental

Ajuste del pH
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Ajuste de la [NH4] -
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Figura 31. Esquema bdsico de los experimentos para la determinacion de las constantes de inhibicion y

semisaturacion de NH; en el reactor SHARON.

Para empezar los experimentos, la muestra extraida del reactor SHARON es sometida a un
lavado para reducir las concentraciones de amonio y nitrito, evitando la posible inhibicién
por el HNO,. Para ello la muestra se sedimenta, se retira el sobrenadante y se sustituye por
agua residual sintética con las mismas caracteristicas a las usadas en el influente del reactor
SHARON, a excepcidn de la sal de amonio que ha sido sustituida por NaCl, ajustando la

conductividad, para evitar el choque osmatico.

La temperatura de estos ensayos es la misma con la que se estd trabajando en el reactor R;
(30 9C) y el pH se modifica de un ensayo a otro para poder comparar la actividad de las

bacterias en un rango de valores de pH (de 6.5 a 8.0).

Antes de iniciar los experimentos hay que concretar el intervalo de concentraciones de
amonio a estudiar y nimero de pruebas a realizar a diferentes pH para poder determinar el
valor de las constantes pudiendo despreciar el efecto de inhibicién por pH. Segun la revisién
bibliografica y condiciones de operacion en el reactor SHARON, se recomienda llegar a
analizar concentraciones de aproximadamente 5000 mg N-NH,"/| y realizar experimentos a,
al menos, 3 valores de pH diferentes comprendidos entre 6 y 8 (rango de pH éptimo de

crecimiento de las bacterias amonioxidantes segun la bibliografica consultada).

Un aspecto importante a considerar en estos experimentos, como se ha comentado en la

introduccion de la tesis, es que la salinidad del medio puede inhibir al crecimiento de las
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bacterias. Dado que estos experimentos se realizan con altas concentraciones de amonio,
esto puede llevar a que el efecto de inhibicién por el amoniaco se vea solapado con el efecto
gue tiene la salinidad sobre el proceso de crecimiento de las bacterias. Por este motivo, es
conveniente llevar a cabo una serie de experimentos como los que se describen en este
apartado pero usando diferentes sales de amonio e incluso otras sales sin idn amonio. De
esta forma si existe proceso de inhibicién se podrd determinar si es debido al amoniaco o,
por el contrario, al aumento de salinidad en el medio independientemente de la fuente que
provoca este incremento. Si se concluye que el proceso de inhibicién por salinidad empieza a
afectar a las bacterias antes que la inhibicidn por el propio sustrato sera necesario incluir en
el modelo un nuevo término para tener en cuenta este nuevo factor de inhibicién a la vez
que se suprimird la funcién que considera la inhibicién por sustrato. De esta forma, el
modelo de crecimiento de bacterias amonioxidantes quedaria como se muestra a

continuacion:

Snu3 . K nu3
_ Soz Snuz + Kyuz Swuz + Kinms Kiunoz Spoa Ec.- 67
= UNH " : opt ) : “Ipn * Xnu
Soz + Ko f(Syus Sunoz + Kiunoz Spoa + Kpoa

U

=y So2 . Snus Ky K unoz ~_ Spoa o x Ec- 68
N Soa + Koz Sxuz + Knus Su+ Ky Sunoz + Kiunoz Spos t+ Kpos pHENH '

Donde Sy, indica la salinidad del medio en mol/l. Ademas el nuevo término de inhibicidn, al
igual que cualquier otra funcidn de inhibicidén, debera incluir una constante de inhibiciéon
(Km) para indicar la salinidad (en mol/l) a la cual la velocidad de crecimiento de las bacterias

se ve reducida en un 50 %.

Para la determinacion de las constantes de semisaturacidon e inhibicidon se usarian los

siguientes ajustes:

=>» Si existe inhibicidn por altas concentraciones de NHs:

Snus + Koz Snuz + Kinus

OURCCll =K

=>» Sila inhibicidn a altas concentraciones es debida a la salinidad:
Snus Ky Ec.- 70

OUR., =K - .
cal Svuz + Kyuz Su + Ky

Donde la constante K incluye el resto de funciones del modelo que se pueden considerar

constantes.
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e

5.1.3 Determinacion de la constante de inhibicion del HNO,.

Una vez obtenidos los resultados de los experimentos del apartado anterior, se dispone de
los rangos de concentracién de amonio donde las bacterias amonioxidantes se encuentran al
maximo de su actividad, y es posible pasar a la determinacién de la constante de inhibicidn
del acido nitroso. El proceso es similar al descrito en el apartado anterior, con la diferencia
de que en este caso se ajusta la concentracion inicial de amonio a un valor adecuado para el
desarrollo de las bacterias, y a partir de aqui la biomasa es sometida a sucesivos incrementos

de nitrito manteniendo la temperatura y el pH del reactor constantes (Figura 32).

Extraccién muestra del Ry y
reduccion de las [NH, ']y [NO; ]

v

Incorporacién de la muestra al
montaje experimental

Ajuste del pH y la [NH,'] 6ptima
Ajuste de la [NO;] 1---:
&
5
3
&
=
o
i
d

Registro de QUR 1 hara
manteniendo pH constante

Figura 32. Esquema basico de los experimentos para la determinacion de la constante de inhibicion por HNO,
en el reactor SHARON.

Para la determinacidn de este parametro de inhibicion también se considera aconsejable
realizar experimentos a 3 valores de pH diferentes para poder determinar una constante de
inhibicién sin el efecto del pH, y para confirmar que es el HNO; y no el NO, el compuesto

que realmente inhibe (Van Hulle et al., 2007; Vadivelu et al., 2007).

En este caso la funcién a ajustar para determinar la constante de inhibicién por acido nitroso

seria:

Ec.- 71
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5.1.4 Determinacion de las constantes de inhibicion del pH.

Para determinar el efecto que tiene el pH sobre el desarrollo de las bacterias
amonioxidantes se propone un tipo de experimentos que consiste en analizar la OUR para
distintos valores de pH y distintas concentraciones de amonio y nitrito. El montaje
experimental usado en estos ensayos es el mismo que el usado en los casos anteriores
(Figura 24, pagina 116) y los pasos a seguir para la realizacidon de estos experimentos son los

gue se muestran en la Figura 33.

Extraccion muestra del Ry

v

Incorporacidn de la muestra al
montaje experimental

v

Ajuste de las [NH,'] y [NO,] en
€aso necesario

Registro de OUR 1 hora
manteniendo pH constante

Ajuste del pH 4--7
&
g
é
o
)
=
I
1
1
d

¥
I
I

Figura 33. Esquema basico de los experimentos para la determinacion de las constantes de inhibicion por pH
en el reactor SHARON.

Los aspectos mas importantes a concretar en estos experimentos son:

¢ Intervalo de concentraciones de amonio y nitrito a estudiar (se debe estudiar
un rango amplio de concentraciones para poder comparar resultados de
experimentos en condiciones diferentes).

0 Intervalo de pH a estudiar (teniendo en cuenta los valores de pH tipicos de
operacion en la depuracidon de aguas residuales, se considera adecuado que
en cada ensayo se realice un barrido de pH desde un valor minimo de 6 hasta
aproximadamente 9).

¢ Incremento de pH (se han fijado de incrementos de 0.5 unidades en cada

aumento de pH).
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Con estos experimentos, y conociendo las constantes determinadas en los ensayos
anteriores (Koy, Knns, Kinna/Kwm, Kinnoz), se pueden determinar las constantes de inhibicion por
pH mediante el ajuste del modelo desarrollado a los resultados experimentales obtenidos en

estos ensayos usando una de las siguientes expresiones:

MNH3 ) INH3 1 1

—NH3 _NH3 . . .
f(S;f,g HNOZ "9 4 exp (Ay(Ky — Sy)) 1+ exp (A4S — Kiy)) f(pH()pt)

OURyq =K - Mg, - Ec.- 72

1 1 1

OUR.,, =K -My, - Myys. Iy - 1 . . .
cal oz " Mums-lu * ivoz T o o e 6 Y T+ exp (A Sy — Ko) f(pH ) Ec.- 73
opt

llIII

Donde las expresiones “M” e son las funciones Monod y de inhibicion calculadas en los
apartados anteriores (excepto la inhibicidon por pH, que es la que se trata en este apartado),
y K incluye la tasa maxima de crecimiento de las bacterias y su concentracién, como se

muestra a continuacion:

3.43 -Y,
K == H}\T[llgx . XNH . —NH Ec.- 74
YNH

5.1.5 Determinacion del efecto de la temperatura en la actividad de las bacterias.

Para determinar la influencia de la temperatura sobre la actividad de las bacterias
amonioxidantes se emplea el mismo montaje en batch descrito en el apartado 3.4.1 (pagina
115). En estos ensayos se trabaja con las concentraciones que tienen las muestras del
reactor SHARON en el momento de la extraccion, controlando unicamente el pH del fango
en un valor éptimo para las bacterias. En cada ensayo la muestra se somete
consecutivamente a diferentes temperaturas registrando la velocidad de consumo de

oxigeno (OUR) para cada nivel de temperatura.
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Extraccion muestra del R,
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Incorporacion de la muestra al
montaje experimental
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Figura 34. Esquema basico de los experimentos para el estudio del efecto de la temperatura sobre la biomasa
del reactor SHARON.

El rango de temperatura evaluado en el presente trabajo va desde 15 2C hasta 45 2C, con
incrementos de 52C. En estos experimentos el pH se mantuvo en un valor de 7 mediante el
sistema de control descrito. Los experimentos realizados permiten determinar la funcién que

mejor describe la dependencia de la actividad bacteriana con la temperatura.

5.1.6 Determinacion del rendimiento celular de las bacterias.

La metodologia para la determinacidon del rendimiento del crecimiento de la biomasa
amonioxidante (Ynu) consiste en medir el oxigeno consumido para la oxidaciéon de una
determinada cantidad de amonio. Para la realizacién de este tipo de ensayos se incorpora
una muestra de fango del reactor R; al reactor empleado en el ensayo (montaje de la Figura
24, pdagina 116). De este fango se determina la concentracién inicial de amonio al tiempo
que se inicia el registro del consumo de oxigeno disuelto. Las condiciones de temperatura y
pH en el ensayo respirométrico son las mismas que las que tiene el reactor SHARON en el
momento del ensayo. Se debe mantener el registro en el ensayo el tiempo necesario para
llegar a un consumo de amonio apreciable (aproximadamente entre 4-5 horas, aunque este
tiempo se puede ampliar o reducir segun los resultados obtenidos en las analiticas al final

del experimento).

Al final del experimento se extraen muestras de nuevo para analizar el cambio en las
concentraciones de amonio y nitrito. El registro de OURs permite calcular el OD consumido

durante la oxidacién del amonio mediante el célculo del area bajo la curva registrada de OUR
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frente al tiempo. Una vez se disponga de toda la informacidn, se aplica la siguiente ecuacién

para la determinacion de Yyy:

NH} consumido 1+ iygy - Yyu 3.43 - NH} cons — 0, cons Ec.. 75
= C.-

0, consumido 3.43 — Yyy NH NH; cons + iygy * O, cons
5.1.7 Determinacion de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias.

Para la determinacién de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias amonioxidantes se
pueden utilizar los ajustes de los experimentos para la determinacion de las constantes de
inhibicidn del pH, descritos en el apartado 5.1.4. En dichos ajustes se ha obtenido un valor
de K para cada experimento, que viene representado por la expresién de la ecuacion Ec.- 74

(pagina 153).

Para poder determinar el valor de la tasa maxima de crecimiento a partir de esta ecuacion es
necesario determinar previamente la concentracién de bacterias en las muestras usadas en
los experimentos. Una vez conocido este dato se puede despejar el valor de la constante pny

de la expresion.

Para la cuantificacion de las bacterias amonioxidantes en las muestras se ha seguido el
método desarrollado por Borras L. (2008). EI método de cuantificacion puede dividirse en las

siguientes etapas basicas:

(1) Toma de una muestra representativa del fango o cultivo de bacterias.

(2) Aplicacion de la técnica de hibridacién in situ, FISH combinada con la tincién con DAPI
(Diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol) para determinar el porcentaje de
bacterias especificas. Normalmente el contenido de bacterias en una muestra se
expresa como el porcentaje de biomasa hibridada con la sonda especifica, respecto al
total hibridada con la sonda EUBmix (dominio Eubacteria). La mayoria de
microorganismos presentes en sistemas bioldgicos de fangos activados pertenecen al
dominio Eubacteria. Sin embargo, existen algunos microorganismos que no
pertenecen a este grupo con lo que la sonda EUBmix no garantiza que se esté
cubriendo la poblacidon completa Eubacteria presentes en sistemas fangos activados.
Por ello, si se desea conocer el porcentaje de bacterias de un grupo especifico,
respecto al total de bacterias presentes en la muestra, se hace necesaria la utilizacion
de una técnica que revele el contenido total de bacterias en dicha muestra. El

compuesto DAPI crea complejos fluorescentes con el ADN, de forma que al tratar una
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muestra de fango con DAPI se observara la totalidad del ADN presente en esta, o lo
gue es lo mismo la totalidad de las bacterias presentes en la muestra.

(3) Ademas de la cuantificacion del porcentaje de biomasa es necesario conocer los
porcentajes de biomasa viable y no viable en el total. Este dato se obtiene mediante
la técnica de Viabilidad Celular. Este método consiste en examinar la integridad de la
membrana celular. Para ello se utilizan dos fluorocromos: Yoduro de propidio PI,
rojo, y SYTO 9, verde. El método se basa en que la molécula de SYTO 9, mas pequefia
que la de PI, entra en la célula a través de la membrana celular. Después, el PI,
molécula mds grande, intenta entrar en la célula. Si la membrana celular no esta
dafiada (célula viva), el Pl no podrd entrar en la célula, prevaleciendo en esta la
molécula de SYTO 9, y obteniéndose un color verde. Si por el contrario la membrana
celular esta dafada (célula muerta o dafiada), la molécula de Pl entrara en la célula y
desplazara a la molécula de SYTO 9, resultando un color rojo.

(4) Observacion en el microscopio y toma de imagenes de las muestras hibridadas.

(5) Cuantificacién de los datos. Las imagenes son analizadas mediante el software de
cuantificacidn desarrollado por Borras L., que devuelve un informe detallado de los
porcentajes de areas ocupadas por las bacterias presentes en la muestra hibridada.
La cuantificacion de imagenes tomadas en la técnica de Viabilidad Celular
proporciona el porcentaje de biomasa no viable (X)), con el que se obtiene la DQO
correspondiente a la biomasa viable de la muestra. El producto de este ultimo dato
con los porcentajes masicos de bacterias especificas permite obtener la

concentracion de cada grupo concreto de bacterias (MDQO/Ls).
5.2 Desarrollo de una metodologia de calibracion para fango de la planta piloto.

El siguiente proceso de calibracién sera aplicado en las muestras extraidas de la planta piloto
descrita en el apartado 3.3 (pdgina 108). En este caso las muestras tienen una poblacién
bacteriana muy diversa vy, por ello, tanto el tratamiento previo de las muestras como la
metodologia de calibracion van a ser diferentes al proceso de calibracion de las bacterias
desarrolladas en el reactor SHARON. Para empezar, el fango extraido de la planta debe pasar
a condiciones enddgenas, segin se ha descrito en el apartado 3.4.1, para asegurar que
durante los experimentos el consumo de oxigeno del resto de bacterias se mantiene
constante y el incremento de OUR puede ser atribuido a la actividad de las bacterias

estudiadas (amonioxidantes o nitritoxidantes).

A partir de este fango en condiciones enddgenas se extraen las muestras necesarias para la

calibracion de las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes. Durante el tiempo que duran
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los ensayos respirométricos, el fango en condiciones enddgenas se mantiene aireado de
forma continua para tener concentraciones de OD suficientemente altas para poder llevar a

cabo cada ensayo individual sin necesidad de aireacién.

El aspecto mas importante de esta metodologia de calibracion es el diseno de experimentos
que permitan calibrar de manera independiente los pardmetros de las bacterias
amonioxidantes y nitritoxidantes, ya que, al contrario de lo que sucede en el reactor
SHARON, en este fango se desarrollan los dos grupos de bacterias que llevan a cabo el
proceso de nitrificacion. Asi pues, el primer paso en la metodologia de calibracién es la
eleccién de un método que permita medir la actividad de las bacterias amonioxidantes y
nitritoxidantes de forma independiente. Una vez se disponga de un método apropiado es

posible disefiar los experimentos para la calibracién de pardmetros de las bacterias.

5.2.1 Determinacion del método para medir de forma independiente la actividad de las

bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes en cultivos mixtos.

Cuando se procede a la calibracidon de muestras donde se estan desarrollando los dos grupos
de bacterias responsables del proceso de nitrificacidon hay que poder determinar de forma
separada la actividad de cada grupo. La solucidon inmediata a este problema es el empleo

especifico de un inhibidor selectivo para cada grupo de bacterias.

En el caso de la actividad de las bacterias nitritoxidantes, la dificultad es menor ya que al
usar fango en condiciones enddgenas, donde ya no existe sustrato, y afiadir Unicamente
nitrito, como sustrato de las bacterias nitritoxidantes, las bacterias amonioxidantes no
disponen de sustrato para su desarrollo. Sin embargo, en el caso de ser necesario el uso de
un inhibidor de amonioxidantes (experimentos para la calibracién de la constante Kyy3 de
nitritoxidantes) se hace necesario determinar su validez como se describe mas adelante

(apartado 5.2.1.1).

El mayor problema se encuentra a la hora de medir la actividad de las bacterias
amonioxidantes, ya que es necesario poder separarla de la actividad del otro grupo de

bacterias que puede utilizar el nitrito que se produciria en la oxidacién del amonio afadido.
Aungue el uso de un inhibidor de nitritoxidantes parece ser la forma mas directa para medir

la actividad de las bacterias amonioxidantes, para poder emplearlo en el proceso de

calibracidn este debe verificar tres condiciones:
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O Debe bloquear por completo la actividad de las bacterias nitritoxidantes.
0 No debe inhibir a las bacterias amonioxidantes.

¢ Lainhibicion debe ser instantanea.

Por ello, si no se dispone de un inhibidor adecuado se han de analizar otros métodos para
poder separar la actividad de ambos grupos de bacterias. En el presente trabajo de
investigacion se ha estudiado el método desarrollado por Moussa et al. (2003) basado en

adiciones sucesivas de nitrito y amonio.

5.2.1.1 Inhibidor especifico de la actividad de las bacterias.

— Inhibicion nitritoxidantes.

Una vez elegido un inhibidor (a partir de revisidn bibliografica), primero se comprobara su
accion sobre las bacterias nitritoxidantes. Para ello, se realiza un conjunto de experimentos
en los que se medird la actividad de las bacterias ante una concentracion determinada de
sustrato en ausencia de inhibidor y en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor
(los rangos establecidos deben ser extraidos de la revisién bibliografica). Con estos
experimentos se podrd concluir si el compuesto estudiado inhibe a las bacterias

nitritoxidantes, y qué concentracion se debe utilizar para inhibirlas por completo.

Una vez comprobado que el compuesto estudiado inhibe por completo y de forma
instantanea a las bacterias nitritoxidantes y, determinada la concentracion de inhibidor
necesaria, hay que verificar que este compuesto no tiene ninglin efecto sobre el crecimiento
de las bacterias amonioxidantes. Para ello se realizan los mismos ensayos descritos en este
apartado pero usando amonio como sustrato para las bacterias amonioxidantes y la
concentracion de inhibidor necesaria para la inhibicién de las bacterias nitritoxidantes. De
esta forma se observard si hay alguna diferencia apreciable en la actividad de las bacterias

amonioxidantes con y sin el inhibidor.

Algunos de los compuestos usados en diferentes estudios para la inhibicidon del proceso de
oxidacion del nitrito son: clorato [CIO5] (Belser y Mays, 1980; Hynes y Knowles, 1983;
Surmacz-Gorska et al., 1996), hidroxilamina [NH,OH] (Bruijn et al., 1995; Noophan et al.,
2005), azida [N3] (Ginestet et al., 1998; Temizer Oguz, 2005) y cianida [CN] (Belser y
Schmidt, 1981).
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En la Figura 35 se puede observar como se determina la actividad de las bacterias
amonioxidantes usando un inhibidor del proceso de oxidacién de nitrito. Al principio del
experimento se registra el consumo de oxigeno por parte de la actividad enddgena (OUR,).
Tras afiadir el inhibidor se registra un descenso en la velocidad de consumo de oxigeno
(menor pendiente) debido a la inhibicion de las bacterias nitritoxidantes (OUR;). Y
finalmente se adiciona el amonio para poder registrar el consumo debido a las bacterias
amonioxidantes. Esta actividad de las bacterias amonioxidantes se obtiene por la diferencia

de velocidad de consumo de OD antes y después de la adicién del amonio.

Método del inhibidor de Nitritoxidantes
10
] END, = OUR;
g ] i";"bid” —OUR1 END, - NOB, = OUR,
:\~ NHa —=-OUR2 END, - NOB, + AOB, = OUR;
Se \\‘\\j """ OUR3 AOB, = OUR;-OUR,
E
5
1 END,= actividad enddgena
2 7 NOB,= actividad de nitritoxidantes
o AOB,= actividad de amonioxidantes
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
tiempo (min)

Figura 35. Esquema basico del método de inhibicion de nitritoxidantes.

— Inhibicion amonioxidantes.

El procedimiento a seguir para determinar un inhibidor de las bacterias amonioxidantes es
similar al descrito para las bacterias nitritoxidantes. Se debe realizar un conjunto de
experimentos en los que se mide la actividad de las bacterias amonioxidantes en ausencia de
inhibidor y en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor que se estd estudiando.
Con estos se determina si el compuesto usado inhibe a las bacterias y la concentracion
necesaria para la inhibicién completa e instantanea de la actividad. Después se debe verificar
si dicho inhibidor tiene algln efecto sobre las bacterias nitritoxidantes. Para ello se realizan
dos experimentos, uno en el que se mide la actividad de las nitritoxidantes al anadir una
determinada cantidad de nitrito y otro en el que se mide la actividad de estas bacterias
afladiendo primero el inhibidor (en la concentracion determinada para inhibir a

amonioxidantes) y después la misma cantidad de nitrito que en el primer ensayo. De esta
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forma se compara si existe algin cambio en la actividad de las bacterias nitritoxidantes en

presencia del inhibidor.

Algunos de los compuestos usados para la inhibicién del proceso de oxidacién del amonio
son: acetileno [HC,H] (Juliette et al., 1993), aliltiourea [C4HsN,>S] (Juliette et al., 1993,
Temizer Oguz, 2005), Nitrapirina [CsH3Cl4N] (Belser y Mays, 1980; Belser y Schmidt, 1981) y
tiourea [(NH,),CS] (Hays y Forbes, 1974; Pollard, 2006).

5.2.1.2 Meétodo de adiciones sucesivas.

Una alternativa para medir la actividad de las bacterias amonioxidantes fue descrita por
Moussa et al., 2003. El método desarrollado permite distinguir en un ensayo el consumo de
oxigeno debido a la actividad de las bacterias nitritoxidantes y amonioxidantes, mediante
adiciones consecutivas de nitrito y amonio. La principal ventaja de este método es que evita
el uso de inhibidores metabdlicos para amonioxidantes y nitritoxidantes, como se usan en
otros métodos. Los resultados del método han demostrado su utilidad para determinar

correctamente la actividad individual de las bacterias amonioxidantes.

El principio del método es determinar la actividad independiente de las bacterias
amonioxidantes mediante una adicidn inicial de nitrito con la que se consiga la mdxima
actividad de las bacterias nitritoxidantes, y una adicién consecutiva de amonio, que provoca
el desarrollo de las bacterias amonioxidantes. Como se ha dicho, el objetivo de la primera
adicion de nitrito es alcanzar la actividad maxima de las bacterias nitritoxidantes presentes
en la muestra, de forma que el cambio de OUR registrado tras la adicion de amonio sea
debido Unicamente al crecimiento de las bacterias amonioxidantes. Por lo tanto, para el
desarrollo de este método es esencial conocer previamente la concentracion idénea de
nitrito necesaria para alcanzar la velocidad maxima de crecimiento en las bacterias
nitritoxidantes (este dato se determina mediante el proceso de calibrado de las constantes
de semisaturacién e inhibicion del HNO, que se describe mas adelante). Ademas hay que
asegurarse que la concentracién de nitrito a emplear no va a inhibir a las bacterias

amonioxidantes.
La Figura 36 muestra como se determina la actividad de las bacterias amonioxidantes a

partir de los resultados de estos experimentos. La diferencia de velocidades de consumo de

oxigeno medidas tras las dos adiciones se corresponde con la oxidacion del amonio afiadido.
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Método de adiciones sucesivas
10 +
] END, = OUR;
g - NO: —OUR1 END, + NOB, = OUR,
- :\/ NHq ==-0UR2 END, + NOB, + AOB, = OUR;
- g ~~s\ ..... R
™ 6 - ~~a_/ OUR3 AOB, = OUR;-OUR,
E
Q 4
o ]
5 ] END,= actividad enddgena
NOB,= actividad de nitritoxidantes
0 AOB,= actividad de amonioxidantes
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
tiempo (min)

Figura 36. Esquema basico del método de adiciones sucesivas de NO, y NH, de Moussa et al.

5.2.2  Experimentos para la calibracion de los parametros de bacterias amonioxidantes y

nitritoxidantes en cultivos mixtos.

Una vez decidido el método a utilizar para poder medir la actividad de las bacterias
amonioxidantes independientemente de la actividad de las bacterias nitritoxidantes, es
posible desarrollar la metodologia de calibracién para la determinacién de los parametros

del modelo de ambos grupos de bacterias en cultivos mixtos.

Para el caso de las bacterias nitritoxidantes los experimentos se basan en medir la respuesta
de estas bacterias tras la adicion de nitrito. En cambio, para las bacterias amonioxidantes,
independientemente del método seleccionado, el proceso a seguir en los experimentos es el

siguiente:

v' Primer paso: adicién de inhibidor de nitritoxidantes (para impedir el
desarrollo de estas) o nitrito (para alcanzar la maxima actividad de las
bacterias nitritoxidantes).

v" Segundo paso: adicién de amonio para poder determinar la respuesta de las

bacterias amonioxidantes.

Dado que el proceso a seguir en la calibracién de amonioxidantes es similar usando los dos
métodos descritos, la metodologia que se describe a continuacién es valida para cualquiera
de los dos casos. Como se verd en los resultados experimentales, en el proceso de
calibraciéon de los parametros de la planta piloto se empled el método de adiciones

sucesivas, y por ello, en la siguiente descripcién de experimentos se utiliza el nitrito en la

161



Capitulo 5. Desarrollo de la metodologia de calibracion del modelo

primera adicion. En caso de que se decidiese usar un inhibidor de las bacterias
nitritoxidantes los pasos a seguir en cada ensayo son los mismos pero se afiade el inhibidor
en lugar del nitrito, obteniéndose en este caso la inhibicion de las bacterias nitritoxidantes

en lugar alcanzar su actividad maxima.

La Figura 37 muestra la secuencia a seguir en la metodologia de calibracién disefiada para la
determinacién de los parametros de las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes en la
planta piloto. Las calibraciones de ambos grupos de bacterias estdn relacionadas por que se
necesita conocer la concentracién de acido nitroso adecuada para la aplicacién del método
de adiciones sucesivas. Ademas se necesita conocer el valor del rendimiento de las bacterias

nitritoxidantes para determinar el rendimiento celular (Y) de las bacterias amonioxidantes.

En cada uno de los ensayos que se describen en la siguiente calibracidn se utiliza una
muestra nueva de fango en condiciones enddgenas donde las concentraciones de sustrato
(amonio y nitrito) son nulas y la concentracién de OD es muy alta (no hay limitacién por este
componente). Dadas estas condiciones, los experimentos en cada una de las calibraciones
no necesitan seguir una secuencia tan explicita como la descrita para la calibracion del
reactor SHARON, ya que en todos los casos Unicamente es necesario conocer la
concentracion éptima de sustrato a la que las bacterias mantienen una actividad maxima

(esta determinacion es el primer paso de la calibracion).
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Figura 37. Secuencia seguida en el calibrado de los parametros de las bacterias amonioxidantes y

nitritoxidantes en una planta de tratamiento de aguas residuales a escala piloto.

Todos los experimentos descritos a continuacion son desarrollados en el montaje
experimental descrito en el apartado 3.4.2 (pagina 117) y la Figura 25, a excepciéon de los
experimentos para la determinacion de los rendimientos de las bacterias en los cuales se

utiliza el montaje experimental de la Figura 26 (pagina 118).
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5.2.2.1 Calibracion de pardmetros de bacterias nitritoxidantes presentes en la planta

piloto.

5.2.2.1.1 Determinacion de las constantes de semisaturacion e inhibicion del HNO,.

Para la determinacién de las constantes Kuynoz ¥ Kinnoz de las bacterias nitritoxidantes se
debe determinar como varia la velocidad de consumo de oxigeno (OUR) en funcién de Ila
concentracion de acido nitroso en el medio. Para ello el procedimiento a seguir es el que se

muestra en la Figura 38.
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Registro de OD 2 QUR 2

Figura 38. Esquema basico del procedimiento a seguir para la determinacion de las constantes de

semisaturacion e inhibicion del HNO, de las bacterias nitritoxidantes.

Los registros de OD antes y después de la adicion de nitrito proporcionan el consumo de
oxigeno del fango en condiciones enddgenas (OUR 1) y la velocidad de consumo de oxigeno

debida al crecimiento de las bacterias nitritoxidantes (OUR 2 — OUR 1)

Como se puede observar se utiliza una muestra diferente para cada una de las
concentraciones de nitrito a estudiar. El rango de concentraciones de nitrito a examinar en
estos ensayos depende de las concentraciones de sustrato disponible en el medio de
desarrollo de las bacterias, teniendo en consideracion que se deben alcanzar

concentraciones elevadas para poder observar la inhibicion por el nitrito/acido nitroso.

Para la determinacion adecuada de las constantes Kuno2z ¥ Kinno2 €S necesario realizar
experimentos a al menos 3 valores de pH diferentes, para poder separar los efectos del
sustrato y del pH en el crecimiento de las bacterias. Ademas, el disponer de datos
experimentales a diferentes pH, permite también discernir si el modelo desarrollado

reproduce mejor los resultados experimentales incluyendo en las funciones el sustrato en
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forma ionizada (NO,) o no (HNO,). Los valores de pH en cada caso son fijados también en

funcién de los rangos habituales de operacidn en el sistema estudiado.

Para la determinacion de las constantes de semisaturacién e inhibicion por acido nitroso se

usaria el siguiente ajuste:

Ec.- 76

Como resultado de estos ajustes, aparte de las constantes de semisaturacién e inhibicion, se
determina la concentracion de nitrito a la cual las bacterias nitritoxidantes se encuentran a
su maxima velocidad. Este dato es necesario en el método de adiciones sucesivas, descrito

en el apartado 5.2.1.2, para la obtencion de los pardmetros de las bacterias amonioxidantes.
5.2.2.1.2 Determinacion de la constante de inhibicion por NH;.

Una vez conocida la concentracion de nitrito éptima para el crecimiento de las bacterias
nitritoxidantes es posible llevar a cabo los experimentos necesarios para la determinacién de
la constante de inhibicién por amoniaco. El procedimiento en este tipo de ensayos se basa
en someter a la biomasa nitritoxidante a diferentes concentraciones de amonio en presencia

de una concentracién adecuada de sustrato (Figura 39).
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Figura 39. Esquema basico a seguir para la determinacion de la constante de inhibicion del NH; de las

bacterias nitritoxidantes.

165



Capitulo 5. Desarrollo de la metodologia de calibracion del modelo

En estos ensayos no es tan importante controlar el pH al que se trabaja como conocer el
valor concreto de este, ya que es imprescindible para poder determinar la concentracion
exacta de amoniaco a la que esta sometida la biomasa, y poder determinar si existe o no

inhibicion.

En este caso la funcion a ajustar para determinar la constante de inhibicién por amoniaco

consistiria en:

KI,NH3

OUR.y = K Ec.- 77

Snuz + Kinus
5.2.2.1.3 Determinacion de la constante de semisaturacion del oxigeno.

Para la determinacidon de la constante de semisaturacion Ko, es necesario realizar los dos
ensayos siguientes, en los que se observa el consumo de oxigeno en funcidn del sustrato

anadido:

v Experimento 1, sin adicién de sustrato para observar el consumo de oxigeno por la
biomasa en condiciones enddgenas.
v' Experimento 2, con adicion de nitrito para observar el consumo de oxigeno por parte

de las bacterias nitritoxidantes.

Estos 2 experimentos respirométricos son ensayos sencillos que consisten basicamente en la
extraccion de una muestra de fango en enddgena y una vez colocada en el montaje
experimental se inicia el registro de OD en el reactor. Se afiade el nitrito (en el caso
necesario) en la concentracién suficiente para alcanzar la actividad maxima de las bacterias
nitritoxidantes y evitar una falta de sustrato durante el experimento y se mantiene el

registro del OD hasta que el sistema alcanza concentraciones proximas a 0 mg Oy/I.
Para obtener la constante de semisaturacién del oxigeno para las bacterias nitritoxidantes, a

partir de estos experimentos, se ajustaria el resultado obtenido en el experimento 2

mediante la siguiente funcion:
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Ec.- 78

El término ™ (O,) de la ecuacién representa la actividad de la biomasa en condiciones
endogenas, el cual se corresponde con el resultado obtenido en el primer experimento sin

adicion de sustrato.
5.2.2.1.4 Determinacion de las constantes de inhibicion del pH.

Para la determinacién de las constantes de inhibicién por pH que aparecen en el modelo
desarrollado se deben realizar ensayos similares a los descritos en el apartado 5.2.2.1.1. En
estos ensayos se afade siempre la misma concentracion de nitrito (cantidad de sustrato
Optima para que las bacterias tengan una actividad maxima) mientras que el pH se ajusta a

un valor diferente en cada nueva muestra hasta completar un rango de valores adecuado

(Figura 40).

Muestra en endogena al
montaje experimental

Se ajusta el pH a estudiar

Inicio registro

}
1
e = = =Hd 3P OPILIEG 1£1D|ALUOD B)SEHm = = =

Adicion de nitrito (para
alcanzar su maxima actividad)

Figura 40. Esquema basico de los ensayos para determinacidn de las constantes de pH de las bacterias

nitritoxidantes.

En este caso se trata de analizar la velocidad maxima de consumo de sustrato para las

bacterias a diferentes pH (se recomienda un rango de pH de 6 a 9 aproximadamente). De
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esta forma se puede observar cdmo se modifica la actividad de las bacterias conforme se

cambia el pH del medio.

Los resultados experimentales de estos ensayos deben ser ajustados con la siguiente

expresion para determinar las constantes de inhibicion por pH:

1 1 1
"1+ exp (Ay(Ky — Si) "1+ exp (Ajp(Sy — Kin)) .f(pHopt)

OUR,y =K Ec.- 79

5.2.2.1.5 Determinacion del rendimiento celular de las bacterias.

El rendimiento del crecimiento de la biomasa se determina mediante técnicas
respirométricas usando el montaje de la Figura 26 (pagina 118) empleado para pasar el
fango a condiciones endégenas. La metodologia consiste en adicionar una cantidad de nitrito
determinada al reactor, donde se halla el fango a estudiar en condiciones enddgenas, y
registrar el consumo de oxigeno disuelto hasta que el valor de la OUR se mantenga
practicamente constante, es decir, hasta que la biomasa ha consumido completamente el
sustrato afiadido. A lo largo del experimento se extraen muestras para analizar la evolucion
de la concentracién del nitrito. El registro de OURs permite calcular el OD consumido
durante la oxidacién del nitrito mediante el calculo del area bajo la curva registrada de OUR
frente al tiempo. Con los datos de oxigeno y nitrito consumido se determina el rendimiento

celular de las bacterias nitritoxidantes (Yno) aplicando la siguiente ecuacién:

NO, consumido 1 1.14 - NO, cons — O, cons
= YNO = — Ec.- 80
NOj cons

0, consumido  1.14 — Yy, -

En el experimento para la determinacién del rendimiento celular de nitritoxidantes es
necesario afnadir al fango un inhibidor de la actividad de las bacterias amonioxidantes, previo
a la adicion del sustrato, para evitar un posible consumo de oxigeno por parte de estas

bacterias.
5.2.2.1.6 Determinacion de la tasa mdxima de crecimiento de las bacterias.

La determinacion de la tasa mdaxima de crecimiento de las bacterias se realiza de la misma
forma que para la calibracién de fango del reactor SHARON (descrito en el apartado 5.1.7,
pagina 155), mediante la cuantificacién de las bacterias nitritoxidantes aplicando el método
de Borrds L. (2008). En este caso, el dato de OUR,x €s determinado de los ensayos previos

para la determinacidn de las constantes de semisaturacion e inhibicion del sustrato, usando
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aquellos en los que el pH del ensayo no tiene efecto inhibitorio sobre el desarrollo de las

bacterias. Conociendo ambos datos se despeja la constante p de la siguiente expresion:

Ec.- 81

5.2.2.2 Calibracion de parametros de bacterias amonioxidantes presentes en la planta

piloto.

5.2.2.2.1 Determinacion de las constantes de semisaturacion e inhibicion del NH;.

En el proceso de calibrado de las constantes Kyns ¥ Kinnz de las bacterias amonioxidantes hay
que tener en cuenta la actividad del otro grupo de bacterias del proceso de nitrificacion
(bacterias nitritoxidantes), asi que el procedimiento experimental en cada uno de los

ensayos se compone de los puntos de la Figura 41.
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Figura 41. Esquema basico a seguir para la determinacion de las constantes de semisaturacion e inhibicion

del NH; de las bacterias amonioxidantes.

En cada ensayo realizado se obtiene la OUR de las bacterias amonioxidantes frente a la
concentraciéon de amonio afiadida mediante la diferencia de las OURs medidas en el
experimento (OUR 2 — OUR 1). Con estos ensayos se obtiene la evolucién de la OUR a

medida que se incrementa la concentracién del sustrato. Para la determinacion de las
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constantes de semisaturacién en inhibicién se ajustan estos datos experimentales con la

siguiente ecuacion:

Ec.- 82

Se deben realizar experimentos a diferentes pH, ya que este determina la proporcién
relativa de NHs y NH," mediante el equilibrio quimico, y con el calculo de las concentraciones
de ambos componentes en cada ensayo se podra determinar qué funcion ajusta mejor a los
resultados, OUR vs NH; o OUR vs NH,4". Los rangos de concentracién de sustrato y pH a
estudiar en estos ensayos, dependen nuevamente de los valores a los que estan aclimatadas

las bacterias estudiadas.
5.2.2.2.2 Determinacion de la constante de inhibicion por HNO,.

Determinada la concentracién de amonio Optima para el desarrollo de las bacterias
amonioxidantes se puede proceder a la determinacidn de la inhibicidn de estas bacterias por
el acido nitroso producido en la oxidacidn del amonio. Los ensayos en este caso consisten en
una primera adicion de nitrito para activar al maximo la actividad de las bacterias
nitritoxidantes y una posterior adicion de nitrito (variable en cada ensayo) junto con la

concentracion de sustrato (amonio) éptima determinada en los ensayos previos (Figura 42).
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Figura 42. Esquema basico a seguir para la determinacion de la constante de inhibiciéon del HNO, de las

bacterias amonioxidantes.
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Como se ha comentado en el apartado anterior es importante conocer el pH al que se realiza
cada ensayo para poder determinar mediante el equilibrio la concentracién de acido nitroso

en cada uno de los casos.

Para determinar la constante de inhibicidn por acido nitroso la funcién con la que se ajusta

los datos experimentales obtenidos es:

Ki uno2
OUR.,;, =K - - Ec.- 83
cal Sunoz + Kiunoz

5.2.2.2.3 Determinacion de la constante de semisaturacion de oxigeno.
En esta determinacién es necesario llevar a cabo dos ensayos consecutivos que consisten en:

v Experimento 1, con adicidon de nitrito para observar el consumo de oxigeno por parte
de las bacterias nitritoxidantes.
v' Experimento 2, con adicién de amonio y nitrito para observar el consumo de oxigeno

por el conjunto de bacterias, amonioxidantes y nitritoxidantes.

El proceso en estos 2 experimentos respirométricos es el mismo que el descrito en el
apartado 5.2.2.1.3 para las bacterias nitritoxidantes. Para obtener la constante Ko, se

ajustaria el resultado obtenido en el experimento 2 mediante la siguiente funcién:

So2
K+ ——— consumo AOB

ds S dond Koz + So2
__ 2oz 02 fend+mt(0 ) on e;

dt Koz + So2 fendnit () consumo act.enddgena
k 2 y NOB
AS S
Integracion por diferencias finitas: - A?Z =K- m + fErANIE(0,)
(St+At SOZ) 552 )
=K- end+nit 0 d iand
v Koot 552 +f (0, espejando
So2 -
St+At _ 552 —K-— At — fend+mt(02) <At Ec.- 84
Koz + S5,

El término "™ (0,) de la ecuacién representa la actividad de la biomasa en condiciones
endogenas y el consumo de oxigeno por parte de las bacterias nitritoxidantes, el cual se

corresponde con el resultado obtenido en el primer experimento con adicién de nitrito.
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5.2.2.2.4 Determinacion de las constantes de inhibicion del pH.

Para la determinacidon de las constantes de inhibicion por pH se deben realizar ensayos
similares a los descritos en el apartado 5.2.2.2.1. En estos ensayos se afiade siempre la
misma concentracion de amonio mientras que el pH se ajusta a un valor diferente en cada

nueva muestra hasta completar un rango de valores adecuado (Figura 43).
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Figura 43. Esquema basico de los ensayos para determinacion de las constantes de pH de las bacterias

amonioxidantes.

Con estos experimentos se analiza la velocidad maxima de consumo de amonio por parte de
las bacterias amonioxidantes a diferentes pH (se recomienda un rango de pH de 6 a 9
aproximadamente), observandose cémo se modifica la velocidad de oxidacion del amonio
conforme se cambia el pH del medio. Las constantes de inhibiciéon por pH se obtendran

mediante el ajuste de los resultados experimentales con la siguiente funcion:

Ec.- 85

5.2.2.2.5 Determinacion del rendimiento celular de las bacterias.

La metodologia a seguir en la determinacidon de este pardametro en similar a la descrita para
las bacterias nitritoxidantes. Consiste en adicionar una cantidad de amonio determinada al
reactor y registrar el consumo de oxigeno disuelto hasta que el valor de la OUR se mantenga

practicamente constante. A lo largo del experimento se extraen muestras para analizar la
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evolucidn de la concentracion del amonio y se calcula el OD consumido durante la oxidacion

del amonio mediante el calculo del drea bajo la curva registrada de OUR frente al tiempo.

A partir del ensayo con adiciéon de amonio se determina el rendimiento del conjunto de las

bacterias autotrofas nitrificantes (Yayt) aplicando la siguiente expresion:

NH} consumido 1 +iypm - Yaur 4.57 - NH] cons — 0, cons

= = Ec.- 86
0, consumido 4.57 = Yaur AUT NH; cons + iygy * 0, cons

Mediante la diferencia entre este pardmetro y el rendimiento determinado para las
bacterias nitritoxidantes se obtiene el rendimiento celular de otro grupo de bacterias

autotrofas nitrificantes, las bacterias amonioxidantes (Ynn).
5.2.2.2.6 Determinacion de la tasa mdxima de crecimiento de las bacterias.

Para la determinacidn de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias se sigue el mismo
procedimiento que para las bacterias nitritoxidantes despejando la constante p de la
ecuacion Ec.- 87. El dato de OUR,x €s determinado de los ensayos para la determinacién de
las constantes de semisaturacidn e inhibicidn del amonio, mientras que la concentracidn de
bacterias debe ser obtenida aplicando el método de Borras L. (2008) en muestras del mismo

fango usado en los ensayos de calibracién.

o 3.43 — Yy
OURmax = Unu™ * Xnn * A Ec.- 87
NH
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6 Resultados y discusion de la calibracion de parametros.

En este apartado se recogen, en primer lugar, los resultados experimentales obtenidos
durante la aplicacion de las metodologias de calibracidon desarrolladas en este trabajo de
tesis. A partir de estos resultados se han determinado mediante los ajustes correspondientes
los parametros cinéticos y estequiométricos de las bacterias amonioxidantes vy
nitritoxidantes, incluidas en el modelo desarrollado. Ademas, los resultados obtenidos
durante el proceso de calibracién han llevado a la modificacidon del modelo inicial para que
éste reprodujese adecuadamente los datos experimentales. Este capitulo se divide en tres

partes:

a) Resultados y discusion del proceso de calibracién de los pardmetros de las bacterias
amonioxidantes desarrolladas en el reactor SHARON a escala laboratorio con
nitrificacidon parcial. La metodologia seguida en la calibracidn en este reactor implica
ensayos para la determinacidn de los pardmetros de las Unicas bacterias presentes
en el mismo.

b) Resultados y discusion del proceso de calibracién de los pardmetros de las bacterias
que llevan a cabo el proceso de nitrificacion en la planta piloto para tratamiento de
aguas residuales. En este caso la metodologia de calibracién incluye ensayos para la
determinacién de los parametros de los dos grupos de bacterias involucradas en el
proceso de nitrificacion (amonioxidantes y nitritoxidantes). Los ensayos de
calibracion se realizaron para los dos esquemas de operacion estudiados en la planta
(con y sin reactor BABE). Como se podra comprobar en los resultados, los valores de
los parametros no se modificaron cuando se eliminé el reactor BABE del sistema de
tratamiento, a excepcion de la velocidad mdaxima de crecimiento que sufrié un
incremento considerable en ambos grupos de bacterias cuando el reactor BABE dejo
de operar.

c) Comparacion de los parametros de las bacterias amonioxidantes obtenidos en la
calibracién en los dos sistemas estudiados. Unicamente es posible analizar las
diferencias en estas bacterias, ya que, como se ha comentado, las bacterias

nitritoxidantes sdlo se desarrollaban en la planta piloto.
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6.1 Calibracion de bacterias amonioxidantes presentes en un Reactor SHARON a

escala laboratorio.

En este apartado se recogen los resultados obtenidos en los ensayos realizados siguiendo la
metodologia experimental desarrollada en el apartado 5.1 (pagina 146) de este trabajo de
tesis, para la calibracién de los parametros de las bacterias amonioxidantes desarrolladas en

el reactor SHARON operado en el laboratorio.

6.1.1 Constante de semisaturacion del oxigeno (Ko;) de las bacterias amonioxidantes.

Siguiendo el proceso descrito en el apartado 5.1.1 (pdgina 147) se han realizado tres
experiencias en dias diferentes cuyos resultados se muestran en la Figura 44. En esta figura
se puede apreciar el descenso del oxigeno disuelto a medida que trascurria el experimento,
ademads se puede ver que los experimentos se llevaron a cabo a un concentraciéon de OD

inicial y un pH diferentes.
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Figura 44. Resultados experimentales de los ensayos para la determinacion de la constante Ko, en el reactor

SHARON.
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Teniendo en cuenta el desarrollo descrito en la pagina 148, para determinar la constante de
semisaturacién del oxigeno se realizé un ajuste a la concentracion de OD experimental

empleando la siguiente ecuacién:

t
So2

At Ec.- 88
Koz + S5,

t+At _ ¢t
502 - 502 - K

Tomando como primer dato la concentracion de OD inicial de cada experimento y variando
los valores de K y Ko, para ajustar el OD calculado al experimental, se ha obtenido un
resultado adecuado en los tres experimentos empleando la misma constante de
semisaturacion del oxigeno. En la Figura 45 se muestra como las predicciones del modelo
reproducen adecuadamente los resultados experimentales. En la Tabla 32 se presenta los

valores de las constantes obtenidas en cada caso.

Experimento Constante K  Constante Ko, (mg 02/1)  pH medio
(1) 0.0055 1.45 6.83
(2) 0.0060 1.45 6.91
(3) 0.0080 1.45 7.07

Tabla 32. Valores de las constantes obtenidas en el ajuste para la determinacion de Ky, y pH medio

registrado en cada uno de los ensayos realizados.
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Experimento 1l
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Figura 45. Resultados del ajuste del modelo a la evolucion del OD determinado en los experimentos.
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Como se puede ver en la Tabla 32, en el procedimiento descrito se ha obtenido una Kg; =
1.45 + 0.06 mg O,/I. En la Tabla 33 se compara el valor de Ko, estimado en este trabajo de
investigacion con valores de esta constante encontrados en la bibliografia consultada. El
valor estimado en este estudio es considerablemente mayor que el valor propuesto en los
modelos ASM (Henze et al, 2000) y el determinado en la mayor parte estudios previos. Sin
embargo, Hellinga et al. (1999) y Sanchez et al. (2001) también obtuvieron valores de Ko,
altos en sus investigaciones. Estas diferencias probablemente son debidas a las condiciones
de operacién en cada uno de los estudios, ya que segun el sistema operado se favorece el
desarrollo de especies diferentes. Ademas, se suma a este hecho la propia aclimatacién de

las bacterias a las condiciones del sistema.

Constante Ko,

(mg 0,/l) Referencia

1.45 £ 0.06 Esta tesis
0.74 Guisasola et al., (2005)
1.45 Hellinga et al., (1999)
0.9 Volcke et al., (2006)
0.94 Van Hulle et al., (2007)
1.66 Sanchez et al., (2001)
0.6 Wiesmann et al., (1994)
0.5 EPA (1993)
0.4 Henze et al., (2000)
0.16 Hunik et al., (1994)
0.3 Nowak et al., (1995)

Tabla 33. Valores de de Ko, determinados en esta tesis y en otros estudios consultados.

El valor de la constante K presenta ligeras variaciones en cada experimento debido a que en
esta constante se engloban el resto de pardmetros que afectan a la OUR. Aunque casi todos
los pardmetros englobados en esta constante se considera que no varian entre los distintos
experimentos, entre ellos se encuentra el valor de la concentracién de bacterias presentes

en el medio, que puede variar segiin el momento en que fue realizado el experimento.

Ademas de diferentes concentraciones de bacterias los experimentos se realizan a pH
ligeramente diferentes, lo que afectara también a la variacion de la OUR y por tanto al valor
de la constante K ajustada. Como se puede ver en la Figura 44 y en la Tabla 32 el pH del
sistema aumenta del experimento (1) al (3); y se puede apreciar también en la tabla que el
valor de K aumenta del experimento (1) al (3), lo que muestra cierta correlacién con el
incremento de pH observado. En estos datos se observa un incremento de la K de casi un 50
% al pasar de pH 6.83 a 7.07. Este gran ascenso de la actividad, aunque en su mayoria puede

ser debido a una mayor concentracién de bacterias, también es atribuible al ascenso del pH
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a pesar de ser un incremento tan pequefo. Como se puede ver en los resultados del
apartado 6.1.4 (pg. 194) en este rango de pH hay ensayos donde la actividad de las bacterias
aumento en casi un 20 % al pasar de pH 6.8 a 7.1. Por otro lado, como también se vera en el
apartado mencionado, el pH del reactor SHARON R; en el momento de llevar a cabo el
experimento puede dar lugar a importantes cambios en el pH 6ptimo de las bacterias. Asi,
para un pH de 6.8 hay experimentos en los que las bacterias se encontraban a un 60 % de su

actividad maxima, mientras que en otros la actividad alcanzaba hasta un 85 % de la maxima.

6.1.2 Constantes de semisaturacion e inhibicion del amoniaco (Kyn3/Kinuz) de las

bacterias amonioxidantes.

Para la determinacién de las constantes Kyus ¥ Kinns de la ecuacién cinética del proceso de
crecimiento de las bacterias amonioxidantes se han realizado los ensayos descritos en el
apartado 5.1.2 (pagina 148). Se han llevado a cabo un total de 7 experimentos a 4 niveles de
pH diferentes: 6.5 (experimentos 1y 2), 7.0 (experimentos 3y 4), 7.5 (experimentos 5y 6) y
8.1 (experimento 7). A lo largo de estos experimentos la actividad de la biomasa (medida
como OUR) fue registrada a diferentes concentraciones de amonio desde 45 a 10000 mg N-
NH,4/l, utilizando cloruro amodnico (NH4Cl) como fuente del sustrato. El registro de OUR se
mantuvo en cada nivel de amonio durante aproximadamente una hora antes de anadir mas

sustrato. La Tabla 34 muestra las concentraciones de TAN evaluadas en cada experimento.

Concentracién de TAN (N-NH, mg/l)

Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6 Exp. 7
pH6.5 pH6.5 PpH7.0 pH7.0 pH7.5 pH7.5 pH 8.1
70 100 63 300 300 45 45
95 250 95 800 800 250 190
300 550 150 1100 1100 600 534
2100 950 950 1500 1500 1000 1055
5000 1200 2500 2100 2100 1400 1490
10000 1500 5500 4100 4100 2000 1900

1800 10000 8100 6000 2800 2350
2200 4000 2770
4000
7000

Tabla 34. Concentraciones de TAN (mg N-NH,/l) evaluadas en cada experimento.

La Figura 46 muestra la evolucién con el tiempo de la OUR y el pH en los diferentes niveles
de amonio examinados a lo largo del experimento 3 (realizado a pH 7.0). La OUR medida en

todos los experimentos descritos en la calibracion del reactor SHARON es corregida, cuando
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es necesario, teniendo en cuenta el volumen de Na,CO; afiadido para el control de pH
ademads del volumen evaporado a lo largo del experimento. Como se observa en este
experimento la OUR registrada aumenta a medida que se incrementa la concentracion del
sustrato afladido hasta alcanzar la actividad maxima de las bacterias amonioxidantes a una
concentracion de 950 mg N-NH,4/I. La actividad se mantiene en su valor maximo hasta que se
incrementa la concentracidn del sustrato a 5500 mg N-NH4/l. A partir de esta concentracion
de TAN la OUR experimenta una clara reduccién. En el resto de experimentos se obtuvieron
resultados similares. Al inicio de cada experimento, se observé un incremento de la actividad
a medida que se incrementaba el sustrato presente y habia un rango de concentracién
donde se mantenia esta actividad maxima; pero, finalmente, se llegaba una concentracion

en que la OUR empezaba a descender de forma drastica.

*OUR < pH
800 - ) 90
Concentraciones de TAN en mg N-NHa4/I
60mg/l| 95mg/l 150 mg/| 950 mg/| 2500mg/| 5500mg/I l0000mg/l | g g
600 - o
B & Jo & oo
3 @ L5 a0
§N wégooo&&@o
o0 400 -~ &0 © (,% @0, 2% . 75 <
£ O o 2050° T
E ooooo%o ®
8 e{:}.m.q QQ’MNM.MOW“ SREIRERS] /wmm’g&%ogsx*‘ seece L 70
g 4 <
200 -~ 3
. - 6,5
o
T 00 0o
0 T T T T T | | 6,0
o 1+ 2 3 4 5 6 7 8 9
tiempo (h)

Figura 46. Evolucién de la OUR (mg O,/ld) con el tiempo a las concentraciones de TAN (mg N-NH,/I)

evaluadas en el ensayo respirométrico n2 3 llevado a cabo a pH 7.

Dado que la OUR medida se mantiene relativamente constante para cada nivel de TAN
evaluado, el analisis de resultados esta basado en el valor medio de OUR para cada nivel.
Puesto que los experimentos se realizaron en condiciones diferentes (pH, muestras de dias
diferentes, concentraciones de TAN evaluadas,...) la OUR maxima alcanzada también fue
diferente entre los distintos experimentos realizados. Por consiguiente, para poder
comparar los efectos de las diferentes concentraciones de TAN en los experimentos llevados
a cabo a diferentes valores de pH, la actividad de las bacterias se normaliza y se expresa
como un porcentaje de la OUR maxima registrada en cada ensayo. Ademas, aunque las

medidas realizadas son de TAN (mg N-NH4/l) se ha calculado también, en todos los
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experimentos y en cada uno de los niveles, la concentracion equivalente de NH; por medio

del equilibrio quimico.

En la Tabla 35 se puede ver las concentraciones de TAN y de NH3 evaluadas en los ensayos, y
la velocidad de consumo de oxigeno medida para cada concentracioén. La Figura 47 muestra
los resultados de la actividad de las bacterias amonioxidantes frente a la concentracién de
TAN (graficas superiores) y frente a la concentracion de amoniaco (graficas inferiores) para
todos los experimentos realizados. Las graficas (a) y (c) muestran el rango completo de
concentraciones examinadas, mientras que las graficas (b) y (d) muestran la actividad de las
bacterias a concentraciones bajas para poder observar mejor la afinidad de las bacterias por
el sustrato. Al analizar las graficas (b) y (d) se puede concluir que el amoniaco es el
verdadero sustrato de las bacterias amonioxidantes, ya que en todos los experimentos
realizados a pH diferentes, se observa el mismo patrén de ascenso de la actividad conforme
se incrementa la concentracion de NHs independientemente del pH. En la Figura 47 (b) se
observa que, a bajas concentraciones de TAN, para una misma concentraciéon de, por
ejemplo, 100 mg N-NH4/I la OUR oscila entre aproximadamente un 40 y un 95 %, por lo
tanto, este no es el sustrato de las bacterias ya que con una misma concentracion se
obtienen actividades muy diferentes. El valor de la constante de semisaturacion para el
amoniaco fue determinado ajustando la ecuacion Ec.- 89 a los resultados experimentales de
la Figura 47 (d).

SNH3

— Ec.- 89
Snuz + Kynus

OUR,y = K

Con dicho ajuste se obtuvo un valor de la constante de Kys3= 0.32 mg N-NHs/I, el cual estd en
concordancia con valores propuestos por otros autores como Hellinga et al., 1998 (con una
constante de 0.46 g N-NHs/m?) y Ciudad et al., 2006 (con un valor de 0.3 g N-NH3/m?>).
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100
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OUR (%)
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mgN-NH,/l mgN-NH;/I OUR (%) mgN-NH,/l mgN-NHs/l  OUR (%)
70 0,18 51,3 45 1,12 73,7
95 0,24 59,8 250 6,22 89,6
100 0,26 44,6 300 7,47 95,2
250 0,64 63,3 600 14,94 97,0
300 0,76 80,0 800 19,92 100,0
1 550 1,40 78,2 o 1000 24,89 100,0
‘I‘I’ 950 2,42 87,3 ~ 1100 27,38 99,7
- 1200 3,05 95,0 :III: 1400 34,85 100,0
Q 1500 3,82 95,6 o 1500 37,34 99,6
1800 4,58 100,0 2000 49,78 95,5
2100 5,35 100,0 2100 52,28 95,5
2200 5,60 96,8 2800 69,70 86,6
5000 12,73 70,8 4000 99,57 74,6
10000 25,46 9,0 4100 102,07 65,0
63 0,51 57,7 45 5,62 92,9
95 0,76 64,9 190 23,74 92,9
150 1,20 77,5 - 534 66,72 92,9
300 2,40 88,7 0 1055 131,81 100,0
° 800 6,41 98,2 :'I': 1490 186,16 100,0
. 950 7,61 100,0 S 1900 237,38 100,0
I 1100 8,81 100,0 2350 293,61 92,9
= 1500 12,01 98,2 2770 346,08 80,0
2100 16,82 96,4
2500 20,02 99,6
4100 32,83 72,7
5500 44,01 51,7
10000 80,09 9,9

Tabla 35. Concentraciones de TAN y NH3, y OUR (en %) a cada pH evaluado.
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Figura 47. Actividad de las bacterias amonioxidantes expresada en porcentaje de la OUR maxima frente a la
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En la Figura 47 (c) se puede observar que no existe inhibicién del proceso por altas
concentraciones de amoniaco a los diferentes valores de pH evaluados. Esto se observa
claramente en el experimento realizado a pH 8.1 (experimento 7), dado que en este caso se
alcanzan las madximas concentraciones de amoniaco y no se observa practicamente
inhibicion. Ademas la actividad de las bacterias observada a, por ejemplo, 30 mg N-NHz/| va
desde un 0 % a pH 6.5 hasta una actividad maxima del 100 % a un pH de 7.5. Sin embargo, si
se observa la Figura 47 (a) parece que las altas concentraciones de TAN (N-NH4/I) son el
inhibidor real de las bacterias, ya que todos los experimentos siguen la misma tendencia de

reduccion de la OUR a todos los pH estudiados.

Para verificar la inhibicién de la actividad de las bacterias AOB por altas concentraciones de
TAN se realizaron otra serie de experimentos, con el objetivo de comprobar si este descenso
de la actividad a altas concentraciones es debido al NH; o a la elevada salinidad como
sugieren algunos autores (Hunik et al.,, 1992; Mosquera-Corral et al., 2005). Estos
experimentos se realizaron empleando la misma metodologia que los ensayos previos con
NH4Cl, pero modificando la sal empleada (se usaron tanto otras sales de amonio como sales
sin ion amonio). Las sales evaluadas en estos nuevos experimentos se pueden ver en la Tabla

36. En la Tabla 37 se puede ver las concentraciones de sal estudiadas en cada experimento.

Sal empleada
Experimento 8 NacCl
Experimento 9 NH;NO;
Experimento 10 NH;NO;
Experimento 11 (NH,4),S0,
Experimento 12 (NH,4),S0,
Experimento 13 Mezcla 1:1 de NH;NO;5:NacCl
Experimento 14 MgS0,:7H,0
Experimento 15 MgS0,:7H,0

Tabla 36. Sales empleadas en los ensayos para determinar la inhibicion por salinidad.

Concentracién de sal (mol/l)
*Adicion inicial de NH4Cl para proporcionar sustrato a las bacterias.

Exp.8 Exp.9 Exp.10 Exp.11 Exp.12 Exp.13 Exp.14 Exp.15

0.07* 0.006 0.010 0.005 0.006 0.005 0.07* 0.07*
0.11  0.013 0.011 0.009 0.018 0.012 0.14 0.086
0.15  0.021 0.02 0.021 0.064 0.026 0.18 0.107
0.23  0.030 0.04 0.071 0.107 0.040 0.21 0.13
0.31  0.045 0.08 0.136 0.142 0.076 0.25 0.16
0.42 0.12 0.15 0.21 0.24 0.15 0.29 0.20
0.54 0.20 0.22 0.32 0.43 0.18 0.32 0.24

0.28 0.33 0.46 0.58 0.25 0.36 0.27

0.35 0.44 0.71 0.78 0.29 0.39 0.31

0.43 0.54 0.46

0.51

0.59

Tabla 37. Concentraciones de sal (mol/l) evaluadas en cada uno de los experimentos.
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En los experimentos donde se utilizaba una sal sin amonio (exp. 8, 14 y 15), se necesitd
afiadir antes de comenzar el ensayo una concentracion de 1000 mg TAN/| para proporcionar
a las bacterias sustrato suficiente para evitar la limitacion de su crecimiento. En estos casos
se empled cloruro de amonio. Todos los experimentos fueron realizados a un pH de 7 para

poder compararlos entre si, pudiendo descartar el efecto del pH.

La evolucién de la OUR y el pH con el tiempo a lo largo de los experimentos 10 y 14
realizados con NH4NOs3 y MgS0,4-7H,0, respectivamente, se muestra en la Figura 48. Los
experimentos realizados con sales de amonio (experimentos 9, 11, 12 y 13) mostraron
resultados similares a los del experimento 10. En todos se observa que la actividad de las
bacterias sigue una tendencia ascendente, debida al incremento de la concentracion de
sustrato disponible, hasta una concentracién de la sal determinada (mol/l), punto en el cual
las bacterias alcanzan su actividad maxima (en el caso del experimento 10 se alcanza a 0.22
M). La actividad de las bacterias se mantiene aproximadamente al maximo en un rango
determinado de concentracién por encima del cual, cada nueva adicion de sal provoca una
reduccidén paulatina de la actividad (la grafica muestra, que en el experimento 10, a partir de
una salinidad aproximada de 0.44 M el descenso de la OUR es mucho mas acusado). En
cambio, los experimentos realizados utilizando una sal sin amonio (experimento 8 y 15)
presentan una representacion similar a la del experimento 14 (Figura 48 inferior). En estos
casos se parte de una actividad maxima debida a la adicion inicial de 1000 mg/| de TAN. A

partir de aqui la OUR va descendiendo debido al incremento de la concentracion de sal.

188



Capitulo 6. Resultados y discusion de la calibracion de parametros

700 - - 9,0
Experimento 10. Concentraciones de sal en mol/|
600 | 0.01M 0.02M |0.04 M| 0.08 M |0.15M 0.22M 033M| 0.44M 0.54M B 815
500 - %5
—_ OO&Q) Q}f) :00 o ° B 8,0
<, 400 - N Aol B
o o
?.o o e ® o0 *%f - 7,5 -
£ 300 - coy  SHIBSLS -4
~ 3
[~
8 200 ~ '“‘.: “MMM 4/WM 79000 AR A
7 <
100 - [ < OUR - pH] 6o
o %0
0 T T T T T T T 6,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tiempo (h)
900 - Experimento 14. Concentraciones de sal en mol/| 90
800 1121l ¢ o | 8 o | o o o | o ° 85
3|2 2 2 | & g 3 8 & 8 & [ o
200 | 2|5l = 2 | = g H 2 g 2 2
600 - °§°°CO - 8,0
- S ody &R P80 o
) o | <%><> 00 0%
500 {4 PN ]
o BE s - 7,5
& 400 - R GST a
— Oooo S
(4 5
S 300 04 R 29 X 80 00000 OO 4‘M~00 - 7,0
o k> 0%e °°<> %O:&o<§>o ooooo
200 e M LN
> OUR « pH| 65
100 }
0 T T T T T T T T T T 6,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
tiempo (h)

Figura 48. Evolucién de la OUR (mg O,/Id) con el tiempo a las concentraciones de sal (mol/l) evaluadas en los

ensayos respirométricos n2 10 y n2 14, llevados a cabo a pH 7.

Para observar la posible inhibicién por salinidad en todos los experimentos (desde el
experimento 1 al 15) se representd la OUR medida en funcién de la concentracion de sal. En
la Figura 49 se puede observar dicha representacién. La principal conclusién que se extrae
de estas graficas es que se alcanza la misma reduccion de la OUR a la misma concentracion
de sal, independientemente de la sal afiadida, de la concentracién de TAN en el experimento
y del pH al que se realiz6 el experimento. Por lo tanto, la reduccién de OUR observada en el
primer grupo de experimentos usando solamente NH4Cl (ver Figura 47 (a)) es atribuida al

aumento de salinidad en el medio y no al incremento en la concentracion de TAN.
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Figura 49. Evolucién de la OUR (mg 0,/ld) en funcién de la salinidad (mol/l) a lo largo de todos los

experimentos realizados agrupados segtin la sal empleada (experimentos del 1 al 15).

A la vista de estos resultados se concluyé que no era el amonio, ni el amoniaco, ni la
concentracion total de nitrogeno amoniacal lo que inhibia la actividad de las bacterias. Los
resultados mostraron que la salinidad del medio comienza a ejercer un efecto negativo
sobre las bacterias antes de que se pueda apreciar una inhibicién por sustrato (Claros et al,
2010).

Con los presentes resultados se tuvo que modificar el modelo para incluir un término de
inhibicion por salinidad y eliminar la funcién de inhibicidon por sustrato, propuesta en el
modelo inicial. En un principio se propuso la funcién de inhibicidn no competitiva (Ec.- 90),
pero al no obtener el ajuste adecuado se utilizé la funcion Hill (Ec.- 91) que dio mejores

predicciones de los datos experimentales.

Ky

Funcidn de inhibicién no competitiva 2> ———— Ec.- 90
KM+SM
K
Funcién Hill 2 ——— Ec.- 91
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En la Figura 49 se puede ver el resultado de los ajustes de dichas funciones de inhibicion.
Como se observa la funcion Hill reproduce mejor los resultados (Ajuste 2, Ec.- 91), que la

inhibicion no competitiva (Ajuste 1, Ec.- 90).

En la funciéon Hill se eleva cada uno de los términos de ésta a una constante “n”. Aunque el
pardmetro “n” afadido no tiene sentido fisico, esta segunda ecuacidn representa mucho
mejor los resultados experimentales. Los valores de los parametros obtenidos en el ajuste de

esta nueva funcion de inhibicidn fueron de Ky, = 0.3 mol/ly n = 3.

6.1.3 Constante de inhibicion del dcido nitroso (Kiuno2) de las bacterias amonioxidantes.

La determinacion de la constante de inhibicién por acido nitroso se llevé a cabo con los
experimentos descritos en el apartado 5.1.3 (pagina 151). En estos experimentos se afiadio,
antes de iniciar cada registro, NH4Cl para proporcionar sustrato suficiente a las bacterias
amonioxidantes, y excluir la limitacion de la actividad por falta de amonio (segun los
resultados del apartado anterior se establecid como concentracidn de partida 1000 mg/| de
TAN (mg N-NHg4/l)). El aumento progresivo de nitrito para estudiar su inhibicién se consiguid
mediante la adicion al reactor de NaNO; y se estudié un rango de valores de 0 hasta 5000
mg/l de TNO2 (N-NO,/I).

Se llevaron a cabo un total de 3 experimentos a 3 valores de pH diferentes (6.25, 6.50 y
7.00), optandose por valores mas bajos que en los ensayos para el estudio del efecto del
amoniaco, ya que, la concentracién de 4cido nitroso (cuyo efecto se pretende estudiar) serd
tanto mayor cuanto mas bajo sea el pH, y por tanto, habrd que afiadir menos cantidad de
NaNO, al reactor. La temperatura en los ensayos fue de 30 2C. A valores de pH por encima
de 7 se necesitan unas concentraciones muy elevadas de nitrito para que la concentracion
de acido nitroso pueda alcanzar valores que den lugar a la inhibicion de las bacterias. En la
Tabla 38 se presentan las concentraciones de nitrito evaluadas en cada uno de los
experimentos y la Figura 50 muestra la evolucién de la OUR y el pH en el tiempo para los
distintos niveles de nitrito evaluados en el experimento realizado a pH 6.25. En los otros dos
experimentos las graficas obtenidas fueron similares a esta. Al inicio de los experimentos se
tiene la actividad maxima registrada en cada ensayo, y a partir de ésta, la actividad va

descendiendo a medida que se incrementa la concentracion del nitrito afiadido.
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Concentracion de
TNO2 (mg N-NO,/1)/mg N-HNO,/I

pH 6.25 pH 6.5 pH 7.0
170/0.189  95/0.059  75/0.015
350/0.389  200/0.125  550/0.109
500/0.556  550/0.344  1550/0.297
1000/1.112 1170/0.732 3000/0.911
1550/1.724 2000/1.251 4600/0.594
2000/2.224 3000/3.128

5000/1.878

Tabla 38. Concentraciones de TNO2 (mg N-NO,/I) evaluadas en cada experimento.
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Figura 50.

El tratamiento de los resultados obtenidos en los tres experimentos ha sido similar al de los
experimentos con adicion de amonio. Ya que la OUR medida se mantiene relativamente
constante para cada nivel de TNO2 estudiado, se ha determinado valores medios de OUR
para cada uno de estos niveles. Para poder comparar los efectos de las diferentes
concentraciones de TNO2 en los experimentos llevados a cabo a diferentes valores de pH, la
actividad de las bacterias se normaliza y se expresa como un porcentaje de la OUR mdxima
registrada en cada ensayo. Se ha representado la actividad de las bacterias (en porcentaje)

frente a la concentracidon de TNO2 medida (mg N-NO,/I) y frente a la concentracién de acido

Concentraciones de TNO2 en mg N-NOz/|

- - 7,0
170 mg/| 350 mg/| 500 mg/I 1000 mg/! 1550 mg/I 2000 mg/|
- 6,8
J IR s OUR =« pH
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N s o % I
° o ° o
o - 6,4
<o o © 'S
4 o6 o
3
AL SRS ’o.u”’ “’.“0.”.00.‘2333"’..0’
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T T T T T T T 6,0
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Evolucién de la OUR (mg 0,/Id) en el tiempo a las concentraciones de nitrito (mg N-NO,/I)

evaluadas en el ensayo llevado a cabo a pH 6.25.

nitroso (mg N-HNO,/I) calculada a partir del equilibrio acido - base (ver Figura 51).
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Figura 51. Actividad de las bacterias amonioxidantes expresada en porcentaje de la OUR maxima frente a la

concentracion de TNO2 (superior) y la concentracion de acido nitroso (inferior).

Las graficas muestran claramente que la inhibicidn es debida al dcido nitroso presente en el
medio, ya que es en la Figura 51 (inferior) donde todos los experimentos siguen una misma
tendencia de descenso de la actividad a medida que aumenta el acido nitroso,
independientemente del pH empleado en cada caso. En esta misma grafica se ha
representado el resultado de ajustar la funcién de inhibicion no competitiva por acido

nitroso (Ec.- 92) a los resultados experimentales.
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KI,HNOZ

OUR.y = K Ec.- 92

Sunoz + Kiunoz

A partir de este ajuste se ha determinado un valor de la constante de inhibicién por acido
nitroso de 1.32 mg N-HNO,/I. Esta constante tiene un valor mayor que el propuesto por
algunos autores como Hellinga et al. (1999), lo que indica una mayor resistencia a la
inhibiciéon por el HNO,, posiblemente porque el fango del reactor SHARON esta aclimatado a
concentraciones de nitrito bastante altas. Aun asi, el valor de la constante se encuentra
dentro del rango 0.07-2.80 mg/l, que son los valores obtenidos de la bibliografia para esta

constante (ver Tabla 31 de la pagina 145).
6.1.4  Constantes de inhibicién del pH (Ku/K) de las bacterias amonioxidantes.

Para la determinacion de la influencia directa del pH en la actividad de las bacterias se
llevaron a cabo un total de 9 experimentos siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 5.1.4 (pagina 152) de la metodologia de calibraciéon. En cada uno de estos
experimentos se estudid la actividad de las bacterias a medida que se realizaba un
incremento del pH en el reactor de ensayos. Los valores de pH establecidos en todos
experimentos fueron 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 y 9.0. En la Tabla 39 se muestra los valores de
las concentraciones de amonio y nitrito empleadas en cada uno de los experimentos. Las
concentraciones de amonio y nitrito fueron ajustadas usando NH4Cl y NaNO,,

respectivamente.

Concentracion inicial (mg/1) M inicial (mol/l)
Experimentos TAN (N-NH;) TNO2 (N-NO;) (N-NHs;) (N-HNO,) Salinidad
1 520 700 0.682 0.868 0.04
2 550 1000 0.560 1.644 0.05
3 550 2000 0.564 3.200 0.07
4 1100 1000 0.939 1.931 0.08
5 1100 4000 0.917 7.904 0.15
6 1100 4000 0.938 7.726 0.15
7 1150 500 1.024 1.033 0.08
8 1100 200 1.004 0.363 0.07
9 2000 2000 1.871 3.523 0.15

Tabla 39. Concentraciones de amonio y nitrito (mg/l) evaluadas en cada experimento.

En la Figura 52 se presentan los resultados del experimento n? 2, donde se observa la
evolucion de la OUR a medida que se incrementa el setpoint del pH. Tal y como muestra la
Figura 52 conforme se incrementa el pH en el reactor también se tiene un incremento de la
OUR hasta una actividad maxima a partir de la cual comienza a descender a medida que se

sigue elevando el pH.
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Figura 52. Resultado del experimento n? 2 para la calibracién de las constantes de inhibicién del pH.

Evolucion de la OUR con el tiempo (izquierda) y evolucion de la OUR en funcién del pH (derecha).

Como muestra la Figura 52 , las bacterias amonioxidantes tienen un rango dptimo de pH
para su crecimiento que viene descrito por los parametros incluidos en el término I,y del
modelo desarrollado. Como se ha adelantado en el desarrollo del modelo, este término, en
un principio tenia la forma que podemos ver en la Ec.- 93, pero tras analizar los resultados
de los experimentos se establecié una nueva funcidn de inhibiciéon para las bacterias (Ec.-
94) que permitiese un mejor ajuste de los datos experimentales. La inhibicién por pH
descrita por la Ec.- 93 es una inhibiciéon simétrica a ambos lados del pH dptimo de
crecimiento. Sin embargo durante las experiencias realizadas para la calibracion de los
pardmetros del modelo se observd que la inhibicién por pH en estas bacterias es mas
acusada a pH altos que a pH bajos. La Ec.- 94 permite ajustar de forma asimétrica la
inhibicién por pH a ambos lados del pH dptimo gracias a las nuevas constantes Ay y Ay que

aparecen en la funcién.

Sy Kin 1
Ky + Sy Ky + Sy f(pHopt)

Lon Ec.- 93

1 1 1
Ly = . .
PR 1 + exp (Ay(Ky — Sy)) 1+ exp (Au(Sy — Kin)) f(pH,pe)

Ec.- 94

Ku, Ki= constantes de inhibicién por pH bajo y alto, respectivamente (mol H*/l).
En la Figura 53 se pueden ver dos de los experimentos ajustados con ambas funciones de pH.

Se observa que, aunque el ajuste con la funcion Ec.- 93 es aceptable en ambos casos, la

funcién sigmoidal mejora las predicciones de los resultados experimentales.
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Figura 53. Ajuste de la funcién OUR-pH para dos de los experimentos usando una funcién con ajuste

Otra conclusién inmediata obtenida a la vista de los resultados obtenidos fue que el rango
Optimo de pH era diferente para los distintos experimentos. En la Figura 54 se puede ver los
resultados experimentales de todos los ensayos realizados. En esta figura se han
representado valores medios de OUR en cada uno de los valores de pH examinados para
evitar la aglomeracién de puntos y ver con mas claridad la diferencia entre los experimentos.
Se observa que los resultados de los ensayos mostraban un comportamiento diferente ante
el pH segln el momento en que se realizaron (los experimentos 1 al 4 se realizaron antes,
mientras que los experimentos de 5 al 9 se llevaron a cabo en un periodo posterior). Se
puede ver claramente que los ensayos se agrupan en torno a dos valores 6ptimos de pH

diferentes (los experimentos representados en rojo tienen un pH éptimo mayor que los

otros).

196

simétrico a ambos lados del pH 6ptimo y otra funcion con ajuste asimétrico.

pH

Figura 54. OUR medida (%) frente al pH en los 9 ensayos realizados.
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Para la determinacion de las cuatro constantes de la nueva funcién de inhibiciéon por pH se
ha realizado un ajuste del modelo a los resultados obtenidos en estos ultimos experimentos
de variacion de pH usando los valores de los pardmetros obtenidos en los apartados

anteriores. Por tanto, la funcidn a ajustar ha sido:

FK- Sz Swus ) Ky ) K; Hnoz ) 1 ) 1 . 1

Soz + Koz Svmz + Knus Sy + Kii Sunoz + Kiunoz 1+ exp (Ag(Ky —Sp)) 1+ exp (45 (Sy — Kiy)) f(pngt)

Ec.- 95
(. Son Swis 0.3 1.32 1 1 1

r=K- . . . . . .

Sor + 145 Sy + 032 53 +03° Sy + 132 1+ exp (Ay(Ky —Sp)) 1+ exp (Arn G — Ki)) f(pHope)
Donde,

. 3.43 — Yy
K=ung" - Xng - ——— Ec.- 96
YNH

Los pardmetros a determinar mediante el ajuste de la Ec.- 95 son: K, Ay, A, Ky y K. El
ajuste se realiz6 minimizando el error cuadratico medio entre los valores experimentales y
las predicciones del modelo, realizando previamente para cada ensayo la simulacién de la
evolucién de las concentraciones de NH; y HNO, (mediante el equilibrio quimico con las

concentraciones de TAN y TNO2, respectivamente), asi como de la salinidad del medio en
mol/I.

En la Tabla 40 se muestran los valores de todos los pardmetros obtenidos tras el ajuste y en
la Figura 55 se compara las predicciones del modelo con los resultados experimentales para
todos los experimentos. Como se puede ver el modelo reproduce adecuadamente los

resultados experimentales de todos los ensayos.

- ~N ) < n © ~ L L)

b e S b 2 2 2 e e

c c c c c c c c c

o o 7] o 7] 7] 7] o 7]

£ £ E £ E E E £ £

o o o ] o o o o ]

o o o o o o o o o

x x x x x x x x x

w w w w wl w wl w wl
K 1148 1393 1364 1275 1244 1275 1203 677 800
Ky 6.40 6.40 6.40 6.40 5.70 5.70 5.70 5.70 5.70
Kin 8.55 8.55 8.55 8.55 8.20 8.20 8.20 8.20 8.20
Ay 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ay 3 3 3 3 3 3 3 3 3
PHooe | 7.6-7.7 7.6-7.7 7.6-7.7 7.6-7.7\|7.2-73 7.2-73 7.2-73 7.2-73 7.2-73

Tabla 40. Parametros obtenidos en el ajuste del modelo desarrollado a los datos experimentales.
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Figura 55. Ajuste del modelo matematico a los datos experimentales. OUR (%) frente al pH.
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Como era de esperar fue imposible conseguir un buen ajuste de las predicciones a los
resultados experimentales utilizando las mismas constantes de inhibicién por pH. Se puede
ver en la Tabla 40 que el ajuste se ha realizado organizando los experimentos en dos grupos
con diferentes constantes de pH de acuerdo a los resultados vistos en la Figura 54 (ademas
de los diferentes valores de K para cada uno de los experimentos, ya que este valor es
funcién de la concentracién de microorganismos en el momento en que se realizé el

ensayo).

A la vista de los resultados es posible que esta diferencia entre las constantes de inhibicién
por pH estuviese relacionada con la variacién del pH en el reactor Ry, origen de las muestras
usadas en todos los experimentos. La Figura 56 muestra que en los cuatro primeros
experimentos el pH éptimo obtenido en el ajuste es ligeramente mayor (ya que tienen
mayores constantes Ky y Kiy) que el obtenido en los cinco ultimos experimentos, pasando de
un pH éptimo de 7.6-7.7 a un pH optimo de 7.2-7.3. Esto concuerda con un descenso del pH
medio en el reactor Ry, ya que se pasa de un pH medio de 6.60 en la primera etapa a un pH
medio de 6.18 para la etapa correspondiente a los ultimos ensayos. En la Figura 57 se puede
ver una comparacion de dos experimentos, uno realizado en la primera etapa cuando el pH
del reactor R; era mas alto (experimento 2) y otro llevado a cabo al final de la etapa en la
que el pH del reactor era menor (experimento 9). Sin necesidad de realizar el ajuste del

modelo ya es obvio que el rango éptimo de pH de las bacterias ha variado de uno a otro.
Con estos resultados se puede decir que las constantes de inhibicién por el pH iran

determinadas en cada caso por las condiciones ambientales en las que se desarrollan las

bacterias, ya que son capaces de adaptar su pH éptimo a las condiciones en las que crecen.
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Figura 56. Variacion del pH medio en el reactor R; y su relacién con el pH éptimo de las bacterias

amonioxidantes obtenido en el ajuste de los datos experimentales.
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Figura 57. Comparacion de los resultados experimentales de dos de los ensayos de cada uno de los grupos

establecidos (Exp 2 de la primera etapa y Exp 9 de la segunda).
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6.1.5 Efecto de la temperatura sobre la actividad de las bacterias amonioxidantes.

La determinacién de la influencia de la temperatura sobre el desarrollo de las bacterias
amonioxidantes se llevd a cabo segun lo descrito en el aparado 5.1.5 (pagina 153). Se
realizaron dos experimentos de este tipo cuando el reactor SHARON se encontraba
operando a una temperatura de 30 9C. Posteriormente se incrementdé la temperatura del
reactor a 35 2 C para poder determinar el efecto de este pardmetro sobre fango aclimatado
a condiciones diferentes. Una vez comprobado que el proceso continuaba estable ante este
cambio, se volvieron a realizar dos experimentos mas. Todos los experimentos citados se
llevaron a cabo manteniendo un pH constante de 7.0, mientras que las concentraciones de
amonio y nitrito no se modificaron, es decir, fueron las que tenia el fango extraido del
reactor SHARON en cada caso (de esta forma, segun los resultados de experimentos previos,
las bacterias disponian de sustrato suficiente para su desarrollo y al mismo tiempo el nitrito
presente no alcanzaba concentraciones suficientes como para inhibir el proceso). Los
ensayos comenzaban con una temperatura inicial de 15 °2C que se aumentaba
progresivamente 5 2C cada hora hasta alcanzar una temperatura de 45 2C. La cuantificacién
por FISH, mediante la sonda EUBmix, realizada a las muestras antes de los ensayos

mostraban valores de aproximadamente 97 % de poblacién de bacterias amonioxidantes.

Los resultados de estos 4 experimentos de pueden ver en la Figura 58. En todos los ensayos
se alcanzé una temperatura maxima de 45 2C porque, como se observa en las
representaciones graficas, la actividad de las bacterias aumenta a medida que se incrementa
la temperatura, hasta los 40 2C, pero una vez alcanzado el valor de 45 2C la actividad de las
bacterias amonioxidantes empieza a descender de forma significativa. El proceso de

nitrificacidn parcial no llega a estabilizarse a los 45 2C en ninguno de los experimentos.

Al observar los experimentos 1y 2, que son los ensayos realizados con fango aclimatado a 30
2C, se puede ver que al pasar de 35 a 40 °C se observa un ligero incremento de la actividad.
En cambio los ensayos con fango aclimatado a una temperatura de 35 2C (experimentos 3 y
4) las bacterias alcanzan su actividad maxima a los 35 2C y se mantienen en este nivel de
actividad hasta pasar a los 45 2C. Por lo tanto, el fango aclimatado a una mayor temperatura
alcanza antes su actividad maxima y con ello dispone de un mayor rango de temperatura
(entre 35 y 40 2C) donde mantiene esta actividad maxima. Sin embargo, esta aclimatacion no

eleva la temperatura a la cual las bacterias comienzan a descender su actividad (45 2C).
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Figura 58. Experimentos para el estudio del efecto de la temperatura en fango del reactor SHARON.

Experimentos 1y 2 con fango aclimatado a 302C. Experimentos 3 y 4 con fango aclimatado a 35 2C.

El valor de OUR maxima alcanzada en cada experimento es diferente, por lo que, para poder

T(°C)

T(2C)

comparar los resultados de los 4 experimentos se ha normalizado respecto a la velocidad de

consumo de oxigeno maxima alcanzada en cada caso (Figura 59).
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Figura 59. Resultados experimentales de todos los ensayos de T2 normalizados respecto a la OUR maxima.
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Esta figura refleja algunos resultados interesantes desde el punto de vista de aplicacién del
proceso SHARON a una EDAR industrial.

v El proceso de nitrificacion parcial no es estable a 45 °C debido a que la OUR
desciende considerablemente.

v' El rango de temperatura en que la actividad de las bacterias amonioxidantes es
Optima (> 80%) esta comprendido entre 32 2C y 42 2C, mientras que ésta desciende
hasta un 60% cuando el proceso se encuentra en 30 eC.

v Para temperaturas menores a 30 C la actividad de los organismos amonioxidantes se

ve afectada de manera drastica.

Cabe destacar que la estabilidad del proceso fue determinada sélo durante
aproximadamente 1 hora en cada nivel de temperatura, siendo necesario por tanto, realizar
experimentos a temperatura fija durante un tiempo mas prolongado. La Figura 60 muestra
los resultados obtenidos al evaluar el comportamiento de la OUR a 35 y 40 2C en ensayos de
aproximadamente 8 horas de duracién. La evaluacion a 45 2C no fue necesaria debido a que,
como se ha comprobado en los ensayos previos, en menos de 1 hora la actividad desciende

hasta en un 50%.
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Figura 60. Evolucion de la OUR a temperatura constante de 35 2C (izquierda) y 40 2C (derecha).

Los resultados obtenidos indican que la actividad de las bacterias se mantuvo estable con el
tiempo durante 4-5 horas a ambas temperaturas. Posteriormente la actividad empieza a
descender ligeramente, alcanzandose una actividad del 70% tras 8 horas de experimento.
Dicho descenso no puede atribuirse a la falta de sustrato debido a que la concentracién de
amonio al final del experimento fue suficiente como para que el proceso continuara
funcionando adecuadamente (la concentracién de NHs al final de los experimentos fue de
5.3 mg/l en el ensayo a 35 2C y de 7.2 mg/l en el ensayo realizado a 40 2C). De igual manera,

este descenso tampoco puede deberse a inhibicidon por presencia de acido nitroso, puesto
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que su concentracion al final del experimento fue minima (0.13 mg N-HNO,/I en ambos

ensayos) debido al pH al que se estaba realizando los ensayos (pH de 7).

Teniendo en cuenta que el reactor SHARON, de donde proceden las muestras para llevar a
cabo los experimentos, estaba trabajando en ese momento a 30 9C, la causa del descenso de
actividad se puede atribuir a la no adaptacidon de la poblacion microbiana a cambios
repentinos de temperatura. La prueba de viabilidad celular realizada al inicio y final del
experimento a 40 2C arrojé como resultados que la proporcion de bacterias no viables al
inicio del experimento fue del 12% + 5%, mientras que al final del experimento la proporciéon
de bacterias no viables se incrementd a 22% + 7%. Por lo tanto, a estas temperaturas tan
elevadas la biomasa no es capaz de adaptarse y va descendiendo paulatinamente el
porcentaje de bacterias viables, con lo que la OUR desciende también lentamente y no llega

a estabilizarse.

Para la determinacion del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de las bacterias se
han ajustado los resultados experimentales obtenidos en estos ensayos a las funciones
descritas en el apartado 4.2.3 (pagina 136): modelo de Arrhenius (Ec.- 97) y modelo
modificado de Ratkowsky (Ec.- 98).

u(T) = u(T,) - 6T~ Ec.- 97
,LL(T) = [b * (T - Tmin)]z * [1 - ec-(T—Tmax)] Ec.- 98

Para estos ajustes se ha determinado el valor medio de OUR en cada nivel de temperatura,
despreciando en todos los casos el valor de OUR a 45 2C porque como se ha mencionado
éste no llega a estabilizarse. Ademas, en las ecuaciones se ha considerado el valor de 30 2C
como la temperatura de referencia (T;) ya que es la temperatura habitual de trabajo en un
reactor SHARON.

La Figura 61 muestra los resultados obtenidos en ambos ajustes. En el caso del ajuste con el
modelo de Arrhenius se han normalizado las OURs experimentales respecto a la OUR medida
a la temperatura de referencia (30 2C) para poder comparar los experimentos, ya que las

muestras de fango usado estaban aclimatadas a temperaturas diferentes.
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Figura 61. Resultados de los ajustes de los modelos de Arrhenius (figura superior) y Ratkowsky modificado

(figura inferior) a los resultados experimentales.

Como se ve en la Figura 61 los datos experimentales se ajustan adecuadamente con la
ecuacion de Arrhenius, pero solamente hasta una temperatura de 30 2C. A partir de aqui la
ecuacién de Arrhenius no puede representar el cambio que sufre la velocidad de crecimiento
de las bacterias amonioxidantes como consecuencia de las elevadas temperaturas. En
cambio el modelo modificado de Ratkowsky, aunque no tiene un sentido fisico, reproduce

mejor los resultados experimentales en todo el rango de temperaturas evaluadas.

Por lo tanto, en sistemas donde no se desee trabajar a temperaturas superiores a 30 2C el
modelo de Arrhenius podra reproducir correctamente los resultados experimentales, pero si
el proceso opera a temperaturas superiores (como sucede en un reactor SHARON) habra

que utilizar otras alternativas para determinar el efecto de altas temperaturas sobre la
velocidad del proceso.
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Los resultados experimentales fueron ajustados con el modelo de Ratkowsky obteniendo
unos valores de las constantes de b = 0.0046, c = 0.0766, Timin = 8.6 8C y Thax = 48.7 2C. El
ajuste realizado con la ecuacion de Arrhenius proporcioné una valor de la constante de By =
1.12, valor que concuerda con el valor mayormente aceptado por la comunidad cientifica
para la constante de Arrhenius de las bacterias autétrofas (0,,+= 1.111, Henze et al., 1999).
Como se describid en la introduccidén se denomina coeficiente de temperatura a la relacién
entre el incremento de la velocidad de reaccion y el de temperatura. En este caso, el valor de
Ony= 1.12 indica que existe un aumento en la velocidad de crecimiento de

aproximadamente un 12 % por cada grado que aumenta la temperatura.

6.1.6 Rendimiento celular de las bacterias amonioxidantes (Yyy).

Como se ha definido en el desarrollo del modelo, el rendimiento de las bacterias
amonioxidantes (Ynh) se define como la cantidad de biomasa producida por unidad de
sustrato degradado. Para la determinacién del pardmetro estequiométrico Yyy se utiliza el
procedimiento experimental descrito en el apartado 5.1.6 (pagina 154) en el que se mide el

oxigeno consumido durante la oxidacion de una cantidad determinada de amonio.

Debido a las altas concentraciones con las que se trabaja en el reactor SHARON se consideré
necesario determinar la constante Yyy realizando los ensayos directamente con el fango
extraido del reactor R;, para obtener un valor del rendimiento en las condiciones reales de
operacion en un reactor SHARON. Para ello se analiza el amonio inicial procedente del
reactor antes de iniciar el ensayo, se pasa el fango al montaje experimental donde se realiza
el ensayo respirométrico y se vuelve a medir la concentraciéon de amonio pasado un
determinado periodo de tiempo. En este mismo periodo de tiempo se registra la velocidad
de consumo de oxigeno en el reactor, y a partir de ésta se puede determinar el oxigeno
consumido en todo el ensayo. Con esta informacion se calcula entonces el valor de la

constante estequiométrica como se describe en la ecuacion Ec.- 75 (pdagina 155).

La Figura 62 muestra los resultados de los 3 ensayos realizados para la determinacion de
esta constante estequiométrica siguiendo la metodologia propuesta. En estos ensayos la
OUR medida incluye la actividad endégena presente en el reactor. Para determinar qué
porcentaje de este consumo de OD es debido a dicha actividad se llevé a cabo un ensayo en
el que se midid la velocidad de consumo de oxigeno durante 1 hora aproximadamente.
Posteriormente se llevd a cabo una adicidn de tiourea para inhibir el proceso de nitrificacién
y poder observar asi si existe consumo de OD por otro tipo de actividad. La Figura 63

muestra el resultado obtenido en este ensayo. Como se puede observar, la velocidad de
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consumo de oxigeno descendié hasta aproximadamente un 1.5 % de la inicial. Por tanto,

para el cdlculo del oxigeno consumido, en cada uno de los experimentos de la Figura 62, se

tuvo en cuenta que un 1.5 % de la OUR medida experimentalmente corresponde a la

actividad endogena.

2400

2100

1800

OUR (mg/Id)
= =

(o] N (V]
o o o
o o o

)]
o
o

300

0

Experimento 1

| © OUR(mg/I-dia) aTAN (mg/I) |

Experimento 2

| ° OUR(mg/l-dia) aTAN(mg/l) | _

r 750 750
A 2500
- 700 o Q 1 700
2200 o, SEFBLIEEE 5 4208 © o
A <><>©<> N L goooo o o
< > %9() O <><>Q%»<2>
+ 650 s o “Poel 650 .
;1900 - R :
. o o ‘
" 600 | 5 1600 | 1 600 !
S :
‘é” A
L 550  E + 550 .
. = 1300 - .
3
|
i 1 + 500
b e 000 DS B0RaREBS0 1 g0 IO ocgrsdar 500 1000
- 450 700 - 4 450
. : : —- 400 400 : , 400
000 005 010 015 020 0,00 0,05 0,10 0,15
Tiempo (d) Tiempo (d)
Experimento 3
| o OUR(mg/l-dia) aTAN(mg/l) | _ 450
2500 4
< o< o 1
2200 _g KX éé% f%&o % <><3§><»® © 700
A70R% o ~OBGEEF & Fooe oo o
e o L 650
1900 - =
S~
b
T 1600 - T 600 =
2 2
= 1300 - A + 550 g
S 3
1000 - & 500 F
700 + 450
400 ' ' : 400
000 0,05 010 0,15 020 0,25
Tiempo (d)

Figura 62. Evolucion de la OUR y concentracion de TAN de los ensayos para la determinacion de la Yy, del
fango del reactor SHARON.
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Figura 63. Determinacion del consumo de OD debido a la actividad endégena en una muestra de fango del

reactor SHARON.
OD consumido TAN consumido YnH
(mg 0,/1) (mg N-NH,/I) (g DQO/g TAN)
Experimento 1 136.2 49.1 0.53
Experimento 2 339.1 114.3 0.37
Experimento 3 521.1 180.5 0.43

Tabla 41. Valores de rendimiento de las bacterias amonioxidantes determinados experimentalmente.

Calculando el oxigeno consumido mediante el drea bajo la curva de OUR en funcion del
tiempo, y aplicando la Ec.- 75 (pagina 155) se determind la Yyy en cada uno de los
experimentos (Tabla 41). Como se puede ver en la tabla, ademds de que los valores
obtenidos son bastante mas altos que los recopilados de la bibliografia (0.15 g DQO/g N
Hellinga et al., 1999 y Volcke, 2006; 0.21 g DQO/g N Magri, 2007; 0.24 g DQO/g N Dosta,

2007) existe una diferencia considerable de un experimento a otro.

Aunque los ensayos respirométricos son el método mas extensamente usado para la
determinacién de los parametros de las bacterias en los procesos de calibracion, diferentes
estudios han mostrado que la calidad de la informacidén obtenida en este tipo de ensayos
estd gobernada por la relacion entre la concentracidn inicial del sustrato y la concentracién
inicial de biomasa (So/Xo). Si esta relacion es baja el sustrato es rapidamente asimilado y no
existe un crecimiento significativo de la biomasa (Choi et al., 2006; Orhon et al., 2003). En
cambio, si los organismos disponen de una concentracion alta de sustrato podra haber
desarrollo de la biomasa. Estudios recientes (Browner et al., 1998; Gatti et al., 2010)
mostraron que el empleo del sustrato disponible para llevar a cabo el proceso de
catabolismo y/o anabolismo conlleva variaciones en el rendimiento de las bacterias que se

determina experimentalmente. La variacidon del rendimiento de las bacterias con el cambio
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de la relacién S¢/Xo, se puede entender teniendo en cuenta que la relacién
sustrato/microorganismos determina si en el proceso de consumo del sustrato prevalece el
catabolismo o el anabolismo. Si existe una limitacion de sustrato (baja relacion So/Xo),
predomina el proceso de catabolismo y la produccion de energia para el mantenimiento de
las bacterias dominara sobre la multiplicacién de microorganismos. En cambio, si existe una
gran cantidad de sustrato disponible (media-alta relacidon So/Xo), entonces prevalece el
anabolismo. Los microorganismos tendrdn suficiente sustrato para su crecimiento y la

multiplicacién celular dominara sobre la produccién de energia.

Para relaciones So/Xo aun mas elevadas, otros estudios anteriores ya determinaron la
influencia de So/Xo con el rendimiento heterétrofo (Chudoba et al., 1991; Liu et al., 1996).
Estos autores encontraron un descenso del rendimiento a medida que asciende la relacién
sustrato/microorganismos. A altos valores de la relacidn So/Xo, la eficiencia para acoplar el
anabolismo y el catabolismo es menor por desperdicio de la energia (Liu et al., 1996). Se
necesita mas sustrato para obtener la misma cantidad de energia para crecimiento. Otros
datos mostraron un incremento de la constante Y a valores bajos de la relacion So/Xo y un
descenso de la constante cuando la relacion So/Xo sobrepasa un valor determinado (Chang et
al., 1993). Esto sugiere que una vez alcanzado un limite maximo de So/Xo ocurre un
desacople del catabolismo del anabolismo, y existe un desprendimiento de energia. Si no se
alcanza este valor limite las bacterias son capaces de regular la tasa de catabolismo
exactamente a las necesidades del anabolismo. La Figura 64 muestra una comparacion de la
tendencia del rendimiento de las bacterias heterdtrofas a medida que se incrementa la

relacion So/Xo propuestas por Chang et al. (1993) y Liu et al. (1996).

I ——Changetal. 1993
[ oo Liu et al. 1996

Yobs

\ Desacople

catabolismo-anabolismo

Relacidn So/Xo

Figura 64. Relacion entre el rendimiento observado de las bacterias heterétrofas y So/X,. Chang et al (1993) y
Liu et al (1996).
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Aunque los estudios citados hacen referencia a la determinacidon del rendimiento de
bacterias heterdtrofas es probable que la respuesta de las bacterias autdtrofas a diferentes
relaciones So/Xo sea similar. En este caso, los valores de rendimiento determinados en la
calibracién del reactor SHARON (Tabla 41) se corresponden con la primera etapa descrita
por Chang et al (1993), en donde aun no se ha producido el desacople entre catabolismo y
anabolismo, y un incremento en la relacidn So/X, provoca el incremento del rendimiento. En
el caso de los 3 ensayos realizados en este trabajo de tesis se observa una relaciéon entre el
cambio en el valor de So/Xo y la Yny obtenida en cada ensayo (Figura 65). Al aumentar la
relacién sustrato/microorganismos el valor de la constante estequiométrica Yy, también se

incrementa.
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Figura 65. Relacién entre la Y experimentalmente y la relacién So/Xo.

Dicho esto, se puede asumir que las diferencias con los valores de bibliografia pueden
deberse a la forma en que se ha realizado el ensayo respirométrico, ya que la relacién So/Xo
es alta en todos los experimentos realizados en este estudio. Aunque, segun la hipotesis
comentada, parece que no se han alcanzado aun relaciones de So/X; lo suficientemente altas
para provocar el desacople catabolismo — anabolismo. En resumen, las diferentes
condiciones de operacién en los ensayos ha desembocado en una distribucién diferente de

la energia entre el crecimiento celular y el mantenimiento de las bacterias.

Por lo tanto, a la hora de determinar el valor de la constante de rendimiento celular es muy
importante analizar las condiciones en las que se realiza los ensayos respirométricos. Ya que
en el reactor SHARON estudiado se mantenia una alta relacion So/X, (debido a la carga del

influente y a que solo se oxida la mitad del amonio de entrada), en la determinacién del
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rendimiento de las bacterias amonioxidantes también se trabajé con valores altos de esta
relacion para que el resultado obtenido fuese representativo de este sistema. Con ello, se ha

obtenido un valor mas alto de Yy4 al que se puede observar en otros estudios.

6.1.7 Tasa mdxima de crecimiento de las bacterias amonioxidantes (uny).

Para la determinacion de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias amonioxidantes
presentes en el reactor SHARON se empled la ecuacién Ec.- 100 y los resultados de los
ajustes para la determinacion de las constantes de inhibicidn por pH descritos en el apartado
6.1.4 (pagina 194). En estos ajustes se determind una constante K que incluia los términos

que se muestran en la ecuacion Ec.- 99.

e 3.43 — Yyy
K = pmax . X, - ——28 Ec.- 99
YNH
U
Y,
pmax — g NE Ec.- 100

Xy - (343 — Yyy)

Aparte del valor del pardmetro K, obtenido en los ajustes, fue necesario determinar la
concentracién de bacterias amonioxidantes en cada uno de los experimentos. Para ello se
empleé el método de cuantificacion desarrollado por Borras L. (2008) descrito en el
apartado 5.1.7 (pagina 155). Con dicho método se obtiene el porcentaje masico de bacterias
amonioxidantes presentes en la biomasa. Para ello, se debe combinar la técnica FISH y la
tincion con DAPI. Mediante la primera, se determina el porcentaje de drea ocupado por
bacterias amonioxidantes frente al area ocupada por las bacterias del dominio Eubacteria.
En el caso de las muestras empleadas en estos ensayos se determind que el 97 + 1 % de las
bacterias corresponde a bacterias amonioxidantes. Con la tincion con DAPI se corregira el
porcentaje obtenido mediante FISH debido a que las sondas actualmente descritas para el
dominio Eubacteria han demostrado no cubrir el total de bacterias presentes en la muestra.
Mediante el porcentaje madsico de bacterias autdtrofas frente a bacterias del dominio
Eubacteria, corregido mediante la relacion EUB/DAPI, y multiplicado por el valor de DQOsys,
podemos obtener el valor de Xyy en unidades de DQO por litro. En el trabajo de
investigacion desarrollado por Borras L. (2008) se determind que el porcentaje de bacterias
hibridadas con la sonda EUBmix frente a bacterias tefidas con DAPI fue de 91 + 1%. Aparte
del porcentaje de bacterias se determind el porcentaje de biomasa no viable mediante la

técnica de viabilidad celular, obteniéndose un 12 % de no viables.
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Aunque en la determinacién de las constantes de inhibicién por pH se llevaron a cabo un
total de 9 experimentos, en el presente apartado Unicamente se van a emplear los
resultados de los ajustes de aquellos experimentos en los que su relacidon So/X, se encuentra
en el rango estudiado en el apartado de la determinacion del rendimiento de las bacterias
(3.12 — 8.46 mg NH4/mg SSV). De esta forma el valor de Yyu, necesario en la ecuacién Ec.-
100, fue determinado mediante extrapolacidon en la representacion Yy frente a So/Xo
obtenida en el apartado anterior. De los experimentos realizados, 6 de ellos presentaban
una relacion So/X, demasiado alta para poder calcular el valor de la Yyy y por ello fueron
descartados en la determinacién de la 1 de las bacterias amonioxidantes. En la Tabla 42 se
puede ver los experimentos con una relacidn So/Xo adecuada para poder determinar el valor

dela YNH-

En el seguimiento del reactor SHARON no se realizaron medidas de DQO porque las altas
concentraciones de nitrito del reactor provocaban mucho error en las analiticas. Por lo
tanto, el valor de DQOsys se obtuvo teniendo en cuenta la relacién 0,7 g SSV/g de bacteria

medida como DQO, y que en el reactor SHARON practicamente todo son bacterias.

Por otro lado, como se ha comentado, en los ensayos de viabilidad celular se concluyé que
un 12 + 1 % de la DQO medida correspondia a biomasa no viable, por lo que el 88 % restante
pertenece a la biomasa viable de la muestra. El 97 + 1 % de esta biomasa viable pertenece a
las bacterias amonioxidantes y ademas este valor debe ser corregido con el 91 %
determinado mediante la técnica de tincidon DAPI. En la Figura 66 se muestra un resumen del
procedimiento para determinar la concentracion de bacterias amonioxidantes y, con esta, la

tasa maxima de crecimiento de las bacterias.

Biomasa no viable
—»
12% Xi (mg DQO/I)

Y | ssv/0.7—» DQOsys 4{

[ (mgssv/l) (mg DQO/I)
88% [ Biomasa viable | 9795 p Xn/EUBMIX | o
> (mg DQO/I) "7 (mgDQO/I) ’ (mg DQO/I)

De cada experimento | | K
se tiene (mgDQO/I)/ .

Ll So/Xo Ynu .
(mg NH4/mg SSV) (gDQO/gTAN) ) e

Figura 66. Proceso a seguir para la determinacion de la pyy.
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Biomasa

. NH, Biomasa . T
Experimento K inicial SSv SofXo Ynu DQOgys viable no (v)l(a)ble Xnn UNH
1
mg mg mg mgTAN/ gDQO/  mg L L ol
DQO/Id TAN/I SSV/I mgSSV g TAN DQO/I DQO/I g DQOY/I

1148 520 63 8,01 0,52 90,00 79,20 10,80 69,91 2,93
1393 550 73 7,31 0,50 104,29 91,77 12,51 81,01 2,93
1364 550 75 7,11 0,49 107,14 94,29 12,86 83,23 2,76
1275 1100 74 14,42
1244 1100 91 11,73
1275 1100 91 11,73 .

1203 1150 72 15,49 :> Relaciones Sy/X, muy altas
677 1100 45 23,71
800 2000 130 14,92

|
__________

O o0 N O U B WN R

Tabla 42. Parametros obtenidos en la determinacion de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias AOB

presentes en el reactor SHARON.

Como se puede ver en la Tabla 42, mediante los calculos descritos se obtiene una u = 2.87 +
0.08 d* (30 C). El valor determinado se encuentra dentro del rango de valores recopilados
en bibliografia (Tabla 31, pagina 145). Es un valor bastante alto pero hay que tener en cuenta
que ha sido determinado en un sistema que opera a una temperatura elevada (30 2C), y
como se ha comentado en la introduccion de la tesis el incremento de temperatura produce
un aumento de los procesos cinéticos (tanto crecimiento como lisis de las bacterias). Con el
modelo modificado de Ratkowsky que describe el efecto de la temperatura sobre la
actividad de las bacterias y los parametros del modelo obtenidos en la calibracién (apartado
6.1.5, pagina 201), se obtiene que a 20 °C las bacterias presentarian una p = 0.95 d, que es

un valor tipico de tasa de crecimiento en bacterias amonioxidantes a estas temperaturas.
6.1.8 Simulaciones de los reactores SHARON operados en el laboratorio.

Para validar los valores de los pardmetros obtenidos en la calibracién de las bacterias
amonioxidantes presentes en el reactor SHARON se llevaron a cabo un conjunto de
simulaciones del funcionamiento de los reactores SHARON operados en el laboratorio. Las
simulaciones se han realizado utilizando el software DESASS, en cual se ha implementado
previamente el modelo de nitrificacion via nitrito desarrollado en esta tesis. Ademas de la
implementacion del modelo desarrollado, se incluyd en el programa como nuevo elemento
de tratamiento el reactor SHARON. El seguimiento realizado a los reactores SHARON
descritos en esta tesis permitié detectar que puede tener lugar una importante evaporacion
en el reactor. Dado esto, una de las opciones que se incluyé en las caracteristicas de disefio
del reactor SHARON fue la posibilidad de especificar el caudal de evaporaciéon que tiene

lugar en éste.
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En las simulaciones realizadas con el programa DESASS, en primer lugar se simuld el estado
estacionario del reactor SHARON R; con el objetivo de validar los valores de los parametros
calibrados y ademds obtener, por ajuste de los resultados, el valor de la constante b (tasa de
lisis de las bacterias) del proceso de lisis de las bacterias amonioxidantes. Dado que,
mediante la metodologia de calibracion descrita, se habian determinado todos los
parametros del modelo excepto la constante de lisis, existia un Unico valor de b con el cual
los resultados de la simulacién se ajustaban adecuadamente a los resultados experimentales

obtenidos en la operacidn del reactor SHARON R;.

Posteriormente, se llevd a cabo la simulacidn del estado estacionario obtenido en cada una
de las etapas evaluadas en el reactor SHARON R,. De esta forma se determind si el modelo
propuesto podia reproducir la evolucion del sistema a medida que se incrementaba el caudal

de entrada y la temperatura del sistema.

6.1.8.1 Simulacion del reactor SHARON R;. Determinacion de la tasa de lisis de las

bacterias amonioxidantes.

Para realizar la simulacién de cualquier esquema de operacién en el programa DESASS es
imprescindible conocer las caracteristicas del influente a tratar y las condiciones en las que
se trabaja. En la Tabla 43 se presentan los valores utilizados en la simulacion como valores
caracteristicos del influente y las condiciones de operacidn del reactor. Como ya se comentd
en la descripcidn de los reactores, lo mas destacable en este tipo de sistemas en la elevada

concentracion de amonio y alcalinidad del influente, asi como las elevadas temperaturas de

operacion.
Parametro Valor Unidades

c o Snua 1000,00  mg/!
2E S 7,60  mg/l
S2 S 4000,00  mg/l
g < Sa 0,90 mg/l
S & Sw 500  mg/l
9 g 3,144  mg/

Qent 1,50 I/d
S Quep 045  I/d
g8 Q. 1,05  I/d
'g g Vreactor 7'00 /
T 2  ODpedio 200 mg/l
S T2 30,00 °C

TRC 6,67 d

Tabla 43. Caracteristicas del agua de entrada y condiciones de operacion del reactor SHARON simulado.
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Las simulaciones realizadas se hicieron en régimen estacionario. Es decir, no se calculé la
evolucion del sistema desde el comienzo de la operacién del reactor hasta alcanzar el estado

estacionario, sino Unicamente el funcionamiento del reactor en cada estado estacionario.

En esta simulacién se utilizaron los valores de los parametros de las bacterias
amonioxidantes obtenidos en la calibracidon del modelo, excepto el valor de la tasa de lisis
que ha sido optimizado por ajuste a los resultados experimentales. En la Tabla 44 se
muestran todos los valores de los parametros de las bacterias AOB usados. Los parametros
de las bacterias nitritoxidantes fueron fijados de la bibliografia dado que como no se
encontraban en el reactor SHARON lo Unico que predecia el modelo era que no se
desarrollaban en el reactor. Como se puede ver en dicha tabla, las simulaciones se han
realizado con un valor de b = 0.52 d™* para reproducir los resultados experimentales. Este
valor de la tasa de lisis, determinado para 302C, equivale a un valor de 0.17 d* para 20 °C
(segun el modelo de Ratkowsky modificado) el cual se encuentra dentro del rango

establecido por la bibliografia para estas bacterias (0.08 —0.21 d%).

Parametro Valor Unidades
Yau 0,50 g DQO/g TAN
T 2,87 d’
by 0,52 d’

Koz 1,45 mg/|
KNH3 0,32 mg/l
Kinnoz 1,32 mg/I
K 0,30 mol/l
n 3,00 -
Ay 1,00 -
Kn 5,70 -
Ay 3,00 -
K|H 8,52 -

Tabla 44. Valores de los parametros estequiométricos y cinéticos de las bacterias amonioxidantes usados en

la simulacién.

Los valores obtenidos mediante la simulacidn realizada vienen recogidos en la Tabla 45 junto
con los valores experimentales para facilitar la comparacidn. En dicha tabla se puede ver que
el modelo propuesto ha sido capaz de reproducir favorablemente los resultados

experimentales obtenidos en el seguimiento del reactor.
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Parametro Unidades
Simulacién Experimental

Snna 618 616+68  mg/l
Sno2 790 780+67  mg/l
Snos 1,43 <2,00 mg/l
e 12 12+1  mg/l
XnH 90 86+6 mg/|
DQOq,s 108 1007 mg/|
SSV 75,6 70,3+5,3 mg/|
pH 6,39 6,47 £ 0,15 -

Alcalinidad 20,6 <30,0 mg/|

Tabla 45. Comparacion de los resultados de la simulacion con los experimentales para el estado estacionario
del reactor SHARON R;.

6.1.8.2 Simulacion del reactor SHARON R,. Determinacion de la capacidad mdxima de

tratamiento del reactor.

Como se describié en la operacion del reactor SHARON R, (apartado 3.2.3, péagina 102), se
llevaron a cabo incrementos sucesivos del caudal de entrada de dicho reactor para poder
determinar la capacidad maxima de tratamiento en el sistema. Con las siguientes
simulaciones se pretendia comprobar si el modelo propuesto podia reproducir los TRC
minimos, obtenidos en este reactor, para poder llevar a cabo el proceso de nitrificacion via
nitrito. Con el incremento del caudal realizado en el reactor se determind que, para una
temperatura de 30 2C, el proceso requiere de un TRC de 1.75 d mientras que si la
temperatura se incrementa a 35 2C el TRC se podia descender a 1.52 d (ver Tabla 23 en |la

pagina 107).

En estas simulaciones las caracteristicas del agua de entrada y las condiciones de operacion
del reactor SHARON R, fueron las mismas que las usadas en el reactor SHARON R; (Tabla 43)

exceptuando los siguientes puntos:

¢ Se realizaron simulaciones del reactor a 30 y 35 2C para determinar el TRC minimo
necesario cuando el reactor opera a cada una de estas temperaturas.

¢ El caudal de evaporacién en este reactor fue diferente en cada una de las etapas
evaluadas.

0 El caudal de entrada fue diferente en cada simulacidn, por lo tanto, el TRC también se

fue modificando en cada una de las simulaciones.

Con las simulaciones llevadas a cabo en este apartado se pudo comparar, en primer lugar,
los datos obtenidos por simulacién con los datos experimentales del estado estacionario en

cada una de las etapas evaluadas en el reactor SHARON (en total se estudiaron 12 periodos
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diferentes, donde se modificé el TRC o la temperatura del reactor). Ademas, los resultados
de las simulaciones permitieron comparar la evolucién del proceso de nitritacién con el TRC

cuando el sistema opera a dos temperaturas diferentes.

En la Figura 67 se presenta la comparacion de los resultados experimentales con los datos
obtenidos por simulacién del reactor SHARON. Las graficas muestran la evolucion de la
concentracion del amonio y nitrito a medida que se modifica el TRC y la temperatura del
sistema. Como se puede ver en ambas figuras los valores simulados se ajustan
satisfactoriamente a las concentraciones de amonio y nitrito medidas en el reactor SHARON
R,. Las mayores discrepancias se encuentran en las etapas en las que el proceso de
nitritacion se veia claramente afectado por las condiciones del sistema (etapa con TRC 1.56 d
y 30 oC, y etapa con TRC de 1.4 d y 35 (). Estas diferencias se deben a que en el reactor
SHARON operado en el laboratorio, cuando se observaba un descenso brusco del proceso de
nitritacion, no se dejaba evolucionar el sistema hasta el estado estacionario para evitar la
pérdida del proceso, ya que esto supondria una nueva puesta en marcha. Por lo tanto, es
légico que los resultados de las simulaciones no coincidan con los experimentales en estos
puntos. Si el sistema hubiese evolucionado sin ninguna intervencién es probable que se

hubiesen alcanzado las concentraciones de amonio y nitrito previstas en las simulaciones.

A partir de la Figura 67 también se puede concluir que el modelo, al igual que los resultados
experimentales, predice que a 30 2C el proceso de nitritacion desciende bruscamente
cuando se alcanza un TRC de 1.56 d. Sin embargo, cuando la temperatura en el sistema es de
35 oC, los resultados experimentales muestran un descenso del proceso de nitritacidon
cuando el TRC alcanza los 1.4 d, mientras que las simulaciones predicen que el sistema sigue
siendo estable cuando el TRC alcanza este valor. Como se comentara con las siguientes
simulaciones, esta diferencia no es significativa porque el modelo predice que el proceso de

nitritacion desciende cuando el TRCesde 1.3dyno 1.4 d.
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Amonio vs TRC
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Figura 67. Efecto del TRCy la T (observado en los experimentos y en las simulaciones) en la concentracion de

amonio y nitrito.

Con las simulaciones que se discuten a continuacion se pretendia observar como aumentaba
la capacidad maxima de tratamiento del reactor cuando se incrementa la temperatura del
sistema. En la Figura 68 se puede ver los resultados de dichas simulaciones. En las graficas se
ha representado las concentraciones de amonio y nitrito obtenidas en las simulaciones a
medida que se incrementaba el TRC del reactor (Figura 68 (a) y (c)). Ademads, ya que se
incluyé un caudal de evaporaciéon de 0.5 I/d en las simulaciones, se ha realizado una
correccidon de las concentraciones obtenidas para poder observar mejor la evolucion del
proceso con el TRC (Figura 68 (b) y (d)). La correccién de las concentraciones se ha realizado

de la siguiente forma:
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Qsalida
[S]corregida = [Slsimutada * 75— Ec.- 101
Qentrada

En la Figura 68 se puede ver que si el sistema trabaja a una temperatura de 35 2C requiere
un menor TRC (por encima de 1.3 d) para alcanzar un buen nivel de nitritacidon que si opera a
30 °C (superior a 1.7 d). Estos resultados son similares a los obtenidos de forma
experimental, con los que se concluyd que es necesario un TRC minimo comprendido entre

1.56y 1.75 d para un sistema a 30 2Cy entre 1.40 y 1.52 d cuando se opera a 35 2C.

(a) (b)
TAN obtenido en simulacion TAN corregido por evaporacion

1100 — 1100
S S
T 1000 - T 1000 -
Z Z
2 z
w 900 - w 900 4
£ £
Z 800 - 2 300 A
g g
3 S
c 700 - S 700 4
S 2
& 600 & 600
= =)
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g 500 -+ g 500 -
o : : o
o o (»]
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05 10 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 45 50 55 6,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 4,5 50 55 6,0
TRC TRC
—Simulaciéna 302C  --- Simulacién a 35 eC —Simulaciéna 302C ---Simulaciéna 35 2C
(c) (d)
TNO2 obtenido en simulacién 800 TNO2 corregido por evaporacién
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700 -
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o
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—Simulaciéna302C  ---Simulaciéna 35 °C —Simulaciéona302C  ---Simulaciéna 35 °C

Figura 68. Evolucion del proceso de nitritacion con el TRC del reactor SHARON. Concentraciones de TAN y

TNO2 obtenidas por simulacion (a y c) y corregidas por evaporacion (b y d).

De la Figura 68 se puede extraer también que el proceso de nitritacion atraviesa por tres
etapas en funcién del TRC del sistema, independientemente de la temperatura a la que se
trabaja. Estas tres etapas se pueden ver mas claramente en las graficas donde se muestran

las concentraciones corregidas por evaporacion (Figura 68 (b) y (d)). En primer lugar se ve
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que la concentracién de amonio desciende lentamente (y por lo tanto la de nitrito asciende
también muy despacio) a medida que se aumenta el TRC del reactor. Cuando se alcanza el
TRC minimo establecido para cada una de las temperaturas (por encima de 1.3 y 1.7 d para
30 y 35 2C, respectivamente) el proceso de nitritaciéon sufre un incremento brusco. A partir
de este punto, la oxidacidn del amonio sigue aumentando pero de forma muy lenta a
medida que se aumenta el TRC hasta llegar un momento en el proceso se encuentra al
maximo de su capacidad y permanece estable a pesar de que se siga incrementando el TRC.
La uUnica diferencia entre las simulaciones a 30 y 35 2C es la duracién de cada una de estas

etapas en funcién del TRC.

Estos cambios en el proceso de nitritacidon en funcidon del TRC se pueden entender mejor si
se observa las predicciones del modelo para la alcalinidad a distintos TRC (Figura 69). Como
se puede ver en dicha figura la alcalinidad también presenta una evolucién en tres etapas. Lo

gue sucede en el sistema es lo siguiente:

192) Cuando el TRC es muy bajo el proceso de nitritacion es minimo y por lo tanto
apenas existe oxidacién de amonio. Esto conlleva que no exista un descenso del
pH y apenas se consuma alcalinidad.

29) Cuando el TRC es adecuado para el desarrollo de las bacterias amonioxidantes el
proceso de nitritacion se incrementa de forma importante. Esto supone un
descenso del pH que se corregira con la alcalinidad presente en el sistema (de ahi
el descenso brusco observado en la alcalinidad).

39) A partir de aqui el incremento del TRC mejora de forma gradual el proceso de
nitritacion (el amonio desciende, aparece nitrito y la alcalinidad se va
consumiendo lentamente).

49) Llega un momento en que la alcalinidad ha sido consumida por completo y por ello,
aunque el TRC sea cada vez mayor, el proceso de nitritacidn se estabiliza y no se
puede aumentar el porcentaje de oxidacidon del amonio. Comparando las graficas
de las simulaciones y las corregidas por evaporacion en la Figura 68 se puede ver
gue, en esta ultima etapa, es donde tiene mayor influencia el proceso de
evaporacion ya que es cuando se tiene un menor caudal de entrada vy, por tanto, el
caudal de evaporacion provoca una concentracidon importante de los sustratos en

el reactor.
Los resultados de estas simulaciones concuerdan con los obtenidos en el reactor SHARON Rj.
Como se describio en las simulaciones del apartado anterior, este reactor trabajaba a un TRC

de 6.67 d con el que se encontraba en una situacién de estabilidad en la que se oxidaba la
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mitad del amonio de la entrada. En este reactor la alcalinidad se consumia por completo y
por ello el proceso de nitrificacion parcial se mantenia estable en un 50 % de oxidacién de
amonio. También es evidente que el sistema podia haber trabajado a un TRC menor, pero ya

que con este valor se consiguid el lavado de las bacterias nitritoxidantes del sistema se
decidié continuar trabajando con dicho TRC.

4500

4000 - ..'"‘ Proceso de nitrificacion
- : == minimo porque el TRC es
<m 3500 7 "‘ \ :: muy bajo
S .
Q 3000 { el
8 |

|
oo u \
€ 2500 \ Proceso de nitrificacion
> \ incrementa lentamente
-g 2000 + |'| conforme aumenta el TRC
3 1 Proceso de nitrificacion
£ 1500 - 'ul T estable — alcalinidad
8 |l ........................... ugotada
< 1000 - el
500 - T L
R N "“\_
0 T T T .“"..Il- = T T ---_I 1 I 1
o5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
TRC
—Simulaciéna302C ---Simulaciéna 35 °C

Figura 69. Evolucion de la alcalinidad en el reactor SHARON a medida que se incrementa el TRC obtenida por

simulacion del sistema.

Como conclusién final de todas las simulaciones realizadas, decir que la buena concordancia
entre los valores simulados y los experimentales supone la validacién, tanto del modelo
propuesto como de la metodologia de calibraciéon de los pardmetros de las bacterias

amonioxidantes presentes en el reactor SHARON.
6.2 Calibracion de bacterias desarrolladas en una planta piloto de fangos activados.

A continuacién se describen los resultados obtenidos en los ensayos realizados siguiendo la
metodologia experimental desarrollada en el apartado 5.2 (pagina 156) para la calibracion
de los parametros de las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes presentes en la planta
de tratamiento de aguas residuales con eliminacién de nutrientes a escala piloto. Esta

metodologia de calibracidon estd basada también en técnicas respirométricas.

En este caso se trata de muestras que contienen una mayor diversidad de bacterias y por

ello el proceso de calibracién debe ser diferente. Para la determinacion de los pardmetros
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del modelo de nitrificacion desarrollado, la calibracidén se basa en la posibilidad de aislar los
distintos procesos de oxidacién del amonio y el nitrito debidos a los dos grupos de bacterias

gue intervienen en la nitrificacion.

En todos los ensayos que se describen a continuacion se emplearon las sales NaNO, y NH4Cl
para obtener las concentraciones de nitrito y amonio, respectivamente, necesarias en cada

uno de los experimentos.

6.2.1 Meétodo para medir independientemente Ilas actividades de bacterias

amonioxidantes y nitritoxidantes en cultivos mixtos.

Antes de poder empezar con la calibracién de la bacterias hubo que llevar a cabo un estudio
para determinar el método mas adecuado a seguir en los experimentos, que permitiese
medir por separado la actividad de las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes,
involucradas en el proceso de nitrificacion. En el apartado 5.2.1 (pdgina 157) se han descrito

los dos métodos que se han estudiado en el presente trabajo de investigacion.

En primer lugar se intento utilizar un inhibidor adecuado para la actividad de cada grupo de
bacterias. En el caso del inhibidor de la actividad de las bacterias amonioxidantes, se empled
Aliltiourea (ATU) puesto que es un compuesto muy utilizado para la inhibicion de la
nitrificacion, ya que este compuesto inhibe a las bacterias amonioxidantes. Unicamente fue
necesario verificar que este compuesto no inhibia a las bacterias nitritoxidantes. Para ello se
llevaron a cabo 3 ensayos con adicién de 10 mg/| de nitrito. En el segundo y tercer ensayo
se afiadieron ademas previamente 5y 20 mg/| de Aliltiourea, respectivamente, para poder
comparar la actividad de las bacterias en presencia y ausencia del inhibidor. La Figura 70
muestra los resultados obtenidos en los 3 ensayos. Como se puede ver, la diferencia entre
las pendientes (OURs) antes y después de la adicidn del sustrato es similar en los tres casos,
asi que la respuesta de las bacterias ante la adicion del sustrato es la misma tanto en el caso
en que no se ha afadido ATU como en los dos ensayos con adicion previa de este
compuesto. Por lo tanto, como la ATU no afecta al crecimiento de las bacterias

nitritoxidantes, es un inhibidor adecuado de las bacterias amonioxidantes.

' Al igual que en el resto de adiciones de los experimentos, una adicién de 10 mg/l de nitrito indica que se
afiadié en el reactor de ensayo la disolucidn de nitrito necesaria para alcanzar los 10 mg/I de nitrito deseados.
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9,0 4
1 y=-124,12x +8,1214
85 R?=0,9795
8,0 1 / 10 ppm de NO2
—~ 7,5
<
-
£70 o~
5 Ve 2TaAEKHBSTIT
6,5 1 R?=0,9994
6,0
55 4
5,0 T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008
Tiempo (h)
Experimento con adicién de 5 ppm ATU 90 Experimento con adicion de 20 ppm ATU
9,0 4 ,0
8,5 y=-103,21x + 7,9653 8,5 y=-87,746x +7,8854
20 R?=0,9633 20 R?=0,9929
U7 / 10 ppm de NO2 e / 10 ppm de NO2
75 ‘e _75 1
g SEpmeEAY = 20 ppm de ATU
o0
£70 £70 -
o a
o o

o
w
L

y =-266,54x + 8,4579 y =-243,83x + 8,3903
R?=0,999 R?=0,9992

o
o
L
o
o
L

5,5 4 5,5
5,0 5,0 .
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 70. Actividad de las bacterias nitritoxidantes en ausencia y presencia de aliltiourea.

A la hora de establecer un inhibidor de las bacterias nitritoxidantes se realizé una revisién
bibliografica para determinar compuestos usados en otros estudios para inhibir la actividad
de estas bacterias. Se observd que diferentes estudios emplearon el clorato para inhibir la
oxidacién del nitrito en suelos, sedimentos y sistemas de fangos activados (Belser and Mays,
1980; Hynes and Knowles, 1983; Surmacz-Gorska et al., 1996). En estos estudios se concluye
que el NaClOs inhibe la oxidacidn de nitrito a nitrato realizado por Nitrobacter spp., pero no
afecta la oxidacion de amonio a nitrito llevada a cabo por la Nitrosomona spp. En este

trabajo de investigacién se evalué la eficacia como inhibidor del clorato (ClO3).

Para determinar si era posible usar el clorato en el proceso de calibracidon se siguid la
metodologia descrita en el apartado 5.2.1.1 (pagina 158). En primer lugar se examind si este
compuesto inhibia por completo a las bacterias nitritoxidantes. Para ello se realizaron 3
ensayos afiadiendo al inicio de cada uno cantidades diferentes de clorato (las
concentraciones de clorato examinadas fueron 10, 20 y 50 mM) y posteriormente se realizo
una adicidon de 10 mg/| de nitrito. Los resultados de estos ensayos se compararon con los
resultados obtenidos en los ensayos anteriores donde no se afiadié ATU al reactor (Figura
70, grafica superior). De esta forma se observa la actividad de las bacterias en ausencia del

compuesto y su respuesta cuando en el medio hay presente diferentes concentraciones de
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clorato. Como se ve en la Figura 71, en los ensayos donde se ha afiadido menor cantidad de
clorato (10 y 20 mM ClOs) la actividad de las bacterias nitritoxidantes es considerablemente
menor que en el ensayo donde no existia inhibidor ninguno (Figura 70, grafica superior).
Pero no es hasta alcanzar la concentraciéon de 50 mM ClO5; en donde se observa que no
existe actividad ninguna de las bacterias nitritoxidantes al anadir el sustrato al reactor. De
estos ensayos se obtiene que el clorato puede inhibir completamente la actividad de las
bacterias nitritoxidantes, pero la concentracion requerida para alcanzar este grado de
inhibicién es mucho mayor que las concentraciones propuestas en bibliografia (Hynes et al.,

1983 proponen una concentracién de 10 mM).

Experimento con adicién de 10 mM de ClOs3
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Figura 71. Actividad de las bacterias nitritoxidantes en presencia de diferentes concentraciones de NaClO;.

Después de verificar que el clorato inhibe la actividad de las bacterias nitritoxidantes, se
realizaron otros experimentos para comprobar si el uso de este compuesto afecta o no al
crecimiento de las bacterias amonioxidantes. Observando la respuesta de las bacterias ante
la adicion de amonio para alcanzar una concentracion de 5 mg/l, en ausencia y presencia de
50 mM de clorato, se pudo comprobar que la actividad de las bacterias amonioxidantes se
redujo en mas de un 20 % cuando se afiadid el clorato previamente en el fango (Figura 72).
Aunque en las graficas se observa una reduccién de la actividad de casi un 35 %, al menos un

15 % de esta reduccién es debido a la inhibicion de las bacterias nitritoxidantes por el
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clorato. Este dato se ha determinado a partir de los ensayos previos donde se ha podido
determinar la actividad maxima alcanzada por las bacterias nitritoxidantes en ausencia del
inhibidor. Hynes et al. (1983) sugieren que el clorato inhibe la oxidacion del amonio a nitrito
en cultivos mixtos debido al clorito (ClO;) producido por la reduccion del clorato (ClO3)
llevada a cabo por las bacterias nitritoxidantes.
Experimentosin adicién de CIOs

95 Experimento con adicién de 50 mM ClO3

9,5 4
9,0 90 { — 50 mM clorato 5 ppm de NHa
8,5 1. 5 ppm de NHa 8,5 ,M
80 1 i / | %
s e W 8,0 y=-164,73x + 8,8088 %%%
)5 7,5 4 R*=0,9901
= y=-152,89x + 8,228 = oy
g7.0 1 R?=0,9987 %\%% g7.0 1
B 6,5 - =65 4
a 6 a6
o o
6,0 %”%% 6,0 -
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5,5 - N 5,5 R?=0,9996
5.0 1 y=-926,99 +11,3 5.0 1
4,5 4 R?=0,9998 4,5 -
4,0 T T T T 4,0 T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008
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Figura 72. Actividad de las bacterias amonioxidantes en ausencia y presencia de 50 mM CIO;".

Del estudio de la inhibicién por clorato se concluyd que este compuesto inhibe la actividad
de las bacterias nitritoxidantes si la concentracién es suficientemente alta, pero a estas
mismas concentraciones también se observa que existe cierto grado de inhibicién de las
bacterias amonioxidantes. Por lo tanto, se descartd el empleo de este compuesto en el

proceso de calibracion del modelo.

Ante la imposibilidad de utilizar clorato como inhibidor de bacterias nitritoxidantes, se
decidié analizar el método de adiciones sucesivas propuesto por Moussa et al. (2003), que
consiste en afiadir al fango una concentracién determinada de nitrito para alcanzar la
velocidad maxima de las bacterias nitritoxidantes y una posterior adicién de amonio para
medir la actividad de amonioxidantes. Para determinar la validez de este método
previamente habia que conocer la concentracién de nitrito a usar en la primera adicion, para
conseguir que las bacterias nitritoxidantes alcanzasen su actividad mdaxima. Este dato se
obtuvo de los experimentos de calibracion de la constante de semisaturacién del acido
nitroso de las bacterias nitritoxidantes, resultados que se describen en el apartado 6.2.2.1
(pagina 227). De acuerdo con la representaciéon de OUR frente al NO, obtenida en dicho
apartado se decidié usar una concentracion de 3 mg N-NO,/I en los ensayos de adiciones

sucesivas, porque este es el valor minimo al que las bacterias alcanzan su actividad maxima.
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Una vez conocida la concentracién de nitrito a usar en los ensayos se llevaron a cabo
experimentos para verificar la utilidad de este método. Estos experimentos consistieron en

las tres adiciones consecutivas que se indican a continuacion:

v' Primera adicién: 3 mg/l de nitrito para conseguir que las bacterias nitritoxidantes
alcancen su maxima actividad.

v' Segunda adicién: 0.5 mg/l de amonio para proporcionar sustrato a las bacterias
amonioxidantes (y evitar proporcionar excesivo sustrato a las NOB para luego
verificar que estaban al maximo de su actividad).

v’ Tercera adicién: 1 mg/| de nitrito para comprobar si se modificaba la actividad de las

bacterias nitritoxidantes.

La inclusion de esta ultima adicién en el procedimiento permite verificar que el proceso de
oxidacion de nitrito se encuentra a su maxima velocidad con la primera adicién de nitrito. La
Figura 73 muestra el resultado de uno de estos experimentos, donde se puede observar que
la tercera adicion no produce ningun cambio en la actividad registrada. Los resultados de
estos experimentos mostraron que usando una concentracion de nitrito de 3 mg/I N-NO; en
la primera adicion permite alcanzar la velocidad maxima en el proceso de oxidacion de
nitrito y, por lo tanto, con la adicién consecutiva de amonio se puede medir la actividad de

las bacterias amonioxidantes independientemente de la de las nitritoxidantes.

9,0
y=-193,46x + 8,7205
R2=0,9931
8,5 1 y=-244,8x+8,8611
/ R?=0,9918

8,0
- 3 ppm NO2 y=-438,98x + 9,5466
® R2=0,9995
£ 7,5
Y 0.5 ppm NHa4
(o] 1 ppm NO2

7,0

R,
6,5
y=-441,95x+9,567
R2=0,9978
6,0 T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008
Tiempo (horas)

Figura 73. Experimento para evaluar la validez del método de adiciones consecutivas.
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Ante los resultados obtenidos en los dos métodos evaluados se decidié emplear el método
de adiciones sucesivas de nitrito y amonio para la calibracién de los pardmetros de las

bacterias amonioxidantes, ya que este proporciond mejores resultados.

6.2.2 Determinacion de parametros de las bacterias nitritoxidantes.

6.2.2.1 Constantes de semisaturacion e inhibicion del dcido nitroso (Kunoz/Kiunoz)-

Para la determinacién de estas constantes se han llevado a cabo los experimentos descritos
en el apartado 5.2.2.1.1 (pagina 164). Estas constantes se determinan conjuntamente ya que
los ensayos consisten en medir la actividad de las bacterias a distintas concentraciones de
nitrito, varidndolas desde valores muy bajos (para determinar la afinidad por el sustrato)
hasta valores lo suficientemente altos para determinar si existe o no inhibiciéon por sustrato.
Con este barrido de concentraciones se obtiene la variacién de la OUR en funcién de la
concentraciéon de nitrito. En la determinacion de estos parametros se han llevado a cabo 9
experimentos a pH diferente. En cada experimento se mide la actividad de las bacterias a
distintas concentraciones de nitrito utilizando para cada concentracién una nueva muestra

de fango en condiciones enddgenas.

En |la Tabla 46 se muestran las concentraciones de nitrito empleadas en cada ensayo y el pH
en cada experimento. Se llevaron a cabo 5 experimentos en la calibracién realizada cuando
el reactor BABE se encontraba operativo, y otros 4 cuando la planta piloto trabajaba sin este
reactor. Como se observa en la Tabla 46 la concentracién maxima de nitrito evaluada fue de
10 mg/l, ya que ésta es una concentracién bastante mas alta que las que suelen darse en un
proceso de fangos activados. También se puede ver que el experimento realizado a menor
pH fue el N2 4, con un valor de 6.9. Esto es debido a que en los experimentos llevados a cabo
a un pH de 6.5 no se detectaba actividad de las bacterias nitritoxidantes para ninguna
concentracion de nitrito, es decir, a valores inferiores de pH la inhibicidn por este factor no

permitia el crecimiento de la biomasa.
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Experimento
N21 | N22 | N23 | N24 | N25 | N26 | N27 | N28 | N29
Etapa — Con reactor BABE Sin reactor BABE

826 | 7.00| 823 | 6.90| 7.85] 8.50 | 7.50 | 8.63 | 7.88
0.10| 0.10| 0.10| 0.10| 0.10] 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.30
031 031|051 0520311031031 0.30]0.70
052 | 052|0.72| 0.72 | 052]0.52| 0.52 | 050 | 1.00
0.72 | 103 | 103| 1.03|1.03]0.72| 0.72 | 1.99 | 2.00
1.03| 155|206 | 206 | 2.06 | 1.03 | 1.03 | 2.99 | 2.99
1.55| 206|513 | 514 | 513 155 | 2.06 | 4.97 | 4.98

i)
=
J

Concentracion
de TNO2 (mg N-NO,/I)

2.06 | 3.09 10.10 2.06 | 5.13 | 9.89 | 9.90
3.09 | 5.13 5.13

5.13 | 10.22

10.22

Tabla 46. Concentraciones de nitrito evaluadas en cada una de los ensayos y pH al que fueron llevados a cabo

los experimentos.

Los resultados de estos experimentos se han normalizado respecto al valor maximo de OUR
alcanzado en cada caso para poder comparar las distintas graficas entre si. La Figura 74
muestra la velocidad de consumo de oxigeno registrada frente a las concentraciones de
TNO2 y de &cido nitroso en cada uno de los experimentos. Se han representado todas los
datos experimentales en un mismo grafico ya que no se observé diferencias aparentes entre
los ensayos realizados en las dos etapas, con y sin reactor BABE en el esquema de operacién

de la planta piloto.

El aspecto mds importante a destacar en estas grdficas es que el modelo reproduce
adecuadamente los resultados experimentales si se considera el TNO2 como sustrato en la
ecuaciéon del modelo, contrariamente a lo que cabria esperar dado que segun la bibliografia
el sustrato real asimilado por las bacterias en el HNO,. La representacién de la actividad de
las bacterias frente a la concentracion de acido nitroso no presenta correlacién entre los
diferentes experimentos a diferentes valores de pH; por ejemplo, para una concentracién de
0.0001 mg/l de HNO, la actividad de las bacterias varia entre 60-100 %. Si se representa
frente a la concentracion de TNO2 los experimentos a diferentes pH presentan una clara
tendencia que ha podido ajustarse con el modelo (Ec.- 102) utilizando una constante de
semisaturacion Kyoz= 0.26 mg N-NO,/I. Este valor es similar al determinado por Manser et al.
(2005a) en la calibracion de una planta piloto mediante ensayos en batch (0.28 mg N-NO,/l)
y por Wett y Rauch (2003) en un SBR a escala piloto (0.3 mg N-NO,/I).

SNOZ

OUR., =K -————
cat Snoz + Knoz

Ec.- 102
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100 - . ;.._.---—:?-—-- P
N
8 7y -
ofs
by
X
g ” ; + pH8.26
€ & s pH7.00
C M- s pH8.23
0 4 s pH6.90
i = pH7.85
! o pH8.50
20 x pH7.50
' + pH8.63
- pH7.88
0 . : : -~ -Ajuste
0 2 4 6 8 10 12
TNO2 (mg N-NO,/I)
100 Lmses - — A
? X < °
z - A
80 g
,' <o
bx
A X A
S o + pH8.26
= : o pH7.00
8 a0 | 4 pH8.23
: 2 pH6.90
? = pH7.85
20 o pH8.50
x pH7.50
+ pH8.63
0 . ; : . . - pH7.88
0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035
mg N-HNO,/I

Figura 74. Actividad de las bacterias nitritoxidantes expresada en porcentaje de OUR maxima frente a la

concentracion de TNO2 (superior) y la concentracion de HNO, (inferior).

La otra conclusion clara que se obtiene de estas graficas es que las bacterias nitritoxidantes
no presentan inhibicidn por sustrato a las concentraciones con las que se han realizado los
experimentos. Dado que, lo normal en una planta de tratamiento de aguas residuales es que
no exista acumulacién de nitrito, el término de inhibicién de las bacterias nitritoxidantes por
acido nitroso puede ser eliminado del modelo. Esta conclusion fue obtenida por la mayoria
de modelos en los que se trabajo con aguas residuales con concentracién tipicas de nitrito

(Moussa et al., 2005; Kampschreur at al., 2007, 2008; Kaelin et al., 2009 entre otros).
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6.2.2.2 Constante de inhibicion del amoniaco (Kns3).

Para determinar si las bacterias nitritoxidantes pueden ser inhibidas por altas
concentraciones de amoniaco habria que llevar a cabo los experimentos descritos en el
apartado 5.2.2.1.2 (pagina 165). Sin embargo, visto los resultados de la calibracién de las
bacterias en el reactor SHARON, se decidié no realizar estos ensayos ya que era probable
que existiese una inhibicién por salinidad antes que por alta concentracién de amoniaco. En
cambio, se llevaron a cabo dos experimentos con fango de la planta piloto en condiciones
endodgenas para determinar de forma conjunta la inhibicién por amoniaco de las bacterias
amonioxidantes y nitritoxidantes. En estos ensayos se sometié a una Unica muestra de fango
a incrementos sucesivos de amonio hasta concentraciones mucho mads altas que las
habituales para un sistema de fangos activados. Los valores de temperatura y pH fijados en

estos experimentos fueron de 20 2Cy 7.0, respectivamente.

En la Figura 75 se pueden ver los resultados obtenidos en los dos ensayos y las
concentraciones de TAN empleadas en cada uno de los intervalos. Como se observa se
necesitan alcanzar concentraciones muy altas (alrededor de 400 mg/l de TAN) para poder
llegar a inhibir la actividad de las bacterias. En una planta de tratamiento de aguas residuales
las concentraciones de amoniaco no llegan a ser tan altas como en un reactor SHARON, y por
ello, es casi imposible llegar a concentraciones que provoquen inhibicién de la actividad
bacteriana. Asi que en la ecuacion cinética del proceso de crecimiento de las bacterias
amonioxidantes y nitritoxidantes se puede despreciar el término de inhibicion por amoniaco

o por salinidad siempre que las concentraciones con las que se trabaje no sean excesivas.
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Experimento 1
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Figura 75. Evolucidn en el tiempo de la actividad de las bacterias a medida que se incrementa la
concentracién de TAN (mg N-NH,/I).

No se ha realizado una determinacién de la constante de inhibicién por salinidad, como se
hizo en la calibracion del reactor SHARON, porque en estos ensayos no se ha separado la
actividad de amonioxidantes y nitritoxidantes, ya que lo Unico que se pretendia era
corroborar que se necesitan alcanzar concentraciones muy altas (inusuales de un EDAR) para
llegar a inhibir a las bacterias. Ademads, tampoco se tienen medidas de salinidad de la planta

piloto con las que determinar la constante de inhibicién por este factor.
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6.2.2.3 Constante de semisaturacion del oxigeno (Ko;).

Se llevaron a cabo dos determinaciones de la constante Ko, siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado 5.2.2.1.3 (pagina 166), una durante la fase en que el reactor BABE se
encontraba operativo y otra cuando se eliminé este reactor del esquema de la planta piloto.
En cada una de estas determinaciones se llevaron a cabo los dos experimentos descritos
para la determinacién de la constante. En el experimento con adicién de sustrato se
afiadieron antes de empezar el ensayo 15 mg/l de ATU para asegurar que no existia ningun
consumo de oxigeno por parte de las bacterias amonioxidantes. Posteriormente se
afiadieron 15 mg/l de NO,, evitando una limitacion del crecimiento de las bacterias
nitritoxidantes por falta de sustrato. La Figura 76 muestra la evolucion de OD frente al

tiempo realizadas en las calibraciones.
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97 Etapa con BABE
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Figura 76. Resultados experimentales de los ensayos para la determinacion de la Ko, de las bacterias

nitritoxidantes de la planta piloto.

El proceso de ajuste de los datos experimentales fue similar al descrito en la calibracién del
reactor SHARON, con la salvedad de que en este caso se tienen dos graficas de OD frente
tiempo: la primera corresponde a la actividad de la biomasa en condiciones enddgenas
(datos sin adicion de sustrato) y la otra representa la evolucidon del OD debido tanto al
consumo enddgeno como a la actividad de las bacterias nitritoxidantes (datos obtenidos con
adicion de nitrito). Para poder determinar la constante de semisaturacion Ko,

correspondiente a las bacterias nitritoxidantes se debe realizar un ajuste del modelo a esta
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segunda grafica de OD frente a tiempo, teniendo en cuenta el consumo de oxigeno medido
con el primer ensayo sin adicién de ningun sustrato. Como se describié en la metodologia de
calibracion (apartado 5.2.2.1.3, pagina 166) la funcién de ajuste en este caso tiene un
término correspondiente al consumo de las bacterias nitritoxidantes y otro debido a la
actividad enddgena. Por lo tanto, la forma de determinar el OD que se debe ajustar a los

datos experimentales es la siguiente:

t
So2

St+At =St _K.
o2 o2 Koz + S5z

<At — fen4(0,) - At Ec.- 103

En este ajuste la fend (O;) se corresponde con la pendiente en cada intervalo de tiempo
calculada a partir de la grafica del experimento sin adicion de sustrato como se indica en la

siguiente expresion:

t+At t t+At t
S02" — 502 _ So2" — 502

- Ec.- 104
(t+At) —t At

feri(0y) =

Ajustando los valores de K y Ko, por el método de minimos cuadrados para reproducir las
medidas de OD, se ha obtenido una prediccion adecuada de los dos experimentos
empleando la misma constante de semisaturacidén del oxigeno. El resultado de este ajuste es

el que se muestra en la Figura 77.
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8 7 Etapa con BABE
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Figura 77. Resultados del ajuste para la determinacion de la constante Ko, de las bacterias nitritoxidantes en

planta piloto.

Como se puede ver el modelo propuesto reproduce adecuadamente los datos
experimentales. En el proceso de ajuste descrito se ha obtenido una Ko, = 0.67 £ 0.02 mg
0,/l, valor que se encuentra dentro del rango de valores obtenidos del estudio bibliografico
(0.13 -1.10 mg Oy/I).
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6.2.2.4 Constantes de inhibicion del pH (Kn/Kiy).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.2.2.1.4 (pagina 167) se ha obtenido la
variacién de la OUR en funcion del pH para las bacterias nitritoxidantes. Para ello se ha
medido la velocidad maxima de las bacterias en una serie de experimentos en los que se
ajusta el pH inicial al valor a estudiar y posteriormente se aflade la misma concentracién de
nitrito en cada uno de ellos. En estos experimentos se han afiadido 5 mg/| de nitrito como
sustrato de las bacterias nitritoxidantes ajustando previamente el pH del fango a los valores
que se muestran en la Tabla 47. Esta concentracién de nitrito afiadida permite que las
bacterias nitritoxidantes alcancen su velocidad maxima, y ha sido obtenida de los resultados
de los experimentos previos para la determinacion de la Kyoz. La Figura 78 muestra los
puntos experimentales obtenidos en cada uno de los ensayos (ver los resultados de cada
ensayo en la Figura 79). Estos experimentos se llevaron a cabo en la fase en que el reactor
BABE no se encontraba operativo, pero vistos los resultados de otras constantes cabe

esperar que tampoco exista un cambio significativo en este caso.

¢ datos exper = =Ajuste

100 -+ ,0_0—50—0-—0-__
t
80 - |
)
)
Ensayo H
y p . 60 - 1
1 6,20 S |
2 6,49 o 1
3 6,82 3 40 - <}
4 7,22
5 7,54 [
6 7,83 20 1 !
7 8,31 /
8 8’72 0 - |_<>{<> T T T T
9 9,22
10 9,95 4 5 6 7 8 9 10 11
pH
Tabla 47. Valores de pH a los que se Figura 78. Efecto del pH en la actividad de las bacterias
llevaron a cabo los experimentos. nitritoxidantes presentes en la planta piloto.
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Figura 79. Ensayos para la determinacion de las constantes de inhibicion del pH para las NOB.
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Dado que la funcidn tipica de inhibicion no podia reproducir el cambio tan brusco de
actividad observado en la gréfica, la funcidén de pH utilizada en el ajuste ha sido la misma que
la utilizada en la calibracion de las constantes del pH del reactor SHARON. Como se puede
observar en la Figura 78 en este caso solamente se ha podido ajustar la primera parte de la
funcidn del pH ya que con los datos experimentales obtenidos no se he detectado el efecto
de inhibicién de la actividad por valores de pH altos. En base a estos resultados se ha
modificado la funcién de pH del modelo de crecimiento de las bacterias nitritoxidantes,

guedando como se muestra en la Ec.- 105.

1

L. = Ec.- 105
PH 1 + exp (Ay (Ky — Sy))

Con el ajuste de esta funcién a los datos experimentales se han determinado las constantes

AL=6.9y Ky =6.91. Hay dos aspectos importantes que destacan de los resultados obtenidos:

v La actividad de las bacterias nitritoxidantes desciende de forma drastica si el pH es
inferior a un valor aproximado de 7.10. Este aspecto ya se observd cuando se
realizaron los experimentos para la determinacién de la constante Kyo, (apartado
6.2.2.1, pagina 227), ya que como se comentd, al intentar realizar ensayos a 6.5 de
pH no se registré ninguna actividad de las bacterias.

v’ Las bacterias nitritoxidantes no se ven inhibidas por un valor de pH muy elevado, ya

gue a un pH de casi 10, estas aun se encuentran en su actividad maxima.

Comparado con los resultados de bibliografia lo mas llamativo de esta grafica es el pH tan
elevado al que las bacterias siguen activas. Segun los estudios previos consultados, a estos
valores de pH, las bacterias nitritoxidantes deberian estar completamente inhibidas (en la
bibliografia consultada se ha encontrado un valor maximo de Ky de 9.5 (Jones et al., 2007),
por lo que a este pH las bacterias deberian de encontrarse ya al 50 % de su actividad

maxima).

6.2.2.5 Rendimiento celular de las bacterias nitritoxidantes (Yyo).

La determinacién del rendimiento de las bacterias nitritoxidantes se llevé a cabo con fango
de la planta piloto con y sin reactor BABE en el esquema de operacién. En cada una de las
determinaciones se realizaron 2 adiciones de aproximadamente 10 mg/l de nitrito, y se
registré la velocidad de consumo de oxigeno hasta que el sustrato fue completamente

consumido (la OUR vuelve a valor registrado en condiciones enddgenas). Para la inhibicidn
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de las bacterias amonioxidantes se afiadid 15 mg/l de ATU antes de comenzar las adiciones

de nitrito.

La Figura 80 muestra la evolucion de la OUR en los experimentos tras cada una de las
adiciones realizadas. Determinando el drea bajo la curva entre el instante de la adicidn del
nitrito y el punto en que la OUR vuelve a descender (el nitrito se ha agotado) se obtiene el
oxigeno consumido para la oxidacién de los 10 mg/| de nitrito. Con los datos de oxigeno y
nitrito consumidos, y aplicando la ecuacién Ec.- 106 se obtiene la constante de rendimiento

de nitritoxidantes (Yno) para cada una de las adiciones de nitrito.

_ 1.14-NO; cons — 0, cons

Yyo = Ec.- 106

NO; cons
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Figura 80. Evolucidn de la OUR en ensayos para la determinaciéon de la Yy de la planta piloto.
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Nitrito afnadido  Oxigeno consumido Yno
Fase Adicion
(mg N-NO,/I) (mg 0,/1) (g DQO/g N-NO,)
12 adicion 10.19 10.96 0.065
Con BABE
22 adicidn 10.72 11.44 0.073
12 adicion 10.14 10.97 0.058
Sin BABE
22 adicidn 10.41 11.04 0.079

Tabla 48. Concentracion de nitrito afiadido en cada ensayo y valor de Yy, determinado.

En la Tabla 48 se puede ver que se obtiene un valor medio del rendimiento de 0.069 g
DQO/g NO,. Este valor obtenido es ligeramente superior a los propuestos por la mayoria de
los estudios consultados (0.042 de Wiesmann, 1994; 0.03 de Volcke et al., 2006), pero hay
autores que proponen valores similares (como Moussa et al., 2005 que determina un valor
de 0.06 g DQO/g N) e incluso superiores (Jones et al., 2007 proponen una Yyo de 0.09 g
DQO/g N). Estas variaciones de la constante pueden ser debidas a diferentes relaciones So/Xo
empleadas en los ensayos, como se comento en el apartado de determinacion de la Y para

bacterias amonioxidantes presentes en el reactor SHARON (apartado 6.1.6, pagina 206).

6.2.2.6 Tasa mdxima de crecimiento de las bacterias nitritoxidantes (uno).

Para la determinacion de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias nitritoxidantes
presentes en la planta piloto se usaron los resultados de los ajustes realizados en la
determinacién de las constantes Kuno2 Y Kiuno2 para dichas bacterias (apartado 6.2.2.1,
pagina 227). En los ajustes de estos experimentos se obtenia una constante K en la que se
incluian las funciones que se muestran en la ecuacion Ec.- 107. A partir de esta ecuacién se

determina el valor de la tasa de crecimiento de las bacterias nitritoxidantes (Ec.- 108).

1.14—Yyy  Sos

K=ul%* . Xyvo - . Ec.- 107
Ho No Yno So2 + Ko2 c
U
Y, So, + K
pmax — g o 0z 02 Ec.- 108

XNO : (114 - YNO) 502

En esta ultima expresion se conocen las constantes Ko, y Yno, determinadas en apartados
anteriores. Unicamente fue necesario determinar la concentraciéon de bacterias (Xno)
mediante el método de Borras L. (2008), explicado en el apartado de la determinacién de la
tasa de crecimiento de las AOB presentes en el reactor SHARON. En este caso hay que tener

en cuenta la concentracién de materia inerte particulada (X,0) en el agua de entrada de la
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planta para restarla a la DQOsys medida y obtener asi la DQO correspondiente a la biomasa

(viable + no viable) como se muestra en la siguiente expresion:

TRC
%Xy + %Xyy + %Xyo + %Xpao + %X; = DQO0sys — Xjo - TRH

DQO de biomasa

=100% g 109

Biomasa viable No viable

Sabiendo que la concentracién de X;o es 29 mg DQO/I y que mediante la técnica de viabilidad

celular se determind un 21 % de biomasa no viable se tiene:

i TRC
%XH+%XNH+%XNO+%XPA0+ 21%=DQOSUS_29'm
TRC)

"TRH
TRC)

DQOyo viape = 0.21 - (DQOSUS —29- TRH

Xno = %Xno - DQOyigpre + 091

DQOyigne = 0.79 - (DQOsys — 29

EUB/DAPI
Calibracion DQOSUS % Xno Xno ﬂ)rvngx
mg DQO/! mg DQO/I  d*
Etapa con
+9209
BABE 1586.0 812% 62.03 0.24
Etapa sin
+ 0,
BABE 1455.0 2+1% 14.84 0.42

Tabla 49. Parametros obtenidos en la determinacion de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias NOB

presentes en la planta piloto.

En la Tabla 49 se muestran los valores de las velocidades de crecimiento de las bacterias
nitritoxidantes (Uuno) determinadas en ambas calibraciones de la planta piloto. Como se
puede ver en dicha tabla, la velocidad de crecimiento de las bacterias fue casi el doble
cuando la planta operaba sin el reactor BABE. Ya que en ambas etapas en el sistema se
eliminaba todo el nitrégeno amoniacal que entraba, esta gran diferencia entre las

velocidades de una etapa a otra puede ser debida a dos aspectos:

O Por un lado el reactor BABE hacia que el TRC para las bacterias fuera diferente. Al
eliminar el reactor BABE del esquema de operacién de la planta las bacterias se
vieron perjudicadas (en la Tabla 50 se observa un descenso del 8 al 2 % de bacterias
nitritoxidantes en la planta, y del 8 al 6 % en bacterias amonioxidantes), ya que
fueron sometidas a una disminucion del TRC de 7 a 6.2 d. Ademas, el reactor BABE

suponia un volumen de la planta en el que la temperatura era 10 2C mayor que en el
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resto de reactores, y ello favorecia también el crecimiento de las bacterias. Por lo
tanto, el descenso de TRC y T2 pudo llevar a las bacterias a una adaptacién
incrementando su velocidad de crecimiento para poder desarrollarse y llevar a cabo
el proceso de nitrificacion.

{0 Por otra parte ademas de un descenso en las poblaciones de las bacterias autotrofas
nitrificantes se observé un cambio en la composicidn de las poblaciones, ya que hubo
especies que desaparecieron de la planta cuando se eliminé el reactor BABE. En la
Tabla 50 se puede ver que las bacterias amonioxidantes de las especies
Nitrosomonas europaea, eutropha, halophila y Nitrosospira no se encontraban
presentes en las muestras de fango de la segunda calibracidn, mientras que de las
dos especies de nitritoxidantes detectadas en la primera calibracién, Nitrobacter
desaparecié cuando se eliminé el reactor BABE. Al eliminar el reactor BABE de la
planta se reduce el TRC y, con esto, aquellas especies con una menor tasa de
crecimiento se ven mas afectadas que aquellas que tienen un crecimiento mas
rapido. Por lo tanto, el cambio en las poblaciones puede provocar un cambio en la

tasa de crecimiento global determinada.

Planta piloto
Con BABE Sin BABE
% AOB 8+2% 6+1%
% Nitrosomonas europaea, eutropha, halophila 1+1% 0%
% Nitrosomonas oligotropha 6x1% 4+1%
% Nitrosococcus mobilis 1+1% 1+1%
% Nitrosospira spp. 1+1% 0%
% NOB 812 % 2+1%
% Nitrobacter 2+1% 0%
% Nitrospirae 6+1% 2+1%

Tabla 50. Cambios en la poblacion de bacterias AOB y NOB en la planta piloto.

6.2.3 Determinacion de parametros de las bacterias amonioxidantes.

6.2.3.1 Constantes de semisaturacion e inhibicion del amoniaco (Kyus/Kinus)-

Con el procedimiento descrito en el apartado 5.2.2.2.1 (pagina 169) se ha realizado, para la
determinacién de las constantes Kyus ¥ Kinyz incluidas en el modelo desarrollado, un total de
9 experimentos obteniéndose en cada uno la evolucion de la OUR a medida que se aumenta
la concentracién de sustrato. En estos ensayos se ha realizado un barrido de
concentraciones de amonio desde 0.1 hasta 10 mg/l de TAN. Antes de la adicién del amonio
se afiadieron 3 mg/I de nitrito, necesarios para que las bacterias nitritoxidantes alcancen su

actividad maxima.
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En la Tabla 51 se muestran las concentraciones de amonio empleadas y el pH en cada uno de
los experimentos. Ademas, también se indica qué experimentos fueron realizados cuando el
reactor BABE se encontraba en funcionamiento y cudles cuando dicho reactor se eliminé del
esquema de operacion de la planta piloto. Se han realizado experimentos en un rango
amplio de valores de pH para poder obtener un valor adecuado de las constantes y a la vez
determinar si el modelo debe incluir el sustrato en forma de amonio o de amoniaco para

reproducir mejor los resultados experimentales.

Experimento

Ne1 | N22 [ N23 | N24 | Ne5 | N26 | N27 | N28 | N2 9
Etapa > Con reactor BABE Sin reactor BABE

pH—> | 826 | 700 820 823 | 65 | 850|750 | 8.63 | 7.88
. 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.30
== 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.50 ] 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.70
22 0.50 | 0.50 | 0.99 | 1.00 ] 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 1.00
23 0.70 | 1.00 | 1.98 | 4.97 ] 0.70 | 0.70 | 0.70 | 1.00 | 2.00
g £ 149 | 1.49 297 | 991 | 1.01 | 1.00]| 1.99 | 2.00 | 2.99
5= 299 | 1.99 | 4.94 2.02 | 1.99 | 4.99 | 2.99 | 4.98
°n 497 | 299 | 7.88 4.99 | 4.99 4.97 | 9.90

© 9.88 | 4.97 9.90

Tabla 51. Concentraciones de amonio evaluadas en cada una de los ensayos y pH al que fueron llevados a

cabo los experimentos.

La Figura 81 muestra los resultados de estos experimentos. Se ha representado la velocidad
de consumo de oxigeno normalizada respecto al valor maximo de cada uno de los
experimentos frente a las concentraciones de TAN y de amoniaco. De estas dos graficas se
puede concluir que el modelo reproduce adecuadamente los resultados experimentales si se
considera el TAN como sustrato en la ecuaciéon del modelo, y no el NH; como se habia
supuesto inicialmente en el desarrollo del modelo. Como se observa en la Figura 81 inferior,
para un mismo valor de concentracion de NH; las bacterias presentan un amplio rango de
actividad. Sin embargo, en la representacion de OUR en funcién de TAN (Figura 81 superior)
todas las graficas, independientemente del pH, siguen una misma tendencia que ha sido
ajustada con el modelo (Ec.- 110) obteniéndose una constante de semisaturacion Kyys =
0.54 mg N-NH,4/I. Este valor se encuentra dentro del rango de valores determinados por
Kaelin et al., 2009 (Knns = 0.14 mg N-NH4/1) y Jones et al., 2007 (0.7 mg N-NH,4/l) en plantas

piloto.

SNH4

OUR.y = K Ec.- 110

Snvua + Knpa
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OUR (%)

OUR (%)

Figura 81. Actividad de las bacterias amonioxidantes expresada en porcentaje de OUR maxima frente a la

Las concentraciones de amonio a las que se ha trabajado en estos experimentos no fueron
muy altas porque se supuso que la inhibicion por salinidad provocaria un efecto inhibitorio
antes de que se pudiese observar una inhibicién de las bacterias por el NH;. Como se
determiné en el apartado 6.2.2.2 (pdgina 230), para la determinacion de la Kyus de las
bacterias nitritoxidantes, se necesitan concentraciones de TAN por encima de 400 mg/I para
detectar una inhibicién de la actividad de las bacterias autétrofas nitrificantes presentes en
la planta piloto. Estas concentraciones tan elevadas no son normales en una planta de

tratamiento de aguas residuales, por lo tanto, este término de inhibicién por amoniaco o por
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6.2.3.2 Constante de inhibicion del dcido nitroso (Kiunoz)-

Para determinar si existe inhibicion de las bacterias amonioxidantes por acido nitroso se
realizaron una serie de experimentos siguiendo los pasos enumerados en el apartado
5.2.2.2.2 (pagina 170). En la primera adicidn se afiadieron los 3 mg/I de nitrito establecidos
para alcanzar la méaxima velocidad de las bacterias nitritoxidantes y posteriormente se
afiadieron 2 mg/l de amonio como sustrato de las bacterias amonioxidantes junto con una
concentracién de nitrito variable en cada ensayo (barrido de 0 a 40 mg/I de TNO2). La Tabla
52 muestra las concentraciones de nitrito a las que se expuso a la biomasa en cada uno de
los ensayos. Las concentraciones que aparecen en la tabla son el resultado de sumar el
nitrito de ambas adiciones. Como se puede ver en dicha tabla se llevaron a cabo
experimentos a pH muy diferente (pH 7 y 8) para, en caso de que se observe inhibicién,

poder determinar el compuesto que estd realmente inhibiendo a las bacterias.

Experimento
Ne1 Ne 2
pH —> 7.00 8.00
3.00 3.00
c 5.05 3.51
. oy |
§ g ol 812 5.05
£z 2 13.19 8.12
a - =] 2319 13.19
c g o
§ ° E| 4260 23.19
© 42.60

Tabla 52. Concentraciones de nitrito evaluadas en cada una de los ensayos y pH al que fueron llevados a cabo

los experimentos.

Los resultados de ambas curvas de inhibicion por nitrito a los dos valores de pH evaluados se
pueden ver en la Figura 82. La OUR, normalizada respecto a la OUR maxima medida, se ha
representado frente a la concentracién de acido nitroso y la concentracion de nitrito total.
Comparando ambas representaciones se puede concluir que el acido nitroso es el inhibidor
real del proceso de oxidacién de amonio, ya que las dos graficas mostradas en la Figura 82
superior son practicamente coincidentes. Sin embargo, en la grafica de OUR frente a TNO2
cada uno de los experimentos sigue una tendencia diferente. Apuntar que en los ensayos se
alcanzé solo hasta una concentracion maxima de 43 mg/l de TNO2, ya que en la practica es

una concentraciéon considerablemente alta para un sistema de fangos activados.

245



Capitulo 6. Resultados y discusion de la calibracion de paradmetros

100

80

60

OUR (%)

40

20

0,000

100

80

Figura 82. Actividad de las bacterias amonioxidantes expresada como OUR (%) frente a la concentracién de
HNO, (superior) y de TNO2 (inferior).

Se ha ajustado la funcién de inhibicion por acido nitroso del modelo desarrollado (Ec.- 111)
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Este valor, aunque es menor que los recopilados en la bibliografia, indica que se necesitan
concentraciones considerables de nitrito (o pH lo suficientemente bajo) para que las
concentraciones de acido nitroso en el medio lleguen a inhibir a las bacterias

amonioxidantes.

La inhibicién de la nitrificacion por dacido nitroso estd mucho menos estudiada que la
inhibicién por amoniaco, seguramente porque es dificil alcanzar concentraciones de nitrito
qgue provoquen inhibicién. Los sistemas de depuracién bioldgica trabajan habitualmente a
pH superior a 7.0, lo que supone que se tengan que alcanzar elevadas concentraciones de
nitrito para que el equilibrio se desplace hacia la formacién de acido nitroso. La inhibicién
por acido nitroso de las bacterias es un proceso que numerosos autores no contemplan,
aunque no se puede descartar cuando se alcanzan elevadas concentraciones de nitrito en el
sistema. Por lo tanto, en sistemas donde no existe acumulacién de nitrito no existird
inhibicidn por acido nitroso y este término de inhibicidon puede ser despreciado en el modelo
de oxidacién del amonio (Moussa et al., 2005, Kaelin et al., 2009; Sin y Vanrolleghem, 2006,
entre otros, no consideran la inhibicion de las bacterias por el dcido nitroso en sus modelos

ya que asumen que no se alcanzan concentraciones capaces de inhibir a las bacterias).

6.2.3.3 Constante de semisaturacion del oxigeno (Ko;).

Para la calibracion de la constante Ko, se llevaron a cabo, al igual que para las bacterias
nitritoxidantes, dos determinaciones siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
5.2.2.2.3 (pagina 171), una durante la fase en que el reactor BABE se encontraba operativo y
otra cuando se elimind este reactor del esquema de la planta piloto. De hecho, los ensayos
para determinar esta constante de bacterias amonioxidantes se realizaron al mismo tiempo
que los ensayos para determinar la constante Ko, de las bacterias nitritoxidantes (apartado
6.2.2.3, pagina 232) y asi poder utilizar en el calculo de ambas constantes los resultados del
experimento en el que se afiade solamente nitrito (este experimento se debe realizar tanto
en la determinacion de la Ko, de nitritoxidantes como de amonioxidantes). En el
experimento para medir el consumo de oxigeno por nitritoxidantes y amonioxidantes,
descrito en la metodologia de calibracidn, se afiadieron al mismo tiempo 5 mg/l de NO, y 15

mg/l de NH, para proporcionar sustrato suficiente a ambos grupos de bacterias.
La Figura 83 muestra la evolucién de la concentraciéon de OD con el tiempo obtenida en los

ensayos. En el primer ensayo con adicion de nitrito se observa el consumo de oxigeno

debido a la actividad endégena y al crecimiento de las bacterias nitritoxidantes. En el ensayo

247



Capitulo 6. Resultados y discusion de la calibracion de paradmetros

con adicidon de amonio y nitrito se mide conjuntamente la actividad endédgena y el consumo

debido al desarrollo de las bacterias nitritoxidantes y amonioxidantes.

97 Etapa con BABE
8 & Adicién 15 ppm NO2 |

~
Adicién 15 ppm NHa + 5 ppm NO2 |

4 A N - Adicion de NH4+NO2
- Adicién de NO2

0D (mg/l)

0 T T I
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035
Tiempo (d)

91 Etapa sin BABE

8 ~ <’/‘| Adicién 15 ppm NO2 |

7 A Adicién 15 ppm NHa + 5 ppm NO2

- Adicién de NH4+NO2
- Adicién de NO2

0D (mg/1)

0 T T T T T T
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060
Tiempo (d)

Figura 83. Resultados experimentales de los ensayos para la determinacion de la Ko, de las bacterias

amonioxidantes de la planta piloto.

Como se ha descrito en el apartado 6.2.2.3 (pdgina 232), a partir de estos datos se lleva a
cabo el ajuste al OD experimental del ensayo con adicién de amonio y nitrito empleando la
Ec.- 112. En esta funcion de ajuste hay un término que corresponde al consumo de oxigeno

por parte de las bacterias amonioxidantes (del que se obtiene la Ko;) y otro término que
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representa la actividad enddégena junto con el consumo de oxigeno de las bacterias
nitritoxidantes. En la Figura 84 se puede ver los ajustes obtenidos en los dos ensayos

realizados.

y: .
SEEA = §F, — K - ——%2 . At — fendtnit(Q,) . At Ec.- 112

fend+nit

En este ajuste la (O,) se corresponde con la pendiente en cada intervalo de tiempo

calculada a partir de la grafica del experimento con adicidon Unicamente de nitrito.

Los datos experimentales han sido ajustados adecuadamente por la funcidn descrita
obteniéndose un valor medio de las dos determinaciones de Ko, = 0.52 + 0.04 mg O,/I. Esta
constante se semisaturacion es menor que el valor determinado para las bacterias
nitritoxidantes, lo que indica que las bacterias nitritoxidantes son mas sensibles a las bajas
concentracion de oxigeno que las amonioxidantes, conclusién obtenida en la mayoria de los
estudios revisados (Okabe et al., 1999; Schramm et al., 2000; Guisasola et al., 2005; Ciudad
et al., 2006; Mertoglu et al., 2006). Sin embargo, en la bibliografia consultada, también se
han encontrado estudios en los que se determind una constante de afinidad menor para las
bacterias nitritoxidantes que para las amonioxidantes (Hellinga et al., 1998; Pérez et al.,
2004). El valor de Ko, obtenido en esta calibracién para las bacterias amonioxidantes es

similar al valor propuesto en los modelos ASM (Ko, = 0.4 mg/I, Henze et al, 2000).
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0D (mg/l)

Etapa con BABE

—OD calculado

- OD experimental
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Figura 84. Resultados del ajuste para la determinacion de la constante Ky, de bacterias amonioxidantes en

planta piloto.

6.2.3.4 Constantes de inhibicion del pH (Kn/K).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.2.2.2.4 (pagina 172) se ha obtenido la

variaciéon de OUR con el pH para las bacterias amonioxidantes realizando un total de 10

experimentos a diferentes valores de pH. En estos experimentos se han afadido 3 mg/l de

nitrito como sustrato de las bacterias nitritoxidantes en la primera adicion y 6 mg/l de
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amonio en la segunda adicién para el crecimiento de las bacterias amonioxidantes. Antes de

empezar cada ensayo se ajustoé el pH del fango a los valores que se muestran en la Tabla 53.

La Figura 85 muestra los resultados obtenidos en los ensayos realizados (ver resultados de

cada ensayo en la Figura 86), que en conjunto permiten ver el efecto del pH en la actividad

de las bacterias amonioxidantes. También se puede ver en la Figura 85 el resultado del

ajuste de la funcién de inhibicion por pH propuesta en el modelo (Ec.- 113). El modelo

reproduce correctamente los resultados experimentales y con dicho ajuste se han obtenido

las siguientes constantes de inhibicién por pH: Ky = 6.05, Ay = 2.64, Ky =9.98 y Ay = 2.74.

1

ln = 1+ exp (Ay(Ky — Sy)) 1+ exp (A (Sy — Kin)) . f(pHopt)

Ensayo

=

©CoOo~NOOULhWN

[N
o

pH

6,21
6,52
6,82
7,23
7,53
7,81
8,19
8,53
8.82
9,69

Tabla 53. Valores de pH a los que se

llevaron a cabo los experimentos.
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Figura 85. Efecto del pH en la actividad de las bacterias

amonioxidantes presentes en la planta piloto.
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Figura 86. Ensayos para la determinacion de las constantes de inhibicion del pH para las AOB.
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De los resultados obtenidos conviene destacar los siguientes aspectos:

v Las bacterias amonioxidantes tienen un amplio rango de pH en el que mantienen su
actividad por encima del 50 % (desde 6.05 hasta 9.98). Para obtener una actividad
por encima del 80 % el rango de valores sigue siendo muy amplio (6.5-9.5). La
mayoria de los datos de bibliografia proponen rangos de pH éptimos algo menores,
pero existen autores que determinan valores similares de constantes de pH a los
obtenidos en este estudio (Jones et al., 2007 determinaron un rango de pH éptimo
entre 5.5y 9.5).

v' Al comparar los resultados obtenidos para las bacterias amonioxidantes vy
nitritoxidantes se puede ver que las bacterias nitritoxidantes mantenian su actividad
maxima a un pH mas alto que las bacterias amonioxidantes, pero sin embargo, a
valores bajos de pH la tolerancia es mucho menor en las bacterias nitritoxidantes y el

descenso de actividad es mucho mas acusado con la bajada del pH.

6.2.3.5 Rendimiento celular de las bacterias amonioxidantes (Yng).

Para la determinacién del rendimiento celular de las bacterias amonioxidantes se realizaron
dos experimentos siguiendo la metodologia del apartado 5.2.2.2.5 (pagina 172), cada uno de
ellos en una fase diferente de operacién de la planta piloto (con reactor BABE y sin éste). En
la primera de las determinaciones de la constante estequiométrica se afiadieron al fango en
condiciones enddgenas 30 mg/l de amonio y se registré la velocidad de consumo de oxigeno
hasta que el sustrato fue consumido. En el segundo experimento el procedimiento fue el
mismo, pero se anadid la mitad de sustrato para examinar el valor del rendimiento celular

en condiciones diferentes.

Con los ensayos descritos se determind el rendimiento celular global de las bacterias
autotrofas en el proceso de oxidacion del amonio. Restando a este dato el rendimiento de
las bacterias nitritoxidantes obtenido en el apartado 6.2.2.5 (pdgina 238) se obtuvo el
rendimiento celular de las bacterias amonioxidantes (Ynu) (ver ecuacion Ec.- 114). La Figura
87 muestra los registros de cada uno de los ensayos realizados. En las graficas se puede ver
que la duracién del primero de los experimentos fue mayor que la del segundo ensayo
debido a que se empleo el doble de amonio en la adiciéon. La OUR medida en los ensayos se
corresponde con la suma de la OUR debida a la oxidacién del amonio y la OUR asociada al
consumo del nitrito por parte de las nitritoxidantes. Como se puede ver en la Figura 87
inferior, en el experimento en que se adiciond 15 mg/l de amonio se puede observar dos

etapas diferentes que se corresponde con las dos etapas del proceso de nitrificacion
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(Guisasola et al., 2005). Esto se debe a que llega un punto en que se ha agotado el amonioy
las bacterias amonioxidantes dejan de consumir oxigeno. Sin embargo, las bacterias
nitritoxidantes siguen disponiendo de nitrito y, por tanto, continua el consumo de oxigeno
por parte de estas. Esto se puede atribuir a que las bacterias nitritoxidantes tienen una
menor constante de afinidad por su sustrato y/o una menor tasa de crecimiento. En el
experimento realizado cuando se operaba la planta con reactor BABE no se observa este
segundo “escalén” probablemente porque la diferencia entre tasas de crecimiento de las
bacterias era menor en esta calibracién (la diferencia entre uno vy Uny era de 0.35 d?

mientras que en la segunda calibracidn, sin reactor BABE, era de 0.46 d).

4.57 - NH} cons — 0, cons

Yvy = —-Y, Ec.- 114
NH . NO
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Fase con reactor BABE
1000 4
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Figura 87. Evolucidn de la OUR en ensayos para la determinacién de la Y,yr de la planta piloto.
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En la Tabla 54 se pueden ver los valores del rendimiento obtenidos en cada uno de los
experimentos realizados. La constante Y,y determinada con estos experimentos es similar al
valor del rendimiento definido normalmente para las bacterias autétrofas (Wiesmann, 1994;
EPA, 1993; Henze et al., 2000), y a partir de esta se ha obtenido un valor medio de Yyy =
0.167 g DQO/g NH,. Este valor se encuentra dentro del rango de valores establecido a partir
de la bibliografia (0.11-0.27 g DQO/g NH,).

. Amonio ailiadido Oxigeno consumido Yaur Ynu
ase
(mg N-NH,/I) (mg 0,/1) (s DQO/g N-NH;) (g DQO/g N-NH,)
Con BABE 31.39 128.60 0.226 0.157
Sin BABE 15.47 64.78 0.256 0.188

Tabla 54. Concentraciéon de amonio aiiadido en cada ensayo y valor de Yy, determinado.

6.2.3.6 Tasa mdxima de crecimiento de las bacterias amonioxidantes (uny).

Para la determinacién de la tasa mdxima de crecimiento de las bacterias amonioxidantes de
la planta piloto se usaron los resultados de los ajustes obtenidos en el apartado 6.2.3.1
(pagina 242) para la determinacién de las constantes Kyns ¥ Kiniz del modelo. La forma de
determinar este parametro fue la misma que la descrita para las bacterias nitritoxidantes y
los resultados se muestran en la Tabla 55. Como se puede ver en dicha tabla la velocidad de
crecimiento de las bacterias amonioxidantes aumentd de forma analoga a las bacterias
nitritoxidantes cuando se eliminé el reactor BABE del esquema. Las causas de este
incremento pueden ser las que se comentaron en el caso de las bacterias nitritoxidantes: un
cambio en la poblacién bacteriana (ver en la Tabla 50 como cambia la poblacién de AOB al
eliminar el reactor BABE) y una adaptacién de las bacterias ante condiciones una reduccion
del TRC (de 7 a 6.2 d). En la bibliografia consultada se ha observado una gran variabilidad en
los valores de este pardametro, probablemente debida a las caracteristicas de operacién en
cada uno de los sistemas examinados, y con ello, al desarrollo de especies diferentes y

aclimatadas a condiciones diferentes.

Calibracion DQOSUS % XNH XNH [lwﬁx
mg DQOY/! mg DQO/I  d*
Etapa con
+9209
BABE 1586.0 812% 62.03 0.59
Etapa sin
+ 0,
BABE 14550 6+1% 44.51 0.88

Tabla 55. Parametros obtenidos en la determinacion de la tasa maxima de crecimiento de las bacterias AOB

presentes en la planta piloto.
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6.3 Andlisis comparativo de los parametros calibrados en los sistemas estudiados.

Para acabar con la discusion de resultados de las calibraciones, en este apartado, se van a
comparar los parametros de las bacterias amonioxidantes presentes en los sistemas de
operacion estudiados. Solo se comparan los resultados obtenidos para las bacterias
amonioxidantes porque, como se ha comentado ya en varias ocasiones, son estas las que se
desarrollan tanto en el reactor SHARON como en la planta piloto. En Tabla 56 se resumen
todos los valores de los pardmetros determinados para las bacterias amonioxidantes

presentes en el reactor SHARON y en la planta piloto.

Funcién Reactor SHARON Planta piloto
Con BABE Sin BABE

a. Afinidad e inhibicién por sustrato Knuz = 0.32 mg N-NH3/I Knma = 0.54 mg N-NH,/|
b. Inhibicién por salinidad Ky=0.3mol/lyn=3 No determinada
c. Inhibicidén por acido nitroso K uno2 = 1.32 mg N-HNO,/I K 1no2 = 0.013 mg N-HNO,/I
d. Afinidad por el oxigeno disuelto Koz = 1.45 mg OD/I Koz =0.52 mg OD/I

Ky = 5.70-6.40 Ky = 6.05
e. Inhibicién por el pH del medio 2::: 13.20-8.55 Q: =: 292‘:3

An=3 An=2.74
f. Rendimiento celular ‘l\/ll\ll-ﬁ =0.37-0.53 g DQO/g N- Yyy = 0.17 g DQO/g N-NH,

g. Velocidad maxima de crecimiento | py.=2.87 £0.08 d” (30 2C) Un=0.59d7(202C)  paw=0.88d (20 2C)

Tabla 56. Parametros de las bacterias amonioxidantes presentes en los sistemas de operacién estudiados.

Afinidad e inhibicion por el sustrato.

Los aspectos a destacar en cuanto a la afinidad e inhibicion por el sustrato de las bacterias

amonioxidantes son:

v" El modelo debe incluir el sustrato en forma de TAN o de amoniaco para reproducir
mejor los resultados experimentales que se obtienen segun el medio en el que se
desarrollan las bacterias. En el caso de la calibracién del reactor SHARON a escala de
laboratorio, los resultados obtenidos se ajustaron con una funciéon de Monod en la
que se incluyé el sustrato de las bacterias como amoniaco y con una constante de
0.32 mg N-NH3s/l. En cambio, los resultados de la calibracién con el fango de la planta
piloto se reproducian mejor si la funcién del sustrato consideraba éste como la
concentracion de TAN, obteniéndose en el ajuste una constante de 0.54 mg N-NH,4/I.

v No se observd inhibicion por el amoniaco porque a altas concentraciones se
determiné que tenia lugar una inhibicion por la salinidad del medio antes de poder
detectar una inhibicion por sustrato. Por lo tanto el término de inhibicién por NH3 se

puede despreciar del proceso de crecimiento de las bacterias amonioxidantes.
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Inhibicion por la salinidad.

En los experimentos realizados se observé que en ambos sistemas la inhibicién por salinidad
tiene lugar antes que el sustrato pueda llegar a inhibir a las bacterias amonioxidantes y por
ello se modificéd el modelo incluyendo una funcién de inhibicion por salinidad en los sistemas
donde ésta pueda llegar a ser importante. Sélo se ha determinado la constante de esta
nueva funcién de inhibicion para el caso del fango procedente del reactor SHARON, ya que
en este tipo de sistemas se alcanzan concentraciones tan altas como para poder inhibir la
actividad bacteriana. Segun esta constante se necesita una salinidad de 0.3 mol/l para inhibir

la actividad en un 50 %.

Aungue no se determiné la constante de inhibicion por salinidad en la planta piloto si que se
realizaron experimentos para confirmar la inhibicién de las bacterias al incrementar la
concentracion de NH4. Con estos ensayos de observd un fuerte efecto de inhibicion a
concentraciones a las cuales las bacterias amonioxidantes en el SHARON estdn a su maxima
actividad. La Figura 88 muestra los resultados obtenidos en los experimentos realizados para
determinar el efecto de la salinidad tanto en el reactor SHARON como en la planta piloto.
Esta gran diferencia en la inhibicidn por salinidad, aunque puede ser debida en parte a una
aclimatacién de las bacterias, los resultados de FISH permiten concluir que es mas probable
gue tal diferencia sea debida a un cambio de la poblacién bacteriana en el reactor SHARON.
Las bacterias presentes en un reactor SHARON estdn sometidas a altas concentraciones de
amonio y nitrito, por ello, soportan mayores rangos de salinidad que las bacterias de un

sistema de fangos activados donde la concentracidn de sales no llega a ser tan alta.

¢ Plantapiloto ¢ Reactor SHARON
100 1WW§O%'QOV © RS
* 0@0 &o ° o
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80 KR IR .
. LR S o o
& 60 0 ° ©
g re) o @o
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0 T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Salinidad (mol/1)

Figura 88. OUR frente a salinidad en los experimentos realizados con fango procedente del reactor SHARON y

de la planta piloto.
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Inhibicion por el dacido nitroso.

Tanto en el reactor SHARON como en la planta piloto se observé que la inhibicién es debida
a la forma no ionizada de este compuesto. Sin embargo las bacterias presentes en el reactor
SHARON soportan mayores concentraciones de acido nitroso que las que se han
desarrollado en la planta piloto. Este resultado es probablemente debido a diferentes
poblaciones de bacterias en cada uno de los sistemas. Las bacterias presentes en el reactor
SHARON toleran las altas concentraciones de nitrito caracteristicas de este reactor, mientras
que en la planta piloto, la concentracién de nitrito es nula. En la Figura 89 se puede ver
claramente la diferencia entre la inhibicidn de las bacterias por acido nitroso que tiene lugar
en la planta piloto y en el reactor SHARON. Asi por ejemplo, a una concentracién de HNO, de
aproximadamente 0.3 mg N-HNO,/I las bacterias amonioxidantes presentes en la planta
piloto estan ya casi inhibidas por completo mientras que las bacterias del SHARON se

encuentran a un 80 % de su actividad maxima.

Inhibicion por HNO, de las bacterias amonioxidantes

—Reactor SHARON - - Planta piloto

OUR (%)

mg N-HNO,/I

Figura 89. Comparacion de funciones de inhibicidn de las b. amonioxidantes por HNO, determinadas para el

reactor SHARON vy la planta piloto.

Afinidad por el oxigeno disuelto.

En este estudio se ha evaluado la influencia de la concentracién de oxigeno disuelto en el
medio en el crecimiento de las bacterias amonioxidantes. A la vista de los valores de las
constantes de semisaturacion del oxigeno se puede decir que las bacterias presentes en la
planta piloto no necesitan una concentracion de OD tan alta para su desarrollo como la de
las bacterias del reactor SHARON (ver en Figura 90 comparacién de curvas Monod obtenidas

para cada uno de los sistemas).
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Los experimentos realizados en el reactor SHARON confirman la importancia de un buen
sistema de aireacion en este tipo de reactores para evitar una inhibiciéon del proceso de
nitrificacion parcial por falta de oxigeno disuelto. El valor de la constante de semisaturacion
indica que la concentracion de oxigeno disuelto debe ser bastante alta para el correcto
desarrollo del proceso de nitrificacion parcial. Como se ha comentado en el caso de la
salinidad, esta diferencia en la afinidad por el oxigeno disuelto puede ser atribuida a que en
los sistemas estudiados se desarrollan poblaciones de amonioxidantes diferentes y ademas
las propias bacterias sufren un proceso de aclimatacion a las diferentes condiciones en las

gue se encontraba en el reactor SHARON y en la planta piloto.

Afinidad por O2de las bacterias amonioxidantes
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Figura 90. Comparacion de funciones de Monod del OD de las b. amonioxidantes determinadas para el

reactor SHARON vy la planta piloto.

Inhibicion por el pH del medio.

La Figura 91 muestra las funciones de inhibicién determinadas en la calibracion de la planta
piloto y del reactor SHARON (en este caso se ha representado las dos funciones obtenidas
agrupando los experimentos en dos diferentes grupos, realizados en distintas etapas de la
operacion del reactor). Como ya se comentd en el apartado 6.1.4 (pagina 194) las bacterias
amonioxidantes presentes en el reactor SHARON tenian unas constantes de inhibicion por
pH diferentes segin el momento en el que se realizé el ensayo de calibracién, y mas
concretamente, segun el pH del reactor SHARON en ese momento. Esto llevé a concluir que
las bacterias se aclimataron a las condiciones en las que se encontraban y el rango de pH

optimo se modificd de acuerdo a esta aclimatacién.
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Si se comparan las funciones de pH del reactor SHARON y de la planta piloto, se puede

observar que:

v El rango éptimo de pH de las bacterias es mds amplio en la planta piloto. La actividad
de las bacterias amonioxidantes se mantiene por encima del 80 % entre un pH
aproximado de 6.5 y de 9.5, mientras que en el SHARON el intervalo de pH con esta
misma actividad es menor en los dos casos.

v El pH 6ptimo es menor en el reactor SHARON que en la planta piloto.

v" A valores de pH bajos la actividad de las bacterias amonioxidantes de la planta piloto
se ve mucho mas afectada que las bacterias presentes en el reactor SHARON. Asi, a
un pH de 6.0 (que es un valor tipico del reactor SHARON), las bacterias presentes en
la planta piloto ya se encuentran al 50 % de su actividad mientras que las del reactor
SHARON mantienen su actividad a casi el 80 % de la maxima.

v" En cambio a valores de pH altos las bacterias amonioxidantes del reactor SHARON
presentan un descenso brusco de la actividad. Como se puede ver en la Figura 91 a
un pH de 8.5 las bacterias de la planta piloto se encuentran a su maxima actividad,
mientras que las bacterias del reactor SHARON han sufrido un descenso considerable

de la actividad.

Estos resultados concuerdan con lo esperado ya que el pH medio en la planta es mas alto
(por encima de 7.0) que el que se media en el reactor SHARON (6.0-6.5), y por ello, las
bacterias amonioxidantes de la planta piloto tienen unas constantes de inhibicién por pH

mayores que las del reactor SHARON.

Inhibicién por pH de las bacterias amonioxidantes
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Figura 91. Comparacion de funciones de inhibicidn de las b. amonioxidantes por pH determinadas para el

reactor SHARON vy la planta piloto.
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Rendimiento celular de las bacterias.

Como se puede ver en la Tabla 56 los rendimientos en cada sistema son muy diferentes. En
el apartado 6.1.6 (pagina 206) ya se comenté que la causa probable de la variacion del
rendimiento celular de las bacterias es una diferencia en la relacién sustrato/organismos en
el momento de realizar el ensayo de calibracion. En la Figura 92 se muestran todos los
valores de Yyy obtenidos en la calibracion de las bacterias amonioxidantes del reactor
SHARON vy de la planta piloto, y la relacidn S¢/Xo en cada una de las determinaciones. Se
observa que existe una relacidn clara entre la Yyy Y So/Xo, Ya que todos los puntos de la

grafica siguen una tendencia ascendente a medida que aumenta el valor de la relacidn So/Xo.
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Figura 92. Variacién del rendimiento celular en funcién de la relacién Sq/X, en los ensayos del reactor
SHARON y de la planta piloto.

Velocidad madxima de crecimiento.

Por ultimo, si se comparan las tasas de crecimiento de las bacterias presentes en cada uno
de los sistemas se observa una diferencia importante. Sin embargo hay que tener en cuenta
que las temperaturas de operacién en cada caso son también muy diferentes, lo que influye
en todos los procesos cinéticos. Si se calcula cual seria la tasa de crecimiento de las bacterias
presentes en un reactor SHARON a 20 2C mediante la ecuacién modificada de Ratkowsky se
obtiene una p™ = 0.95 d™. Este valor es similar al determinado en una de las calibraciones
de la planta piloto. Por otro lado se determind que en la planta piloto se produjo un cambio
significativo de esta constante cuando se eliminé el reactor BABE del esquema de operacion.
Por lo tanto se puede decir que las bacterias amonioxidantes presentan un amplio rango de

velocidades adaptados a las condiciones del sistema en que se desarrollan.

261



Capitulo 6. Resultados y discusion de la calibracion de paradmetros

Andlisis de la poblacién bacteriana.

En cuanto al estudio de las bacterias presentes en cada uno de los sistemas hay que destacar
que en la calibracion del reactor SHARON se obtuvieron valores de los parametros muy
diferentes a los recopilados de la bibliografia para un proceso de fangos activados. Esto
planted no solo determinar la cantidad total de bacterias amonioxidantes o nitritoxidantes
utilizando una sonda genérica, sino utilizar sondas especificas para observar si se

desarrollaban especies diferentes.

El seguimiento de la poblacion bacteriana a lo largo de toda la fase de operacidén del reactor
SHARON vy la planta piloto ha llevado a concluir que todas las diferencias de las constantes
discutidas en los parrafos superiores son debidas a las diferentes especies de bacterias
amonioxidantes presentes en cada sistema. En la Tabla 57 se puede ver los porcentajes de
bacterias amonioxidantes obtenidos mediante analisis de FISH realizado en el fango del

reactor SHARON vy de la planta piloto.

SHARON Planta piloto
Con BABE Sin BABE
% AMONIOXIDANTES 97+1% 8+2% 6+1%
% Nitrosomonas europaea, eutropha, halophila 971 % 1+1% 0%
% Nitrosomonas oligotropha 0% 6£1% 4+1%
% Nitrosococcus mobilis 0% 1+1% 1+1%
% Nitrosospira spp. 0% 1+1% 0%

Tabla 57. Resultados de analisis de FISH llevado a cabo en los dos sistemas estudiados.

De acuerdo con los analisis de FISH, las Nitrosomonas europaea y Nitrosomonas eutropha
(sonda Nse 1472) son las Unicas especies presentes en el reactor SHARON (97 + 1 % del total
de bacterias). Estas bacterias raramente fueron detectadas en las muestras del fango de la
planta piloto, en el que Nitrosomonas oligotropha (sonda Nmo 218) fue la especie de
amonioxidantes predominante (6 + 1 % del total de bacterias). Otras especies de
amonioxidantes como Nitrosospira spp. (Sonda Nsv 443) y Nitrosococcus mobilis (sonda
Nmv) también se detectaron en el fango de la planta piloto, pero en concentraciones
minimas. Como el reactor SHARON fue inoculado con fango de la planta piloto, esta claro
gue se produjo un cambio en la poblacién microbiana durante la operacién del reactor. Un
cambio similar de poblacion fue descrito por Fux (2003) durante la puesta en marcha de un

reactor SHARON inoculado con fango activado.

Segln Dytczak et al. (2008) la operacién de un SBR en condiciones aerobias o con alternancia
de etapas aerdbica/andxica varia la tasa de nitrificacién, afectando a las poblaciones

microbianas. Las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes involucradas en el proceso de

262



Capitulo 6. Resultados y discusion de la calibracion de parametros

nitrificacion son autétrofas aerobias y por tanto se deberian desarrollar mejor en un reactor
operado continuamente en condiciones aerobias. Sin embargo, en el sistema operado con
alternancia de etapas se obtuvo una tasa de nitrificacion mayor a la esperada. En este
estudio se determind que las diferencias en las tasas de nitrificacién fueron causadas por el
desarrollo de los distintos géneros de amonioxidantes y nitritoxidantes en los dos reactores,
en lugar de un impacto directo de las diferentes condiciones ambientales sobre las bacterias.
Existen varias publicaciones en las que se han estudiado las poblaciones desarrolladas en
diferentes sistemas de operacién y se ha obtenido resultados similares (Schramm et al.,
2000; Gieseke et al., 2001; Okabe et al., 1999; Okabe et al., 2004; Li et al., 2006).

Diferentes condiciones ambientales durante el funcionamiento a largo plazo del SBR dieron
como resultado la seleccién de las diferentes poblaciones de bacterias, independientemente
del indculo inicial de biomasa empleado. El desarrollo de especies especificas afecta a las
tasas de nitrificacion a través de una combinacidén de la cinética enzimatica, las tasas de
crecimiento y muerte. Por ello las bacterias amonioxidantes y nitritoxidantes se pueden

clasificar en especies r-strategists y k-strategists (Schramm et al., 1999).

En base a las afinidades por el sustrato y la velocidad de crecimiento maxima determinadas,
Nitrosomonas europaea y Nitrosomonas eutropha se han clasificado como especies r-
strategists, mientras que Nitrosomonas oligotropha es considerada como k-strategists
(Schramm et al., 1999). Los r-strategists se caracterizan por tener una afinidad baja por el
sustrato (constantes de semisaturacion por el sustrato altas), pero una velocidad de
crecimiento alta en medios con altas concentraciones de sustrato, mientras que las especies
k-strategists tienen una alta afinidad por el sustrato (constantes de semisaturacién por el
sustrato bajas) y una tasa de respuesta relativamente baja en altas concentraciones de
sustrato, lo que les aporta una mayor resistencia en medios con escasez de sustrato. Por lo
tanto, los fangos procedentes de sistemas de tratamiento de corrientes con alta carga de
nitrégeno amoniacal (como un reactor SHARON) poseen una poblacion diferente de
bacterias (tanto amonioxidantes como nitritoxidantes) a la de los fangos activados de las
plantas de tratamiento de aguas residuales (EDARs). Los primeros sistemas presentan altas
concentraciones de sustrato que favorecen a las especies r-strategists (N. europaea,
Nitrobacter) con unas constantes semisaturaciéon de amoniaco y nitrito altas. Las especies k-
strategists (N. oligotropha, Nitrospira) son dominantes en estaciones depuradoras de aguas

residuales, debido a sus constantes de semisaturacion bajas (Manser, 2005).
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6.4 Potenciales aplicaciones del modelo desarrollado y Ilas metodologias de

calibracion propuestas.

Una de las herramientas mas interesantes de las que se dispone en la actualidad para
analizar y predecir el comportamiento de un sistema bioldgico es el desarrollo de un modelo
matematico para la simulacién de éste. Son muchas las razones que justifican el auge de la
modelacién matematica, pero hay que destacar, en primer lugar, el mejor conocimiento de
los procesos bioldgicos, y en segundo lugar, el espectacular avance de los ordenadores y el

software matematico.

Como ya se ha comentado, la nitrificacion es un proceso que tiene lugar en dos etapas, en la
gue el amonio es oxidado a nitrito y luego el nitrito es oxidado a nitrato. Las dos reacciones
de oxidacién son llevadas a cabo por dos grupos de bacterias diferentes (bacterias
amonioxidantes y nitritoxidantes). En el presente trabajo se han obtenido las expresiones
cinéticas que permiten la modelacién de las velocidades especificas de crecimiento y lisis de
la biomasa responsable del proceso de nitrificacion en los sistemas de tratamiento bioldgico.
Ademas se detallan dos metodologias de calibracion de los parametros del modelo,
desarrolladas para un reactor SHARON a escala de laboratorio y una planta piloto de fangos
activados. La aplicacidon de dichas metodologias permite conocer las caracteristicas de las

poblaciones de bacterias de AOB y NOB presentes en estos sistemas.

Los modelos en los que se considera el proceso de nitrificacidn como una Unica etapa eran
aceptables cuando se modelaba un sistema general de tratamiento de aguas residuales, ya
gue el nitrito raramente llegaba a acumularse, pues éste es facilmente oxidado a nitrato. Sin
embargo, hay situaciones en las que este compuesto intermedio del proceso de nitrificacidn
puede llegar a acumularse en el sistema y alcanzar concentraciones considerables (cuando la
capacidad de nitrificacion de la planta es insuficiente o no funciona correctamente). Ademas,
los nuevos procesos avanzados de eliminacion de nitrégeno, como el proceso SHARON,
requieren la modelacion detallada del proceso de nitrificacidn, ya que son procesos basados
en la ventaja de las bacterias amonioxidantes sobre las bacterias nitritoxidantes. Un modelo
del proceso de nitrificacidon en dos etapas permite una comprension mas profunda de como

intervienen ambos sustratos, amonio y nitrito, en cada una de las etapas del proceso global.

El desarrollo de modelos de nitrificacion en dos etapas es esencial para la resolucién de
problemas de acumulacion de nitrito en plantas de tratamiento, el desarrollo y control de
nuevos procesos de eliminacion de nitrégeno amoniacal, para su aplicacion en sistemas de

tratamiento de aguas residuales industriales y aguas residuales con baja relacion C:N,... Las
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simulaciones de cualquier sistema, una vez se dispone de un modelo de nitrificacién
adecuado, permiten predecir la respuesta de dicho sistema ante situaciones diferentes vy,

por tanto, sus resultados son muy utiles a la hora de disefiar una estrategia de operacion.

El modelo desarrollado en este trabajo de investigacion junto con las metodologias de
calibracion propuestas permite, en primer lugar, comparar las caracteristicas de las
poblaciones de bacterias amonioxidantes que se desarrollan en dos sistemas bioldgicos muy
diferentes desde el punto de vista operacional. Esta informacion permite la simulacién y
optimizacion del funcionamiento de dichos sistemas mediante el control de diferentes

caracteristicas de operacion (pH, concentracion de OD, TRC,...).

Por otro lado, la aplicaciéon de la metodologia de calibracién propuesta para un proceso de
fangos activados permite obtener por separado las caracteristicas de las bacterias
amonioxidantes y de las bacterias nitritoxidantes en cualquier sistema bioldgico: afinidad

por el oxigeno, afinidad por el sustrato, velocidad de crecimiento, efecto del pH,...

Conociendo las caracteristicas de ambos grupos de bacterias presentes en el sistema de
tratamiento evaluado es posible comparar y seleccionar condiciones que favorezcan el
desarrollo de las bacterias que interesan en cada caso (ya que poseen diferentes valores de
constante cinéticas: Koy, Kn, Kin, W,...). La aplicacion de la metodologia de calibracion al caso
concreto de la planta piloto ha mostrado que las principales diferencias entre las bacterias

amonioxidantes y nitritoxidantes presentes en este sistema son:

v" Mayor afinidad por el oxigeno de las bacterias amonioxidantes.
o Koz (AOB)=0.52£0.04 mg O,/I
o Koz (NOB)=0.67 £ 0.02 mg O/l
v Mayor velocidad de crecimiento de las bacterias amonioxidantes.
o n™*(AOB)=0.59-0.88d™
o W™ (NOB)=0.24-0.42d"
v Mayor tolerancia a valores de pH bajos de las bacterias amonioxidantes.
o ParaAOB —»> Ky=6.05y Ay =2.64
o ParaNOB —»>Ky=6.91yA,=6.9
v" Mayor tolerancia a valores de pH altos de las bacterias nitritoxidantes.
o ParaAOB > Ky=9.98yAL=2.74

o Para NOB — No se observé inhibicion a pH de casi 10.
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Los resultados de la planta piloto previsiblemente no seran muy diferentes en una planta de
fangos activados a gran escala. Por lo tanto, conociendo estas caracteristicas, en caso de que
se produjera una acumulacion de nitrito en un proceso de fangos activados global habria que

actuar sobre uno o mas de los siguientes aspectos:

> Elevar la concentracién de OD.
> Elevar el TRC.
» Elevar el pH del medio.

Aunque los resultados obtenidos en la calibracion de la planta piloto han permitido obtener
unas caracteristicas generales para cualquier proceso global de fangos activados, la
calibracion de los pardmetros para cada caso en concreto permitiria cuantificar las acciones
a llevar a cabo. De esta forma la calibraciéon del modelo permite determinar la/s causa/s del
problema de acumulacidon de nitrito, y solucionarlo favoreciendo el crecimiento de las
bacterias nitritoxidantes. La integracion de este modelo de nitrificacién en un modelo global
con todas las bacterias (como el BNRM1) es un punto importante del trabajo de
investigacion ya que permite cuantificar las acciones llevadas a cabo y observar el efecto de

éstas sobre el resto de bacterias.

El modelo también es util en el caso de querer excluir las bacterias nitritoxidantes del
sistema para llevar a cabo el proceso de eliminacidn de nitrégeno a partir de nitrito, con el
consiguiente ahorro de costes de aireacidn y materia orgénica. El modelo global permite
cuantificar cuales serian las caracteristicas de operacion mds adecuadas para lograr este
objetivo y observar al mismo tiempo como se modifica la actividad del resto de bacterias. En
el caso de un proceso de fangos activados, las acciones para poder llevar a cabo la
eliminacidon de las bacterias nitritoxidantes del sistema serian las contrarias a las arriba

mencionadas: descender la concentracién de OD, el TRC y/o el valor de pH.
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7  Conclusiones.

Las conclusiones mas relevantes que se pueden extraer de este trabajo de tesis son:

Desarrollo del modelo y metodologias de calibracion.

1. Se ha definido un modelo que describe la eliminacidn de nitrégeno via nitrito. Este
modelo considera los procesos de crecimiento y lisis de las bacterias AOB y NOB, implicadas
en el proceso de nitrificacion. En el modelo se incluyen también los procesos de equilibrio
quimico de los sustratos de las bacterias (NH3/NH,", HNO,/NO,, CO3;/HCO5/H,COs) vy los
procesos fisicos de desabsorciéon del NH; y del CO,. Una vez definido, el modelo ha sido
incorporado al modelo general BNRM1 e implementado en el programa DESASS desarrollado
por el grupo de investigacion CALAGUA para una simulacion mas completa de los procesos

gue tienen lugar en una EDAR.

2. Se han desarrollado dos metodologias de calibracion del modelo para un reactor
SHARON a escala de laboratorio y una planta piloto de fangos activados. Se propone una
metodologia de calibracion adaptada a cada uno de los sistemas evaluados ya que son
procesos de eliminacion de nitrégeno con caracteristicas muy diferentes. En el primer caso,
la calibracion permite obtener solamente los valores de los pardmetros cinéticos vy
estequiométricos de las bacterias AOB, ya que son las Unicas bacterias presentes en el
reactor SHARON. La calibracion desarrollada para la planta piloto permite determinar los
parametros de las bacterias AOB y NOB de manera independiente, teniendo en cuenta

también que existen otros grupos de bacterias presentes en este tipo de sistemas.

Calibracion de bacterias del reactor SHARON.

3. En el proceso de calibracidon de las bacterias AOB presentes en el reactor SHARON se
observé en primer lugar que se obtiene una prediccion adecuada de los resultados
experimentales si se considera el amoniaco como sustrato de las bacterias, en lugar del
amonio. En el ajuste se determind una Ky43=0.32 mg/I, valor que indica una baja afinidad por
el sustrato. También se verificd que existe inhibicidon por acido nitroso si la concentraciéon de
este es suficiente, ya que para una concentracion de 1.32 mg N-HNO,/I la actividad de las
bacterias desciende al 50 %. Este valor de la constante muestra que las bacterias AOB tienen
mucha resistencia al acido nitroso, dado que se necesitaria una elevada concentracion de

nitrito para alcanzar la concentracién de HNO; indicada por la constante. Por otro lado, los
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resultados de la calibracion mostraron que la salinidad del medio comienza a ejercer un
efecto negativo sobre las bacterias antes de que se pueda apreciar una inhibicién por
amonio/amoniaco, con lo que se tuvo que modificar el modelo para incluir un término de
inhibicién por salinidad y eliminar la funcién de inhibicién por sustrato, propuesta en el

modelo inicial.

4. Durante las experiencias realizadas para la calibracidn de los parametros del modelo se
observd que la inhibiciéon por pH en estas bacterias era mas acusada a pH altos que a pH
bajos, lo que llevé a modificar la funciéon de inhibicién por pH. La nueva funcién propuesta
consiste en el producto de dos funciones sigmoidales que permiten ajustar de forma
asimétrica la inhibicion por pH a ambos lados del pH éptimo. Esta funcién asimétrica
proporciond mejores predicciones del modelo. Con el ajuste de esta funciéon de pH a los
datos experimentales se observé que los ensayos realizados se debian organizar en dos
grupos con diferentes valores de las constates de pH (Ky=6.40, Ki4=8.55 el primer grupo, y
Ky=5.70, K=8.20 en el segundo). La unica diferencia entre estos dos conjuntos de
experimentos era el pH medio en el reactor SHARON del que se extraian las muestras en el
momento de los ensayos (cuando se realizaron los primeros ensayos el pH medio era de 6.60
y en el caso del segundo grupo el pH era de 6.18). Este resultado llevé a concluir que las
constantes de inhibicién por el pH van determinadas en cada caso por las condiciones
ambientales en las que se desarrollan las bacterias, ya que son capaces de adaptar su pH

O6ptimo a las condiciones en las que crecen.

5. En los ajustes realizados para determinar el efecto de la temperatura se observo que los
datos experimentales se reproducen adecuadamente con la ecuacién de Arrhenius, pero
solamente hasta una temperatura de 30 9C. A partir de aqui la ecuaciéon de Arrhenius no
puede representar el cambio que sufre la velocidad de crecimiento de las bacterias AOB
como consecuencia de las elevadas temperaturas. En cambio, el modelo modificado de
Ratkowsky, aunque no tiene un sentido fisico, reproduce mejor los resultados

experimentales en todo el rango de temperaturas evaluadas.

6. En la determinacién del rendimiento celular de las bacterias se obtuvieron valores muy
elevados comparados con los descritos por la bibliografia. Se puede asumir que estas
diferencias pueden deberse a la forma en que se ha realizado el ensayo respirométrico, ya
que la relacion So/Xo es muy alta en todos los experimentos realizados en este estudio. Estos
ensayos se llevaron a cabo a las mismas condiciones a las que operaba el reactor SHARON ya
que estas son las condiciones en las que interesaba obtener la Y para que fuese

representativa de dicho sistema. Por lo tanto, a la hora de determinar el valor de la
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constante de rendimiento celular es muy importante determinar las condiciones en las que

se realiza los ensayos respirométricos.

7. El método de cuantificacion bacteriana desarrollado por Borrds L. (2008) permite
determinar la concentracidon de bacterias AOB en el reactor medida en mg de DQO por litro.

M. Xnn, obtenidos en ensayos anteriores de la calibracién, se pudo

Al disponer de datos de pu
obtener la tasa maxima de crecimiento de las bacterias presentes en el reactor SHARON

(L™ =2.87 +0.08 d* para una temperatura de 30 2C).

8. Las simulaciones de los reactores SHARON han permitido, en primer lugar, la
determinacién de la tasa de lisis de las bacterias mediante la simulacidon del estado
estacionario del reactor SHARON R;. Por otro lado, se ha validado el modelo calibrado
mediante la simulacién del estado estacionario de las diferentes etapas evaluadas en el
reactor SHARON R,. Con estas simulaciones se ha comprobado la adecuada capacidad del
modelo de predecir el comportamiento de las bacterias AOB en un reactor SHARON. En la
fase de operacidn del reactor SHARON R; se obtuvo que, para que las bacterias AOB lleven a
cabo el proceso de nitrificacion parcial, necesitan un TRC entre 1.56 y 1.75 d si la
temperatura es de 30 oC. Si la temperatura se incrementa a 35 2C el TRC minimo desciende a
1.40 — 1.52 d. Los resultados de la simulaciones mostraron que el modelo predice resultados
similares, ya que, para 30 2C se requiere un TRC superior a 1.7 d mientras que para 35 2C el
TRC debe ser mayor de 1.3 d.

Calibracion de bacterias de la planta piloto.

9. Para poder medir el consumo de oxigeno de las bacterias AOB y NOB de forma
independiente se examinaron dos métodos: uso de un inhibidor especifico de la actividad de
cada grupo de bacterias y el método de adiciones sucesivas de nitrito y amonio propuesto
por Moussa et al. (2003). Dado que el segundo método proporciond resultados mas

favorables se decidid emplear éste para la calibracion de los parametros de las bacterias.

10. En la calibracién de las constantes de semisaturacidn e inhibicién por el HNO, y el NHs de

las bacterias NOB presentes en la planta piloto se obtuvo:
o El modelo reproduce adecuadamente los resultados experimentales si se incluye la

concentracion de TNO2, en lugar del HNO,, en la ecuacion del proceso de crecimiento

de las bacterias. Se obtuvo una Kno,=0.26 mg N-NO,/I.
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o No se observa inhibicidn de las bacterias por HNO; hasta concentraciones de 10 mg/I
de nitrito a pH 7, concentracién considerablemente alta para un sistema convencional
de tratamiento. Por ello, esta inhibicidon se puede despreciar cuando la concentracién
de nitrito en el sistema es muy baja.

o Aunque no se han realizado los experimentos necesarios para determinar la inhibicion
de las NOB por amoniaco, se llevaron a cabo un par de ensayos para ver el efecto de
las elevadas concentraciones de TAN en las bacterias AOB y NOB en conjunto. Con
estos se comprobd que, para un pH de 7.0, se necesitan concentraciones por encima
de 400 mg N-NH,4/l para poder inhibir a las bacterias. Estos valores de TAN no son
habituales en un sistema de fangos activados y, ademas, es probable que la inhibicién
sea debida a la salinidad y no a la concentracion de amonio, por ello, la inhibicién por

NHs puede ser despreciada en este caso tanto en bacterias AOB como NOB.

11. En la calibracion de las constantes de semisaturacion e inhibicion por el NHs y el HNO, de

las bacterias AOB presentes en la planta piloto se obtuvo:

o El modelo reproduce adecuadamente los resultados experimentales si se incluye la
concentraciéon de TAN, en lugar del NHs, en el modelo, determindndose una constante
Knva de 0.54 mg N-NHg4/l. Esta constante indica que las bacterias AOB de la planta
piloto tienen una alta afinidad por el sustrato, al contrario que lo obtenido para las
bacterias AOB del reactor SHARON.

o Como se ha comentado para las bacterias NOB, se necesitan concentraciones excesivas
de TAN para observar inhibicidon de las bacterias, por lo que este término de inhibicidon
es despreciable.

o En cuanto a la inhibicién por HNO, se determind una constante Kyno>=0.013 mg N-
HNO,/I. Para alcanzar esta concentracion de HNO, se requieren concentraciones de
nitrito muy altas y/o pH muy bajo; asi por ejemplo, para un pH de 7 y una T2 de 20 2C
se requieren 50 mg N-NO,/I. Estas circunstancias no se suelen dar en un tratamiento
convencional de aguas residuales y, por ello, en la mayoria de los casos este tipo de

inhibicién también se desprecia.

12. En la determinacién de la constante de afinidad por el oxigeno para las bacterias AOB y
NOB se ha obtenido que esta constante se semisaturacién es menor para las bacterias AOB
(Koz = 0.52 £ 0.04 mg 0,/1) que el valor determinado para las bacterias NOB (Ko, = 0.67 *
0.02 mg 0,/l), lo que indica que las bacterias NOB son mas sensibles a las bajas

concentracion de oxigeno que las bacterias AOB.

272



Capitulo 7. Conclusiones

13. En los ensayos para la determinacion del efecto del pH sobre la actividad de las bacterias
se observo que, al igual que para el caso del reactor SHARON, fue necesario el empleo de

una funcidn sigmoidal para reproducir correctamente los resultados experimentales:

o Para el caso de las bacterias NOB se observd que su actividad desciende de forma
drastica si el pH es inferior de un valor aproximado de 7.10 y que no se ven inhibidas
por un valor de pH muy elevado, ya que a un valor de casi 10, éstas aln se encuentran
en su actividad maxima. Por lo tanto, en el modelo se considerd el efecto del pH como
una Unica funcién sigmoidal que representa la inhibicidn por valores de pH bajos.

o Para las bacterias AOB hay que destacar que tienen un amplio rango de pH en el que
mantienen su actividad por encima del 80 % (desde 6.5 hasta 9.5). Comparando con las
bacterias NOB, las bacterias AOB toleran mejor valores de pH bajos, pero en cambio, si
que presentan inhibicién por pH altos. Por ello, en este caso la funcién de inhibicién
por pH es el producto de dos funciones sigmoidales para considerar la inhibicién tanto

a valores de pH altos como bajos.

14. Al igual que para la calibracion del reactor SHARON, el método de cuantificacién de
Borras L. (2008) permitié determinar la concentracidén de cada grupo de bacterias en las
muestras de fango analizadas y a partir de aqui obtener el valor de la tasa maxima de
crecimiento de cada una. En la determinacion de la tasa de crecimiento de las bacterias AOB
y NOB se observé un cambio de este parametro cinético cuando se elimind el reactor BABE
de la planta piloto. Ambos grupos de bacterias experimentaron un incremento de su
velocidad maxima de crecimiento debido, probablemente, a que la eliminacion de este
reactor supuso un descenso considerable del TRC (y de la T2, al menos mientras se
encontraban en este reactor) lo que llevé a un cambio en la poblacion bacteriana de ambos
grupos de bacterias. El seguimiento mediante FISH en las etapas con y sin reactor BABE

permitio observar que:

o Las bacterias AOB pasaron de un 8% a un 6% respecto del total de bacterias. Cuando se
elimind el reactor BABE desaparecieron del sistema las Nitrosomonas eutropha,
europaea, halophila y Nitrosospira spp.

o Las bacterias NOB descendieron de un 8 a un 2 % desapareciendo una de las dos

especies existentes inicialmente (Nitrobacter).

273



Capitulo 7. Conclusiones

Andlisis comparativo de las bacterias AOB en los dos sistemas.

15.En los dos sistemas estudiados se desarrollan las bacterias AOB responsables de la

primera etapa del proceso de nitrificacion. En la calibracién de los parametros de estas

bacterias se han obtenido valores diferentes entre los que hay que destacar:

En cuanto al sustrato empleado por las bacterias, el modelo reproduce mejor los datos
experimentales si en el reactor SHARON se incluye el amoniaco en la funcién de
afinidad, mientras que en el caso de la planta piloto la inclusion del sustrato en forma
de TAN proporciona un mejor ajuste de los datos experimentales.

Las bacterias presentes en la planta piloto tienen una mayor afinidad por la
concentraciéon de oxigeno disuelto.

Las bacterias del reactor SHARON presentan una mayor resistencia a elevadas
concentraciones de acido nitroso y de sales.

La amplitud del rango éptimo de pH para el desarrollo de las bacterias AOB es
considerablemente mayor en la planta piloto, sin embargo, las bacterias del reactor
SHARON pueden desarrollarse en ambientes con un pH menor.

La velocidad de crecimiento es mayor en las bacterias presentes en el reactor SHARON
porque es un sistema con una mayor temperatura. En las bacterias de la planta piloto,
aparte de obtenerse valores inferiores, se observa un cambio en su tasa de

crecimiento debido a la eliminacién del reactor BABE del esquema de operacion.

Estos cambios en las constantes del modelo son atribuidos a un cambio de poblacion

amonioxidante de un sistema de operacidn a otro. En el reactor SHARON se desarrollaban

Unicamente Nitrosomonas europaea, eutropha, halophila, mientras que en la planta piloto la

especie predominante era Nitrosomonas oligotropha. Son especies diferentes y por tanto

poseen parametros diferentes.
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Anexo I. Software de simulacion DESASS.

B2 Descripcion.

El programa DESASS (Design and Simulation of Activated Sludge Systems) se disefié con el
objeto de desarrollar una herramienta informatica que facilitara el disefio de los sistemas de

fangos activados para la eliminacion bioldgica de nutrientes (Ferrer et al., 2008).

En general, puede decirse que el programa DESASS es un simulador de EDARs disefiado y
optimizado para la investigacién de los procesos de fangos activados, para la evaluacién de
sistemas de fangos activados, para la operacidon de entrenamiento de personal y para
propdsitos educativos, con un particular énfasis en la velocidad de calculo, presentacidn

graficay facil manejo.

DESASS presenta un entorno de trabajo de facil uso y permite evaluar sistemas de fangos
activados, pudiéndose representar desde sistemas tan sencillos como la eliminacién de
materia organica, hasta procesos mds complejos en los que se incluye la eliminacién
biolégica de nitrégeno y fésforo, fermentacidon de fango primario y digestiéon de fangos

(aerobia/anaerobia).
22 Modelos utilizados.

El modelo implementado en el programa considera la practica totalidad de los procesos

fisicos, quimicos y bioldgicos que tienen lugar en las EDARs.

e Modelo biolégico. Actualmente, el programa DESASS tiene implementado un algoritmo de
modelacién matemadtica basado el modelo BNRM1 (Biological Nutrient Removal Model No.1,
Seco et al., 2004). Sin embargo, debido a su flexibilidad en la incorporacion de procesos, al
programa se le puede incluir cualquier modelo bioldgico que se desee. Esta caracteristica se
ha facilitado mediante la utilizacion en el programa del formato de notacion matricial
propuesto por el grupo de trabajo de la IWA para los procesos bioldgicos. Para incluir en el
programa DESASS un modelo bioldgico distinto del BNRM1, se debe modificar el codigo
definiendo los componentes del modelo, y fijando, para cada uno de los procesos, los
coeficientes estequiométricos de los componentes que participan en dicho proceso vy la

expresion cinética del mismo.
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Puesto que el modelo desarrollado en la presente tesis también utiliza la notacidn matricial
se modificd el cddigo implementando dicho modelo en el software DESASS. Ademas, se ha
incluido en el programa el disefio de dos nuevas operaciones unitarias: el reactor SHARON vy

el reactor BABE.

e Modelo de sedimentacion. Para representar los procesos de sedimentacion y espesado del
fango, DESASS tiene implementado un modelo de sedimentacién basado en el modelo de
Takdcs (1991) para la velocidad de sedimentacién y modificado por un factor de compresién
para tener en cuenta el proceso de compactacién que se produce en el fondo de los
decantadores y espesadores (Ribes, 2004). Se trata de un modelo unidimensional basado en
la teoria del flujo que junto con el modelo biolégico permite simular el comportamiento
dindmico de los sistemas de fangos activados incluyendo el tanque de aireacion y el
decantador secundario. El modelo del decantador incluye las zonas de clarificacion,
sedimentacion y compresiéon del fango, de forma que se pueden obtener no sélo las
concentraciones de sélidos en el efluente y en la recirculacion de fangos, sino también el
perfil de concentraciones, mediante la division del decantador en capas horizontales. De
esta manera, es posible conocer la posicion del manto de fangos en cada momento vy la

capacidad de almacenamiento de fangos del decantador.

Para poder modelar los procesos bioldgicos que se producen en los decantadores se ha
utilizado la misma estructura de calculo que en los reactores de fangos activados,
considerando las capas del decantador como una serie de reactores. La inclusiéon de este
modelo en DESASS permite la simulacién de los procesos de desnitrificaciéon que con

frecuencia tienen lugar en los decantadores secundarios.

B Caracteristicas.

Las principales caracteristicas del software DESASS son:

v Simula una gran variedad de configuraciones de plantas permitiendo fijar los volimenes,
caudales y concentraciones que van desde plantas de experimentacidon (piloto), hasta
plantas de gran tamano.

v' Permite la simulacién dindmica de variaciones de cargas (variacion de carga diurna,
eliminacion de lodos en exceso, relaciones de recirculacién), asi como la introduccion de

condiciones iniciales de los elementos en régimen transitorio.
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v" Consideracion simultdnea de varios sistemas de fangos activados en serie o en paralelo,
obteniéndose una mayor flexibilizacion en las configuraciones de sistemas de fangos
activados.

v Posibilidad de simular los procesos de sedimentacién en los decantadores y espesadores,
ademas de los procesos bioldgicos que se pueden producir en ellos.

v' Disefio de los sistemas de aireacidon, mediante tres tipos de maquinarias (Difusores,
Turbinas, Venturi).

v Contiene un mddulo de control de las concentraciones de oxigeno, amonio y nitrato en
sistemas de fangos activados basado en ldgica difusa.

v" Comparacion inmediata de resultados para condiciones de verano e invierno, en régimen
estacionario.

v Incluye un programa auxiliar para la actualizacion de la base de datos de la maquinaria.
v' Permite representar graficamente tanto en régimen estacionario como en régimen
transitorio, la evolucién de las variables del modelo en cada elemento.

v" Permite exportar los resultados obtenidos a una hoja de calculo Excel para facilitar su uso
en la elaboracién de informes.

v Rapidez en el cdlculo numérico, tanto para régimen transitorio como estacionario.

La ventana principal del programa incluye la barra de menus, una barra de herramientas
desde donde se pueden realizar todas las funciones generales del programa, y la ventana de
trabajo, donde se construye el diagrama de flujo de la planta. En la Figura 93 se muestra la

pantalla de disefio del software de simulacion DESASS, con un ejemplo ilustrativo.

Archivo  Dimensionamiento  Inserbar Esquema  Utilidades  Graficos  Avuda

Elal e wE [FEE E

Reactor 1 Reactor 2 . Reactor 3
Anaerobio Anoxico

Digestion
Aerobia

Figura 93. Pantalla del simulador DESASS. Ejemplo de esquema de operacion.
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B> Aplicaciones.

El programa DESASS se ha desarrollado de modo que se permita el calculo tanto de las
condiciones estacionarias (Disefio) como de condiciones transitorias (Simulacion). Ademas,

es una herramienta muy util para el diseno de estrategias de control.

e Disefio. DESASS permite el calculo del estado estacionario para las condiciones de invierno
y de verano simultdaneamente, ofreciendo asi una facil comparacién entre cada una de las
estaciones. En régimen estacionario el programa desarrolla una solucién basandose en las
condiciones medias establecidas en planta, tales como calidad del agua de entrada, caudales

de recirculacién interna y de lodos, y demas.

e Simulacion. En régimen transitorio el usuario simulara la evolucion de la planta teniendo
en cuenta la variacién diaria en la entrada. También se puede realizar una simulacién con
entrada constante para ver cdmo evoluciona el sistema frente a alguna modificacion en las

condiciones de operacion.

También es posible establecer en condiciones de simulacion la opcién de incluir una
variaciéon temporal de los caudales de recirculaciéon y de purga del fango de los
decantadores. Esto permite probar distintas estrategias de operacién frente a la entrada de
puntas de carga y de caudal diarias, o frente a perturbaciones puntuales como puede ser el

caso de un dia de lluvia abundante.

Ademas, el programa tiene implementado un algoritmo de control de la aireacién mediante

l6gica Fuzzy que permite disefar y probar el controlador por simulacion.

e Aplicaciones de control. DESASS permite disefiar estrategias para controlar el oxigeno
disuelto, el amonio y el nitrato. Una caracteristica muy importante es que los algoritmos de
control se pueden implementar en una planta real sin mas que sustituir los datos que
actualmente se obtienen del modelo por las seiiales enviadas por los aparatos de medida.
Dado que es posible simular lo que sucede en estado transitorio DESASS también permite

optimizar la explotacién de sistemas de fangos activados en funcionamiento.
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Algunas posibilidades de optimizacién son:

¢ Disminuir la concentracion de oxigeno en periodos de baja carga (concentraciones de
amonio bajas).

O Disminuir la recirculacién interna en periodos de baja carga para evitar una excesiva
concentracién de nitratos en el tanque andxico.

O Establecer los valores de purga y de recirculaciéon adecuados para mantener la

concentracion deseada de sélidos suspendidos, etc.
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