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Los estudios integrados que relacionan la abundancia de bacterias
nitrificantes con las variables fisicoquimicas y operacionales en
estaciones depuradoras de aguas residuales a escala real son
escasos. El conocimiento de estas relaciones bajo una perspectiva
integrada permite aportar valiosa informacion para la optimizacion
del proceso de nitrificacion. El presente estudio fue realizado en
una estacion depuradora de agua residual (EDAR) con sistema

AO y eliminacion bioldgica de nitrégeno mediante aireacion
intermitente. El objetivo principal fue establecer la asociacion
entre la abundancia de bacterias nitrificantes y los parametros
operacionales, fisicoquimicos y rendimientos de eliminacion del
nitrégeno, utilizando para ello un analisis de correlacion bivariante.
Los resultados obtenidos han permitido establecer una metodologia
adecuada para la cuantificacion de bacterias nitrificantes y definir
los parametros asociados con su abundancia (como la carga
masica, la DQO soluble y el tiempo de retencion hidraulico) y, por
tanto, de interés para la monitorizacion del proceso.
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2 TECNSAQUA

Correlation analysis between nitrifying bacteria
abundance and operational and physico-chemical
parameters associated with nitrification biological

process in activated sludge systems

Integrated studies relating nitrifying bacteria abundance to physico-
chemical and operational variables in wastewater treatment
plants are scarce. The knowledge of these relationships under
an integrated perspective can provide valuable information to
optimize the nitrification process. The present study was carried
out in a wastewater treatment plant (WWTP) with AO and biological
nitrogen removal system via intermittent aeration. The aim of this
study was to establish the relationships between nitrifying bacteria
abundance, and operational and physico-chemical parameters, as
well as nitrogen removal performance, using bivariate correlation
analysis. The results obtained allowed to establish an appropriate
methodology for the quantification of nitrifying bacteria and define
parameters associated with its abundance, and therefore of interest
for process monitoring, such as the food to microorganism (F/M)
ratio, soluble COD and hydraulic retention time.

Keywords

WWTP, activated sludge, nitrifying bacteria, nitrification efficiency,
sludge retention time, F/M ratio, AOB, NOB.
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1. Introduccion

La nitrificacion bioldgica consiste en
la oxidacion del ién amonio a nitrito
y posteriormente a nitrato. Durante
este proceso, las bacterias oxidantes
de amonio (BOA; Nitrosomonas y
Nitrosospira), las arqueas oxidantes
de amonio (AOA) y las bacterias oxi-
dantes de nitritos (BON; Nitrobacter,
Nitrococcus, Nitrospina y Nitrospira)
realizan una respiracion aerobia a
partir de donadores inorganicos de
electrones (Mota et al., 2005).

El nitrégeno presente en las aguas
residuales urbanas generalmente
se encuentra en forma de amonio,
urea, acido Urico, proteinas, azuca-
res aminados y aminas, entre otros.
El nitrégeno organico es transfor-
mado a ién amonio por la actividad
microbiana. Los microorganismos
proteoliticos degradan las proteinas
hasta aminoacidos que, a su vez,
son degradados a amonio por los
organismos amonificantes (Cata-
lan, 1997), reintroduciendo de esta
forma el amoniaco o el amonio en
el ciclo del nitrégeno. La urea, el
compuesto organico con mas nitro-
geno, es hidrolizada por la enzima
ureasa hasta amoniaco y anhidrido
carbénico. Por tanto, la generacion
de amoniaco comienza a producirse
antes de llegar las aguas residuales
a la estacion depuradora (Catalan,
1997). Para completar el ciclo, los
iones nitrato y nitrito son conver-
tidos al estado gaseoso N, o N,O
mediante la accion de las bacterias
desnitrificantes (Catalan, 1997).

Las bacterias nitrificantes se en-
cuentran en una gran variedad de
habitats, incluyendo agua dulce
(agua potable y aguas residuales),
agua de mar, agua salobre y en el
suelo. Las principales especies pre-
sentes en los fangos activos son au-
totrofas, es decir, utilizan el dioxido
de carbono o carbono inorgénico
como fuente de carbono para la
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sintesis de material celular. Por cada
molécula de didxido de carbono asi-
milado, se oxidan aproximadamen-
te 30 moléculas del ién amonio o
100 moléculas de nitrito. Debido a
la gran cantidad de iones amonio y
nitrito necesarios para asimilar dié-
xido de carbono, las bacterias nitrifi-
cantes tienen una velocidad de cre-
cimiento muy lenta (Gerardi, 2002).

1.1. Factores que afectan

a la nitrificacion

El proceso de nitrificacion es un paso
critico en la depuracién de las aguas
residuales, debido a la baja tasa de
crecimiento de las bacterias nitrifi-
cantes y a la extrema sensibilidad,
a las condiciones ambientales y a
diversas sustancias inhibidoras que
impiden su crecimiento y actividad.
Este proceso se encuentra bajo la in-
fluencia de distintos factores, que se
senalan a continuacién (Gonzélez et
al., 2010; Bitton, 1994):

1.1.1. Temperatura

La temperatura en el reactor bio-
l6gico (T°r) es el factor operacional
mas influyente en el crecimiento de
las bacterias nitrificantes. Existe una
importante reduccion en la tasa de
nitrificacion a medida que disminuye
la Tr. Por el contrario, la tasa de cre-
cimiento de las bacterias nitrificantes
aumenta dentro del rango de 8 °C a
30 °C, con un aumento del 10% por
cada incremento de 1 °C en el caso
del género Nitrosomonas (Gerardi,
2002).

En general, la velocidad del pro-
ceso disminuye mucho para valo-
res bajos de T?r, siendo muy dificil
que se lleve a cabo la nitrificaciéon a
temperaturas por debajo de los 10
°C. En estas condiciones es necesa-
rio operar con alta edad del fango
(EF) para que se pueda llevar a cabo
el proceso de forma eficaz (Gonza-
lez et al., 2010). Por encima de los

10 °C la nitrificacion aumenta casi
de forma proporcional a la T°r. Las
bacterias del género Nitrosomonas
aisladas de los fangos activos tie-
nen una tasa de crecimiento opti-
ma a 30 °C, siendo esta la T°r ideal
para que tenga lugar el proceso de
nitrificacion.

La baja temperatura inhibe el
crecimiento de Nitrobacter de forma
mas drastica que en Nitrospira. Por
tanto, es comun que los iones nitri-
to se acumulen en estas condiciones
(Gerardi, 2002).

1.1.2. Alcalinidad y pH

La alcalinidad y el pH influyen de for-
ma muy importante sobre la tasa de
crecimiento de las bacterias nitrifi-
cantes. Sin embargo, el pH también
se ve afectado por la propia activi-
dad de las bacterias nitrificantes, de
forma que al aumentar la nitrifica-
cién se produce mayor reducciéon
del pH. En caso de que el agua de
entrada no tenga suficiente alcalini-
dad para compensar el descenso de
pH producido por la nitrificacion, se
producirfa la autorregulacion de las
propias bacterias.

Se ha observado que la tasa maxi-
ma de nitrificacion se produce a va-
lores de pH entre 7,2 y 9,0 aproxi-
madamente, mientras que con
valores inferiores a 6,5 la velocidad
de nitrificacion se reduce de forma
significativa (Gonzalez et al., 2010).

1.1.3. Oxigeno

La concentracion de oxigeno disuel-
to en el reactor (OD) puede conver-
tirse en un factor limitante para el
crecimiento de las bacterias nitrifi-
cantes, reduciéndose su abundancia
significativamente a concentracio-
nes bajas de OD (Gonzalez et al.,
2010). La concentraciéon optima de
OD para lograr una nitrificacion 6p-
tima se sitlia por encima de 2 mg/L
(Gerardi, 2002).
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Los factores responsables de la li-
mitacion de OD en el proceso de ni-
trificacion son la falta de difusion de
oxigeno a través de los floculos y la
competencia en el consumo de oxi-
geno por otros organismos aerobios.
El aumento de la concentracion de
OD puede acelerar la nitrificacion,
permitiendo una mejor penetracion
de este en los fléculos y por tanto,
su disponibilidad para las bacterias
nitrificantes (Gerardi, 2002).

El OD debe estar bien distribui-
do en el tanque de aireacién. Para
oxidar 1 mg de amonio son necesa-
rios 4,6 mg de O, (Bitton, 1994). La
cantidad de OD afecta a la actividad
de las bacterias nitrificantes en fun-
cion de la T°r. A niveles bajos de OD
se puede producir una nitrificaciéon
parcial (Yen et al., 2010), ya que en
estas condiciones el crecimiento de
las BON se inhibe de forma mas acu-
sada que en las BOA.

1.1.4. Amonio y nitrito

Los nutrientes pueden afectar y limi-
tar la sintesis celular y el crecimiento
bacteriano. Los principales nutrien-
tes inorganicos necesarios para los
microorganismos son: N, S, P, K,
Mg, Ca, Fe, Nay Cl (Madigan et al.,
2009). El crecimiento de las BOA y
BON sigue la cinética de Monod y
depende de las concentraciones de
amonio y de nitrito respectivamente
(Bitton, 1994).

1.1.5. Relacion entre la DBO, y el NKT

El agua residual afluente al proceso
de fangos activos contiene una ele-
vada concentracion de materia orga-
nica y otros nutrientes que son utili-
zados por las bacterias como fuente
de carbono y energia para su me-
tabolismo, crecimiento y reproduc-
cién. La abundancia de organismos
nitrificantes disminuye al aumentar
la relacion entre la demanda bioqui-
mica de oxigeno y el nitrégeno Kjel-
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Las bacterias nitrificantes son muy sensibles

a numerosas sustancias toxicas que pueden inhibir

su crecimiento, lo que provoca una disminucion

en la tasa de nitrificacion o una interrupcion

del proceso por la muerte de las bacterias implicadas

dahl total (DBO./NKT). En procesos
combinados de eliminacién de car-
bono y de nitrégeno esta relacion es
superior a 5, mientras que cuando se
separan ambos procesos en la etapa
de nitrificacion la relacion es superior
a 3 (Bitton, 2011).

1.1.6. Sustancias toxicas

Las bacterias nitrificantes son muy
sensibles a numerosas sustancias
toxicas que pueden inhibir su creci-
miento, lo que provoca una dismi-
nucién en la tasa de nitrificacion o
una interrupcion del proceso por la
muerte de las bacterias implicadas
(Bitton, 1989).

Los compuestos organicos mas
toxicos para las bacterias nitrifican-
tes son el cianuro, la tiourea, los fe-
noles, las anilinas y los metales pesa-
dos (plata, mercurio, niguel, cromo,
cobre y zinc) (Bitton, 1994).

Wells et al. (2009) observaron que,
a pesar de los efectos inhibitorios so-
bre la actividad de las BOA en cultivo
puro y mixto originado por el cromo,
niquel, mercurio, cadmio, zinc y co-
bre, solo la presencia de cromo y ni-
quel en el afluente tiene una corre-
lacion significativa con la variabilidad
de las BOA.

En algunos estudios se propone la
independencia entre la abundancia
de BOA, BON y algunos parametros
operacionales y fisicoquimicos en el
proceso de nitrificacion. Sin embar-
go, la eficiencia del proceso en las
EDAR es el resultado de la interac-
cion de todas las variables. A pesar
de la similitud del disefio y operacién

de algunas EDAR, se pueden dar si-
tuaciones muy diferentes y por tan-
to, distintos rendimientos. La modi-
ficacion de los pardmetros operacio-
nales, contemplados desde un punto
de vista independiente y basada en
la experiencia de otras instalaciones,
supone en ocasiones asumir un ele-
vado compromiso y riesgo principal-
mente cuando dicha modificacion
suponga un incremento en el coste
de explotacién, por ejemplo el gasto
energético. De ahi el interés en la di-
vulgacion de metodologias practicas
y sencillas que permitan estudiar y
evaluar la influencia conjunta de to-
das las variables sobre el proceso de
nitrificacion en plantas depuradoras
a escala real.

El presente estudio tiene como ob-
jetivo establecer, de forma preliminar
y exploratoria, las relaciones entre la
abundancia de BOA, BON y los dis-
tintos parametros operacionales, fisi-
coquimicos del afluente y rendimien-
tos de eliminacion del nitrégeno en
el efluente de la EDAR QB, utilizando
el analisis de correlacién bivariante.
La relacién entre los rendimientos
de eliminacién del nitrébgeno y para-
metros operacionales y fisicoquimi-
cos referidos a este trabajo ha sido
descrita por Zornoza et al. (2011). La
abundancia de la poblacién de BOA
y BON en la EDAR QB ha sido descri-
ta por Avendafio (2011).

Los resultados obtenidos han per-
mitido definir los pardmetros opera-
cionales y fisicoquimicos asociados
con la abundancia de la poblacién
de bacterias nitrificantes y, por tan-
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to, de mayor relevancia para el con-
trol del proceso de nitrificacion en la
EDAR estudiada. Este articulo es un
resumen de la documentacion pre-
sentada en las 'Vl Jornadas Técnicas
de Transferencia de Tecnologia sobre
Microbiologfa del Fango Activo', ce-
lebradas en Sevilla el 19y 20 de abril
de 2012 y organizadas por el Grupo
Bioindicacion de Sevilla (GBS).

2. Material y métodos

2.1. Toma de muestras
Las muestras se tomaron en la EDAR
QB, que trata un caudal prome-
dio anual de 39.748 m3/dia (datos
EPSAR 2010) y una poblacién de
141.689 habitantes equivalentes.
Cuenta con un proceso bioldgico lle-
vado a cabo en cuatro reactores AO
(andxico-oxico) en paralelo y de geo-
metria rectangular (75 x 20 x 4,5 m).
Se han realizado campafas de
muestreo con una frecuencia quin-
cenal durante 1 afo, desde diciem-
bre de 2008 hasta diciembre de
2009 (24 campafas). Cada una de
ellas se ha desarrollado durante 4
dias consecutivos repartidos de la
siguiente forma: en los tres primeros
dias (1, 2 y 3) se muestred el afluen-

Tabla 1. Pardmetros operacionales.

te al reactor. En el tercer dia (3) se
muestred también el efluente del
decantador secundario. Estas mues-
tras fueron compuestas, es decir, se
obtuvieron a partir de la mezcla de
muestras simples horarias en rela-
ciéon al caudal (APHA, 2005). En el
cuarto dia (4) se tomd una muestra
simple de licor mezcla en la salida
del reactor biolégico.

2.2. Parametros fisicoquimicos
Los dias 1y 2 se analizaron en el
afluente al reactor la DQO total,
DQO soluble (DQOs) y DBO,, mien-
tras que el dia 3 se llevd a cabo un
analisis completo del afluente y
efluente. El objetivo del primer ana-
lisis fue estudiar la influencia de la
carga organica y del segundo esta-
blecer el rendimiento del proceso
biologico. El dia 4 se procedié al
analisis completo del licor mezcla.

Los parametros se determinaron
siguiendo los procedimientos nor-
malizados (APHA, 2005). La fraccién
filtrada (f) se obtuvo utilizando un
filtro de lana de vidrio (Whatman
GF/C), con un tamafno nominal de
poro de 1,2 um, y la fraccién soluble
(s) se obtuvo a través de un filtro de
0,45 pm (Grady, 1989).

Parametro m Unidades Observaciones

Tiempo TRHr1 TRHr1: dia 3
de retencion TRHr2a horas TRHr2a: promedio dias 2y 3
hidraulico TRHr2b TRHr2b: promedio dias 1y 2
en reactor TRHr3 TRHr3: promedio dias 1,2 y 3
M1 CM1:dia3
L. CM23, kg DBO./kgSSVLM.d ~ CM2a: promedio dias 2y 3
Carga masica . L
CM2b kg DQO/kgSSVLM.d ~ CM2b: promedio dias 1y 2
CcM3 CM3: promedio dias 1,2y 3
Edad EM dias
del fango
Temperatura Tor oC
reactor
i ODb ODb: < 0,8 mg/L
Oxigeno ODm % ODm: 0,8 - 2 mg/L
disuelto ODa ODa: >2 mg/L
n°5

Se calculd el porcentaje de la
DQOs (%DQOs) con el fin de deter-
minar la fraccion soluble del total del
valor de la DQO. El célculo de este
parametro es de gran utilidad en la
explotacion, ya que permite detectar
facilmente cambios en la calidad del
afluente al reactor, por ejemplo de-
bido a vertidos internos o externos,
gue puedan comprometer la estabi-
lidad del proceso biolégico.

2.3. Parametros operacionales
Los pardmetros operacionales fue-
ron calculados segun Metcalf y Eddy
(1991) y se muestran en la Tabla 1.

Debido a la inercia en el proceso
biolégico de algunos parametros
operacionales, como por ejemplo la
carga organica afluente al reactor
biolégico (Salvado et al., 1993), se
han calculado para su estudio distin-
tas expresiones promedio de la car-
ga masica (CM) y tiempo de reten-
cion hidraulico en el reactor (TRHr).

Uno de los pardmetros operacio-
nales que probablemente mas difi-
cultad muestra en su representacion
es el OD, el cual en este caso corres-
ponde a medidores en continuo si-
tuados en la parte final del reactor
biologico. Es frecuente observar en
las EDAR, como la estudiada, fluc-
tuaciones importantes diarias de
OD debido, por ejemplo, a vertidos
externos e internos, a sobrecargas
organicas en el afluente o, incluso,
al régimen de aireacién intermitente
en continuo (ciclos parada/marcha).
En estos casos las desviaciones del
valor promedio diario de OD son
significativas, no siendo valores re-
presentativos de la disponibilidad del
mismo para los microorganismos.

El tiempo diario en el cual los mi-
croorganismos se encuentran so-
metidos a un determinado nivel de
OD es importante desde el punto de
vista del proceso biolégico. Por ello,
los valores de OD en el reactor fue-
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ron distribuidos en tres rangos (ODb,
ODm y ODa) y expresados en por-
centaje de tiempo (%). No obstan-
te, esta forma de expresion no con-
templa los periodos prolongados de
tiempo de OD, ya que, por ejemplo,
no es lo mismo desde el punto de
vista del proceso una concentracion
en el reactor de 0,2 ppm durante 8
horas repartidas a lo algo de 1 dia
que 8 horas seguidas. Por tanto,
debido a esto ultimo y a la escasa
representatividad en algunos casos
gue supone agrupar por rangos los
valores de OD, los resultados de co-
rrelacion de este estudio no deben
tomarse de una forma concluyente,
sino orientativa.

2.4. |dentificacion

y cuantificacion

de bacterias nitrificantes

Se utilizé la técnica de hibridacion in

Tabla 2. Sondas moleculares utilizadas.

situ con sondas marcadas con fluo-
rofors (FISH) para la identificacion de
la comunidad general de bacterias
asi como de BOA y BON, utilizando
para ello las sondas moleculares des-
critas en la Tabla 2.

Después de realizada la identifi-
cacion, se procedié a la toma de
imagenes para la cuantificacion de
bacterias. Esta consistio en la captu-
ra de 20-25 campos por cada son-
da y muestra analizada. El analisis
de imagen se realizé mediante el
programa MATLAB 7.1, descompo-
niendo la imagen en escala de gri-
ses con valores de 0 (negro) a 225
(blanco) y facilitando de esta forma
el conteo de pixeles (Borras, 2008).
Las imagenes tomadas fueron in-
troducidas en el software de cuan-
tificacion desarrollado por Borras
(2008), obteniendo el porcentaje e
incertidumbre del drea ocupada por

las bacterias nitrificantes en funcién
del total de la comunidad bacteriana
presente (sonda EUBmix). Ademas,
dicho porcentaje de &rea fue expre-
sado en mg SSVLM/L.

2.5. Analisis estadistico

Se realizd un anélisis bivariante con el
fin de estudiar de forma preliminary
exploratoria la relacion lineal entre la
abundancia de bacterias nitrificantes
y el resto de variables, calculandose
para ello los coeficientes de Pearson
(CP) y Spearman (CS). Previamente,
se realizo una transformacion loga-
ritmica de aquellas variables que no
mostraron una distribucion normal
(variable = In [variable + 1]) (Esteban
etal., 1991), considerandose signifi-
cativas las relaciones entre variables
cuando el valor p fue menor de 0,05
y 0,01. En las tablas de resultados
se han omitido aquellos coeficientes

EUB 338 | GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria
EUB 3381 GCAGCCACCCGTAGGTGT Planctomycetes
EUB 338 IlI GCTGCCACCCGTAGGTGT Verrumicrobiales
Nso 1225 CGCCATTGTATTACGTGTGA? B Proteobacteria®
Nse 1472 ACCCCAGTCATGACCCCC N. europaea
Nitrosomonas
Nmo 218 CGGCCGCTCCAAAAGCAT e
Nitrosomonas alophila,
eutropha y europaea

NEU CCCCTCTGCTGCACTCTA

Nitrosomonas sp.

Nm104.

CNEU TTCCATCCCCCTCTGCCG Competidora*
Ntspa 662 GGAATTCCGCGCTCCTCT Nitrospira spp.
CNtspa 662 GGAATTCCGCTCTCCTCT Competidora *
NIT 3 CCTGTGCTCCATGCTCCG Nitrobacter spp.
CNIT 3 CCTGTGCTCCAGGCTCCG Competidora*

Amann (1990)

0-50 Daims et al. (1999)
0-50 Daims et al. (1999)
45 Mobarry et al. (1996)
50 Juretschko et al. (1998)
35 Gieseke et al. (2001)
Wagner et al. (1995)
40
Wagner et al. (1995)
40 Wagner et al. (1995)
35 Daims et al. (1999)
Daims et al. (1999)
40 Wagner et al. (1996)

Wagner et al. (1996)

Nota: 'FA: porcentaje de formamida; 2 moodificada con 4 bases LNA (Alonso et al., 2009); 3 AOB; # sin marcar para aumentar
la especificidad de la sonda correspondiente Ntspa 662 o NIT3.
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que no mostraron al menos alguno
de los dos niveles de significacion.El
tratamiento estadistico de los datos
se realizo con el programa SPSS ver-
sion 19.

3. Resultados

Las sefales positivas de hibridacién
de la poblacion de BOA correspon-
dieron a las sondas Nso 1225 y Nmo
218 (Figuras 1y 2), mientras que las
correspondientes a las sondas NEU y
Nse 1472 fueron escasas y negativas
respectivamente.

Las sefiales positivas de hibrida-
cion de la poblacién de BON co-
rrespondieron a la sonda Ntspa 662
(Figura 3), mientras que las corres-
pondientes a las sondas NIT 3 y Nsr
1156 fueron negativas.

Los resultados de abundancia de
la poblacion de BOA y BON se resu-
men en la Tabla 3.

Los rendimientos del proceso de
nitrificacion (rN-NH4 y rNKTs) y los
rangos de operacion de las distintas
variables durante el periodo de estu-
dio se resumen en Tablas 4, 5y 6.

La poblacion de BOA presento,
en general, una correlacion nega-
tiva moderada y alta frente a las
formas mas reducidas del nitroge-
no del efluente (NKTs y N-NH,*) y
correlaciéon positiva respecto a sus
rendimientos de eliminacién (Tabla
7). Los valores més elevados fueron
observados con la sonda Nso1225,
que corresponde a Nitrosomonas
sp. Por el contrario, la poblacion de
BON (sonda Ntspa, que correspon-
de a Nitrospira sp.) presentd escasa
correlacion significativa con N-NO,
y N-NO;". La EF solo mostré correla-
cion significativa con Nitrosomonas
oligotropha (CS; 0,41).

La CM presento, de forma gene-
ral, una moderada correlacion ne-
gativa frente a la poblacién de BOA
y BON (Tabla 8). Las CM expresada
como CM2b mostré valores de co-

n°5

Figura 1. A=AOB Nso 1225;y B = mismo campo. EUB338mix, 600x.

Figura 2. A = AOB. N. oligotropha, Nmo 218; y B = mismo campo.
EUB338mix, 600x.

Figura 3. A = NOB. Nitrospira sp., Ntspa 662; y B = mismo campo.
EUB338mix, 600x.

Tabla 3. valor medio, minimo, maximo y desviacion estandar
de la abundancia de bacterias nitrificantes.

Incertidumbre
(D. estandar/ +/ n° campos)
% 4,0 0,4

Nso 1225

Nmo 218

Ntspa 662

mg SSVLM/L
%

mg SSVLM/L
%

mg SSVLM/L

78,4
2,8
54,2
1,6
31,1

9,0
0,3
6,2
0,3
4,7
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Tabla 4. Valor medio, minimo, maximo y desviacién estandar
de los rendimientos y estados del nitrégeno en el afluente (Afl)
y en el efluente (Efl) al reactor.

NKTs (mg/L)

NKTs (mg/L) Efl
rNKTs (%)

N-NH,* (mg/L) Afl
N-NH,* (mg/L) Efl

rN-NH,* (%)
N-NO, (mg/L) Efl

N-NO," (mg/L) Efl

Tabla 5. valor medio, minimo, maximo y desviacién estandar
de los parametros operacionales.

Variable m Minimo - maximo D. estandar

CM1 (kg DBO/kg SSVLM.d)
CM2a (kg DBO,/kg SSVLM.d)
CM2b (kg DBO,/kg SSVLM.d)
CM3 (kg DBO/kg SSVLM.d)
CM1 (kg DQOs/kg SSVLM.d)
CM2a (kg DQOs/kg SSVLM.d)
CM2b (kg DQOs/kg SSVLM.d)
CM3 (kg DQOs/kg SSVLM.d)
EF (dias)

Ta

TRHr1 (h)

TRHr2a (h)

TRHr2b (h)

TRHr3 (h)

ODb (%)

ODm (%)

ODa (%)

8 TECNSAQUA

11
78
40
9,2

80

1,36

6,2

0,23

0,18

0,20

0,23

0,21

0,16

0,18

21

14,3

15,4

18,4

17,0

24-72
1,0-36,0
45 -96
22-62
0,1-326
42-100
0,04 -5,67

04-11,1

0,09 - 0,85

0,10-0,64

0,08-0,33

0,08 - 0,47

0,10-0,92

0,09 - 0,69

0,06 - 0,29

0,10-0,49

5-28

14-29

8,7-250

10,7 - 23,6

14,8-244

13,5-22

10,4
17
12
9,7
19

1,47

2,6

0,12

0,07

0,09

0,17

0,12

0,06

0,09

3,3

2,6

2,3

2,0

18

19

10

rrelacion mas bajos que el resto de
expresiones (CM1, CM2a y CM3).
Los coeficientes obtenidos de la CM
calculada con el pardmetro DQOs
fueron aproximadamente del mis-
mo orden que los calculados con la
DBO..

El TRHr present6 correlacion po-
sitiva frente a Nitrosomonas oligo-
tropha y Nitrospira sp., siendo el
TRHr2a la expresion que mostré ma-
yores niveles de significacion. No se
observé correlacion significativa con
el ODy la T°r.

La concentracién de tensioactivos
anionicos (TA) presentd correlacion
negativa con Nitrosomonas sp.,
mientras que el %DQO presento6 en
general correlacion negativa con la
poblacion de BON y BOA (Tabla 9).
El %DQOs1 presenté el mayor nu-
mero de coeficientes de correlacion
significativos, especialmente eleva-
dos en el caso de Nitrosomonas sp.

La concentracion de niquel, zing,
fenoles y sulfatos no presentd co-
rrelacion significativa con la pobla-
cion de BOA y BON, mientras que
Nitrosomonas sp. mostré moderada
correlacién negativa con la concen-
tracion de cloruros (Tabla 10). Las
relaciones DBO./NKT y DQOs/NKTs
se correlacionaron negativamente
con la poblacién de BOA y BON,
siendo los coeficientes ligeramente
superiores en el caso de DQOs/NKTs.
La relacion DBO.f/NKT no presentd
coeficientes significativos.

4. Discusion

4.1. Rendimientos del proceso
de nitrificacion

La correlacion significativa observada
entre la presencia de BOA y el ren-
dimiento de eliminacion de N-NH,*
y NKTs indica la buena sefal de hi-
bridacion detectada de las sondas
Nso 1225y Nmo 218, asi como la
adecuada metodologia empleada
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en el tratamiento y cuantificacion
de las imagenes tomadas (Borras,
2008). Las diferencias significativas
encontradas de los coeficientes de
correlacion entre Nitrosomonas oli-
gotropha y Nitrosomonas sp., con
valores mas elevados en el caso de
este Ultimo, podrian indicar la pre-
sencia de otras especies de BOA en
las muestras analizadas. La ausencia
en general de correlaciones signifi-
cativas entre la presencia de BON y
N-NO;" en el efluente pudo ser de-
bida a la eficiencia en el proceso de
desnitrificacién.

4.2. Edad del fango

y temperatura

en el reactor bioloégico

La EF y la T°r estan intimamente rela-
cionas en el proceso de nitrificacion
debido a la baja tasa de crecimiento
de las BOA y BON (Gerardi, 2002).
La T?r, al ser una variable que viene
impuesta por la estacionalidad, de-
termina la EF a mantener en el reac-
tor bioldgico. Segun los resultados
obtenidos, solo la abundancia de
BOA se asocio de forma significativa
con la EF, indicando que la poblacién
de BON podria tener una menor de-
pendencia con dicha variable. Los
coeficientes de correlacién menores
y menos significativos de la EF en
relacion con los valores inversos y
mas significativos observados de la
CM podrian deducirse debido a que
ambos parametros no siempre evo-
lucionan de forma inversa y propor-
cional (Zornoza et al., 2010). La T°,
en el rango 14-29 °C, no present6
una influencia significativa sobre la
abundancia de BOA y BON, proba-
blemente debido a los valores de
operaciéon adecuados de EF.

4.3. Carga masica y porcentaje
de DQO soluble

Los elevados coeficientes de corre-
lacion observados indicaron que

n°5

Al

Tabla 6. Valor medio, minimo, maximo y desviacién estandar
de los parametros fisicoquimicos en el afluente.

Parametro m Minimo - maximo D. estandar

T. aniénicos (mg/L) 12=75

DQOs1 (%) 52 42-75 8
DQOs2a (%) 51 43-70 6
DQOs2b (%) 47 28-63 6
DQOs3 (%) 49 37 -61 5
Niquel (mg/L) 0,13 <0,02-0,45 0,18
Zinc (mg/L) 2,10 0,18 -4.02 1,32
Fenoles (mg/L) 0,94 0,37 -2,05 0,49
Sulfatos (mg/L) 221 159 - 293 35
Cloruros (mg/L) 341 133-520 94
DBO./NKT 45 2,7-79 11
DBO,f/NKTs 33 19-8,0 1,4
DQOs/NKTs 49 29-10,1 1,5

Tabla 7. Coeficientes de correlacién entre los rendimientos y estados
del nitrégeno del efluente y la poblacion de BOA y BON.

o et

Nso1225 -0,72** 0,87** -0,73** 0,85**
(%) cs -0,72%*  0,77**  -0,74**  0,79**
Nso1225 CcP -0,71**  0,85** -0,73** 0,83**
(mg SSVLM/L) cs -0,73**  0,73**  -0,75** 0,78**
Nmo218 CcpP -046* 0,63** -0,58** 0,63**
(%) cs -0,49*  0,59** -0,60** 0,69**
Nmo218 CcP -043*  0,62* -0,54** 0,62**
(mg SSVLM/L) cs -0,57*  0,61** -0,68** 0,74**
Ntspa662 CP

(%) cs 0,41% 0,43*
Ntspa662 CP

(mg SSVLM/L) cs

Nota: Nivel de significacion: ** p < 0,01; * p < 0,05; CS = coeficiente de Pearson;
y CS = coeficiente de Spearman.
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Tabla 8. Coeficientes de correlacién entre la carga masica y la poblacién de BOA y BON.

Sonda Coeficiente CcM1 CM2a CM2b CcM3 M1 CM2a CM2b CcM3
(DBO,) (DBO,) (DBO,) (DBO,) (DQOs) | (DQOs) | (DQOs) (DQOs)

Nso1225 - 0,55%*
(%) cs - 0,54**
Nso1225 cp -0,61**
(mg SSVLM/L) cs

Nmo218 CP

(%) CS

Nmo218 cpP - 0,48*
(mg SSVLM/L) (& -0,51%
Ntspa662 CP - 0,46*
(%) cS - 0,45%
Ntspa662 CcP -0,55%*
(mg SSVLM/L) (& -041*

-054**  -043*  -054**  -058%* -057%*  -043* -0,55%
-0553*  -045% = -052%  -061* -052* -0,50*
-0,60%*  -049% = -060%*  -063* -063* -049* -0,62**
-0,65%*  -054**  -046* -0,55%
-0,43* -041% | -047* - 0,42
- 0,43*
-0,52** -047*%  -049% -055*  -048* -0,51*
-0,53* -046*  -052% -052%  -042* - 0,49*
-0,48* -043*  -048* -0,50* - 0,48
- 0,44* -046%  -0,44*
-060%*  -046*  -054**  -056** -058%* -051* -0,57%
-0,41%

Nota: Nivel de significacion: ** p < 0,01; * p < 0,05; CS = coeficiente de Pearson; y CS = coeficiente de Spearman.

los periodos de altas CM causaron
una disminucién de la poblacién de
BOA y BON. Durante estos periodos
se incrementa la concentracion de
materia organica en la zona 6xica
del reactor, dandose condiciones
que favorecen el crecimiento y la
respiracion de la poblacion heteré-
trofa y, por consiguiente, un mayor
consumo de oxigeno y condiciones
desfavorables para la poblacién bac-
teriana autotrofa.

No se observaron diferencias signi-
ficativas entre las distintas expresio-
nes de la CM, debido probablemen-
te a que las variaciones diarias de la
EDAR QB no fueron importantes. De
todas ellas, la CM2b fue la que pre-
sento los valores menos significativos.
Los coeficientes de correlacion obte-
nidos de la CM calculada con el pa-
rametro DBO, fueron del mismo or-
den que los calculados con la DQOs,
lo que demuestra el interés de este
ultimo como parédmetro de rutina al
ser mas rapido su calculo (de horas,
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frente a los cinco dias necesarios para
la determinacion de la DBO,).

Segun los resultados obtenidos,
se observd una influencia negativa
sobre la abundancia de bacterias ni-
trificantes al aumentar el porcentaje
de DQO soluble, especialmente en
Nitrosomonas sp. El aumento de la
fraccién soluble, aunque no diferen-
cie entre fraccion biodegradable y
lentamente biodegradable, implica
una mayor disponibilidad de mate-
ria organica y, por tanto, condicio-
nes favorables de crecimiento y res-
piracion de la poblaciéon heterétrofa
frente a la autdtrofa. La expresion
del porcentaje de DQO soluble, dia
anterior (%DQOs1) al analisis del
licor mezcla (dia 4), se presenta co-
mo la expresion mas adecuada en el
control de la abundancia de BOA y
BON en la EDAR QB.

4.4. Oxigeno disuelto
El promedio de OD en QB se situd
por debajo de 2 mg/L el 95% del

tiempo (Tabla 5), valores considera-
dos como ineficientes en el proceso
de nitrificacion (Bitton, 1994). No se
observaron coeficientes de correla-
cion significativos con los niveles de
OD mantenidos en el reactor biolo-
gico. Estos resultados indicarian que
el OD podria no ser un factor muy
limitante, principalmente durante
periodos con ausencia de sobrecar-
gas organicas.

Dicha afirmacién podria estar de
acuerdo con los resultados encon-
trados por Schramm et al. (1999),
gue indican que el género Nitrospira
es mas competitivo con niveles ba-
jos de OD que el género Nitrobacter,
siendo el primero dominante en el
presente estudio (Avendano, 2011).
Seria interesante continuar estudian-
do en profundidad la sensibilidad de
los distintos géneros y especies de
bacterias nitrificantes frente a distin-
tos niveles de OD en instalaciones
a escala real. La determinacion de
aquellas condiciones ambientales
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en la EDAR que favorecen el cre-
cimiento de bacterias nitrificantes
manteniendo niveles bajos de OD
en el reactor es de gran interés por
el ahorro energético que supone en
los sistemas de aireacion.

4.5. Tiempo de retencién
hidraulico en el reactor
El TRHr y la CM son variables ope-
racionales que conceptualmente es-
tan relacionadas, y por ello se deben
tener en cuenta de forma conjunta
en la explotacion de las EDAR. En
aquellas instalaciones cuyo disefio
se encuentra sobredimensionado y
disponen de varios reactores en pa-
ralelo, la modificacién del TRHr con
el llenado o vaciado de reactores sin
variar la cantidad total de SSLM en el
sistema, puede ser una herramienta
muy Util en el control operacional.
La EDAR QB dispone de 4 reac-
tores en paralelo, los cuales no se
mantienen siempre operativos. Ade-

mas, presenta una disminucion del
caudal de entrada principalmente en
los meses de verano, lo cual influye
en el TRHr. El incremento de este se
relaciond positivamente con la abun-
dancia de BOA y BON, minimizando
el efecto de la baja tasa de creci-
miento caracteristica de la poblacion
de bacterias nitrificantes.

4.6. DBO./NKT, DBO,f/NKTs,
DQOs/NKTs

Los resultados obtenidos sobre la dis-
minucién de la actividad nitrificante
al aumentar la relacion de DBO/NKT
coinciden con los de Bitton (2011),
observandose una disminucion de la
poblacién de BOA y BON al aumen-
tar dicha relacién. Un aumento de
esta variable favorece el crecimiento
y respiracion de las bacterias hete-
rotrofas frente a las autétrofas en la
zona oxica del reactor. La relacién
DQOSs/NKTs presentd mayor grado
de significacién que la DBO./NKT,

Tabla 9. Coeficientes de correlacion entre los tensioactivos aniénicos,
DQO soluble afluente al reactor y la poblaciéon de BOA'y BON.

CcpP

Nso1225 -0,73%* - 0,46*

(%) cs - 0,68**

Nso1225 CcP -0,44*% -0,75% - 0,48*

(mg SSVLM/L) (&) - 0,65%*

Nmo218 CP -0,50* -0,57** - 0,46*
(%) s -047%  -0,49* -0,42*
Nmo218 CcP - 0,55%* - 0,59*%* -0,50*
(mg SSVLM/L) (& -0,52% - 0,44* -0,41%
Ntspa662 CP -047*% -0,51* -0,48*
(%) s -046*  -0,50% - 0,46*
Ntspa662 CcP - 0,46* - 0,46* - 0,44*
(mg SSVLM/L) (&) -0,52* -0,42* -041*

Nota: Nivel de significacion: ** p < 0,01; * p < 0,05; CS = coeficiente de Pearson;

y CS = coeficiente de Spearman.

n°5

convirtiéndose en un parametro al-
ternativo interesante para el control
del proceso debido a la rapidez de
la determinacion de la DQO frente
ala DBO..

4.7. Sustancias toxicas

Los resultados respecto a las sustan-
cias toxicas estudiadas indican que
la concentracién de estas no cau-
saron un efecto negativo sobre la
abundancia de BOA y BON, a pesar
del efecto negativo que la concen-
tracion de niguel origind en el ren-
dimiento de la nitrificacion (Zornoza
etal., 2011). Los vertidos de agentes
tensioactivos anionicos presentaron
un efecto negativo sobre la abun-
dancia de BOA.

5. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en la
EDAR QB deben considerarse como
recomendaciones u orientaciones
para el control en el resto de insta-
laciones. Estas corresponden a un
andlisis preliminar exploratorio de
los datos obtenidos durante 1 afo
y seran completadas utilizando ana-
lisis avanzado multivariante (analisis
directo del gradiente) en el estudio
de las poblaciones de BOA y BON en
otras EDAR.

El analisis de las correlaciones en-
tre la abundancia de BOA, BONy los
distintos parametros operacionales,
fisicoquimicos del afluente y rendi-
mientos de eliminacién del nitrége-
no relacionados con el proceso bio-
l6gico de nitrificacion mostré que:

- Altas cargas masicas se asociaron
negativamente con la abundancia
de BOA y BON. El parametro DQO
soluble seria un pardmetro de gran
interés para el calculo de la carga
masica. El porcentaje elevado de
DQO soluble afluente al reactor se
asocid negativamente con la abun-
dancia de bacterias nitrificantes, es-

TECNBAQUA 11



articulostécnicos

Tabla 10. Coeficientes de correlacidn entre pardmetros fisicoquimicos
del afluente al reactor y la poblacién de BOA y BON.

Nso1225

(%) (&) -0,57*
Nso1225 CP

(mg SSVLM/L) cs -0,54*
Nmo218 CP

(%) (@)

Nmo218 CP

(mg SSVLM/L) (&

Ntspa662 cP
(%) &
Ntspa662 CcP

(mg SSVLM/L) as

-0,55%* -0,62%*
-0,53* - 0,54%*
-0,53* -0,61%*
-0,47* -0,47*
-0,48* -0,48*
-0,48 -0,43*
-0,50* -0,50*
-0,51*
-0,43* - 0,55**
- 0,44% - 0,54**

Nota: Nivel de significacion: ** p < 0,01; * p < 0,05; CS = coeficiente de Pearson;

y CS = coeficiente de Spearman.

pecialmente en Nitrosomonas sp. La
determinacion de dicho porcentaje
en el dia anterior al analisis del licor
mezcla se presenta como una varia-
ble de interés a controlar. La relacién
DQOs/NKTs se asocio negativamente
con la abundancia de BOA y BON.
Esta se presenta como una alter-
nativa plausible frente a la relacion
DBO./NKT.

- La temperatura en el reactor bio-
l6gico no se asocié de forma signi-
ficativa con la abundancia de BOA
y BON, probablemente debido a va-
lores adecuados de operacién de la
edad del fango. Solo la abundancia
de BOA se relacion¢ de forma signi-
ficativa con el aumento de la edad
del fango.

- El aumento del tiempo de reten-
cion hidraulico en el reactor se aso-
Ci6 positivamente con la abundancia
de BOA y BON vy, por tanto, se pre-
senta como una variable operacional
de interés para el control del proceso
de nitrificacion.
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