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RESUMEN

La necesidad de profundizar en el conocimiento del proceso de depuraciéon
bioldgica de las aguas residuales, para la eliminaciéon de materia organica y
nutrientes, ha conducido a la formulacién de modelos matematicos que
permitan reproducir el comportamiento del sistema. En este sentido, el
grupo de investigacion CALAGUA ha desarrollado el modelo BNRM1, el
cual considera no sélo la actividad de las bacterias heterétrofas, autétrofas y
acumuladoras de fésforo sino que ademads tiene en cuenta la actividad de
microorganismos fermentativos en el proceso de fangos activados, como las

bacterias acidogénicas.

En este trabajo se ha propuesto como objetivo principal lograr una adecuada
simulacion del funcionamiento de una estacién depuradora de aguas
residuales. Para ello se ha planteado estudiar la caracterizacion de la
materia organica presente en el agua residual y el procedimiento de

calibraciéon de los parametros del modelo BNRM1.

En relacion al procedimiento de caracterizaciéon de la materia organica se ha
llevado a cabo un estudio comparativo del método de caracterizacién fisico-
quimico y el respirométrico. De acuerdo a los resultados, el procedimiento
fisico-quimico permite cuantificar de forma adecuada las componentes
biodegradables de la materia organica. Asi también se ha determinado que
el tamano de filtro de 0.1 um es el mas conveniente para separar la

componente soluble de la particulada.

El procedimiento actual de calibracion del modelo BNRM1 se basa en una
metodologia de identificacion de parametros a través de experimentos
especificos en laboratorio. En este trabajo se ha centrado el esfuerzo en
estudiar, en primer lugar, de qué forma es posible mejorar este
procedimiento basado en los ensayos de laboratorio. Para ello se ha
considerado conveniente incorporar la concentraciéon del polimero

polihidroxialcanoato, Xpua, en el procedimiento de calibracion de las
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bacterias PAO en condiciones aerobias dado que este polimero juega un
papel fundamental en el metabolismo de estos microorganismos. Ademas,
por medio del analisis de sensibilidad se ha desarrollado un plan de
muestreo estratégico de los diferentes experimentos de calibracion. Este
plan propone incrementar la frecuencia de las muestras en el intervalo del
experimento donde los parametros describen una mayor sensibilidad. De

esta manera es posible mejorar la identificabilidad de los mismos.

Asi también, se ha propuesto una metodologia de calibraciéon del modelo
BNRM1 la cual considera no sélo la informaciéon experimental recogida en
ensayos especificos sino también datos dinamicos del proceso. Estos datos se
han empleado en la identificacion de los parametros mas sensibles que no se
determinan en los experimentos especificos. Para el desarrollo de esta
propuesta se ha incluido un analisis de sensibilidad del sistema en estado
estacionario. Este analisis ha permitido seleccionar las variables mas
sensibles a las perturbaciones de los parametros. Ademas, se ha podido
determinar el conjunto de parametros potencialmente identificable a partir
de los datos disponibles. Al ajustar los parametros seleccionados con este
procedimiento ha sido posible representar en forma adecuada los datos

dinamicos del efluente.

Finalmente, se ha observado que la edad de fango ejerce una influencia muy
importante en el proceso de eliminaciéon de fosforo. A partir de la
informacién experimental recogida en esta tesis se ha apreciado un aumento
de la poblacién de bacterias GAO y una disminuciéon de la concentracion de
bacterias PAO cuando se incrementa el tiempo de retencion celular del

sistema.
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La necessitat d'aprofundir en el coneixement del procés de depuracid
biologica de les aiglies residuals, per a l'eliminaci6 de materia organica i
nutrients, ha conduit a la formulacié de models matematics que permeten
reproduir el comportament del sistema. En aquest sentit, el grup
d'investigaci6 CALAGUA ha desenvolupat el model BNRMI1, el qual
considera no sols l'activitat dels bacteris heterotrofs, autotrofes 1
acumuladores de fosfor sin6 que a més té en compte l'activitat dels
microorganismes fermentatius en el procés de fangs activats, com els

bacteris acidogenics.

En aquest treball s'ha proposat com a objectiu principal aconseguir una
adequada simulacié del funcionament d'una estaci6 depuradora d'aigiies
residuals. Per aixo s'ha plantejat estudiar la caracteritzacié de la materia
organica de l'aigua residual 1 el procediment de calibratge dels parametres

del model BNRM1.

En relacié al procediment de caracteritzacié de la matéria organica s'ha
realitzat un estudi comparatiu del métode de caracteritzacié fisicoquimic 1 el
respirometric. D'acord amb els resultats, el procediment fisicoquimic permet
quantificar de forma adequada els components biodegradables de la materia
organica. Aixi també s'ha determinat que la grandaria del filtre de 0.1 um és

el més convenient per a separar el component soluble de la suspesa.

El procediment actual de calibratge del model BNRM1 es basa en una
metodologia d'identificaci6 de parametres a través d'experiments especifics
en laboratori. L'esfor¢ d'aquest treball s'ha centrat en estudiar, en primer
lloc, de quina forma és possible millorar aquest procediment basat en els
assajos de laboratori. Per a aixo s'ha considerat convenient incorporar la
concentraci6 del polimer polihidroxialcanoato, Xpua, en el procediment de
calibratge dels bacteris PAO en condicions aerobies, atés que aquest polimer

té un paper fonamental en el metabolisme d'aquests microorganismes. A
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més, per mitja de l'analisi de sensibilitat s'ha desenvolupat un pla de
mostratge estrategic dels diferents experiments de calibratge. Aquest pla
proposa incrementar la freqiéncia de les mostres en l'interval de

I'experiment on els parametres descriuen una major sensibilitat.

Aixi també, s'ha proposat una metodologia de calibratge del model BNRM1
la qual considera no sols la informacié experimental dels assajos
especifiques sind també dades dinamiques del procés. Aquestes dades s'han
emprat en la identificaci6 dels parametres més sensibles que no es
determinen en els experiments especifics. Per al desenvolupament d'aquesta
proposta s'ha inclos una analisi de sensibilitat del sistema en estat
estacionari. Aquesta analisi ha permés seleccionar les variables més
sensibles a les pertorbacions dels parametres. A més, s'ha pogut determinar
el conjunt de parametres potencialment identificables a partir de les dades
disponibles. A I'ajustar els parametres seleccionats amb aquest procediment
ha sigut possible representar de forma adequada les dades dinamiques de

l'efluent.

Finalment, s'ha observat que l'edat del fang exercix una influéncia molt
important en el procés d'eliminacié de fosfor. A partir de la informacid
experimental arreplegada en aquesta tesi s'ha observat un augment de la
poblacié de bacteris GAO 1 una disminucié de la concentracié de bacteris

PAO quan s'incrementa el temps de retenci6 cel lular del sistema.
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SUMMARY

The necessity to improve the knowledge of wastewater treatment for the
elimination of organic matter and nutrients has led to the formulation of
several mathematical models with the purpose to reproduce the behaviour
of the system. In this sense, the research group CALAGUA has developed
the model BNRM1. This model considers not only the activity of the
heterotrophic, autotrophic and phosphorus accumulating microorganisms
but also takes into account the activity of fermentative microorganisms in

the activated sludge process as acidogenic bacteria.

The main goal of this work is to performe and adequate simulation of the
wastewater treatment process. For this different characterization methods
of the organic matter present in the wastewater and the calibration

procedure of the BNRM1 model parameters have been studied.

A comparative study of the physico-chemical and the respirometric
characterization methods has been carried out. The results have shown
physico-chemical method provides with an adequate characterization
procedure of the biodegradable organic matter being the 0.1 um a suitable

filter size for the wastewater fractionation.

The calibration procedure of the BNRM1 model is based on the parameter
identification through specific experiments. In this work the improvement of
this procedure has been proposed. Firstly, the evolution of the
polyhidroxyalcanoate concentration has been considered in the experimental
procedure employed for assessing the parameters related to PAO
microorganisms in aerobic conditions. Secondly, a sensitivity analysis to the
specific experiments was performed in order to develop a better sampling
program for each experiment. According to this program the sampling
frequency must be increased in the interval of the experiment where the
parameters show high sensitivity. In this way the parameter identifiability

can be improved.
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Also, a calibration methodology of the BNRM1 model has been proposed.
This procedure is based not only on specific laboratory tests but also takes
into account dynamic data of the process. Dynamic experimental data of the
process were employed in the identification of those parameters with high
influence in the BNRM1 model response and not determined through
specific experiments. For this, a sensitivity analysis of the system in steady
state has been performed. This analysis has allowed determining the model
output more sensitive to parameter perturbations and the parameter subset
potentially identifiable from the available experimental data. A good
correspondence between experimental and simulated data of the effluent
was achieved by perturbing the selected parameters through the sensitivity

analysis.

The sludge retention time was found to be an important factor in the
enhanced biological phosphorus removal. From experimental information
obtained in this thesis, the increase of the sludge retention time produced a
diminution of the PAO microorganism concentration in the mixed liquor and
an increase of GAO microorganisms with the consequent deterioration of the

biological phosphorus removal.
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1 INTRODUCCION

Las fuentes naturales de agua (rios, lagos, mares, etc.) sufren
habitualmente procesos de contaminaciéon que ocasionan una variaciéon en la
calidad del agua. Un proceso de contaminacién habitual se produce a través
de las precipitaciones. El agua de lluvia incorpora impurezas al entrar en
contacto con el aire y con el suelo. Estos contaminantes son arrastrados
hasta ser vertidos en fuentes receptoras generando un incremento en las
concentraciones de estos compuestos en el agua. Esta contaminaciéon natural
es contrarrestada por un proceso de auto depuracién del sistema que tiene

lugar en las aguas naturales.

Al mismo tiempo que la contaminaciéon del agua por procesos naturales, se
produce otra muy notable de procedencia humana que hace sobrepasar la
capacidad de auto depuraciéon de la naturaleza. Al ser el agua un recurso
imprescindible para la vida humana y para el desarrollo socioeconémico,
industrial y agricola, una contaminacién a partir de cierto nivel puede
plantear un problema de salud publica. Por esta razon, las aguas residuales
derivadas de la actividad humana, deben recibir un tratamiento de
depuracion el cual permita gestionarlas en forma adecuada. De esta manera
es posible el vertido de las mismas en cuerpos de aguas receptoras sin
ocasionar un dano al medio ambiente, preservando asi los recursos

naturales.

Adicionalmente, una problematica a la cual se enfrenta Espana y el resto de
los paises de la cuenca mediterranea, es la disminucién de las reservas
hidricas. Esta situacién, aunque agravada hoy por los efectos del cambio
climatico mundial, no es nueva. Los paises Mediterraneos, siempre han
estado caracterizados por un serio desequilibrio hidrico entre el agua
demandada por la poblacién y los recursos disponibles. La reutilizacién del
agua residual urbana, previo tratamiento, aparece aqui como una
herramienta a considerar con el objetivo de aliviar esta escasez. Los

efluentes residuales representan una reserva hidrica alternativa, la cual
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podria ser reutilizada con objeto de reducir la presiéon sobre los recursos

hidricos naturales.

Las cuestiones planteadas, han conducido al desarrollo de un marco legal.
La finalidad de este marco legal es regular la calidad del agua que puede ser
vertida en los cuerpos naturales de agua. Cabe destacar la Directiva
91/271/CEE de la Unioén Europea sobre el Tratamiento de las Aguas
Residuales Urbanas, aprobada en mayo de 1991. Dicha directiva urge a los
estados miembros a tomar las medidas para lograr que todas las aguas
residuales sean adecuadamente recogidas y sometidas a tratamientos

secundarios o equivalentes antes de ser vertidas.

Dada la legislaciéon existente en relacion al tratamiento de las aguas
residuales y a la posibilidad de reutilizacion de las mismas para restablecer
los recursos hidricos, se ha invertido un gran esfuerzo en el desarrollo y
optimizaciéon de los procesos de depuraciéon. Existe una gran variedad de
metodologias de depuracion de las aguas residuales, entre las cuales se
pueden citar procesos fisicos, quimicos y biolégicos. En particular, el proceso
biolégico de depuracion del agua residual ha ganado un gran interés, al
permitir la eliminaciéon de materia organica y nutrientes sin la adicién de
reactivos quimicos. El proceso biolégico genera una menor cantidad de
fangos que el proceso quimico, presentado menores costes de tratamiento y

evacuacion de los mismos.

1.1 PROCEDENCIA DE LA CONTAMINACION DEL AGUA

La contaminaciéon de las aguas puede producirse por causas naturales o
como consecuencia de actividades humanas. En la actualidad la mas
importante, sin duda, es la provocada por el hombre. El desarrollo y la
industrializacién suponen un mayor uso de agua y una gran generacion de

residuos, muchos de los cuales son vertidos en las fuentes receptoras de
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aguas naturales. A continuacién se expondran las principales causas de

contaminacion antropogénicas:

1. Industria. Segun el tipo de industria se producen distintas clases de
residuos. En general, esta actividad genera metales téxicos. Normalmente
en los paises desarrollados muchas industrias poseen eficaces sistemas de
depuracion de las aguas. Sin embargo, en algunos paises en vias de
desarrollo la contaminacion del agua por residuos industriales es muy

importante.

2. Vertidos urbanos. La actividad doméstica produce principalmente
residuos organicos, pero el alcantarillado arrastra ademas todo tipo de
sustancias: sales, acidos, emisiones de los automoéviles (hidrocarburos,

plomo, otros metales), etc.

3. Navegacion. Produce diferentes tipos de contaminacién, especialmente
hidrocarburos. Los vertidos de petrdleo, accidentales o no, provocan

importantes danos ecologicos.

4. Agricultura y ganaderia. Los trabajos agricolas y ganaderos producen
vertidos de pesticidas, fertilizantes y restos organicos de animales y plantas

que contaminan de una forma difusa pero muy notable las aguas.

1.2 ELEMENTOS CONTAMINANTES DEL AGUA

Hay un gran numero de contaminantes del agua los cuales pueden ser

clasificados de la siguiente manera:

1. Microorganismos patégenos. Son diferentes tipos de bacterias, virus,
protozoos, etc., principales responsables de la transmision de enfermedades
como el cdlera, tifus, gastroenteritis diversas, hepatitis A, etc. En los paises
en vias de desarrollo las enfermedades producidas por estos patégenos son

uno de los motivos mas importantes de muerte prematura, sobre todo en
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ninos. Normalmente estos microorganismos llegan al agua en las heces y

otros restos organicos que producen las personas infectadas.

2. Desechos organicos. Son el conjunto de residuos organicos producidos
por los seres humanos, ganado, etc. Incluyen heces y otros materiales que
pueden ser descompuestos por bacterias aerdbicas, es decir en procesos con
consumo de oxigeno. Cuando este tipo de desechos se encuentran en exceso,
la proliferacién de bacterias agota el oxigeno, impidiendo de esta manera el

crecimiento de peces y otros seres vivos que necesitan oxigeno.

3. Sustancias quimicas inorganicas. En este grupo estan incluidos
acidos, sales y metales toxicos como el mercurio y el plomo. Si estan en
cantidades altas pueden causar graves danos a los seres vivos, disminuir los
rendimientos agricolas y provocar problemas de corrosiéon en sistemas

refrigerantes.

4. Nutrientes. Los nitratos y fosfatos son sustancias solubles en agua
necesarias para el desarrollo de seres vivos, pero si se encuentran en
cantidad excesiva inducen el crecimiento desmesurado de algas y otros
organismos. Cuando éstos mueren, son descompuestos por microorganismos,

que agotan el oxigeno del agua impidiendo el desarrollo de la vida acuatica.

5. Compuestos organicos sintéticos. Muchos compuestos organicos como
petréleo, gasolina, plasticos, plaguicidas, disolventes, detergentes, etc.
acaban en el agua y permanecen, en algunos casos, largos periodos de
tiempo. Estos productos, fabricados por el hombre, tienen estructuras

moleculares complejas dificiles de degradar por los microorganismos.

6. Sedimentos y materiales suspendidos. En términos de masa total, la
mayor fuente de contaminacion del agua esta constituida por muchas
particulas provenientes del suelo y arrastradas a las aguas. La turbidez que
provocan en el agua dificulta la vida de algunos organismos, y los

sedimentos que se van acumulando destruyen sitios de alimentacién o
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desove de los peces, rellenan lagos o pantanos y obstruyen canales, rias y

puertos.

7. Sustancias radiactivas. Is6topos radiactivos solubles pueden estar
presentes en el agua y, a veces, se pueden ir acumulando a lo largo de las
cadenas troficas, alcanzando concentraciones considerablemente mas altas

en algunos tejidos vivos que las que tenian en el agua.

8. Contaminacion térmica. El agua caliente liberada por centrales de
energia o procesos industriales eleva, en ocasiones, la temperatura de rios o
embalses disminuyendo su capacidad de contener oxigeno y afectando la

vida de los organismos.

De los contaminantes mencionados en este apartado, la presencia de
nurientes puede provocar alteraciones importantes en los sistemas
acuaticos. En el apartado siguiente se da una descripcion de la problematica

asociada a la presencia de nutrientes en el agua.

1.3 EUTROFIZACION

Cuando una fuente de agua natural posee una concentracion baja de
nutrientes se considera que es oligotréofica. Los cuerpos de agua que
presentan esta caracteristica tienen un crecimiento pobre de algas, la luz
penetra bien y las plantas y animales que se desarrollan son los

caracteristicos de aguas bien oxigenadas.

S1 la concentraciéon de nutrientes aumenta, el sistema se convierte en
eutrofico. En ecologia el término eutrofizacién, designa el enriquecimiento
en nutrientes de un ecosistema. El uso mas extendido se refiere
especificamente al aporte mas o menos masivo de nutrientes inorganicos en

un ecosistema acuatico.
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Los nutrientes que mas influyen en el proceso de eutrofizacién son el fosforo
y el nitrégeno. En algunos ecosistemas el factor limitante es el fésforo, como
sucede en la mayoria de los lagos de agua dulce, pero en muchos mares el

factor limitante es el nitréogeno.

En los ultimos 20 o 30 afios las concentraciones de nitréogeno y fésforo en
muchos mares y lagos practicamente se han duplicado. La mayor parte de
esta contaminacion llega a través de los rios. En el caso del nitrégeno, una
elevada proporcion (alrededor del 30%) llega a través de la contaminacién
atmosférica. El fésforo es absorbido con mas facilidad por las particulas del
suelo y es arrastrado por la erosién o disuelto por las aguas de escorrentia

superficiales.

1.3.1 Fuentes de eutrofizacion

S1 bien existe un proceso de eutrofizacion natural causado principalmente
por las condiciones geomorfolégicas, climaticas y biolégicas del medio
acuatico, son los aportes humanos los que desencadenan una eutrofizacién

notable. Estas aportaciones son de naturaleza diversa:

La contaminacién agropecuaria, sobre todo la contaminacién difusa de los

suelos y de los acuiferos por fertilizantes inorganicos de origen industrial o
extractivo; o por excrementos animales, a causa de una produccién masiva
de ganado, aves, peces, etc. Estas fuentes aportan nitréogeno, en forma de
nitrato y amonio, y fésforo, como fosfato, a la vez que cationes como potasio

(K*), magnesio (Mg*), etc.

Las contaminaciones forestales, por abandono en los rios de residuos

forestales y restos del aprovechamiento maderero, lo que aumenta la
materia organica disuelta, favoreciendo la proliferaciéon de flora eutrofica
como berros y lenteja de agua, que a su vez remansa la corriente y

disminuye el espejo del agua.
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La contaminacién industrial por aporte de o6xidos de nitréogeno (NOx) y

6xidos de azufre (SOx) a la atmoésfera. Estos compuestos reaccionan con el
agua atmosférica para formar ion nitrato (NOs) e ion sulfato (SO42-) que una
vez alcanzan el suelo forman sales solubles. De esta manera se solubilizan
los cationes del suelo, provocando el empobrecimiento de éste en nutrientes.
Esas sales son arrastradas facilmente a los acuiferos y a los rios,
contaminandolos, lo cual puede dar lugar a un proceso de eutrofizacion. Esta
afectara finalmente a los embalses, asi como a los lagos o mares donde los

rios desemboquen.

En algunos tipos de industria se puede dar la presencia de fésforo en sus
vertidos. Por ejemplo, los fosfatos se utilizan en el tratamiento de superficies

metalicas para inhibir el proceso de corrosion.

La contaminacién urbana. Los efluentes urbanos, si no hay depuracién o

ésta es sélo parcial, aportan nutrientes en dos formas: a) residuos organicos,
que enriquecen en elementos previamente limitantes el ecosistema y b)
residuos inorganicos como el fosfato el cual se encuentra en las heces, siendo

ademas un componente de los detergentes.

1.3.2 Consecuencias de la eutrofizacion

El exceso de nutrientes genera importantes problemas en el medio acuatico,

entre los cuales es posible citar los siguientes:

1) Crecimiento importante de biomasa de fitoplancton, algas asociadas y

macrofitas.

2) Algunas de las algas que se desarrollan anormalmente producen
sustancias toxicas que pueden matar a los mariscos y peces, hacer que éstos
no sean aptos para el consumo humano, dar al agua un sabor desagradable o

hacerla inadecuada para el consumo.
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3) Disminucién del oxigeno disuelto en las aguas profundas, debido a
mayores tasas de descomposicion bacteriana que consumen el oxigeno
disuelto a un ritmo mayor que el de reposiciéon a partir de la atmoésfera, de

modo que el agua se vuelve menos apta para los peces.

4) Grandes variaciones de oxigeno disuelto entre los periodos de maxima y

minima actividad fotosintética.

Estos problemas conducen a importantes deterioros en el ambiente entre los
cuales se pueden mencionar: a) cambios en la fauna acuatica, perdurando
s6lo aquellas especies capaces de resistir las condiciones adversas, b)
colmatacion y obstruccion de los canales de riego por las algas acuaticas, c)
disminucién del uso recreativo de embalses y lagos, d) mal olor producido
por la descomposicién de las algas, e) impedimentos de navegaciéon debido al
crecimiento de densas masas de algas en la superficie y f) aumento de los

costes del tratamiento de potabilizacion.

1.3.3 Medidas para evitar la eutrofizacion

El procedimiento mas eficaz para luchar contra este tipo de contaminacién
es disminuir la cantidad de nutrientes y materia organica en los vertidos.
Para que esto fuese posible se deberia prestar atenciéon a las siguientes

pautas:

- Tratar las aguas residuales en estaciones depuradoras que incluyan
tratamientos biolégicos adecuados que eliminen no sélo la materia organica
presente sino también el fésforo y el nitréogeno.

- Reducir las emisiones gaseosas y liquidas de NOx y amoniaco
provenientes de la industria. Sus vertidos liquidos pueden tratarse en una
estaciéon depuradora de aguas residuales (EDAR) preparada para este tipo
de residuo.

- Utilizar los fertilizantes de forma mas eficiente, cambiar las practicas de

cultivo a otras menos contaminantes, mantener el suelo con vegetacion
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para evitar un enriquecimiento en nutrientes y alcancen los cuerpos de
agua por lixiviacion, evitar vertidos de alta carga organica vy

consecuentemente de nutrientes, etc.

1.4 TRATAMIENTO BIOLOGICO DEL AGUA RESIDUAL

Una de las finalidades del tratamiento biolégico es eliminar la materia
organica presente en el agua residual. Los microorganismos transforman la
materia organica coloidal y disuelta en materia floculada y sedimentable, la

cual puede ser facilmente separada del proceso por sedimentacion.

Los microorganismos responsables del proceso de depuracion se encuentran
en forma natural en el agua residual en pequefias proporciones. Al ingresar
al tratamiento biolégico se les proporcionan condiciones adecuadas para su
proliferacion. Para reproducirse y funcionar correctamente, necesitan: i) una
fuente de energia, i1) carbono para la sintesis de material celular nuevo y 1ii1)
elementos inorganicos (nutrientes) tales como nitrégeno, fésforo, azufre,
potasio, calcio y magnesio. De acuerdo a los requisitos nutricionales de los
microorganismos, es posible realizar una clasificacion de los mismos, la cual

se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1: Clasificacion de los microorganismos de acuerdo a sus requisitos

nutricionales.
Clasificacién | Tipo Fuente de energia Fuente de Carbono
Fotoautétrofos Luz
Autétrofos o i Reaccién de Oxidacién Reduccién CO2
Quimioautétrofos | )
inorgénica
o ; Reaccién de Oxidacion Reduccion
Quimioheterétrofos o
. orgénica o
Heterdtrofos Carbono organico
Fotoheterétrofos Luz

El principal objetivo de la mayoria de los procesos de tratamiento bioldgico
es la reduccion del contenido de materia organica del agua residual, con lo

cual los microorganismos quimioheterdtrofos juegan un papel fundamental
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en estos procesos. Estos microorganismos pueden clasificarse de acuerdo a
las caracteristicas de su metabolismo y a sus necesidades de oxigeno
molecular. Los microorganismos quimioheterdtrofos pueden tener un
metabolismo respiratorio o fermentativo. En el primero se genera energia
por transporte de electrones mediante enzimas localizadas en la membrana
celular desde un dador de electrones hasta un aceptor de electrones exterior.
En el metabolismo fermentativo no existe la participacion de un aceptor

exterior. El sustrato organico actiia como aceptor de electrones.

Si el aceptor final de electrones es el oxigeno molecular en el metabolismo
respiratorio, el proceso se denomina respiracion aerobia. Los
microorganismos que sobreviven uUnicamente en ambientes con una
suficiente aportaciéon de oxigeno son aerobios estrictos. Asi también,
existen otros compuestos inorganicos oxidados como el nitrato o el nitrito
que pueden actuar como aceptores finales de electrones en el proceso de
respiracion. Los microorganismos de metabolismo fermentativo a los cuales
el oxigeno les resulta toxico se denominan anaerobios estrictos. En
cambio, reciben el nombre de anaerobios facultativos aquellos

microorganismos que pueden crecer en ausencia y presencia de oxigeno.

En funcion del aceptor final de electrones empleado por los microorganismos
pueden generarse diferentes condiciones de operaciéon en el tratamiento
biolégico del agua residual. Se favorecen condiciones anaerobias si la
materia organica es el aceptor final de los electrones. En cambio, si los
microorganismos emplean aceptores externos es posible trabajar en: a)
condiciones anodxicas, si el aceptor es el 16n nitrato y b) condiciones aerobias,

s1 el oxigeno es consumido en el proceso de respiracion.

Los principales microorganismos que intervienen en el proceso de
depuracion son los siguientes: bacterias, algas, protozoos, metazoos y
hongos. De estos microorganismos las bacterias juegan un papel
fundamental en el proceso global de depuracién del agua residual. Las

mismas son responsables de la eliminacion total o parcial de la materia
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organica biodegradable, y del contenido de fésforo y nitrégeno. A
continuacion se detallan los procesos de eliminaciéon de contaminantes en los

cuales intervienen las bacterias.

1.4.1 Eliminacion de materia organica

En la degradaciéon de la materia organica intervienen numerosas vias
metabdlicas de las bacterias heterdtrofas. Estos procesos ocurren mediante
una serie de reacciones sucesivas catalizadas por enzimas. Cada paso es un
cambio Unico, muy especifico, que origina un producto el cual sera un
reactivo en el siguiente paso. Estos procesos metabdlicos pueden ser

agrupados en dos rutas principales (Boyer, 2000):

CATABOLISMO: En este proceso moléculas organicas complejas

(grasas, carbohidratos y proteinas) son transformadas en moléculas mas
simples (lactato, piruvato, etanol, diéxido de carbono, agua y amoniaco).
Este es un proceso global de oxidacién quimica y produccién de
cofactores reducidos: NADH (nicotinamida adenin dinucleétido),
NADPH (nicotinamida adenin dinucleétido fosfato), y FADH: (flavina
adenina dinucledtido), coenzimas transportadoras de electrones. Los
procesos catabdlicos liberan energia (exotérmicos) que es capturada en
el intermediario ATP (adenosin trifosfato). Esta molécula es un
transportador universal de la energia bioquimica.

ANABOLISMO: En este proceso se construyen grandes biomoléculas

complejas a partir de moléculas precursoras mas pequenas. Algunos de
los procesos mas importantes incluyen la sintesis de proteinas a partir
de aminodcidos, la formaciéon de glucosa a partir de dos moléculas de
piruvato y la sintesis de ADN a partir de nucledtidos. El anabolismo
normalmente emplea reacciones de reduccién y produccién de cofactores
oxidados NAD*, NADP+ y FAD. Este proceso requiere energia

(endotérmico) y utiliza ATP producido en el catabolismo.
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El catabolismo y el anabolismo forman una intrincada red de reacciones
coordinadas, las cuales pueden ser agrupadas en tres etapas (Boyer, 2000),
ver Figura 1. La etapa I del catabolismo consiste en la degradacién de
macromoléculas (proteinas, grasas (triacilgliceroles), polisacaridos) en sus
respectivos componentes. Las proteinas se hidrolizan en aminoacidos, los
triacilgliceroles en acidos grasos mas glicerol y los polisacaridos se
hidrolizan en monosacaridos, principalmente glucosa. Todas las reacciones
de la etapa I del catabolismo implican la ruptura hidrolitica de enlaces
quimicos sin liberacién de energia util en forma de NADH o ATP. Esta etapa
es la preparacién para el siguiente nivel de reacciones, donde los diversos
aminoacidos, acidos grasos y monosacaridos son oxidados en un metabolito
comun, acetil CoA (etapa II). En la etapa II se libera algo de energia que es
capturada en forma de NADH y ATP. En la etapa III, el compuesto acetil
CoA ingresa al ciclo del acido citrico, donde se oxida a COg, el producto
final del metabolismo aerdbico del carbono. En la oxidacion de los
mtermediarios del ciclo del acido citrico se producen cofactores reducidos
reactivos, NADH y FADH2, que eventualmente ceden sus electrones. Los
electrones son transportados hacia el oxigeno molecular mediante la
cadena respiratoria, para que finalmente se produzca energia y agua. La
energia liberada en el transporte de electrones esta directamente acoplada a
la sintesis de ATP a partir de ADP (adenosin difosfato) y fésforo inorganico.
La mayor produccion de ATP mediante un proceso denominado

fosforilacion oxidativa se desarrolla en la etapa III del catabolismo.

El anabolismo también puede ser dividido en tres etapas, ver Figura 1. Sin
embargo a diferencia del catabolismo, las rutas anabdlicas son divergentes.
La sintesis de monosacaridos y polisacaridos se inicia con oxaloacetato,
piruvato o lactato. Los aminoacidos empleados para sintetizar las proteinas
se forman a partir de acetil CoA y por aminacion de piruvato y a-ceto acidos
del ciclo del acido citrico. Los triacilgliceroles se construyen utilizando los
acidos grasos que se originan del acetil CoA. Varios metabolitos como
oxaloacetato, acetil CoA y piruvato son precursores comunes de proteinas,

triacilgliceroles y polisacaridos. Sin embargo, como se ramifican desde el
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principio, se multiplica la sintesis de diversas proteinas, triacilgliceroles y
polisacaridos. Muchas vias anabdlicas requieren energia en forma de ATP y
NADPH. Si bien se observa en la Figura 1, que el anabolismo conduce a la
produccién de macromoléculas, este proceso no es estrictamente lo contrario
al catabolismo. Ambos son semejantes por el tipo de intermediarios y

enzimas que emplean, pero no son procesos idénticos.

Grasas Polisacaridos Proteinas

A A A

ETAPA 1 <

A 4 A 4 A 4

Acidos grasos, Hexosas, Aminoacidos
\_ | glicerol pentosas

I T

Gliceraldehido 3-fosfato
N N
v T

Fosfoenolpiruvato

ETAPAII < T l

A

Piruvato

t

\ Acetil CoA

] Ciclo del 4cido citrico
5 Citrato

A

Oxaloacetato Isocitrato

A

v
a-cetoglutarato

Malato
ETAPA 111 <

L=
Fumarato y Succinato

CO2

NADH FADH:
ADP+Pi ATP

\_/'

Fosforilacién oxidativa o
respiracion

—» O2

Figura 1: Etapas del Catabolismo y Anabolismo (Boyer, 2000).
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1.4.1.1 Regulacion de las rutas metabodlicas

El metabolismo celular es un proceso regulado para operar con un grado de
economia maximo. Este mecanismo regulado permite que la célula pueda
adaptarse a cambios que ocurran en su entorno. Las moléculas energéticas
se degradan en la célula mediante rutas catabdlicas a una determinada
velocidad para satisfacer las necesidades de potencial de reducciéon (NADH)
y de fosforilaciéon (ATP). De la misma manera, la actividad biosintetica esta
ajustada para las necesidades celulares de biomoléculas esenciales. Es decir,
los microorganismos poseen mecanismos que garantizan el mantenimiento
de las necesidades vitales de la célula y al mismo tiempo permiten su

crecimiento, si fuera necesario.

Las rutas metabdlicas estan reguladas por diferentes mecanismos. A
cotinuacion se describen dos importantes mecanismos presentes en los
microorganimos que participan en el proceso de depuraciéon (Nelson y Cox,

2006):

Regulacion de enzimas alostéricas: Este mecanismo tiene una respuesta

inmediata. Esta clase de enzima puede cambiar su actividad catalitica en
respuesta a moléculas efectoras, estimuladoras o inhibidoras. Se hallan
localizadas habitualmente en el comienzo o muy préximos a él, de una
secuencia multienzimatica y catalizan la etapa limitante de la velocidad,
que suele ser irreversible. Por ejemplo, en las rutas catabdlicas, que
conducen a la produccién de ATP, este compuesto producto final de la via,
actiia como un inhibidor alostérico de una etapa inicial del catabolismo. En
las rutas anabdlicas, el producto biosintético final, como un aminoacido,
funciona frecuentemente como un inhibidor de la etapa inicial. Una enzima
alostérica en una ruta determinada puede responder especificamente a los
intermediarios o a los productos de otras rutas metabdlicas. De esta manera
pueden coordinarse unas con otras las velocidades de sistemas enzimaticos

diferentes.
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Regulacion por control de la concentraciéon enzimdtica: Lia concentraciéon de

una enzima en un momento dado es el resultado de un balance entre su
velocidad de sintesis y de degradacion. La velocidad de sintesis de algunos
sistemas se acelera en ciertas condiciones de modo que la concentracion real

de la enzima en la célula aumenta sustancialmente.

1.4.1.2 Factores que influyen en el crecimiento bacteriano

Para que se desarrollen en forma adecuada las vias metabdlicas que
intervienen en el proceso de eliminaciéon de materia organica es necesario
garantizar la presencia de ciertos factores: a) fuente de carbono, nitrégeno y
fosforo, b) fuente de energia, c) iones inorganicos (principalmente metales
como calcio, magnesio, potasio, hierro, manganeso, cobalto, etc.) y d) factores

de crecimiento, como las vitaminas.

Las reacciones que intervienen en el metabolismo celular son catalizadas
por enzimas. Estos compuestos son muy sensibles a cambios en la
temperatura y el pH del medio, lo cual puede generar apreciables
variaciones en la velocidad a la cual se desarrollan las reacciones de las vias

metabdlicas.

1.4.2 Eliminacion de nitréogeno

Las rutas biosintéticas que conducen a los aminoacidos y a los nucledtidos
comparten la necesidad del nitréogeno. Por lo general, los compuestos
solubles de nitrégeno que son biolégicamente utilizables escasean en el
entorno natural. Por esta razon, la mayor parte de los organismos
mantienen una estricta economia en el uso del amoniaco, los aminoacidos y
los nucleétidos. Por ejemplo, los aminoacidos libres, las purinas y las
pirimidinas formados durante el recambio metabdlico a menudo son

recuperados y reutilizados.



16  INTRODUCCION

La forma mas abundante de nitrégeno se encuentra en el aire, que en sus
cuatro quintas partes es nitrogeno molecular (N2). A pesar de ello,
relativamente pocas especies pueden convertir el nitrégeno atmosférico en
formas utilizables por los organismos vivos. En la biosfera, los procesos
metabdlicos de las diferentes especies actiian de forma interdependiente
para recuperar y reutilizar el nitréogeno disponible biolégicamente en un
amplio ciclo del nitrogeno (Nelson y Cox, 2006). El primer paso del ciclo
consiste en la fijacion (reduccién) del nitrégeno atmosférico por bacterias
fijadoras del mismo para producir amonio (NH4*). Aunque el amonio puede
ser utilizado por la mayor parte de los organismos vivos, las bacterias del
suelo, que obtienen su energia de la oxidacién del amoniaco a nitrito (NOz)
y finalmente a nitrato (NOs), son tan abundantes y activas que
practicamente todo el amoniaco que alcanza el suelo se oxida a nitrato. Este
proceso se conoce como nitrificacion. Las plantas y muchas bacterias
pueden incorporar y reducir facilmente nitrato y nitrito por acciéon de las
enzimas nitrato y nitrito reductasas. El amoniaco asi formado es
mcorporado a los aminoacidos por las plantas. Los animales usan a su vez
las plantas como fuente de aminoacidos, tanto esenciales como no esenciales,
para fabricar sus proteinas. Cuando los organismos mueren, la degradaciéon
microbiana de sus proteinas devuelve el amoniaco al suelo, donde bacterias
nitrificantes lo convierten nuevamente en nitrito y nitrato. Las bacterias
que convierten el nitrato en N2 mantienen un equilibrio entre el nitrégeno
fijado y el nitrégeno atmosférico, un proceso denominado desnitrificacion.
Estas bacterias del suelo utilizan el nitrato en lugar de oxigeno como aceptor
final de electrones en una serie de reacciones que (de la misma manera que
la fosforilacién oxidativa) generan un gradiente transmembrana de protones

que es aprovechado para la generacion de ATP.

En el agua residual el nitrogeno se encuentra principalmente en forma de
amonio (NH4*), el cual es eliminado por medio de la nitrificacién y
desnitrificacion. A continuacién se expondran las reacciones 'y

microorganismos que intervienen en cada una de estas etapas.
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1.4.2.1 Nitrificacion

La nitrificacion es llevada a cabo por bacterias quimioautédtrofas, en
condiciones aerobias, es decir emplean el oxigeno como aceptor final de
electrones. Dos géneros de bacterias participan en esta etapa: las
amonioxidantes, oxidan el amonio a nitrito, y las nitritoxidantes, oxidan el
16n nitrito a nitrato. De forma aproximada, las reacciones de sintesis celular
que tienen lugar se pueden expresar de la siguiente manera (Grady y col.,

1999):
Bacterias amonioxidantes:

NH4t + 2.457 Os + 6.716 HCOs— —* 0.114 CsH709N + 2.509 NOo— +
1.036 H2O + 6.513 H2COs

Bacterias nitritoxidantes:

NOz— + 0.001 NH4+ + 0.014 H2COs3 + 0.003 HCOs— + 0.339 O __, 0.006
CsH702N + 0.003 HoO + 1.348 NOo—

CsH702N indica la composiciéon celular.

1.4.2.1.1 Factores que influyen en el proceso de nitrificacion

Diferentes factores ambientales influyen en el proceso de nitrificaciéon, los

cuales se mencionan a continuacién:

Temperatura: El proceso puede desarrollarse en wun intervalo de

temperatura comprendido entre 4 y 45°C. Sin embargo, la temperatura
6ptima para las bacterias amonioxidantes es aproximadamente 35°C y para
las bacterias nitritoxidantes el intervalo o6ptimo de temperatura se

encuentra entre 35y 42°C.

Alcalinidad y pH: En la nitrificacién se reduce el nivel de HCO,~ generando

una disminucién de la alcalinidad del medio. La mayor proporcién de esta
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alcalinidad se consume en la neutralizacién de los protones liberados en la
oxidacién del i6n amonio. Si la alcalinidad del agua residual es insuficiente
la disminucién del pH puede ser importante. Muchas aguas residuales no
tienen capacidad tampon suficiente y el descenso del pH por debajo de 7,0 da
lugar a una rapida disminucién de la velocidad de nitrificaciéon. El pH

6ptimo se encuentra entre 7.5y 8.6 (Metcalf & Eddy, 1995).

Necesidades de oxigeno: Por cada mg de N-NH4* (nitrégeno en forma de

amonio) oxidado a N-NOs— (nitrégeno en forma de nitrato) se necesitan 4.33
mg de Osz. De los cuales 3.22 mg de Oz son consumidos por las bacterias
amonioxidantes y 1.11 mg de Oz por las bacterias nitritoxidantes. Las
bacterias autétrofas nitrificantes son mas sensibles que las heterdtrofas a
los condicionantes ambientales. Estos microorganismos son estrictamente
aerobios, habiéndose observado que concentraciones de oxigeno disuelto
inferiores a 1 mg/l conducen a una reduccion significativa de la velocidad de

crecimiento (Grady y col., 1999).

Tiempo de Retencién Celular: La velocidad de crecimiento de las bacterias

nitrificantes es menor que la de las bacterias heterétrofas. Es decir, es
necesario emplear edades de fango superiores para lograr un buen
desarrollo del proceso de nitrificacion. Si el proceso contiene alguna etapa no
aerobia, la velocidad de muerte de los organismos autétrofos aumenta
respecto a la velocidad maxima de crecimiento, aumentando el TRC minimo

para que se produzca la nitrificaciéon.

Nutrientes: En todo proceso bioldgico es necesaria la existencia tanto de
nutrientes como de micronutrientes, por lo que se debe verificar que la

carencia de alguno de ellos no inhiba el proceso.

Metales pesados: Al ser las bacterias nitrificantes mucho mas sensibles que

los organismos heterdtrofos, es frecuente que se vean afectadas ante
cualquier tipo de vertido y cambio en las condiciones de entrada inhibiendo

el proceso durante largos periodos de tiempo.
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1.4.2.2 Desnitrificacion

Esta etapa es realizada por bacterias quimioheterédtrofas las cuales en
ausencia de oxigeno toman el nitrato presente en el medio transformandolo
en nitrégeno gas, producto que es eliminado a la atmosfera. Estas bacterias
pertenecen a distintos tipos de géneros, entre las cuales se pueden destacar:
Achromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Bacillus, Brevibacterium,
Flavobacterium, Lactobacillus, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas 'y

Spirillum (Metcalf & Eddy, 1995).

La siguiente ecuacién describe la reacciéon global de desnitrificacion
empleando un carbohidrato como fuente de carbono y amonio como fuente de

nitrégeno (Grady y col., 1999):

CH20 +0.479 NOs— + 0.085 NH4* +0.289 HCO,— +0.008 H* —»

0.535 CsH702N + 0.634 CO2 + 0.108 N2 + 0.584 H20

En el proceso de desnitrificaciéon es posible recuperar en parte el gasto
energético del aporte de Oz empleado en la nitrificacién. Para la oxidacion de
1 g de NH4* se requieren 4.57 g de O2. Sin embargo, 1 g de NOs— producido
tiene la capacidad de aceptar electrones de 2.86 g de O2. De esta manera, el
63% del consumo energético requerido para la nitrificacién podria ser

recuperado (Grady y col., 1999).

En la desnitrificacién se consumen H* y se produce COg2 lo cual incrementa
la alcalinidad del medio. De acuerdo a la estequiometria de las reacciones, la
desnitrificacion permite recuperar, aproximadamente, la mitad de la
alcalinidad perdida en la nitrificaciéon. Este hecho favorece el control del pH.
El intervalo 6ptimo de pH para el desarrollo de la desnitrificacion se

encuentra entre 7y 8.
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1.4.2.2.1 Factores que influyen en la desnitrificacion:

Entre los factores que influyen en la desnitrificaciéon cabe destacar los

siguientes:

Oxigeno disuelto: Una concentraciéon superior a 0.3 — 1.5 mgOs/l inhibe el

proceso de desnitrificaciéon, dado que el oxigeno impide la formaciéon de la
enzima nitrato reductasa. Esta enzima es responsable de catalizar la

reaccion que transforma el nitrato a nitrito.

Relacién DBO/Nitrégeno: Se ha observado experimentalmente que existe

una correlacion entre la capacidad de eliminaciéon de nitrégeno de los
procesos de fangos activos y el cociente DBO/NKT, donde DBO es la
demanda bioldgica de oxigeno y NKT es el Nitrogeno Kjeldahl, fracciéon que
contiene el nitréogeno organico reducido y el amoniacal. A medida que
aumenta esta relacion hay mayor disponibilidad de materia organica
facilmente biodegradable lo cual permite un desarrollo eficaz del proceso de

desnitrificacion.

Temperatura: De igual manera que en los procesos biolégicos descritos

anteriormente, la desnitrificacion es afectada notablemente por la

temperatura del medio.

pH: El efecto de la desnitrificaciéon sobre el pH del sistema es el opuesto del
que produce la nitrificacién. La desnitrificaciéon aumenta el pH del medio
mientras que la nitrificaciéon lo disminuye. El proceso de desnitrificacién
tiene un intervalo de pH éptimo de funcionamiento, a pesar de que es menos
sensible a las variaciones de pH que el proceso de nitrificaciéon. El valor
6ptimo para el proceso se encuentra en el intervalo 7-9. A pH bajos (pH<7) el
producto final del proceso es N2O, y a pH superior a 7.3, el producto final es
Ns2. Dado que el proceso de desnitrificacién genera un aumento en la
alcalinidad del medio, no se generan problemas graves de inhibicién por pH

acidos.
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1.4.3 Eliminacion de fésforo

El fésforo, principalmente en forma de ciertos tipos de iones fosfato (PO43 y
HPO42), es un nutriente esencial para vegetales y animales. Forma parte
de: 1) la molécula de ADN, que contiene la informaciéon genética; ii) las
moléculas de ATP y ADP, que almacenan energia quimica para el uso de los
organismos en la respiracion celular; i1i1) la membrana plasmatica celular,

etc.

En el agua residual el fésforo se encuentra principalmente en forma de
ortofosfato (PO43) el cual puede ser eliminado por precipitacién quimica o
por medio de la actividad biolégica de cierto tipo de bacterias en
determinadas condiciones de operaciéon. En la seccién siguiente se

expondran los mecanismos intervinientes en dicho proceso.

1.4.3.1 Eliminacion biolégica de fosforo

La eliminacién biolégica de fosforo se basa en concentrar este elemento en el
interior de los microorganismos y eliminarlo con la purga de fango en
exceso. Para la mayor parte de los microorganismos, el fésforo representa
una pequena fraccién de su peso 1.5 - 2 % (referida a materia seca). Es
decir, el crecimiento de la biomasa produce por si solo un consumo del
fosforo presente en el agua residual, dependiendo la cantidad de fésforo
eliminado de la produccién neta de biomasa. No obstante, s1 la eliminaciéon
de fésforo dependiera inicamente de los requisitos nutricionales bacterianos
no seria posible una eliminaciéon completa del contenido de fésforo del agua

residual.

Sin embargo, existen determinados microorganismos que pueden asimilar
fosforo en proporciones superiores a las correspondientes a los requisitos
nutritivos normales, los cuales lo almacenan en forma de granulos de

polifosfatos. Estas son bacterias quimioheterdtrofas las cuales se han
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denominado organismos acumuladores de fésforo (PAO, Polyphosphate

Accumulating Organisms).

Las bacterias responsables del proceso de eliminacién biolégica de fésforo
(en inglés: Enhanced Biological Phosphorus Removal, EBPR), fueron
identificadas mediante técnicas moleculares. Se pudo establecer que la
bacteria Candidatus Accumulibacter phosphatis perteneciente al grupo
Rhodocyclus, subclase 2 de las Betaproteobacterias se encontraba en gran
proporciéon en fangos biolégicos que llevan a cabo el proceso de eliminacion
de fésforo (Hesselmann y col., 1999). Asi también, Saunders y col., (2003)
observaron una gran correlacion entre el porcentaje de bacterias
Accumulibacter presentes en el fango biolégico y el funcionamiento del

proceso EBPR en un estudio realizado en seis plantas en Australia.

Para que ocurra el proceso de eliminacién de fésforo es necesario exponer a
los microorganismos a la alternancia de dos etapas, la primera en condicién
anaerobia y la segunda etapa en condicién aerobia. A continuacién se

describiran los mecanismos biolégicos caracteristicos de cada etapa.

Etapa Anaerobia:

La primera etapa del proceso de eliminacién requiere la ausencia de
aceptores de electrones, oxigeno disuelto y nitratos, y la disponibilidad de
compuestos organicos de bajo peso molecular, como los acidos grasos
volatiles (AGV) de cadena corta. Estos AGV, que se encuentran en el agua
residual como acido acético o propidnico principalmente, son almacenados
facilmente por las PAO. Estas bacterias toman y almacenan los AGV en
forma de polihidroxialcanoatos (PHA), cuya composiciéon quimica depende de
la fuente de carbono empleada. La energia y el poder reductor necesarios
para llevar a cabo el proceso de almacenamiento de PHA son obtenidos de la
hidrélisis de los polimeros intracelulares: polifosfatos y glucégeno. La
hidroélisis del polifosfato produce un aumento de la concentracion de fésforo

soluble en el medio y por lo tanto una disminucién del pH.
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Etapa Aerobia:

Posteriormente a la etapa anaerobia, debe continuar una fase rica en
aceptores de electrones, oxigeno o iones nitratos. En esta etapa, el PHA
almacenado es metabolizado para generar ATP que permita producir el
crecimiento de la poblaciéon bacteriana, la regeneracion de las reservas de
glucogeno y el almacenamiento del fésforo soluble en forma de polifosfato
(Smolders y col., 1994; Smolders y col., 1995). En esta etapa las bacterias
PAO almacenan el fésforo liberado en la etapa anaerobia mas el contenido
presente en el agua residual. La concentracién de fésforo soluble puede
alcanzar concentraciones muy bajas (inferior a 1 mg P/L) concentrandose
todo el fésforo almacenado en el fango. La importancia de este proceso
radica en que las bacterias PAO acumulan mas fésforo que el que han
liberado. Esta biomasa se separa por decantacion y parte de ella es enviada

a un posterior tratamiento de fangos (Grady y col, 1999).

1.4.3.2 Metabolismo de la etapa anaerobia

En el proceso anaerobio ocurren numerosas reacciones bioquimicas las

cuales pueden ser agrupadas de la siguiente manera:

Transporte del dcido acético a través de la membrana celular: Si bien

inicialmente se consider6 que el acido acético se transfiere por difusion
pasiva hacia el interior celular, estudios posteriores pusieron de manifiesto
que el acido acético se transfiere mediante un transporte activo. Saunders y
col., (2007) lograron inhibir los procesos implicados en el transporte del
acetato bajo condiciones anaerobias empleando productos quimicos
especificos. Este estudio se realiz6 en un cultivo muy enriquecido en
bacterias Accumulibacter (PAO) y Competibacter (organismo acumulador de
glucogeno, GAO). Se llegd a la conclusion que el transporte a nivel de
membrana del 16n acetato ocurre gracias a la energia contenida en la FPM

(fuerza protén motriz). En este estudio se determindé que por medio de la
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hidrélisis de los polimeros celulares se genera la energia contenida en la

FPM.

Conversion del i6n acetato a acetil CoA: Hesselmann y col. (2000),

determinaron que la activacién del acetato es realizada por la acetil CoA

sintetasa que consume 2 mol de ATP por mol de acetato.

Conversion de acetil CoA a PHA: La variedad de AGV presente en el agua

residual juega un papel fundamental en la composicién quimica del PHA
producido (Pijuan y col., 2004). Las bacterias PAO almacenan el acido
acético preferencialmente como polihidroxibutirato (PHB). En cambio el
acido propidnico es almacenado por estas bacterias principalmente como
polihidroxivalerato (PHV). Puesto que el PHA es un polimero reducido, su
sintesis desde acetil CoA requiere poder reductor. Para explicar la
procedencia de este poder reductor se han propuesto diferentes modelos
metabdlicos. A continuacién se explicaran brevemente los mecanismos

propuestos.

Modelo de Comeau-Wentzel (Comeau et al., 1986; Wentzel et al. 1986): El

modelo de Comeau-Wentzel considera que la asimilacién del acetato y la
oxidacion parcial del acetil CoA a través del ciclo del TCA produce el poder

reductor necesario para la producciéon de PHA. Ver Figura 2.

0.89 mol C PHB CoA

/v 0.89 mol C Acetil CoA >
0.22 mol NADH:2 CoA

1 mol C Acetil CoA

\ 0.11 mol C Acetil CoA

\O.All mol CO2 CoA

Figura 2: Flujo del carbono y poder reductor segiin el modelo de Comeau-
Wentzel.
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Modelo de Mino adaptado (Wentzel v col., 1991: Smolders v col., 1994): En el

modelo original de Mino se considera que el poder reductor necesario para la
formacion de PHA se obtiene de la hidroélisis del glucégeno almacenado
intracelularmente. La glucosa generada en la hidrélisis se consume
mediante la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), la cual se convierte en
piruvato y este produce acetil CoA y COz (Figura 3). Observaciones
realizadas por Wentzel y col. (1991) sugirieron que la degradacion de la
glucosa se produce en realidad a través de la via metabdlica Entner-
Doudoroff (ED). La modificacién al modelo se debe a que el compuesto
NAD(P)H:z es sintetizado mediante la via ED y no mediante la via EMP.
Ademadas, estos modelos muestran diferencias considerables en los

rendimientos de ATP, NADH, y NAD(P)Ho..

Smolders y col., (1994) obtuvieron los siguientes rendimientos en
experiencias realizadas en condiciones anaerobias: 0.17 mol C CO2/mol C de
acetato consumido y 1.33 mol C PHB/mol C de acetato consumido a
diferencia del modelo de Comeau-Wentzel que sblo predice 0.89 mol C

PHB/mol C de acetato consumido.

1 mol C Acetil CoA + 0.33 mol C Acetil CoA 2> 1.33 mol C PHB CoA
T 1/6 mol NADH: CoA 1/6 mol NADH2 CoA
1 mol C Acetil CoA EMP » 1/6 mol CO2 CoA
0.25 mol ATP CoA

0.5 mol C Glucégeno

Figura 3: Glicolisis. Modelo de Mino.

Modelo combinado del TCA y la glicdlisis: El AGV consumido en la etapa

anaerobia se transforma en PHA, el cual es convertido a glucégeno en la
etapa aerobia. Cuando el fango biolégico vuelve a encontrarse en condiciones

anaerobias, el glucégeno almacenado es empleado como fuente de carbono
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para la produccion de PHA y COsz. Sin embargo, el balance redox no se
verifica si se desarrolla Ginicamente la via de la glic6lisis. Por esta razoén se
han propuesto otro tipo de mecanismos que consideran un funcionamiento
parcial del TCA el cual proporcionaria una parte del poder reductor que se
quiere para la formaciéon de PHA. Hesselmann y col., (2000), propusieron un
mecanismo en el cual el TCA podria funcionar desde el citrato hasta succinil
CoA (rama derecha, oxidativa) o desde el oxaloacetato al succinil CoA (rama
1zquierda, reductora). De esta manera se podria regular la disponibilidad de

poder reductor, puesto que el mismo es producido por la rama derecha y

consumido por la rama izquierda (Figura 5).

1 mol C Acetil CoA + 0.33 mol C Acetil CoA

|

1 mol C Acetil CoA

1/6 mol NAD(P)Hz CoA

. 1.33 mol C PHB CoA

1/6 mol NAD(P)H2 CoA

ED

» 1/6 mol COz CoA

1/6 mol ATP CoA

0.5 C mol Glucégeno

Figura 4: Glicoélisis. Modelo adaptado de Mino.

2[H] co,

Piruvato -LZD Acetil-CoA
LY

%
\
*
4

COZf-Q\
Oxaoacetato )
Citrato
2 [H]

Malato Isocitrato
Fumarato 2 [H] €O,

2 [H] o~ Keleglutarato

Suctinato Z [H]

“~—aSuceinil-Coa ©Y2

Methylmglonil-CoA

Figura 5: Ciclo del TCA dividido. H: NADH.
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1.4.3.3 Metabolismo de la etapa aerobia

Si bien existen notables diferencias entre los metabolismos propuestos para
las bacterias PAO en la etapa anaerobia, no ocurre lo mismo en el caso de la
etapa aerobia. Las biotransformaciones que ocurren en esta etapa son
compartidas por los diferentes modelos propuestos. Los compuestos PHB y
PHV son degradados a acetil CoA y propionil CoA, los cuales ingresan al
ciclo del TCA a nivel del oxaloacetato y succinil CoA, respectivamente. Estos
compuestos son empleados como fuente de energia y carbono para el
crecimiento celular, mientras que una parte del ATP sintetizado es
empleado en la acumulacion de polifosfato. Asi también, una parte de la
fuente de carbono y energia es empleada en la acumulacién de glucégeno.
En la Figura 6 se observa un esquema del camino metabdlico empleado por
las bacterias PAO en condiciones aerobias para la regeneraciéon de glucdégeno

a partir de PHB.

PHB
Acetil CoA
Oxaloacetato
T ’ Glucégeno
Malato Citrato TED
CoASH
T l Glucosa
Fumarato Isocitrato T
T fosfoenolpiruvato
Succinato
CoASH T
Glioxilato »Malato —» Oxaloacetato

Figura 6: Sintesis de glucégeno a partir de PHB (Wentzel y col., 1991).
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1.4.3.4 Eliminacion de fosforo en condiciones andxicas

El proceso de acumulacién de fosforo soluble como polifosfato que tiene lugar
en condiciones aerobias, también puede desarrollarse en condicién anodxica,
es decir en presencia de nitratos. Si un fango biolégico con una elevada
concentracion de PHA es sometido a un ambiente andxico, ocurre
simultaneamente una acumulacion del fosforo soluble y una desnitrificacion.
Estos procesos se desarrollan dado que una porcion de las bacterias PAO
(DPAO) puede emplear iones nitrato o nitrito como aceptor de electrones en
lugar de oxigeno. El proceso andxico de acumulacion de fésforo presenta una
menor eficiencia en la produccion de energia, un 40% menor al mismo
proceso en condiciones aerobias (Kuba y col., 1996). Este proceso resulta
atractivo desde el punto de vista econémico dado que se reduce el costo
asociado al consumo de oxigeno. Ademadas, la menor eficiencia en la
generacion de energia conduce a un menor rendimiento del crecimiento
celular, en el orden de un 20-30% mas bajo, con lo cual se reduce la

producciéon de fangos.

Se ha intentado establecer si las bacterias PAO son capaces de desarrollar
ambos procesos. Carvalho y col., (2007) realizaron estudios en dos reactores
SBR (sequencing batch reactor), uno alimentado con acido acético y otro con
acido propidnico. Gradualmente se cambié el modo de operaciéon de ambos
reactores de anaerobio-aerobio a anaerobio-andxico. Se observd que el SBR
alimentado con 4acido propidnico pudo mantener el proceso de
desnitrificacion después de la aclimatacién, mientras que no pudo
mantenerse la actividad bioldgica en el reactor alimentado con acido acético
después de eliminar la fase aerobia. La caracterizacién microbiana
empleando la técnica FISH (fluorescent in situ hibridization) reveldo que
Accumulibacter era el organismo dominante en cada reactor, aunque en el
reactor alimentado con acido acético se halld6 predominantemente un
morfotipo en forma de coco, mientras que en el reactor alimentado con acido
propidnico se encontré que estaba enriquecido con un morfotipo en forma de

bacilo. Se presume que la célula en forma de coco corresponde a una cepa de
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Accumulibacter que es incapaz de utilizar el nitrato como aceptor de
electrones pero puede utilizar el oxigeno, y posiblemente el nitrito. La célula
con forma de bacilo se considera que es una bacteria PAO capaz de utilizar

el nitrato, el nitrito y el oxigeno.

1.4.3.5 Bacterias GAO en el proceso biolégico

En determinadas condiciones de operacién se ha observado la presencia de
bacterias quimioheterétrofas que compiten con las bacterias PAO por los
acidos grasos volatiles en condiciones anaerobias. Sin embargo, estas
bacterias, no son capaces de acumular polifosfato, es decir no participan en
el proceso de eliminacién de fosforo. Dado que estas bacterias emplean el
glucéogeno como principal fuente de energia, se han denominado organismos

acumuladores de glucégeno (GAO, Glycogen Accumulating Organisms).

El piruvato, compuesto intermedio de la glucdlisis, ingresa al ciclo del TCA a
nivel del oxaloacetato para ser transformado en succinil CoA y
posteriormente a propionil CoA. De esta manera, cuando las bacterias GAO
consumen acido acético, producen acetil CoA y propionil CoA. Esto genera
una gran diferencia con las PAO en relacion a la composicion del PHA
producido. Las bacterias PAO producen principalmente PHB cuando se
alimentan de acido acético, con una pequena produccion de PHV
(generalmente < 10%, base C-mol) (Mino y col., 1998). Sin embargo, las
bacterias GAO producen aproximadamente 75% PHB y 25% PHV (base mol

C) cuando se alimentan de acetato (Zeng y col., 2003).

El metabolismo aerobio de las bacterias GAO es similar al de las PAO, sin la
acumulacion de polifosfato. La oxidacion tanto de PHB como de PHV
produce la energia necesaria para el crecimiento celular, producciéon de

glucdgeno y el mantenimiento celular.



30 INTRODUCCION

Empleando técnicas FISH se logré identificar a la poblacién de bacterias
GAO la cual fue denominada Candidatus Competibacter phosphatis
(Competibacter) (Crocetti y col., 2002).

1.4.3.6 Factores que influyen en el proceso de eliminacion de

fosforo

El funcionamiento adecuado del proceso EBPR depende de numerosos
factores operacionales. Entre ellos debe destacarse la competicion
microbiana entre bacterias GAO y PAO. Por esta razén, a continuacién se
expondran los principales factores que afectan el proceso EBPR,
considerando en los que corresponda si los mismos pueden fomentar el

desarrollo de bacterias GAO en el proceso.

Disponibilidad de sustrato: Un buen desarrollo del proceso de eliminacion de

fosforo esta vinculado a la presencia en el agua residual de AGV. En el agua
residual estos compuestos se encuentran en mayor proporcién como acido
acético y acido propidnico. Sin embargo, la concentracion total de los mismos
depende del proceso de fermentacién que pueda desarrollarse en el sistema
de alcantarillado y posteriormente en la etapa anaerobia de la planta de
tratamiento biolégico. Si la concentracion no es suficiente, puede ser

necesario agregar AGV antes del tratamiento biolégico.

Fuente de carbono: El empleo de acido acético como fuente del carbono

posibilita un funcionamiento estable y robusto de los sistemas de EBPR. Sin
embargo, en determinadas ocasiones se ha observado una proliferaciéon de
bacterias GAO en sistemas EBPR. La presencia de bacterias GAO en el
sistema puede verse reflejada en los valores que tome la relaciéon fésforo
liberado/acido graso consumido. Valores bajos estan relacionados a una
concentracion pobre de Accumulibacter y elevada concentracion de bacterias
GAO. Estudios recientes han sugerido que el acido propidnico puede
favorecer la eliminacién biolégica de féosforo. En reactores de laboratorio

alimentados con propidénico como unica fuente de carbono, se determiné que
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la poblacion dominante estaba conformada por la bacteria Accumulibacter,

con ausencia total de bacterias Competibacter (Pijuan y col., 2004).

Nitratos: La presencia de nitratos en la etapa anaerobia puede conducir a
una variacién importante en las condiciones de operacién de anaerobia a
anoxica. De esta manera las bacterias heterétrofas desnitrificantes podrian
consumir el sustrato facilmente biodegradable destinado a las bacterias
PAO. Esto conduciria a una reduccion de la eficiencia del proceso el cual

podria llegar a inhibirse.

Tiempo de Retencién Celular (TRC): Garcia-Usach (2002) hallé evidencia

experimental respecto a la influencia del TRC en el desarrollo de bacterias
GAO en el sistema. TRC altos fomentan el crecimiento de estas bacterias en

el fango bioldgico.

Whang y col.,, (2007) determinaron que en edades de fango bajas las
bacterias PAO pueden dominar el proceso. En condiciones en las cuales el
consumo del acido acético por parte de las bacterias PAO es menor o similar
al realizado por las bacterias GAQO, estas ultimas pueden almacenar una
mayor cantidad de Xpua en condiciones anaerobias, pero producir una menor
proporcion de biomasa en condiciones aerobias. Estos autores observaron
que las bacterias PAO optimizan la distribucién del polihidroxialcanoato en
condiciones aerobias destinando una mayor proporcion de Xpua para
crecimiento que las bacterias GAQO. Estas emplean el glucégeno como tnica
fuente de energia para el consumo de acido acético, con lo cual deben
regenerar este polimero en condiciones aerobias. De esta manera destinan
una menor proporcién del polimero Xpaa para el crecimiento. El
comportamiento de las bacterias GAO es problematico cuando se opera con
un TRC bajo. En estas condiciones las bacterias acumuladoras de fésforo
presentan una clara ventaja respecto a los microorganismos acumuladores

de glucogeno.

Relacién materia organica/fésforo (DQO/P1) en el agua residual: El

contenido de fésforo que ingresa al tratamiento bioldgico puede resultar
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limitante si el contenido de materia organica es superior al necesario para
eliminar todo el fésforo. De este modo, la relaciéon DQO/Pr en el influente de
un proceso de eliminaciéon biolégica de fésforo marcara el grado de eficacia

de dicho proceso.

La relacion DQO/Pr también afecta la competencia entre bacterias PAO y
GAO. Liu y col.,, (1997) determinaron que un aumento de esta relacion

favorece el crecimiento de bacterias GAO.

Efecto del pH: Smolders y col., (1994) determinaron que la proporciéon de

fosforo liberado en condicién anaerobia varia linealmente de 0.25 a 0.75 mol
P/mol C para un aumento pH de 5.5 a 8.5. Sin embargo, el consumo de
acético, la degradacion de glucégeno y la acumulacion de PHA no dependen
del pH en el intervalo de 6.5 a 8.0. En la etapa aerobia, se determiné que el
consumo de fésforo, la utilizacion de PHA y el crecimiento de la biomasa son
inhibidos a pH inferior a 6.5, siendo mas beneficioso para las bacterias PAO

un pH aerobio mas alto (7-7.5) (Filipe y col., 2001b).

Por el contrario, el aumento de pH genera una disminucién en la velocidad
de consumo de acético de las bacterias GAQO, y un incremento en el consumo
anaerobio de las reservas de glucdégeno y en la acumulacién de PHV. Esto
sugiere que un aumento en el pH resulta en una mayor demanda de energia

para el consumo de acético afectando negativamente al metabolismo de las

bacterias GAO.

Temperatura: Se ha observado que la temperatura tiene un efecto muy

marcado en el consumo de acido acético que llevan a cabo las bacterias PAO
y GAO en condiciones anaerobias, el cual se cree es uno de los factores que
mas condicionan la competencia existente entre estas bacterias. Whang y
Park, (2006), a partir de estudios en un reactor discontinuo, observaron que
al aumentar la temperatura entre 10 y 20°C se incrementa practicamente en
igual medida el consumo de acético de las bacterias GAO y de las PAO en

condiciones anaerobias. Sin embargo, al incrementar la temperatura entre
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20 y 30 °C disminuye ligeramente el consumo de acético de las bacterias

PAO y practicamente se duplica el de las bacterias GAO.

1.4.4 Fermentacion

La materia facilmente biodegradable puede ser consumida mediante el
proceso de fermentaciéon en condiciones anaerobias. Los productos de este
proceso, denominado acidogénesis, son acidos organicos (acético, propiénico,
butirico, lactico), compuestos neutros (etanol, metanol), amoniaco, hidréogeno
y diéxido de carbono. La producciéon de hidrégeno en estas reacciones es

pequena y se produce mediante reacciones de deshidrogenacion.

La acidogénesis presenta una gran utilidad en el tratamiento bioldgico del
agua residual dada la posibilidad de generar AGV. Este proceso permitiria
aumentar la disponibilidad de estos compuestos para que los mismos sean

consumidos por las bacterias PAO.

Los microorganismos responsables del proceso de acidogénesis son las
bacterias acidogénicas, las cuales tiene la capacidad de convertir la materia
organica facilmente biodegradable en Aacidos grasos de cadena corta
principalmente en acido acético y propionico. En menor proporciéon también
se producen otros acidos volatiles tales como el acido valérico y el acido

butirico.

En el proceso de fermentacion de aziicares 1os monémeros de carbohidratos son
fermentados prioritariamente a piruvato. Por ejemplo, la glucosa (hexosa)
genera dos moléculas de acido piruvico. Este compuesto ocupa una posicién
clave en el metabolismo celular. La presencia o no de oxigeno es el factor
principal que determina el destino del acido pirdvico. Cuando no se dispone
de oxigeno, otras moléculas deben aceptar los electrones para oxidar el
NADH32 a NAD* y que pueda continuar el metabolismo. El producto obtenido

depende del mecanismo utilizado por las diferentes bacterias para degradar
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el piruvato. En la Figura 7 se presentan los compuestos que pueden ser

producidos a partir de piruvato en condiciones anaerobias.

En la fermentacion de aminodcidos los productos obtenidos son generalmente
amonio, diéxido de carbono, hidrégeno, acido acético y acido butirico,
pudiéndose formar, en funciéon del aminoacido fermentado, acido propiénico,
otros acidos de bajo peso molecular y etanol. La fermentacién de los

aminodacidos se realiza principalmente mediante tres procesos:

1) Reacciones de oxidacion-reduccion entre pares de aminoacidos, que son
metabolizados conjuntamente, dando lugar a diferentes productos
intermedios (AGV) en funcién del aminoacido de partida. Este mecanismo de
fermentacion permite que los aminoacidos que no pueden ser fermentados
individualmente puedan ser usados como fuente de energia. Un ejemplo de
este tipo de proceso es la denominada reacciéon de Stickland en la cual la

alanita se oxida y la glicina se reduce, produciendo ambas acido acético.

2) Reacciones de desaminacion/transaminacion de aminoacidos alifaticos, en las
que el grupo amino del carbono o del aminoacido es transferido a otra
cadena carbonada, generando acido piruvico y una amina. Posteriormente,

este acido pirtvico se incorpora al ciclo glucolitico generando AGV.

3) Reacciones de oxidacién anaerobia de un solo aminoacido empleando

hidrégeno o diéxido de carbono como aceptor externo de electrones.

Una de las caracteristicas del proceso de fermentacion es que la demanda
quimica de oxigeno (DQO) del sistema no cambia significativamente porque
la mayor parte de los electrones presentes en la materia organica original
continian en otros compuestos organicos. Unicamente la desabsorcién del
hidrégeno formado disminuye la DQO del sistema. Otra caracteristica del
proceso es la disminucién significativa del pH debida a la producciéon de
acidos volatiles. El pH puede disminuir hasta valores préximos a 6 o incluso
inferiores, en funcién de la alcalinidad del agua y de las condiciones de

operacion. El valor del pH afecta la actividad de las bacterias acidogénicas.
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Figura 7: Destino del acido piruvico.

La importancia observada del proceso de acidogénesis es la posibilidad de
generar una mayor concentraciéon de AGV en la etapa anaerobia del sistema
de depuracion. En particular, una mayor presencia de acido acético y
propidénico podria incorporar un factor mas a considerar en el proceso de

eliminacion biolégica de fosforo.

1.5 PROCESO DE FANGOS ACTIVADOS

En la actualidad, los requisitos de vertido conducen a proyectar plantas de
tratamiento de aguas residuales que incluyan procesos de eliminacion
simultanea de materia organica, fosforo y nitrégeno. Los procesos de
eliminaciéon de nutrientes son mas complejos que los de eliminaciéon de
materia organica. Asi, tanto para la eliminacién de nitrégeno como para la
de fésforo son necesarias al menos dos etapas: aerobia y andxica para el caso

del nitrégeno y anaerobia y aerobia para el caso del fosforo. Los procesos de
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eliminacion de ambos nutrientes requieren de al menos tres etapas:

anaerobia, anodxica y aerobia.

Teniendo presente las restricciones que se puedan imponer al vertido, existe
un conjunto de situaciones en las cuales puede resultar adecuado un
tratamiento biolégico de eliminacion de materia organica y nitrogeno o de

materia organica y fésforo.

De esta forma, los procesos de eliminaciéon de materia organica y nitrégeno

se aplican cuando:

1- La concentracion de fésforo en el agua residual es baja.

2-  Se selecciona un método fisico-quimico para la eliminacion de fésforo.

3- Los requisitos de vertido obliguen a la nitrificaciéon, ya que la
desnitrificaciéon, normalmente, supone un ahorro de energia al utilizarse
los nitratos para la oxidaciéon de la materia organica y reducirse por

tanto las necesidades de aireacidn.

Los procesos biolégicos de eliminacion conjunta de materia organica y
fosforo pueden disefiarse cuando, no existiendo una restriccién para el
vertido de nitrégeno, la utilizaciéon posterior del agua haga necesaria la

eliminacién de fésforo.

Los procesos de eliminaciéon conjunta de materia organica y ambos
nutrientes suelen ser sistemas de cultivo simple y en suspension. En los
sistemas de cultivo simple, el mismo cultivo biolégico realiza todos los
procesos biolégicos involucrados: eliminacion de materia organica,
nitrificaciéon, desnitrificaciéon y eliminaciéon de fésforo. En los sistemas de
cultivo en suspensiéon, los microorganismos reponsables del tratamiento
biolégico se mantienen en suspension dentro del liquido. Este sistema de
tratamiento, denominado fangos activados, es el mas ampliamente utilizado

para el tratamiento secundario de las aguas residuales.
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Desde el punto de vista del funcionamiento, el tratamiento biolégico de
aguas residuales mediante fangos activados se suele llevar a cabo utilizando
un diagrama de flujo como el de la Figura 8. El influente (agua residual a
depurar), se introduce en el reactor el cual contiene un cultivo bacteriano en
suspension. Kl influente permanece en el reactor un periodo tiempo de
retencion hidraulico (TRH), durante el cual la masa bacteriana elimina
la materia organica, el nitréogeno y el fosforo contenidos en el mismo. El licor
mezcla se conduce a un sedimentador o decantador secundario en el
cual se produce la separacion del sobrenadante o efluente y el precipitado o
fango. Este se recircula al reactor para mantener una concentracion
adecuada de microorganismos. Una parte del fango se elimina del sistema
para compensar el crecimiento de los microorganismos (purga) y mantener
de esta manera el tiempo de retencion celular (TRC) o edad media del

fango deseado.

Cultivo en Suspension Decantador Secundario

Influente J— — Efluente

'} -

L

Recirculacién de fangos Purga de fangos

Figura 8: Esquema basico del proceso de fangos activados.

Para una eliminaciéon conjunta de materia organica, fésforo y nitrégeno el
esquema de la Figura 8 debe ser modificado. Para lograr este propdsito el
licor mezcla debe permanecer un cierto tiempo en diferentes
compartimentos, cada uno de los cuales presentan distintas condiciones de
operaciéon: anaerobia, anoxica y aerobia. Estas tres etapas han sido

combinadas en diversos esquemas.

Los esquemas de proceso existentes se pueden clasificar en: 1) AZO y

derivados y 2) Secuenciales de alimentacion alternativa.
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1.5.1 Esquema A%0O y derivados

El esquema mas sencillo que permite la eliminacién biolégica de nitrégeno y
fosforo es el A%2/0O, que consiste en una secuencia de tres etapas anaerobia-
anoxica-aerobia con una corriente de recirculacion (recirculacién interna o
de nitratos) que va del reactor aerobio al anéxico. En el reactor anaerobio se
consume el contenido de AGV del agua residual, con el consiguiente
incremento en la concentracion de ortofosfatos en el medio por la actividad
de las bacterias PAO. En la zona anoxica ingresa una corriente rica en
nitratos desde la etapa aerobia. Estos aceptores de electrones son utilizados
por: 1) las bacterias heterétrofas desnitrificantes que consumen la materia
organica, y 1) las bacterias PAO desnitrificantes que acumulan el fésforo
soluble como polifosfato. En la etapa aerobia ocurre el consumo de la
materia organica que no ha sido degradada en el reactor anaerobio o con
nitratos en la segunda etapa. Ademas, en la zona aerobia se produce la
nitrificacién y la acumulacion del fésforo soluble en forma de polifosfatos por
parte de las bacterias PAO aerobias. En el proceso A2/O el fango activado
sedimentado en el decantador secundario se recircula al inicio de la etapa
anaerobia. La desventaja de recircular todo el lodo a la zona anaerobia es
que el nitrato generado en la etapa aerobia puede promover la utilizaciéon de
acidos grasos volatiles para la desnitrificacion, en lugar de ser almacenado
como PHA por las bacterias PAO. En la Figura 9-A se muestra este

esquema.

Existe una gran variedad de esquemas de proceso derivados del A2/O. Asi, la
configuracion UCT (University of Cape Town), Figura 9-B, se diferencia del
esquema A2/O en la diferente disposicién de las corrientes de recirculacion,
tanto la de fangos como la interna. La corriente de fangos que proviene del
decantador secundario se introduce en el reactor anodxico. Los nitratos
producidos en la zona aerobia son dirigidos al reactor andxico a través de la
corriente de recirculaciéon interna. Este esquema proporciona condiciones
anaerobias mas estrictas en el primer reactor permitiendo un mejor

desarrollo de la eliminacién de fosforo. En el esquema UCT se debe optar
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por un valor de la corriente de recirculacion interna que haga que la
concentracion de nitratos en el reactor anodxico sea baja. En caso contrario,
este aceptor de electrones apareceria en el reactor anaerobio, con lo cual la
ventaja de este proceso sobre el esquema A2/O desapareceria. Si se trabaja
de la forma indicada se produce una limitacion en la capacidad de
eliminaciéon de nitrégeno del sistema. Este inconveniente desaparece si se
divide la etapa anodxica en dos. Este nuevo esquema se denomina UCT
modificado (Figura 10-A). Este esquema presenta una divisién de la zona
andxica en dos secciones, uno para la desnitrificacion de los nitratos
provenientes de la recirculacion de fangos y el otro para la desnitrificacion
de los nitratos que son recirculados desde la zona aerobia del proceso. La
primera zona anodxica asegura una completa desnitrificacion de los nitratos
provenientes de la recirculacién de fangos. El licor mezcla de esta seccion es
recirculado a la etapa anaerobia la cual consigue mejorar la utilizaciéon de la
materia organica en esta etapa. De esta manera se consigue una condicién

anaerobia mas estricta.

Anaerobio Anoxico Aerobio
A [} J
Recirculacion

interna

Efluente

Decantador
Secundario

Recirculacion de l Purga de fangos
fangos

—_—
Influente

Anaerobio Anoéxico Aerobio
B Decantador
L s Recirculacion Secundario
interna
Recirculacion de Purga de
fangos fangos

Figura 9: Esquemas (A) A2/0O y (B) UCT.

Una alternativa al proceso UCT es el proceso JHB (Johannesburg), Figura
10-B. En este esquema el tanque anoéxico en el cual se eliminan los nitratos

de la corriente de recirculacion de fangos, es exterior a la linea principal de
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tratamiento. La elevada concentracion de fango en este reactor anodxico
permite obtener un buen grado de desnitrificacién por utilizacién de la

biomasa endbgena.

El esquema de proceso ISAH (Institut fiir Siedelugswasserwirtschaft und
Abfalltechnick der Universitdat Hannover) es muy parecido al JHB,
caracterizandose por la existencia de una etapa anodxica a través de la cual
se hace pasar la corriente de recirculacion de fangos, Figura 10-C. Con esto
se consigue disminuir la cantidad de nitrégeno oxidado que llega al reactor
anaerobio. La principal diferencia con el anterior proceso es la existencia de
una corriente que, en caso de que el grado de desnitrificaciéon en el reactor
anoxico no sea el adecuado, aporta parte del efluente del reactor anaerobio

con el objetivo de incrementarlo.

Otro esquema derivado del A2/O es el BARDENPHO de cinco etapas, ver
Figura 10-D. Este proceso consta de dos etapas mas: una anodxica y una
aerobia. La doble secuencia anoéxica-aerobia permite mejores rendimientos

en la eliminacion total de nitréogeno y presenta las siguientes ventajas:

1- Elimina por arrastre el nitréogeno gaseoso, dotando asi al fango de una
mejor sedimentabilidad.

2- El fango presenta un exceso de oxigeno que impide las condiciones
anaerobias en el decantador secundario. Esto evita una posible
liberacion de fosforo en esta etapa debido al consumo de materia
organica procedente de la biomasa enddgena.

3- Este esquema trabaja con elevados TRC y de todos los que permiten la
eliminaciéon conjunta de nitrégeno y fosforo, consigue los mayores

rendimientos de eliminacién de nitrégeno.
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Figura 10: Esquemas: (A) UCT modificado, (B) JHB, (C) ISAH y (D)
BARDENPHO.

1.5.2 Esquemas secuenciales de alimentacion alternativa

En estos procesos la entrada o influente del tratamiento bioldégico es

continua, pero las etapas funcionan en régimen discontinuo. Un ejemplo de

este tipo de esquemas es el BIODENIPHO el cual permite eliminar en forma
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continua fésforo y nitrégeno, ver Figura 11. Los procesos de nitrificaciéon y
desnitrificacion se llevan a cabo en dos reactores cuyas condiciones se
invierten en cada fase del proceso de forma secuencial, mediante el
encendido y apagado de la aireaciéon. El flujo de caudal a través de ellos y su
aireacion se ajustan para establecer las zonas de nitrificacion y
desnitrificacion periédicamente en el reactor, donde se encuentran el amonio
y los nitratos respectivamente. Ademas, se observa que la etapa anaerobia
funciona en forma continua. Este sistema presenta las siguientes ventajas:
a) no requiere una corriente de recirculacion interna, b) se elimina la posible
necesidad de un tanque de homogeneizacién y c) es flexible, dado que es

posible modificar el tamano de las etapas de nitrificacion y desnitrificacion.

Influente
- Decantador
ANAEROBIO Secundario Efluente
'y
AEROBIO
Recirculacién de fangos

AEROBIO
Influente
e Decantador

Secundario Efluente

ANAEROBIO

ANOXICO

Recirculacion de fangos

Figura 11: Esquema BIODENIPHO.
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1.6 MODELACION MATEMATICA DE LOS PROCESOS
BIOLOGICOS

El desarrollo de un modelo matematico sirve para describir el
comportamiento actual y previsible de un proceso mediante unas bases
teodricas bien establecidas. Al realizar la modelacién 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. De este modo un modelo matematico es un conjunto de
ecuaciones matematicas que permiten describir el comportamiento de un
proceso, basadas en unas claras formulaciones teéricas a partir de conceptos

basicos.

En un principio la modelacion de los sistemas de tratamiento de aguas
residuales s6lo consideraba al proceso de eliminacién de materia organica.
Con el paso del tiempo se incorporaron los procesos de eliminacion de
nitrégeno y fésforo. Debido a las interacciones que ocurren dentro de estos
sistemas los modelos matematicos que los representan suelen ser muy

complejos por lo que hasta hace unos afos eran de escasa utilidad.

Considerando que en estos sistemas se obtienen grandes beneficios con el
uso de modelos matematicos, la Asociacion Internacional del Agua, IWA
(anteriormente IAWPRC), form6 un grupo de trabajo en 1983 para promover
el desarrollo y aplicaciéon de modelos practicos para el disefio y simulacion de
sistemas de tratamiento biologico de aguas residuales. El primer objetivo
fue revisar los modelos existentes y después llegar a un acuerdo sobre el
mas sencillo con la capacidad de predecir acertadamente el desarrollo de un
sistema de fangos que comprendiera oxidacién carbonosa, nitrificacion y
desnitrificacion. Como resultado de ese trabajo, propusieron el Activated
Sludge Model No. 1 (ASM1) (Henze y col., 1987) el cual ha demostrado ser
una herramienta muy util para la investigacién, desarrollo y optimizacion

de los procesos bioldgicos de eliminaciéon de nitrégeno. La implementacion de
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este modelo ha conducido a desarrollar metodologias adecuadas de
caracterizacion del agua residual para identificar las distintas componentes

de la misma.

La experiencia que el grupo de trabajo de la IAW obtuvo con el ASM1 sirvid
de base para desarrollar un nuevo modelo, el Activated Sludge Model No. 2
(ASM2) (Henze y col., 1995) disenado para simular la eliminacién biolégica
de la materia organica, del nitréogeno y del fésforo en los procesos de fangos
activados. Sin embargo, el ASM2 no consideraba la desnitrificacién por
parte de las bacterias PAO. Después de la publicacion de dicho modelo se
demostré claramente que estas bacterias eran capaces de utilizar nitratos
como aceptor de electrones. Por lo que fue necesario considerar dos
fracciones de bacterias PAO, una de las cuales tiene la capacidad de
desnitrificar. Esto dio lugar a realizar una extensiéon del modelo ASM cuyo

resultado fue el ASM2d (Henze y col., 1999).

El grupo de investigacion CALAGUA ha avanzado en la modelacion de los
procesos que ocurren en una EDAR mediante la propuesta del modelo
Biological Nutrient Removal Model No. 1 BNRM1 (Seco y col., 2004). Se ha
propuesto un unico modelo que permite representar los procesos fisicos,
quimicos y biolégicos mas importantes que tienen lugar en las estaciones
depuradoras. Por lo tanto, el modelo BNRM1 puede utilizarse para disenar y
simular todas las operaciones basicas 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.

Los procesos fisicos considerados por el modelo BNRM1 son: sedimentacién
y clarificacién (sedimentacién floculada, zonal y compresion), elutriacion de
los acidos grasos volatiles y procesos de transferencia de materia entre las
fases liquida y gaseosa. Los procesos quimicos considerados comprenden las
principales reacciones acido base, asumiendo condiciones de equilibrio

quimico local e instantaneo y los procesos de precipitaciéon. Los procesos
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biolégicos considerados son: eliminaciéon de materia organica, nitrégeno y

fosforo, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.

Los procesos incluidos en el modelo para la eliminacién de materia organica,
nitrogeno y fosforo se basan en los considerados por el modelo de fangos

activados ASM2d con algunas modificaciones:

1_ Las bacterias acidogénicas son responsables de degradar la materia
organica facilmente biodegradable en condiciones anaerobias
produciendo AGV. El modelo ASM2d asume que son las mismas
bacterias heterétrofas las responsables de la fermentaciéon de la
materia organica en condiciones anaerobias, considerando que este
proceso no esta ligado al crecimiento bacteriano. Con la aproximacion
realizada en el modelo ASM2d, la velocidad del proceso de fermentaciéon
depende en gran medida de la concentracién de bacterias heterétrofas y
los valores descritos en la literatura para la velocidad especifica de
fermentacion presentan una gran variabilidad. Esta variabilidad puede
evitarse separando las bacterias heterétrofas en dos grupos: bacterias
anaerobias fermentativas y bacterias aerobias y facultativas.

2_ Se ha incluido un modelo quimico capaz de calcular el pH en los
procesos biolégicos (Serralta y col., 2004). Este modelo quimico supone
la adicién de dos nuevos componentes, carbono inorganico y proton.

3_ Las funciones que modifican la velocidad de los procesos biolégicos en
funciéon del valor de la alcalinidad se han sustituido por funciones

dependientes del pH.

Las modificaciones incorporadas en el modelo propuesto por el grupo
CALAGUA permiten una mejor representaciéon del proceso de depuracién
del agua residual. Por esta razoén, para el desarrollo de este trabajo de
investigacion, se empleara el modelo BNRM1 el cual se describira en un

apartado posterior.
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1.6.1 Generalidades del modelo biologico

El modelo BNRM1 emplea una notacion similar a la utilizada en los modelos
ASM. En este apartado se realiza una breve descripcion de la
estequiometria, cinética y notacion empleadas y de esta manera lograr un

mejor entendimiento de la informacién que se recoge en estos modelos.

1.6.1.1 Estequiometria y cinética de los modelos

Los procesos bioquimicos quedan definidos con las relaciones
estequiométricas que relacionan cuantitativamente los reactivos de la
reaccion quimica con los productos y con las ecuaciones cinéticas que
expresan la velocidad de reaccién. En el tratamiento biolégico de aguas
residuales las relaciones estequiométricas se suelen expresar en unidades
masicas. Ademads, los coeficientes estequiométricos de la reaccién se

normalizan respecto a uno de los reactivos utilizados o productos formados.

Si se define rj como la velocidad de cada una de las reacciones quimicas en la
que participa el componente 1, su velocidad de transformacién (r;) se puede

obtener mediante la siguiente expresion:
§=2V5 Ec. 1
J

vij es el coeficiente estequiométrico normalizado del componente i en la
reacciéon quimica j. Es decir, la velocidad global de transformacién de un
componente 1 resulta de la suma de todas las velocidades de las reacciones
en las que participa multiplicadas por el coeficiente estequiométrico en

dichas reacciones.

1.6.1.2 Formato y notacion del modelo

El modo mas utilizado para representar un modelo es la notacién matricial.

En 1987, el grupo IAWQ optd por esta modalidad demostrando una gran
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utilidad. La notacién matricial permite recopilar de una forma clara y
sencilla toda la informacién referida a los diferentes compuestos y procesos.
Para explicar la notacién matricial se dara un ejemplo sencillo: crecimiento
de las bacterias heterdtrofas en un medio aerobio utilizando sustrato soluble

organico como fuente de energia y carbono, ver Tabla 2.

Tabla 2: Ejemplo de notacion matricial ilustrada con un modelo de
crecimiento heterotrofo en medio aerobio

Componentes 1 — 1 2 3 Velocidad especifica de
Procesoj | Xu Ss So2 reaccion rj (mg DQO/1 d)
1 1 S
.. __ 1—— S
1. Crecimiento 1 Y, Y, My K,+8, "
2. Lisis -1 1 buXn
Parametros . s
estequiométricos Parametros cinéticos
Coeficiente - Velocidad de crecimiento
estequiométrico: Y. Biomasa Sustrato Oxigeno especifica de las bacterias
! S H heterétrofa (mg DQO/) disuelto heterétrofas: un
(mg DQO/N) & (mg O2/1) -Constante de semi-
saturacién: Ks
- Velocidad de lisis
celular: bu

En la Tabla 2 se recoge la siguiente informacion: 1) los componentes i con su
simbologia en la primera fila y su descripcién en la Gltima, 2) los procesos j
en la primera columna: crecimiento bacteriano y lisis celular, 3) los
coeficientes estequiométricos vij para cada proceso j respecto a cada
componente 1 se detallan en el centro de la matriz, 4) la expresiéon de la
velocidad del proceso rj se encuentra en la Gltima columna y 5) en la misma
matriz se consignan también la nomenclatura de los componentes y

definicién de los parametros cinéticos.

La notaciéon matricial facilita el planteamiento de los balances de materia de
los diferentes componentes del modelo al permitir el calculo de la velocidad
global de reacciéon del componente considerado (ri). Considerando la Ec. 1 es
posible determinar esta velocidad. Para ello se suman los productos de los
coeficientes estequiométricos que se encuentren en la columna del
componente 1 por la ecuacion de velocidad de cada proceso j en el cual

participa.
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De esta manera, la velocidad neta que resulta de considerar el consumo de
sustrato debido al crecimiento y la produccion del mismo por lisis celular
esta dada por:

rSSZ_YlHHH I(SS-iS-SSXH+bHXH Ec. 2

Otra ventaja de la notacién matricial es que permite comprobar las
ecuaciones de conservacién en las filas de la matriz. Las ecuaciones de
conservacion se aplican a cargas eléctricas, demanda quimica de oxigeno
(DQO), sélidos suspendidos totales (SST) y nutrientes para demostrar que
ninguno de estos términos ni se crea ni se destruye, tan sélo se transforma.
La ecuacién de continuidad valida para cualquier proceso j y todos los

materiales ¢ sujetos a conservacion tiene la siguiente forma:
1

Donde: v;; es el coeficiente estequiométrico del componente i en el proceso j y
1.; es el factor de conversion que permite el paso de las unidades del
componente 1 a las del material ¢ al que se aplica la ecuaciéon de

conservacion.

1.6.1.3 Expresiones cinéticas de los procesos biolégicos

Las expresiones de los procesos biolégicos considerados siguen una cinética
de Monod, es decir una velocidad maxima corregida por distintas funciones

“switch” del tipo:

S.

1

KST Ec. 4

Donde S; es el sustrato limitante y Ksgi es la constante de semisaturacion del
componente 1. Esta constante corresponde a la concentraciéon de S; para la

cual la velocidad de reaccién es la mitad de la maxima. Las funciones
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“switch” que aparecen en la expresion cinética de cada proceso corresponden
a todas aquellas especies que participan en dicho proceso. La escasez de

cualquiera de estas especies provoca la reduccion en la velocidad del proceso.

La inhibicién, que experimentan algunos procesos por determinados
compuestos, se incluye en las expresiones cinéticas mediante funciones

“switch” del tipo:

Ec. 5

Donde Ki; es la constante de inhibiciéon del componente 1. Las velocidades de
los diferentes procesos biolégicos también dependen de la temperatura. Esta
influencia se evalia por medio de una funcién que modifica aquellos
parametros dependientes de la temperatura. Los valores de los parametros
considerados en el modelo se corresponden con una temperatura de 20°C.
Cuando la temperatura de trabajo es distinta, el valor de los parametros se

calculara de la siguiente manera:
0, =0,, KT Ec. 6

Donde Ot es el valor del parametro a la temperatura T, 029 es el valor a 20°C,

y K es la constante de temperatura para el tipo de bacteria en cuestion.

Las generalidades descritas en las secciones anteriores se aplican a los
modelos empleados para representar los procesos involucrados en la
depuracion del agua residual. En este trabajo de investigacion el interés se
centra en el modelo BNRM1, por lo cual a continuacién se describira con un

cierto grado de detalle.

1.6.2 Modelo BNRM1

El modelo considera un total de 27 componentes, 13 solubles y 14

particulados, los cuales se definen a continuacién.
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1.6.2.1 Componentes Solubles:

Sa (MpqoL-3): Productos de la fermentacion, se considera que solamente es
acetato. Debido a que la fermentaciéon se ha incluido como un proceso
biolégico, los productos de la fermentacion se deben modelar
separadamente de los otros componentes organicos solubles. Aunque se
considera que es acetato, en la realidad es posible encontrar diferentes
productos de la fermentacion.

Scas (MbQoL-3): Metano. Es el principal producto generado en los sistemas
de digestion anaerobia.

Sr (MbpqoL:-3): Sustratos organicos facilmente biodegradables, fermentables.
Es la fraccién de la DQO soluble que esta disponible directamente para la
degradaciéon por los organismos heterétrofos. Se asume que Sr puede servir
como sustrato para el proceso de fermentacion.

Suz (MbpqoL-3): Hidrégeno. Subproducto generado en los sistemas de
digestion anaerobia, se forma en el proceso de fermentaciéon pero en su
mayoria es transformado en metano y didéxido de carbono.

S1 (MbqoL3): 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 (MolcL-3): Carbono inorganico. Es la suma analitica de las
concentraciones de carbonato (COs2), bicarbonato (HCO3s’) y acido carboénico
(H2COs3). El acido carbdnico esta en equilibrio con el diéxido de carbono
(CO2) disuelto, siendo la concentraciéon de este ultimo del orden de 100
veces superior a la de acido carbdnico. Por este motivo la concentracion de
COg2 también se incluye en este componente.

SNz (MNL-3): nitrégeno gaseoso, N2. Se asume que solamente es un producto
de la desnitrificacion.

SnHs4 (MNL-3): amonio mas nitrégeno amoniacal. Para el balance de las
cargas eléctricas, se asume que el Snus es solamente NH4*, sin embargo, en
la realidad esta compuesto de NHs+ NH4*.

Snos (MNL-3): nitrato mas nitrito (NOs + NOg). Se asume que esta
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compuesto por nitrato y nitrito, debido a que el nitrito no esta incluido como
un componente del modelo.

Soz2 (MozL-3): oxigeno disuelto.

Spos(MpL-3): fosforo soluble inorganico, principalmente ortofosfatos. Para el
balance de las cargas eléctricas, se asume que este componente esta
compuesto de un 50% de HaPO4 y un 50% de HPO42-, independiente del pH.
Spro (MpqoL-3): Productos de la fermentacién excluyendo el acido acético.
Se incluyen en este componente los acidos grasos volatiles que se generan
en el proceso de fermentacion y que no pueden ser transformados
directamente en metano (propidnico, butirico, valérico...). Para los calculos
estequiométricos se asume que Spro equivale a propionato.

St (MolaL-3): Proton. Este componente representa la concentracién total
de protones en disolucidn, siendo la suma analitica de las concentraciones
de protones libres en disoluciéon (H*), y protones combinados formando

parte de otras especies (HCOs-, H2CO3, HPO42-, HoPOy....)

1.6.2.2 Componentes particulados:

Xacer (MbpqoL-3): bacterias acetogénicas. Son los organismos responsables
de la transformaciéon de los 4acidos grasos volatiles que no pueden ser
transformados en metano en acido acético.

Xacip (MpqoL-3): bacterias acidogénicas. Son los organismos responsables
de la generaciéon de acidos grasos volatiles por fermentaciéon y de la
hidrélisis de la materia organica particulada en condiciones anaerobias.
Xaur (MbpqoL-3): organismos nitrificantes autétrofos. Son los responsables
de la nitrificacién. Se asume que estos organismos incluyen tanto las
bacterias amonioxidantes como las nitritoxidantes.

XH (MbqoL-3): organismos heterétrofos. Se asume que estos organismos
pueden crecer en condiciones aerobias y anodxicas. Son los responsables de
los procesos de hidrdlisis de los sustratos particulados y pueden usar todos
los sustratos solubles organicos degradables (Sa y Sr).

X1 (MpqoL-3): material organico inerte. Este material no se puede degradar.
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X1 puede ser una fraccién del influente o puede producirse dentro del
proceso de lisis (muerte celular).

Xmac (MbpqoL-3): bacterias metanogénicas acetoclasticas. Estos organismos
son anaerobios estrictos y son los responsables de la conversion del acido
acético en metano.

XmH2 (MbqoL3): bacterias metanogénicas hidrogenotréficas. KEstos
organismos son anaerobios estrictos y son los responsables de la conversion
del hidrégeno en metano.

Xnv (MsstL3): Sélidos suspendidos no volatiles. Este componente no
participa en los procesos bioldgicos, Unicamente se concentra por
sedimentacion.

Xprao (MpqoL-3): organismos acumuladores de polifosfatos (PAOs). Se
asume que estos organismos representan a todos los organismos
acumuladores de polifosfatos. La concentracion de Xpao no incluye los
productos que se almacenan intracelularmente (Xpp y Xpna).

XpHA (MbqoL3): es un producto almacenado intracelularmente en las
bacterias PAO. Este incluye polihidroxialcanoatos (PHA), glucégeno, etc. Se
suele asociar con Xpao, sin embargo, no esta incluido en la masa de estas
bacterias. Se asume que tiene la composicion quimica de
polihidroxibutirato, (C4HsOg2)n.

Xpp (MpL-3): polifosfato. El polifosfato es un producto almacenado
itracelularmente en las PAO. Se presenta solamente asociado con Xpao,
sin embargo, no esta incluido en la masa de Xpao. Forma parte del fosforo
particulado. Se asume que tiene la composicion quimica (Ko.33Mgo.33POs3)n.
Xs (MpqoL-3): sustrato lentamente biodegradable. Es un sustrato organico
particulado y coloidal de alto peso molecular que necesita ser hidrolizado
antes de estar disponible para la degradacion. Se asume que los productos
de la hidrolisis (Sr) se pueden fermentar.

Xmeon (MsstL3): hidréxidos metalicos. Este componente se anade al
sistema para llevar a cabo el proceso de precipitaciéon quimica del fésforo.
Se asume que este componente esta compuesto de Fe(OH)s. Es posible

reemplazar este componente por otros reactivos.
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Xmep (MsstL3): fosfatos metalicos. Este componente resulta de la
precipitacion quimica del fosforo. Se asume que esta compuesto de FePOu.

Xr1ss (MsstL-3): s6lidos suspendidos totales, SST. No son un componente del
modelo pero se calcula su concentraciéon a partir de los correspondientes

factores estequiométricos.

1.6.2.3 Ecuaciones de continuidad

La estequiometria del modelo BNRM1 se basa en 6 ecuaciones de
continuidad aplicadas a la DQO, nitrégeno, fésforo, sdlidos suspendidos
totales, carbono y protones. Estas ecuaciones se utilizan para calcular los
coeficientes estequiométricos de Soz (Snos y Snz en la desnitrificaciéon) a
partir de la DQO, Snxu4 a partir del nitrégeno, Spos a partir del fosforo, Xrss a
partir de los sdlidos suspendidos totales, Sic a partir del carbono, y Su a
partir de los protones. Los factores de conversion necesarios para aplicar las

ecuaciones de continuidad se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Factores de conversion para la aplicacion de las ecuaciones de

continuidad.

Ecuacién continuidad— | DQO N P SST C H+
Factor — icopi | I ipi iTss.i ici i,
Componente gCOD| gN | gP |gTSS|molC|molH

Soz (g O2) -1
Sr (g COD) 1 INSF | ipsF icsF
Sa (g COD) 1 2/64 | 1/64
Sero (g COD) 1 3112 | 1/112
Snus (g N) 1 -1/14
Swnos (g N) 1 1/14
Sros (g P) 1 3/31
S1 (g COD) 1 inst | ipst icst
Sne (g N) 1
Suz (g COD) 1
Scua (g COD) 1 1/64
Sic (mol C) 1 2
Sta (mol H*) 1
X1 (g COD) 1 inxt | dpxi | dirssx1 | dcxt
Xs (g COD) 1 inxs | ipxs | irssxs | icxs
Xsu (g COD) 1 |0.07]0.02 | 0.7 |5/160
Xpua (g COD) 1 0.6 1/36
Xer (g P) 1 | 3.23 1/31
Xrss (g TSS) -1
Xueon (g TSS) 1
Xmer (g TSS) 0.205 1




54  INTRODUCCION

1.6.2.4 Procesos cinéeticos

El modelo BNRM1 considera 30 procesos biolégicos y 6 procesos fisicos
controlados por la cinética. Estos estan descritos por diferentes ecuaciones
en las cuales intervienen un nimero importante de parametros cinéticos los

cuales se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4: Parametros del modelo BNRM1.

PARAMETRO UNIDAD VA2IE)(3§ A Definicién
HIDROLISIS

Ku d! 3.0 Velocidad de hidrélisis.

nNo3 - 0.60 Factor de eficacia de la hidrélisis en condiciones andxicas

MNre - 0.1 Factor de eficacia de la hidrélisis en condiciones anaerobias
Koz g O2m-3 0.2 Constante de semisaturacién de Soz

Knos g O2m3 0.5 Constante de semisaturacién de Sxos

Kx g DQO/ g DQO 0.1 Constante de semisaturaciéon de la materia orgénica

BACTERIAS HETROTROFAS

HH d! 6.0 Velocidad de crecimiento de heterétrofas

nH - 0.8 Factor de eficacia en condiciones andxicas

bu d-! 0.4 Velocidad de lisis celular

Koz g O2m? 0.2 Constante de semisaturacion de Soz

Kr g DQO m=3 4.0 Constante de semisaturacién para Sr

Ka g DQO m-3 4.0 Constante de semisaturaciéon para Sa

Krro g DQO m-3 4.0 Constante de semisaturacioén para Sprro

Knos g Nm3 0.5 Constante de semisaturacién de Sxos

Knna g N m3 0.05 Constante de semisaturacién de Snus

Kp gPms3 0.01 Constante de semisaturacién de Spos

Ku mol H* m-3 2107 Constante de semisaturacién de Sy en la funcién de pH
Kin mol H* m-3 4.35 103 Constante de inhibicién de Sy en la funcién de pH

BACTERIAS PAO

QPHA g DQO/g PAO d 3.0 Velocidad de toma de Sa

qpp g DQO/g PAO d 1.5 Velocidad de almacenamiento de Xpp

UPAO dt 1.0 Velocidad de crecimiento de Xpao

Factor de eficacia del crecimiento de Xpao en condiciones

NPAO - 0.6 anodxicas

- i 0.6 Factor de eficacia (.ie.l almacen&}miento de Xpp en

condiciones andxicas

bpao d! 0.2 Velocidad de lisis de Xpao

brp dt 0.2 Velocidad de lisis de Xpp

bpra d! 0.2 Velocidad de lisis de Xpra

Koz g O2m-3 0.2 Constante de semisaturacién de Sos

Ka g DQO m-3 4.0 Constante de semisaturacién de Sa

Krro g DQO m-3 4.0 Constante de semisaturacioén para Srro
Knna g Nm3 0.05 Constante de semisaturacién de Snus

Kps g P m? 0.2 Constante de semisaturacién de Spos del almacenamiento

de Xpp

Kp g Pm3 0.01 Constante de semisaturaciéon de Spos
Krorce mol C m3 5104 Constante de semisaturacién de Sic

Kpp g PP/ g PAO 0.01 Constante de semisaturacién de Xpp
Kuax g PP/ g PAO 0.34 Cociente maximo de Xpp/Xpao

Kipp g PP/ g PAO 0.02 Coeficiente de inhibicién para almacenamiento de Xpp
Kpna g PHA/ g PAO 0.01 Constante de semisaturacion de Xpua

Kn mol C m3 6107 Constante de semisaturaciéon de Sy en la funcién de pH
Kin mol H* m-3 4.19 103 Constante de inhibicién de Su en la funcién de pH
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BACTERIAS AUTOTROFAS
paur d? 1.0 Velocidad de crecimiento de Xaur
baur d! 0.15 Velocidad de lisis de Xaur
Koz g O2m™ 0.5 Constante de semisaturacion de Sos
Knna g Nm-3 1.0 Constante de semisaturacion de Sxua
Kp g Nm?3 0.01 Constante de semisaturacién de Spos
Krorc mol C m-3 5104 Constante de semisaturacién de Sic
Ku mol H* m-3 2107 Constante de semisaturacién de Sy en la funciéon de pH
Kin mol H* m-3 8.71 10+ Constante de inhibicién de Su en la funcién de pH
PRECIPITACION
Krre m* (g (F’:ﬁ(OH) D! 1.0 Constante de velocidad de precipitacién de Spos
Krep dt 0.6 Constante de velocidad de redisolucién
Kark mol HCO3zm-3 0.5 Constante de semisaturacién de alkalinidad
HIDROLISIS ACIDOGENICAS
Ku d-! 43 Velocidad de hidrélisis
Kx g DQO/ g DQO 150 Constante de semisaturacion de la materia organica
Koz g O2m-3 0.2 Constante de semisaturacién de Soz
BACTERIAS ACIDOGENICAS
HACID d? 2.2 Velocidad de crecimiento de Xacip
bacip d! 0.33 Velocidad de lisis de Xacmp
Kr g DQO m-3 15 Constante de semisaturacién de Sr
Koz g O2m3 0.2 Constante de semisaturacién de Soz
Ka g DQO m=3 6500 Constante de inhibicién de Sa
Kne g DQO m=3 35 Constante de inhibicién de Sne
Knns g Nm-3 0.05 Constante de semisaturacién de Snus
Kp g Pm? 0.01 Constante de semisaturacién de Spos
Ku mol H* m-3 2107 Constante de semisaturacién de Sy en la funciéon de pH
Kin mol H* m-3 4.35 10 Constante de inhibicién de Su en la funcién de pH
BACTERIAS ACETOGENICAS
1PRO d1! 0.177 Velocidad de crecimiento de Xacer
brro dt 0.028 Velocidad de lisis de Xacer
Krro g DQO m=3 10 Constante de semisaturacién de Spro
Koz g O2m-3 0.2 Constante de semisaturacién de Soz
Ka g DQO m-3 1500 Constante de inhibicién de Sa
Kne g DQO m=3 0.6 Constante de inhibicién de Sne
Knna g Nm-3 0.05 Constante de semisaturacién de Sxus
Kp g Pm? 0.01 Constante de semisaturacién de Spos
Ku mol H* m-3 104 Constante de semisaturaciéon de Sy en la funcién de pH
Kin mol H* m-3 6.3 104 Constante de inhibicién de Sy en la funcién de pH
BACTERIAS METANOGENICAS ACETOTROFICAS
UMAC d1 0.106 Velocidad de crecimiento de Xmac
bumac d1 0.028 Velocidad de lisis de Xmac
Ka g DQO m=3 30 Constante de semisaturaciéon de Sa
Koz g O2m" 0.2 Constante de semisaturacion de Sos
Ku mol H* m-3 104 Constante de semisaturacién de Su en la funcién de pH
Kin mol H* m-3 6.3 104 Constante de inhibicién de Sy en la funcién de pH
Knna g Nm-3 0.05 Constante de semisaturacién de Snus
Kp g Pms 0.01 Constante de semisaturaciéon de Spos
BACTERIAS METANOGENICAS HIDROGENOTROFICAS
UMH2 d? 0.551 Velocidad de crecimiento de Xmuz
bmnz d! 0.112 Velocidad de lisis de Xmu2
Kue ¢ DQO m=3 0.6 Constante de semisaturacién de Sus
Koz g O2m-3 0.2 Constante de semisaturacién de Soz
Kn mol H* m-3 104 Constante de semisaturaciéon de Sy en la funcién de pH
Kin mol H* m-3 6.3 104 Constante de inhibicién de Su en la funcién de pH
Knna g Nm-3 0.05 Constante de semisaturacion de Sxua
Kp g Pm3 0.01 Constante de semisaturacién de Spos
Krorc mol C m-3 5104 Constante de semisaturacién de Sic
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En la Tabla 5 se detallan los coeficientes estequiométricos del modelo y

valores propuestos de los mismos.

Tabla 5: Coeficientes estequiométricas del modelo BNRM1

PARAMETRO | UNIDAD [VALOR A 20°C] DEFINICION
HIDROLISIS
fst | ¢ DQO/ g DQO | 0.0 | Fraccién de DQO inerte en el sustrato particulado
BACTERIAS HETEROTROFAS
Yu g DQO/ g DQO 0.63 Rendimiento de Xy
fxi g DQO/ g DQO 0.10 Fraccién de DQO inerte generado en la lisis celular
BACTERIAS PAO
Yrao g DQO/ g DQO 0.63 Rendimiento de bacterias Xpao
Yros g P/ g DQO 0.40 Xpp hidrolizado para almacenar Xpua
Yrna g DQO/ g DQO 0.20 Xpua hidrolizado para almacenar Xpp
fx g DQO/ g DQO 0.10 Fraccion de DQO inerte generado en la lisis celular
BACTERIAS AUTOTROFAS
Yaur gDQO/ g N 0.24 Rendimiento de bacterias Xaur
fxi g DQO/ g DQO 0.10 Fraccién de DQO inerte generado en la lisis celular
HIDROLISIS ACIDOGENICAS
fx | ¢ DQO/ g DQO | 0.05 | Fraccién de DQO inerte generado en la hidrdlisis
BACTERIAS ACIDOGENICAS
Yacmo g DQO/ g DQO 0.15 Rendimiento de bacterias Xacm
fxi g DQO/ g DQO 0.20 Fraccién de DQO inerte generado en la lisis celular
fac g DQO/ g DQO 0.58 Sa producido/Sr consumido
fero g DQO/ g DQO 0.25 Spro producido/Sr consumido
fuo g DQO/ g DQO 0.17 Sh2 producido/Sr consumido
BACTERIAS ACETOGENICAS
Yero g DQO/ g DQO 0.05 Rendimiento de bacterias Xacer
fxi g DQO/ g DQO 0.20 Fraccién de DQO inerte generado en la lisis celular
fac g DQO/ g DQO 0.568 Sa producido/Spro consumido
fas g DQO/ g DQO 0.432 Shz producido/Spro consumido
BACTERIAS METANOGENICAS ACETOTROFICAS
Ywmac g DQO/ g DQO 0.025 Rendimiento de bacterias Xmac
fx g DQO/ g DQO 0.20 Fraccion de DQO inerte generado en la lisis celular
BACTERIAS METANOGENICAS HIDROGENOTROFICAS
Yuuz g DQO/ g DQO 0.045 Rendimiento de bacterias Xumne
fxi g DQO/ g DQO 0.20 Fraccién de DQO inerte generado en la lisis celular

A continuacién se realiza una descripcion de los diversos procesos agrupados

en funciéon de las bacterias que los realizan.

1.6.2.4.1 Bacterias Heterotrofas

Estas bacterias son responsables de numerosos procesos, los cuales se

mencionan a continuacién:

Hidrolisis:

La hidroélisis consiste en la transformacion de la materia organica
lentamente biodegradable en materia organica facilmente biodegradable

mediante reacciones enzimaticas externas que rompen los productos
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organicos en fracciones mas pequenas. Los productos de la hidrélisis pasan
directamente a la disolucién para posteriormente ser degradados por los
microorganismos. Tradicionalmente, las reacciones de hidroélisis se han
considerado reacciones de superficie que ocurren por contacto entre los
microorganismos que proveen las enzimas hidroliticas y el sustrato organico

sujeto a la hidrdlisis.

Las reacciones de hidroélisis dependen del aceptor de electrones disponible.
Por esta razon, se distinguen tres procesos de hidrdlisis: 1) Hidrolisis
aerobia (Soz2 > 0), 2) Hidrolisis andxica (Soz = 0; Snos > 0) y 3) Hidrdlisis

anaerobia (Soz2~ 0; Snos= 0).

El modelo BNRM1, de igual manera que el ASM2d, asume que el sustrato
lentamente biodegradable Xs es degradado a sustrato facilmente
biodegradable Sr y se genera una pequena fraccién fs; de materia organica

nerte Sr.

Crecimiento:

Los microorganismos heterotrofos Xu hidrolizan el sustrato lentamente
biodegradable Xs, el cual se transforma en materia organica rapidamente
biodegradable Sr. El modelo BNRM1, a diferencia del modelo ASM2d, no
s6lo considera que las bacterias heterdtrofas consumen en condiciones
aerobias y andxicas Sy y Sa sino que ademas consumen Spro. Estos procesos

se explican brevemente a continuacion y se representan en la Tabla 6.

4, 5 y 6) Crecimiento aerobio de Xy a partir de Sr, Sa y Spro. Se considera
que estos procesos estan caracterizados por la misma velocidad especifica de

crecimiento y el mismo coeficiente de rendimiento Ys.

7, 8 y 9) Crecimiento andxico de Xu a partir de sustrato Sy, Sa y Spro. Estos
procesos son similares a los anteriores, sin embargo emplean nitrato como

aceptor de electrones.

10) Lisis de los microorganismos heterétrofos.
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En la Tabla 6 se muestra la matriz que describe los procesos de las bacterias

heterétrofas.

Tabla 6: Estequiometria de los procesos de las bacterias heteroétrofas.

Componente 1 — Soz Sr Sa Sero | St S~os Sz Xi| Xs | Xu
j Proceso
1 Hidrdlisis aerobia 1- fs1 fst -1
2 Hidrélisis anéxica 1- fst fsr -1
3 Hidrélisis anaerobia 1- fst fst -1
. . 1 1
4 Crec. aerobio a partir de Sy -0 | -+ 1
YII YII
. . 1 1
5 Crec. aerobio a partir de Sa 1*7 A 1
H H
. . 1 1
6 | Crec. aerobio a partir de Spro 1‘7 Y. 1
H H

C - rde S 1 1y, 1-Y,
7 rec. anoxico a partir de Sr Y, 2.86Y, 2.86Y, 1

C Zot irde S _L _ l'YH 1'YII
8 rec. anoxico a partir de Sa Y, 2.86Y, 2.86Y, 1

C L. i de S 7L 1-Y, 1-Y,

9 rec. andxico a partir de Spro Y, 286y, | 2.86v, 1
10 Lisis fxr | 1fx1 | -1

1.6.2.4.2 Bacterias PAO.

Estas bacterias almacenan AGV en condiciones anaerobias en forma de
XpHA. La energia necesaria la obtienen de la degradacion de las reservas de
polifosfato a fosfato que vierten al medio. El Xpga almacenado es oxidado en
condiciones anoxicas y aerobias y la energia obtenida es utilizada por las

bacterias para crecer y tomar fésforo reponiendo las reservas de polifosfato.

El modelo BNRM1 a diferencia del modelo ASM2d considera que las
bacterias PAO consumen también el producto de fermentacién Spro. Sin
embargo, no estan incluidos en el modelo todos los fenémenos observados
experimentalmente. Asi, el glucégeno, que es un producto almacenado
intracelularmente por estos organismos de gran importancia en su
metabolismo, no esta incluido. A continuaciéon se detallan brevemente los

procesos considerados.
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11 y 12) Almacenamiento de Xpnaa a partir de Sa y Srro. El modelo considera
que las PAO pueden liberar el fosfato (Spos4) procedente de las reservas de
polifosfatos (Xpp) y wutilizar la energia producida para almacenar
intracelularmente los productos de la fermentacion, Sa y Spro. Este proceso
se observo inicialmente bajo condiciones anaerobias. Sin embargo, como
también se ha detectado bajo condiciones anodxicas y aerobias la expresion

cinética correspondiente no incluye funciones de inhibicién para Sozy Snos.

13 y 14) Almacenamiento aerobio de polifosfatos y crecimiento aerobio. En
estos procesos las bacterias PAO almacenan fésforo soluble en forma de Xpp.
Las bacterias PAO obtienen la energia necesaria para este proceso de la
oxidacion del Xpga acumulado. La regeneracién de las reservas de polifosfato
es fundamental para el crecimiento de las bacterias PAO porque los acidos
volatiles s6lo pueden ser almacenados utilizando la energia obtenida de la

degradacion de los polifosfatos.

15 y 16) Almacenamiento anéxico de polifosfatos y crecimiento andxico. La
velocidad de almacenamiento de polifosfatos, gep, en condiciones andxicas
viene dada por la velocidad de almacenamiento de polifosfatos en
condiciones aerobias reducida por el factor nnos. Este factor tiene en cuenta
el hecho de que no todas las bacterias PAO son desnitrificantes y que el
proceso se lleva a cabo a una velocidad inferior. La velocidad de crecimiento
de las bacterias PAO, upao, en condiciones andxicas se aproxima como la
velocidad de crecimiento en condiciones aerobias reducida por el factor de

eficacia nos.

17, 18 y 19) Lisis de Xpao, Xpp y XpHaA, respectivamente. Representan los
procesos de lisis de las bacterias PAO y sus productos de almacenamiento.
La muerte, respiracion enddgena y mantenimiento celular provocan la
pérdida o deterioro de estos componentes. Debido a que los productos de
almacenamiento Xpp y XpHa se consideran independientes de la biomasa
Xprao, los tres componentes estan sujetos a procesos de lisis por separado. El

modelo BNRM1 incluye 3 procesos de lisis de primer orden respecto al
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componente que desaparece. Si las constantes de velocidad de los tres
procesos son iguales, la composiciéon de los microorganismos no cambia en
los procesos de desaparicion. Sin embargo, existen evidencias
experimentales demostrando que Xpp se descompone mas rapido que XpHa ¥
Xpao. Esta pérdida adicional de polifosfatos puede modelarse
matematicamente aumentando el valor de la constante de velocidad, bpp,
para la lisis de este componente. Los productos de la lisis de los
microorganismos PAO se han definido por analogia a los de los organismos
heterotrofos. Las reservas organicas y los polifosfatos se supone que se

descomponen dando Sa y Spos, respectivamente.

La Tabla 7 muestra la estequiometria de los procesos bioldgicos de las
bacterias PAO. En esta tabla se han considerado los parametros: Ypraa NO
(gDQO/gP) v Yraono (gDQO/gDQO) los cuales representan la cantidad de
XpHA necesaria para acumular 1 g de fésforo y el rendimiento de las

bacterias PAO en condiciones anodxicas, respectivamente.

Tabla 7: Estequiometria de los procesos de las bacterias PAO.

Componente
i—

Soz Sa | Sero Snos Sro4 Sne X1 Xs Xpao Xpp XpHA

Proceso

11

Alm.* de Xpua a

partir de Sa -1 Yrou -Yro4 1

12

Alm.* de Xpua

partir de Sero -1 Yros - Yroua 1

13

Alm.* aerobio

de Xop -Yrua -1 1 -YruA

14

Crecimiento - ;i 1 1
. -1pBM
aerobio Yo Yrao

15

Alm." andxico - Youano Yeuano
de Xpp 2.86 2.86

16

1 - 1
Ypaono 'iPBM Yeaono 1 -

1

Crecimiento 1=

anoxico TThes e Yeaono

2.86 2.86

17

Lisis de Xpao fxi 1-fx1 -1

18

Lisis de Xpp 1 -1

19

Lisis de Xpua 1 -1

%Alm.: Almacenamiento.

1 -Yruano
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1.6.2.4.3 Bacterias autotrofas

El modelo considera la nitrificaciéon como un proceso de una sola etapa,
donde el amonio Snps se transforma directamente a nitrato Snos. Los
componentes intermedios, nitritos, no se incluyen como un componente del

modelo para no incrementar su complejidad.

20) Crecimiento de los microorganismos autétrofos. Las bacterias autétrofas
son microorganismos aerobios obligados, consumen amonio como sustrato y
nutriente, y producen nitratos. El proceso de nitrificacion consume

alcalinidad.

21) Lisis de los microorganismos nitrificantes. La lisis de las bacterias
nitrificantes produce Xs y por hidrdlisis de ese compuesto se obtiene S,

sustratos que utilizan los microorganismos heterétrofos.
En la Tabla 8 se incluyen los procesos de las bacterias autoétrofas.

Tabla 8: Estequiometria de los procesos de las bacterias autétrofas.

Componente 1 — So2 SNH4 Snos | Xr | Xs | Xaur

J Proceso

T S T
Y

A

21 Lisis fx1 | 1-fxi -1

20 Nitrificacién

=<
|
é_.
2
~
—

1.6.2.4.4 Bacterias acidogénicas

Estas bacterias son responsables del proceso de fermentacién. Mediante este
proceso la materia organica fermentable es transformada bajo condiciones
anaerobias en acidos grasos volatiles. Estas bacterias también son capaces
de hidrolizar la materia organica suspendida en condiciones anaerobias. La

Tabla 9 muestra la estequiometria de los procesos mencionados.
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Tabla 9: Estequiometria de los procesos de las bacterias acidogénicas

Compilente ! Sr Sa S| Xi Xs Spero Shz Xacp
] Proceso
22 Hidrdélisis 1-fsr fs -1
1 1 1 1
23 | Fermentacién - - ljf . { - lJf ( - lJf 1
Y/\C]D [YAC]D A YACID e YAC[D "
24 Lisis fxr | 1-fxt -1

1.6.2.4.5 Bacterias Acetogénicas

Estas bacterias son responsables de la transformaciéon de los acidos grasos
volatiles en acido acético e hidrégeno, que son los precursores del metano.
La tabla siguiente muestra la estequiometria de los procesos llevados a cabo

por estas bacterias.

Tabla 10: Estequiometria de los procesos de las bacterias acetogénicas.

Componente 1 — Sa X1 Xs Spro She Xpro
j Proceso
Conversién de 1 1 1
25 —1|f. - —1|f 1
Spro en Sa [kao J ¢ Yero Yiro B
26 Lisis fxi 1-fxr -1

1.6.2.4.6 Bacterias Metanogénicas

El modelo BNRM1 considera dos grupos de bacterias metanogénicas:
acetoclasticas (responsables de la transformacién del 4acido acético en
metano) e hidrogenotréficas (responsables de la transformacion del
hidrogeno en metano). La Tabla 11 muestra la estequiometria de los

procesos llevados a cabo por estas bacterias.

Tabla 11: Estequiometria de los procesos de las bacterias metanogénicas.

Componente i — Sa X1 Xs Shz Sch4 Xmac XmHz2
] Proceso
- 1 1
97 Conversién de Sa en _ 1 1
metano Yyac Yyac
28 Lisis de Xmac fxr 1-fx1 -1
., 1 1
929 Conversién de Sz en _ _1 1
metano Yy Yy
30 Lisis de Xume fxr 1-fx1 -1




INTRODUCCION 63

1.6.2.4.7 Procesos fisico-quimicos

El modelo BNRM1 considera el proceso de precipitacion quimica del foésforo
de forma analoga al ASMZ2d. Ademas se incluyen los procesos de
desabsorcion de los distintos gases considerados en el modelo (oxigeno,
hidrégeno, metano, diéxido de carbono y nitrogeno). La Tabla 12 muestra la

estequiometria de estos procesos.

Tabla 12: Estequiometria de los procesos fisico-quimicos.

Componente i — Spos | Xmeon | Xmep | Soz | SH2 | Schs | Sic | Su | Sne
j Proceso
31 Precipitaciéon -1 -3.45 | 4.87
32 Redisolucién 1 3.45 -4.87
33 | Desabsorcién de Oq -1
34 | Desabsorcién de Ho -1
35 | Desabsorciéon de CH, -1
36 | Desabsorcién de CO2 -1 | -2
37 | Desabsorciéon de Ng -1

En todos los procesos considerados en el modelo, los coeficientes
estequiométricos del amonio, fosfato, solidos suspendidos, carbono

inorganico y protones se calculan a partir de las ecuaciones de continuidad.

Las expresiones cinéticas utilizadas para representar la velocidad de los
procesos antes comentados se muestran en la Tabla 14. En esta tabla se han
utilizado las abreviaturas Moz, Mnos, Mxus y Mpos para las funciones
“switch” de semisaturacion correspondientes al oxigeno, nitrato, amonio y

fosfato, respectivamente. Cada una de estas funciones representa la Ec. 4.

Las funciones “switch” de inhibicién correspondiente al oxigeno y al nitrato
se han nombrado mediante las abreviaturas Ioz y Inos, respectivamente.
Estas funciones representan el término de inhibicién no competitiva descrito

por la Ec. 5.
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La inhibicién de la velocidad de los distintos procesos biolégicos por el valor
de pH del medio se ha denominado I,n y representa la combinaciéon de la
funcion “switch” de semisaturacion y la inhibicién no competitiva tal y como

muestra la siguiente expresion:

_ o Sw o Kyw 1
K +Sy Kiw+Sy £

Ec. 7

Donde: Su representa la concentraciéon de protones libres en disolucién, Kyn
y Kipn las constantes de semisaturacion e inhibicion respectivamente y fpu
es un factor que representa el valor maximo del producto de ambas
funciones “switch”. Este factor se utiliza para eliminar la inhibicién por el
pH (I;u=1) en las condiciones de pH 6ptimo. Derivando esta expresion con
respecto a la concentraciéon de protones se obtiene que el maximo de la

funcién se produce cuando la concentracion de protones es igual a:

Sy = KpH 'Kl,pH Ec. 8

La Tabla 13 muestra los valores recomendados para los distintos factores

de conversién del modelo.

Tabla 13: Valores recomendados de los factores de conversiéon del modelo

BNRM1.
Fésforo Nitrégeno Carbono
ipsF 0.03 iNSF 0.01 icsF 0.025
ipst 0.01 inst 0 icst 0.03
ipxs 0.04 inxs 0.01 icxs 0.025
ipxi 0.03 iNxt 0.01 icx 0.03

En la Tabla 14 se exponen las expresiones cinéticas de todos los procesos

considerados en el modelo BNRM1.
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Tabla 14: Expresiones cinéticas de los procesos del modelo BNRM1.

j Proceso Expresion cinética
X, /X
idrélisi i KM, —8 1 X
1 Hidrélisis aerobia iV g XX, M
e Xs/X
2 Hidrdlisis anéxica K Mnos Loz Myos m LuXy
s . Xs/X
3 Hidrélisis anaeobia K loaInos KX-:7XS7XH LuXy
Crecimiento aerobio a Se Se
: W, Mg, MM I
4 partlr de Sr T or NS KF +SF SF +SA +SPR() e
Crecimiento aerobio a Sa Sa
: W, M, M M I.,.X
5 partlr de Sa T or NS KA + SA SF + SA + SPR() e
Crecimiento aerobio a Sero Sero
_ W, My, M M
6 partlr de SPRO o TN KPR[) + SPR() SF + SA + SPRO e
Crecimiento andxico a S¢ Sy
I, M o: M M 1,X
7 partir de Sp iy Mvos Lo2 Minos M nuaM pos K, +S, S, +S, +Sug pHAH
Crecimiento andxico a Sa Sa
I, MM, M 1 .X
8 partlr de SA p’H T]N()B 02 NO3 NH4 PO4 KA +SA SF +SA +SPRO pH H
Crecimiento anéxico a Sero Sero
. it Nros Loo Mxos MyusM
9 partlr de SPRO H NO3 “02 NO3 NH4 PO4 KPRO + SPRO SF + SA + SPRO pH H
10 Lisis buXu
11 Almacenamiento de XPHA q S/\ S/\ XPP /X PAO
a partir de Sa " K, +S, Sy +Smo Kip + Xpe /Xpno "
19 Almacenamiento de Xpua q Sero Spro X /Xrao
a partir de Sero " K[’RO +S[’RO SA + SPRO KPP +XPP/XPAO "
Almacenamiento aerobio SP04 XPHA /XPAO KM/\X - XPP /XP/\O I..X
13 e Mo, PH > PAO
de Xpp KPS +SPO4 KPHA +XPHA/XPAO Kll"l" + KMAX 'XPP/XPAO
Xpn /X
. . . M M M PHA PAO I X
14 Crecimiento aerobio Hpao Moy Mypg Mpoy Komn + X o /Xono PH X PAO
Almacenamiento andxico .M Sros Xenn /X ero Kyinx = Xee/Xeno L. X
15 9 Mnos Loz Minos PHPAO
de XPP KPS + SP()4 KPHA + XPHA /X PAO K[PP + KMAX - XPP /X PAO
. Xppa /X
16 Crecimiento anéxico Hpao Mros To2 Minos M Mipoy K :_H; P?g( Loy Xpao
PHA PHA PAO
17 Lisis de Xpao bpaoXpaoMic
18 Lisis de Xpp brpXpaoMic
19 Lisis de Xpua braaXpaoMic
S
20 Nitrificacién Ba Mgy Moy ——— L X
KNH4 + SNH4
21 Lisis baXaur
Xy /X e
. P K I S ACID I X .
22 Hidrolisis Hloz K, +XS/XACID pHZ ACID
SF KA KHZ
23 Fermentacién Bacm Los Mygs Mpo, Toy Xaem
> ‘ lKF+SF K,+S, Ky, +Sy,
24 Lisis baciXacip
25 | Conversién de Spro en Sa n Too My, M Sero Ky Kz Ton Xpro
ACET *02 NH4 PO4 PH PR
Kopro +Spro Ky +8, Ky, +Sy,
26 Lisis brroXpro
- S S
27 Conversién de Sx en Patac Los Mypy Mpo, —2—T,; X0
metano K, +S,
28 Lisis de Xmac bymacXmac
Conversién de Hs en St S
n Too Myuu Mpoy ———————— L,y X
29 metano muz Loz Mnas Mpoy Ky, + Sy Ko + S0 PH 4 MH2
30 Lisis de Xua2 byazXMHz
31 Precipitacién Krre Spos XmEOH
32 Redisolucién Krep XmEP
33 Desabsorcién de Oz KLaoz (Soz2-S*02)
34 Desabsorcién de Hs KLan2 (Sua-S*He)
35 Desabsorcién de CHa KLacu4 (Scra-S*cHa)
36 Desabsorcién de COq KLacoz (Scoz-S*coz)
37 Desabsorcién de N» KLan2 (Sn2-S*n2)
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1.6.2.5 Procesos gobernados por el equilibrio

El modelo BNRM1 incluye como procesos gobernados por el equilibrio las
interacciones acido-base en las que participan los componentes
considerados. La Tabla 15 muestra todas las especies que se pueden formar
mediante reacciones acido-base en las que estan implicados los componentes
considerados. Esta tabla también muestra los valores de las constantes de
equilibrio (T=25°C). Estos procesos gobernados por el equilibrio se describen
mediante un conjunto de ecuaciones algebraicas que incluyen una expresion
de la ley de accion 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.

Tabla 15: Matriz de especies y componentes del equilibrio.

Especies Componentes Constante
H:O | H* | NH4* | PO43 | COs2 | CHsCOO- | CH3CH2COO- Log K
H-0 1 0
H+ 1 0
NH4+ 1 0
PO43 1 0
COs2 1 0
CH3COO- 1 0
CHsCH:COO- 1 0
OH- 1 -1 -13.998
NH; -1 1 -9.252
HPO,2 1 1 12.34
H>POs 2 1 19.5563
HsPO. 3 1 21.7
HCOs 1 1 10.33
H2CO3 2 1 16.681
CH3;COOH 1 1 4.76
CH3CH2COOH 1 1 4.874

La ley de accion de masas para cada especie 1 esta dada por la siguiente

ecuacion:

N
C.=K, ij‘” ,1=1, 2 .. N (nimero de especies) Ec. 9

=1

El balance de materia de cada componente esta descrito por la siguiente

expresion:

N
T,= Zaij C,,j= 1,2 .N (nimero de componentes) Ec. 10
i=l1
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Ci es la concentracion de la especie 1, xj es la concentraciéon del componente j
(mol m-3), ajj es el coeficiente estequiométrico del componente j en la especie
1y Ki es la constante de formacion de la especie i1 corregida por las

variaciones de la temperatura.

La resolucion de estas ecuaciones algebraicas se efectiia mediante la
aplicacion del programa MINTEQAZ2, programa de calculo del equilibrio
quimico que permite determinar las concentraciones de todas las especies
presentes en el equilibrio. Para realizar este calculo, el programa necesita
un analisis quimico del agua incluyendo las concentraciones totales de todos

los componentes y otras medidas como temperatura, pH, etc.

La formulacion matematica de los modelos biolégicos alrededor de los
balances de materia para las concentraciones totales de cada uno de los
componentes considerados da lugar a wun conjunto de ecuaciones
diferenciales cuya integracion respecto al tiempo proporciona los cambios en
las concentraciones de los distintos componentes. En cada paso de tiempo
las concentraciones de las diversas especies se calculan a partir de las
expresiones algebraicas antes comentadas sin modificacién alguna de las
concentraciones de los componentes. Por tanto, el procedimiento de calculo
incluye la iteracién secuencial entre las ecuaciones diferenciales y las
ecuaciones algebraicas. Las concentraciones totales de los distintos
componentes, necesarias para el calculo del equilibrio, son calculadas

mediante las ecuaciones diferenciales del modelo biol6gico.
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1.7 PROCEDIMIENTOS DE CALIBRACION DEL
MODELO

La calibracién de un modelo matematico consiste en determinar los
parametros caracteristicos del mismo mediante la optimizacion de una
funcién objetivo empleando algoritmos matematicos 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.

En determinados casos, en el proceso de optimizacion es posible obtener
valores de los estados o de los parametros del modelo sin un sentido fisico.
Esta problematica puede resolverse estableciendo restricciones al modelo las
cuales establecen intervalos de variacion de los parametros y de las

variables del modelo.

En la bibliografia es posible hallar numerosas metodologias para la
calibraciéon de los parametros del modelo. A continuacién se introducen
procedimientos de calibracién aplicables a los modelos que representan el

tratamiento biolégico del agua residual.

1.7.1 Metodologias de Calibracion

Numerosos procedimientos de calibracion se han publicado en la
bibliografia. En este apartado se realiza una descripcién de las principales

metodologias empleadas en el procedimiento de calibracién del modelo.

1.7.1.1 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
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calibracion asocia todos los parametros del modelo a un comportamiento

estable de la planta (Penya-Roja y col., 2002; Manga y col., 2001).

Generalmente con una calibracién del modelo en estado estacionario,
solamente pueden ser determinados los parametros responsables del
comportamiento a largo plazo de la EDAR, como son los parametros Ywu, fp,
bu y la fracciéon Xi en el influente (Nowak y col., 1999). Estos parametros
estan correlacionados en cierto grado, lo cual significa que la modificacién
del valor de un parametro se puede compensar por una modificaciéon en el
valor de otro coeficiente. En el estudio de Nowak y col., (1999) a partir de los
datos de balances de la planta se fij6 el valor de Y y fp, y de los datos en
estado estacionario se determiné el valor de bu y Xi. Makinia y col., (2005)
determinaron a partir de la calibracién en estado estacionario la edad del
fango ajustando la relacion Xgs/Xi y el parametro bu. Las concentraciones de
SnH4, Snos en el reactor aerobio, las concentraciones de Spos en el reactor
anaerobio y en el efluente fueron ajustadas en la calibraciéon en estado

estacionario.

El procedimiento de calibracion en estado estacionario permite la
determinacion experimental de parametros que caracterizan el
comportamiento de la EDAR en largos periodos de tiempo.
Fundamentalmente, este procedimiento permite la identificacién de

parametros asociados a la produccién y composicion de fangos.

1.7.1.2 Calibracion Dinamica

Si el propodsito del procedimiento de calibracion es describir y predecir
situaciones dinamicas a un corto plazo, sera conveniente un procedimiento

de calibracion basado en datos dinamicos.

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 retencion
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hidraulico (HRT) 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 HRT 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.

En numerosos trabajos se emplea un procedimiento de calibracién a partir
de datos dinamicos. Rieger y col., (2001) llevan a cabo un procedimiento de
calibraciéon del médulo EAWAG Bio-P a partir de muestreos diurnos,
semanales y mensuales de una EDAR. Makinia y col., (2006) aplican una
exhaustiva calibracién dinamica en un estudio de comparaciéon del modelo

ASM2d y ASM3P para simular el comportamiento de una EDAR.

Esta metodologia de calibracién se emplea generalmente para lograr una
profundizacion en el conocimiento del comportamiento dinamico del sistema.
Sin embargo, la implementacién 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 determinaciéon de variables como Snos, SnHs,
SST, DQO, Spos, etc., con las que se podrian muestrear zonas claves de la

EDAR con una elevada frecuencia.

1.7.1.3 Calibracion off-line en laboratorio

La informacién obtenida de la modalidad en estado estacionario o dinamica
puede ser complementada con experiencias en laboratorio. Este tipo de
metodologia consiste en la calibracidon selectiva de los parametros de elevada

influencia del modelo matematico mediante experimentos en discontinuo

(Penya Roja y col., 2002).

Estos ensayos se realizan en el laboratorio bajo condiciones muy

controladas, con fango biolégico e influente de la EDAR en estudio.
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Consisten en experimentos especificamente disenados para aislar los
procesos bioldgicos, permitiendo de esta manera la calibracion selectiva de
los parametros. Por esta razén se consideran calibraciones de tipo off-line.
Existen diferentes métodos de calibracién selectiva de parametros. En
general se emplean técnicas respirométricas, principalmente para evaluar

parametros de las bacterias heterétrofas, autétrofas y PAO aerobias.

La informacién experimental de las diferentes metodologias de calibracion
se combina para obtener informacién mas precisa del sistema en estudio
(Vanrolleghem y col., 2003). Rieger y col., (2001) implementaron un
procedimiento iterativo para calibrar el moédulo EAWAG Bio-P. Este
procedimiento emplea datos de experimentos off-line, y de muestreos
diurnos, semanales y mensuales de una EDAR. Los autores consideran que
la calibraciéon finaliza cuando el modelo permite interpretar toda la
informacién experimental. Makinia y col.,, (2006) combinaron una
calibraciéon en estado estacionario con experiencias off-line del tipo NUR
(velocidad de consumo de nitratos), OUR (velocidad de consumo de oxigeno)
y AUR (velocidad de consumo de amonio), y datos dinamicos de una EDAR

para la identificacion de los parametros del modelo.

Los procedimientos de calibracién antes mencionados emplean métodos de
optimizacién para la estimacién de los parametros del modelo matematico,
basandose en la minimizaciéon del error cuadratico medio entre los datos
simulados y experimentales. No obstante, pueden surgir problemas de
1dentificabilidad de los parametros asociados a la calidad de los datos
experimentales y la complejidad del modelo biolégico. En el apartado
siguiente se introducen las técnicas que permiten abordar esta

problematica.
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1.7.2 Analisis de sensibilidad

La complejidad del modelo BNRM1 y la calidad de los datos experimentales
plantean la problematica de “identificabilidad del modelo”, la cual puede ser
tedrica o practica (Vanrolleghem y Dochain, 1998). La identificabilidad
tedrica es una caracteristica de la estructura del modelo y considera si es
posible obtener valores tnicos de los parametros para una estructura dada
del mismo asumiendo medidas ideales. La identificabilidad practica, por
otra parte, esta ligada a la calidad y la cantidad de mediciones disponibles
para realizar la identificaciéon de los parametros. De esta manera, los
parametros tedricamente identificables pueden ser no identificables en la

practica.

En este trabajo de investigacion es de particular interés la identificabilidad
practica de los parametros, es decir la problematica asociada a la calidad y
cantidad de datos experimentales. El andlisis de sensibilidad es una
herramienta muy empleada para abordar el problema de identificabilidad
practica. Este analisis permite determinar los parametros mas sensibles del
modelo, es decir aquellos que ejercen una marcada influencia en la
respuesta del modelo o a la inversa, identificar las variables de estado que
no son sensibles a variaciones en los parametros del modelo. Los valores de
los parametros que no muestren elevada sensibilidad se toman de datos
publicados en la bibliografia. En cambio las variables de estado que no
muestren elevada sensibilidad a las variaciones en los parametros no se
incluyen en las campanas de muestreo exhautivo para adquisiéon de datos
experimentales. Asi mismo, mediante el analisis de sensibilidad es posible
evaluar la identificabilidad de distintos subconjuntos de parametros (que

incluyen los mas sensibles).

La sensibilidad paramétrica permite evaluar la influencia de cada
parametro en la respuesta del modelo. La sensibilidad paramétrica de un
parametro p;c p respecto a la variable de estado xi se define como (Marsilli-

Libelli y col., 2001):
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xi_AX; Pixow 5y p Ec. 11

pi
Apj XiNoM

p es el vector de los parametros, Ax; es la variacién del estado x;i cuando el
parametro p; sufre una perturbacion Ap;. xi Nom es el valor nominal de x; y pj
NoM es el valor nominal de p;. Afectar a Ax; y a Ap; por los valores nominales
tiene el propodsito de disminuir el peso relativo de los valores de la variable y

del parametro.

El analisis de sensibilidad es una herramienta que permite abordar
diferentes problematicas asociadas a la identificabilidad de los parametros
del modelo. A continuaciéon se exponen dos aplicaciones muy importantes de

dicho andlisis.

1.7.2.1 Anadlisis de sensibilidad de los ensayos de calibracion

off-line

Los ensayos de calibracion off-line permiten identificar en forma selectiva
determinados parametros caracteristicos del proceso que se intenta aislar en
el experimento. El analisis de sensibilidad se aplica para determinar los
parametros que mas influyen en dicho ensayo como asi también la
existencia de colinealidades entre estos parametros. Se considera que dos
parametros son colineales cuando el efecto de uno de ellos sobre la respuesta
del modelo se anula por un cambio en el otro parametro. La existencia de
colinealidad en un conjunto de parametros impide la identificacién conjunta

de los mismos a partir de los datos experimentales disponibles.

El analisis de sensibilidad de los ensayos de calibracion off-line se lleva a
cabo a partir del estudio de la sensibilidad paramétrica (Ec. 11) la cual se
puede clasificar en estatica y dinamica (Marsilli-Libelli y col., 2001). La
primera se evalia por medio de la derivada de x; respecto al parametro p; y
se aplica en los ensayos de calibraciéon estaticos. Este tipo de ensayos se

suelen implementar en la identificacion de parametros de las bacterias
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heterétrofas y autétrofas. Por otro lado, la sensibilidad dindmica considera
la evolucién de la variable x;i en el tiempo. Esta sensibilidad da informacion
respecto a la condiciéon dinamica en la cual cada parametro muestra la
influencia mas elevada en la respuesta del modelo. Los ensayos de
calibracion off-line que consideran la evolucion de las variables de estado
con respecto al tiempo se suelen implementar en la identificaciéon de

parametros de las bacterias PAO.

El sistema dinamico que permite describir la evolucion de las variables en el

tiempo viene dado por la siguiente ecuacién de estado:

dx; (1) _

i f,(x(t)p) con xi(0)=xio Ec. 12

Con xi < x el vector compuesto por las variables del sistema. Se define la

funcién de sensibilidad como:

SR

Ec. 13

Derivando respecto al tiempo la Ec. 13, se obtiene la expresion que describe

la variacién de la sensibilidad con el tiempo:

dS¥(t) of (x,p,t of (x,p,t
P\ ( )‘ Sg(t)-k()

dt o Ec. 14

XNO.V[ _|

Esta funcién de sensibilidad depende del valor nominal de x;. Para la
implementacion de la Ec. 14 se debe estimar la matriz Jacobiana J la cual
esta formada por las derivadas parciales de la funciéon fi respecto a cada

variable x; con i=1..N. Esta matriz J se calcula de la siguiente manera:



INTRODUCCION 75

[ of,  of of, |
o ox,  oxy
of, of,
J=| ox, ox, Ec. 15
of of
_aixl Xy |

Se considera que el valor inicial S} (0)= 0 dado que en t=0 d la variable xi no

depende del valor del parametro. La funcién de la sensibilidad se normaliza

de la siguiente forma:

s5(0)= 3 e
P; Xinom

Ec. 16

A partir del analisis de sensibilidad de los ensayos de calibracién off-line es
posible realizar una optimizacion del experimento dado que: 1) se acentia el
muestreo en el intervalo del experimento donde los parametros sean mas
sensibles mejorando la identificabilidad de los mismos, 11) se determinan la
existencia de colinealidades entre parametros y iil) se considera, si fuera
necesario, adquirir datos de otros estados que participen en las ecuaciones
diferenciales del proceso en estudio y que mejoren la identificabilidad del

sistema.

1.7.2.2 Analisis de sensibilidad en estado estacionario

El analisis de sensibilidad en estado estacionario se emplea habitualmente
en la etapa previa a la calibracion dinamica del modelo (Melcer y col, 2003;
Vanrolleguem y col.,, 2003). En este procedimiento de -calibracion es
necesario contar con un gran volumen de datos dinamicos del proceso para
lograr una identificacion adecuada de los parametros. El analisis de
sensibilidad en estado estacionario es una herramienta que permite
determinar los parametros que son potencialmente identificables a partir de

los datos experimentales disponibles.
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El analisis se realiza por medio de la simulacién del proceso biolégico y se
denomina en estado estacionario porque se realiza en cierto punto de
operacion estable del proceso. Puesto que el tratamiento bioldgico esta
gobernado por procesos no lineales y que los modelos biolégicos reflejan esta
realidad, las sensibilidades de los parametros dependeran de la estructura
del modelo como asi también del punto de operacién en el cual se lleve a

cabo el analisis de sensibilidad.

El analisis de sensibilidad en estado estacionario consiste en perturbar, uno
por vez, cada parametro p; del modelo un Ap; y proceder a la simulacion del
sistema. El resultado de esta simulacién se emplea en el calculo de la
sensibilidad de la variable x; respecto del parametro p; por medio de la Ec.
11. Vanrolleguen y col., (2003) proponen seleccionar las variables que
intervienen en el analisis de sensibilidad de acuerdo al objetivo del
procedimiento de calibracion. Por ejemplo, si se propone optimizar la
concentracion de nitratos del efluente, el analisis de sensibilidad se deberia

realizar respecto a esta variable.

Las sensibilidades individuales permiten relacionar Unicamente el
parametro pj con la variable xi. La medida de la sensibilidad §; permite
determinar la importancia de cada parametro p; sobre todas las variables de
estado consideradas en el analisis, la cual viene dada por la siguiente

expresion (Brun y col., 2002):

0, = &i(siﬁy Ec. 17

Donde N es el conjunto de variables de estado consideradas en el analisis de
sensibilidad en estado estacionario. §; determina la sensibilidad promedio de
la respuesta del modelo a una perturbaciéon en el valor del parametro pj,
dado que considera cuanto influye un parametro en todas las variables
analizadas. Un valor alto de §; indica una importante influencia en el
resultado de la simulacién del modelo, en cambio un valor bajo indica que el

parametro analizado no ejerce influencia en la respuesta del modelo.
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El orden de importancia de acuerdo a la medida de la sensibilidad da una
idea del efecto de cada parametro, considerado individualmente, sobre las
salidas. Sin embargo, es necesario estudiar también la influencia conjunta
de los parametros, puesto que pueden presentarse problemas de colinealidad
entre ellos. La existencia de colinealidad en un conjunto de parametros
impide la identificacién conjunta de los mismos a partir de los datos
experimentales disponibles. Esta problematica se puede estudiar a través
del indice de colinealidad, el cual se define de la siguiente manera (Brun y

col., 2002):

1 1
Yk = minHﬁH:I HgKBH = \/X Ec. 18

Donde S es la matriz normalizada de S. S estd compuesta por las

sensibilidades sifji y cada elemento de la matriz S se obtiene de la siguiente

forma:
X.
<X Spj]
S, = Ec. 19
]
s

Donde HSJH es la norma euclideana de la columna j de S. Sk es una submatriz

de tamano NxK de la matriz S. Sk contiene K columnas que corresponden a
los parametros del conjunto K. B es un vector de coeficientes de longitud K y
Ak es el autovalor méas pequeno de SkTxSk. El indice de colinealidad mide la
dependencia lineal entre los parametros del conjunto K. Si los parametros
del conjunto K analizado son préximos a ser linealmente dependientes, un
cambio en un parametro puede ser compensado por un cambio en otro
parametro del conjunto K, generando un valor elevado de yk. Se considera
que un yk > 10 implica que el subconjunto K es colineal y no puede

1dentificarse a partir de los datos experimentales disponibles.

La medida del determinante se define de la siguiente forma:
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K 1/2k
pK :det(SE SK )l/Zk :[H }\'JJ EC. 20
j=1

det( ) es la funcién de calculo del determinante y A; es un autovalor de la
matriz SkTSk. pk combina la informaciéon contenida en la medida de la
sensibilidad, §;, y en el coeficiente de colinealidad, yk. El producto de los
autovalores es alto si §; es elevado y yk es bajo, con lo cual el conjunto de
parametros K es identificable a partir de los datos experimentales
disponibles. Por otro lado, el coeficiente px resulta bajo si se tiene un valor
elevado de yk y un valor bajo de §;. En esta situacién no es posible lograr
una adecuada identificacion de los parametros del conjunto K a partir de los

datos experimentales disponibles.

1.7.3 Protocolos de Calibracion

En la literatura es posible hallar numerosos procedimientos de calibracion
que involucran los modelos ASM en los cuales se combinan las herramientas
de calibracion y analisis de sensibilidad descritos en los apartados
anteriores. Sin embargo, se ha observado que no existe una base comun en
todas estas propuestas lo cual conduce a una dificultad para comparar la
calidad de la informacién obtenida de cada metodologia. Dada la gran
variedad de metodologias propuestas y la dificultad del proceso se han
propuesto protocolos sistematicos para abordar la calibracién de este tipo de
modelos. A continuacién se da una breve descripcion de los protocolos mas

destacados.

1.7.3.1 Protocolo de Calibracion BIOMATH

Este protocolo (Vanrolleguem y col., 2003) esta organizado en 4 etapas, las

cuales se describen brevemente a continuacién:
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Etapa 1: Establecer el objetivo del procedimiento de calibracion. En esta
etapa, a partir del objetivo, se debe considerar qué informacién experimental

se requiere.

Etapa 2: Estudio y caracterizaciéon de la planta. En esta etapa se debe
identificar la configuracién de la planta y su funcionamiento, los parametros
operacionales, las concentraciones de las diferentes componentes del
influente y del efluente. Los datos obtenidos de la caracterizaciéon se deben
evaluar mediante balances de materia antes de emplearlos en el

procedimiento de calibracion.

El modelo de la planta se considera que esta formado por tres componentes:
1) el modelo de transferencia de masa e hidraulico, 2) modelo de
sedimentaciéon y 3) modelo biolégico, cada uno de los cuales se calibran
primero en forma separada empleando los datos recogidos
experimentalmente de la planta. Se recomienda el disefio 6ptimo de
experimentos el cual permite planificar la campana de muestreo sobre una
base cuantitativa y objetiva para maximizar la informacién contenida en los

datos y disminuir el costo experimental.

Etapa 3: En esta etapa se lleva a cabo la calibracién en estado estacionario
de la planta, a partir de los parametros calibrados en cada submodelo. El
objetivo de esta calibracion es obtener un buen ajuste de la producciéon
promedio de fango y consumo de oxigeno de la planta. El conjunto de
parametros que se calibra en esta etapa se establece a partir del analisis de

sensibilidad.

Etapa 4: Calibracién dinamica del modelo completo de la planta, para lo
cual se recogen datos dinamicos con una elevada frecuencia de muestreo.
Los parametros a calibrar en esta etapa se deciden a partir del analisis de
sensibilidad. Las variables consideradas en este analisis dependen del
objetivo fijado inicialmente. Los experimentos realizados en laboratorio
pueden emplearse para estimar algunos parametros que pueden ser

considerados posteriormente en la calibraciéon dinamica.
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Finalmente se debe proceder a validar el modelo empleando un conjunto de
datos recogidos en diferentes condiciones de trabajo de la EDAR. Si las
predicciones del modelo no son adecuadas se repite el procedimiento de

calibraciéon desde la etapa 2.

1.7.3.2 Protocolo de Calibracion STOWA

Este protocolo (Hulsbeek y col., 2002) consta de varias etapas las cuales de

describen brevemente a continuacién:

Etapa 1: En esta etapa se decide el objetivo del estudio, que puede consistir
en: 1) diseno de la planta, 2) optimizacion de una EDAR existente y 3)

desarrollo de estrategias de control para EDAR nuevas o existentes.

Etapa 2: Descripcion del proceso. Esta etapa consiste en identificar las
diferentes partes del proceso: fangos activados, clarificadores, corrientes de

entrada, salida y recirculaciones.

Etapa 3: Campana de muestreo y verificacién de los datos experimentales.
La verificacion de la calidad de estos datos se realiza empleando balances de

materia.

Etapa 4: En esta etapa se define el modelo que describe el comportamiento
de la EDAR. Para esto se deben considerar los diferentes submodelos:

hidraulico, de sedimentacion, y biolégico.

Etapa 5: Caracterizacion de las diferentes corrientes de la planta. En esta
etapa se emplean datos histéricos o nuevas mediciones para caracterizar el
influente, efluente y las corrientes de recirculacién, empleando el método
propuesto por Roeleveld y van Loosdrecht (2002). El propésito final del
procedimiento de calibraciéon determina la frecuencia del muestreo y la

duracién del mismo.
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Etapa 6: Calibracién del modelo. Se realiza una calibracién inicial en la cual
se comparan los datos simulados y experimentales. Si existen discrepancias
entre el modelo y las mediciones se deben revisar nuevamente los datos
experimentales y los balances de masa. Este protocolo propone un
procedimiento de calibracién manual en el cual se ajustan parametros de
diferentes procesos biolégicos de uno en uno. En primer lugar se ajustan los
parametros que caracterizan la produccién y composicién del fango: Xg, Xi,
INX v In. En segundo lugar los que controlan el proceso de nitrificacion
considerando para esto la concentracién de amonio del efluente: Koz, Knna y
baur. Por dltimo los parametros que determinan la concentracién de nitratos
en el efluente: nnos, bu, Koz, Knos vy Kon. Este procedimiento es iterativo,
hasta obtener una adecuada representaciéon del comportamiento de la

planta.

Finalmente se lleva a cabo la validacion del modelo para lo cual se emplea
un conjunto de datos diferentes a los utilizados en el procedimiento de

calibracién.

1.7.3.3 Protocolo de Calibracion HSG

El protocolo HSG (Langergraber y col., 2004) esta compuesto por las

siguientes etapas:

Etapa 1: Determinar los objetivos del procedimiento de calibracion.

Etapa 2: Coleccion de datos y selecciéon del modelo. En esta etapa es
importante recoger toda la informacion de la planta respecto a
configuracion, operacion y funcionamiento. Se selecciona ademas el modelo a
considerar, el cual estara compuesto de diferentes submodelos: biolégico,

hidraulico, de sedimentacion y de control.

Etapa 3: Esta consiste en la verificacion de los datos experimentales. El

protocolo aconseja estudiar cuidadosamente las fuentes posibles de error
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como asi tambien verificar la calidad de los datos experimentales mediante

la implementaciéon de balances de masa.

Etapa 4: Una vez que el funcionamiento de la planta ha sido verificado se
lleva a cabo una simulacién previa en estado estacionario. En esta etapa se
realiza un analisis de sensibilidad para determinar los parametros mas
influyentes en la respuesta del modelo. En funcién del objetivo propuesto y
de los resultados obtenidos en la simulacién previa se decide la modalidad

(duracién y frecuencia) empleada para la campana de muestreo.

Etapa 5: Se recogen los datos que se emplearan en la calibracién del modelo.
Incluye un muestreo exhaustivo de la planta durante 10 dias. La calidad de
los datos recogidos en esta etapa se debe evaluar mediante balances de
masa. El influente se caracteriza por medio de la metodologia propuesta por
Roeleveld y van Loosdrecht (2002) y se calibran determinados parametros

mediante experimentos en laboratorio.

Etapa 6: Empleando los datos de la etapa anterior se procede con la
calibraciéon del modelo. La condicién inicial del proceso de calibracién se
determina mediante la simulacién del comportamiento de la planta durante

varias semanas.

La calibracion se realiza modificando los parametros con elevada
sensibilidad que no se hayan determinado en experimentos o no se tenga
conocimiento previo del valor de los mismos. Se comparan los datos
simulados con los experimentales y se modifican los parametros uno por vez.
Este procedimiento propone un orden de los parametros a ajustar: 1)
estructura del modelo e hidraulica de la planta, 2) componentes del
influente y 3) parametros biocinéticos del modelo biolégico. Se realiza en
forma iterativa hasta alcanzar un adecuado ajuste de los datos

experimentales.

Etapa 7: Se valida el modelo empleando un conjunto diferente de datos.

Posteriormente se simula el modelo calibrado empleando diferentes
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escenarios, evaluando los resultados de la simulacién en funcién del objetivo
inicial. El protocolo aconseja realizar una evaluacion cuidadosa de los pasos
seguidos durante el procedimiento hasta alcanzar una calibracion vy

validacién adecuada del modelo.

1.7.3.4 Protocolo de Calibracion WERF

El protocolo WERF (Melcer y col., 2003) propone diferentes alternativas
segin 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:

Etapa 1: Se simula el comportamiento de la planta para lo cual es necesario
conocer la configuracion de la misma, los datos del influente y del

funcionamiento de la EDAR.

Etapa 2: Se recogen datos de la EDAR en estudio. Este paso incluye la

recopilacién de datos historicos como asi también nuevas medidas.

Etapa 3: En esta etapa se lleva a cabo la calibracién de la planta, la cual
dependera del objetivo buscado. Este protocolo propone cuatro niveles de
calibracién, comenzando con un nivel sencillo, avanzando posteriormente

hacia un procedimiento mas complejo segun el objetivo final.

La metodologia de calibraciéon mas sencilla consiste en emplear valores por
defecto de los parametros como asi también suposiciones generales del
modelo. Esta metodologia puede emplearse para disenar una planta de la
cual no se tiene informacién acerca del proceso y del influente. El siguiente
nivel de calibracién considera el empleo de datos historicos para este fin. En
este paso se deben verificar los datos experimentales mediante balances de
masa. El nivel de calibraciéon 3 mejora el procedimiento al incorporar datos
dinamicos provenientes de una campana exhaustiva de muestreo de la

EDAR. Se aconseja ademas incorporar datos obtenidos de periodos de
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tiempo en los que la planta esté sometida a condiciones extremas (influente
con elevada carga, exceso de carga en los clarificadores, etc.). El nivel de
calibracion 4 incorpora mediciones directas de los parametros. Este nivel se

aconseja cuando el tercer nivel no ha dado resultados adecuados.

Etapa 4: El cuarto paso es la validacion modelo.

1.7.3.5 Semejanzas y diferencias entre los protocolos de

calibracion

Los cuatro protocolos comparten algunos aspectos los cuales se mencionan a

continuacién:

1- Definir un claro objetivo del procedimiento de calibracion. El propodsito
condiciona los pasos a seguir, determinando el empleo final del modelo
calibrado: disefio de una planta nueva, optimizacién de una EDAR que
esté en funcionamiento, establecer una estrategia de control, etc.

2-  Estudiar la configuracién, caudales de recirculacién, funcionamiento y
parametros operacionales de la planta.

3- Realizar una evaluacion del funcionamiento de la planta mediante la
recoleccién exhaustiva de datos histéricos. En esta etapa es importante
evaluar estos datos experimentales mediante la implementacion de
balances de masa. Si los datos no verifican estos balances no podran ser
empleados en el procedimiento de calibracion.

4- Estudiar el modelo que permite representar el comportamiento global
de la EDAR para lo cual es importante considerar los diferentes
submodelos: hidraulico, de sedimentacion y biolégico.

5- Realizar una etapa de validacién empleando un conjunto diferente de

datos experimentales del utilizado en la calibracion.

Si bien existen semejanzas entre los protocolos analizados, es posible
observar que el procedimiento de calibracion del modelo varia

apreciablemente entre las distintas propuestas. A continuacién se detallan
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aspectos 1mportantes de dicho procedimiento, algunos de los cuales se

consideran relevantes para el presente trabajo de investigacion:

1-

La simulacion en estado estacionario permite evaluar, a partir de datos
histéricos, el comportamiento de la planta asi como la factibilidad del
modelo considerado. Esta simulacion puede ser empleada para
determinar los parametros que influyen sobre la produccién de fango.
El analisis de sensibilidad en estado estacionario o dinamico es una
herramienta fundamental para determinar los parametros mas
sensibles.

La calibracién dinamica se emplea en la identificacién de parametros
sensibles puesto que la EDAR esta sometida a continuas variaciones
del influente. La implementacion de esta metodologia requiere un
elevado niimero de datos, con lo cual se debe planificar cuidadosamente
la campana de muestreo exhaustiva (frecuencia y duracién) en funcién
del objetivo final de la calibracion.

Algunos parametros pueden ser identificados mediante experimentos
en laboratorio a partir de analisis respirométricos. Sin embargo, la
gran mayoria se identifica a partir del procedimiento de calibraciéon

dindmica.

1.8 CARACTERIZACION DEL AGUA RESIDUAL

Un aspecto fundamental en la aplicacién del modelo es el conocimiento del

contenido de todos los contaminantes presentes en el agua residual que son

depurados en la planta de tratamiento. Los contaminantes materia

organica, fésforo y nitrogeno, pueden ser determinados experimentalmente

por una variedad de procedimientos de caracterizacion. Este apartado

recoge diferentes metodologias del procedimiento de caracterizaciéon del

agua residual, destacando el de la materia organica.
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La materia organica puede ser caracterizada mediante métodos fisico-
quimicos y biolégicos. En general se aplica una combinacion de ambas
metodologias para lograr la determinaciéon de todas las fracciones de

materia organica presentes en el agua residual.

El microorganismo que juega un papel fundamental en el proceso de
depuracion es la bacteria. Esto ha conducido a establecer una clasificacién
de las fracciones de materia organica basada en lo que puede o no consumir
este microorganismo. A continuacién se dara una breve descripcion de los
mecanismos que permiten la entrada de sustratos al interior celular

bacteriano iniciando de esta manera el metabolismo.

1.8.1 Transporte de sustratos a través de la membrana

celular

La célula esta rodeada de una membrana plasmatica o celular que regula el
intercambio de iones y moléculas entre el espacio intracelular y el
extracelular. Esta membrana esta constituida por una bicapa de fosfolipidos.
Estos compuestos son anfipaticos, es decir poseen una cabeza polar y dos
cadenas hidrofébicas hidrocarbonadas generalmente representadas por dos
acidos grasos de longitud variable. La cabeza polar hidrofilica se orienta
hacia el espacio acuoso y las cadenas hidrofébicas hacia el interior de la
membrana. También existen diferentes tipos de proteinas presentes en la
membrana y glicidos los cuales se encuentran unidos a las proteinas y a los

fosfolipidos.

La permeabilidad de la membrana es fundamental para el funcionamiento
de la célula viva y para el mantenimiento de condiciones fisiologicas
intracelulares adecuadas. Esta funcién determina qué sustancias pueden
penetrar en el interior de la célula, muchas de las cuales son necesarias
para mantener los procesos vitales y la sintesis de sustancias. También

regula el paso del agua y la salida de productos de deshecho.
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Figura 12: Mecanismos de transporte a través de la membrana celular. (De
Robertis y col., 1998).

El transporte de los iones y moléculas relativamente pequenas ocurre por
diferentes mecanismos. En la Figura 12 se encuentran esquematizados los
mecanismos mas importantes los cuales se describen brevemente a

continuacion:

1) Difusiéon simple: Ocurre a favor del gradiente electroquimico a

través de la bicapa de fosfolipidos sin gasto de energia. Moléculas
pequenas no polares o hidrofébicas se difunden rapidamente a través
de las membranas. Penetran mas facilmente cuanto menor es la
molécula y mayor su liposolubilidad. De esta manera gases como el
02, COg2, N2 y benceno se pueden difundir a través de la membrana.
Las moléculas hidrofilicas polares que no posean carga neta se
pueden difundir también como es el caso del agua, metanol, etanol,
urea y glicerol.

1) Difusién mediada: Iones y determinadas moléculas mas grandes

pueden atravesar la membrana a favor del gradiente electroquimico.
En este caso es necesaria la presencia de proteinas transportadoras
especiales: canales i6nicos y permeasas. Los canales 16nicos permiten
el paso de iones, siendo altamente selectivos, y las permeasas

permiten el paso de moléculas mas grandes como es el caso de
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monosacaridos.

11) Transporte activo: Cuando el transporte debe hacerse en contra

del gradiente de concentraciéon es necesario emplear energia. Esta
energia puede provenir del ATP, transporte activo primario, o del co-
transporte de un 16n o molécula diferente que atraviesa de manera

simultanea la membrana a favor del gradiente de concentracion.

1.8.2 Caracterizacion de la materia organica

Una parte del agua residual, considerada biodegradable, puede ser
consumida por la bacteria. Sin embargo, solamente puede penetrar
rapidamente al interior celular la fraccion compuesta por moléculas
pequenas que atraviesan la membrana celular por alguno de los mecanismos
mencionados en el apartado anterior. Esta fraccién se denomina materia
organica rapidamente biodegradable (Ss). La fraccion de materia organica
con un tamano superior necesitara un proceso de hidrolisis previo que le
permita llegar al interior celular a través de las proteinas transportadoras.
Esta fraccion ha sido llamada materia organica lentamente biodegradable
(Xg). La fracciéon de materia organica que no puede ser utilizada por las
bacterias se denomina no biodegradable. Esta componente inerte también
ha sido clasificada en soluble (S;) y particulada (Xi). Todas estas fracciones
estan expresadas en términos de DQO (demanda quimica de oxigeno). De

esta manera se tiene:
DQOT = DQOsoluble + DQOparticulada Ec. 21
siendo DQOsoluble =Ss+ 51 y DQOparticulada = Xs+ XL

El modelo BNRM1 no considera la presencia de microorganismos en el

influente.

Existen diferentes metodologias para caracterizar las componentes de la

materia organica presentes en el agua residual las cuales se pueden agrupar
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en métodos fisico-quimicos y biolégicos. A continuacién se expondran

numerosas propuestas publicadas en la bibliografia.

1.8.2.1 Caracterizacion Fisico-Quimica del agua residual

El agua residual puede ser separada en diferentes componentes, empleando
un método sencillo de filtracion. La propuesta se basa en que el tamano
molecular es un indicador de la biodegradabilidad de la materia organica.
Las moléculas pequenias pueden ser inmediatamente asimiladas e
incorporadas al interior celular, mientras que compuestos de mayor tamano
deben ser sometidos a una hidrdlisis que permitira la obtencién de
fragmentos pequenos asimilables por los microorganismos. La distribucion
de tamanos de los compuestos presentes en el agua residual se divide en

cuatro clases (Levine y col., 1991):

Decantable > 100 pm
Supracoloidal 1-100 pm
Coloidal 0.001-1 pm
Soluble <0.001 pm

La fraccién verdaderamente soluble debe ser capaz de atravesar la
membrana celular rapidamente a través de las proteinas transportadoras
las cuales tienen un canal libre de paso de aproximadamente 0.001 um. Las
moléculas con un tamano molecular entre 600 y 5000 Da (Dalton) pueden
atravesar la membrana celular mediante las proteinas transportadoras (Hu
y col., 2002). Dichas moléculas son acidos grasos volatiles, carbohidratos

simples, alcoholes, amino acidos, etc., (Orhon y Cokgor, 1997).

El método de caracterizaciéon basado en la separaciéon por medio de la
filtracion es relativamente sencillo de aplicar y presenta una amplia
difusién en la bibliografia. Sin embargo, la elecciéon del tamanio de filtro es el
factor clave de dicha metodologia. Los filtros con un tamano de poro de 0.45

y 0.1 um son habitualmente empleados en el fraccionamiento fisico-quimico
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del agua residual. En diversos trabajos (Ekama y col., 1986; Makinia y col.,
2005; Insel y col., 2006) se emplea el filtro de 0.45 um para llevar a cabo el
fraccionamiento de la materia organica. La directiva 91/271/CEE del
Consejo de 21 de mayo de 1991 sobre Tratamiento de las aguas residuales
urbanas establece la utilizaciéon de este tamano de filtro para la separacion
de los sélidos suspendidos totales. No obstante, diversos autores consideran
que el tamano de filtro de 0.1 um permite la separaciéon de la materia
rapidamente biodegradable (Roeleveld y Van Loosdrecht, 2002; Melcer y
col., 2003). Cabe destacar que el modelo ASM2 (Henze y col., 1999) no
presenta una postura clara del tamano de filtro a emplear. Unicamente
menciona que puede emplearse un tamano entre 0.45y 1.8 um para separar

la fraccién soluble de la particulada.

Es posible notar que los tamanos de filtro habitualmente empleados en la
caracterizacion fisico-quimica son notablemente superiores al canal libre de
paso de las proteinas transportadoras (0.001 um) las cuales permiten el

ingreso del sustrato biodegradable al interior celular.

A continuacién se expondran diferentes metodologias basadas en la
separacion fisica por filtracion para la cuantificacion de las componentes del

agua residual.

1.8.2.1.1 Fraccion de materia organica soluble no biodegradable, Si

El modelo BNRM1 considera que la componente St esta presente en el agua
residual y que ademas se produce durante el proceso de depuraciéon por
medio de la hidrdlisis de la fraccion Xs. El coeficiente fsi indica cuanto
aumenta la fracciéon St por este proceso de hidrdlisis. Esto conduce a que el
contenido de Si del efluente sea mayor al que entra en la planta. A
continuaciéon se mencionan los métodos mas utilizados para cuantificar

dicha componente:
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Siegrist y Tschui, (1992) tienen en cuenta la produccion de material inerte

soluble en el proceso de tratamiento del agua residual.

S1=0.9 x (DQOsoluble efluente - DBOsoluble Leﬂuente) Ec. 22

Donde DBO es la demanda bioquimica de oxigeno, y el subindice L indica la

DBO limite, obtenida al cabo de 20 dias.

Wentzel vy col., (1999) proponen la aireaciéon del agua residual hasta que el

registro de OUR (velocidad de consumo de oxigeno) sea constante. Se toma 1
litro de agua residual del reactor, y se aplica: a) floculacién con sulfato de
aluminio, b) filtracion por fibra de vidrio y c) filtracién por filtro de 0.45 um.

De esta fraccion se determina la DQO soluble, obteniéndose Si.

Roeleveld vy van Loosdrecht, (2002) basado en el método de caracterizacion

STOWA proponen:

SI =0.9 x DQOsoluble efluente Ec. 23

La Ec. 23 se emplea en plantas de tratamiento que operan a baja carga. En
este caso, la produccién de microorganismos es pobre, con lo cual se produce

poco material inerte o “debris”.

SI = 0.9x DQOsoluble efluente — 1.5 XDBO5 efluente Ec. 24

La Ec. 24 se utiliza en plantas de tratamiento que operan con una carga

elevada, en las cuales la produccién de fangos es importante.

Penya-Roja vy col., (2002) a partir de los valores medidos en una planta piloto

de tratamiento de las aguas residuales en cuestién, proponen:

SI = DQOsoluble efluente - DBOsoluble L efluente Ec. 25

Sin, 2004, sugiere calcular la fraccion de materia organica soluble inerte

mediante la siguiente ecuacion:



92  INTRODUCCION

SI = (DQOsoluble efluente — SS eﬂuente) -0.1 DQOconsumidO Ec. 26

siendo DQOQOecensumido Ja DQO consumida en el tanque de aireacion. Esta
metodogia considera la producciéon de debris durante el proceso. La fraccion

Ss efluente S€ Obtiene con la siguiente ecuacion:

SS efluente — FDBO/DQO,eﬂuente X DQOtotal efluente / (1'Y) Ec. 27

Y es un rendimiento del método de DBO, el cual se asume igual a 0.2, y:

FDBO/DQO,eﬂuente = promedio ( DBO‘S,eﬂuente/DQO total eﬂuente) Ec. 28

Este autor sugiere que se realice un calculo semanal de este factor.

Se observa que clasificar un método como puramente fisico-quimico para la
obtencién de Si es una tarea dificil, dado que en la mayoria es necesario
contar con el valor de la DBO del efluente, el cual es un método biolégico.
Otro aspecto importante a destacar es determinar en qué condiciones se
puede despreciar la produccion de S;en el proceso de depuraciéon con fangos

activados.

1.8.2.1.2 Fraccion de materia organica rapidamente biodegradable,
Ss

El procedimiento mas aceptado para obtener esta fraccién es restar a la
DQO soluble de la entrada la fracciéon S; obtenida en el apartado anterior es

decir:

Ss = DQOsoluble influente — ST Ec. 29

Esta metodologia es empleada por Penya-Roja y col., (2002), y Roeleveld y
van Loosdrecht, (2002).
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1.8.2.1.3 Fraccion de materia organica  particulada no

biodegradable, X1

Esta componente se puede determinar de la siguiente manera:

Henze vy col., (1987) E1 modelo ASM2 propone ajustar esta fracciéon por medio

de la comparacion de los datos simulados de producciéon de fangos con los

experimentales.

Penya-Roja vy col., (2002) plantean calcular esta fraccion de la siguiente

manera:

XI = DQOtotal influente — DBOtotal L influente — SI EC- 30

Roeleveld v van Loosdrecht, (2002) calculan esta fraccién a través del

balance de DQOxota1 de la siguiente manera:

XI = DQOtotal influente — XS - SS - SI Ec. 31

En el apartado siguiente se describe como obtienen estos autores la fraccion

Xs.

Sin, 2004 obtiene la fraccién X1 por medio de la simulaciéon de la produccién

de fangos, comparando estos datos con los obtenidos experimentalmente.
Este autor considera que la fraccion Xi es un componente de ajuste en la
calibracion del modelo.

1.8.2.1.4 Fraccion de materia organica lentamente biodegradable, Xs

Penya-Roja vy col., (2002) obtienen esta fraccion a partir del balance de DQO:

XS = DQOtotal influente — XI - SI - SS Ec. 32

Roeleveld v van Loosdrecht, (2002) calculan esta fraccion de la DBOiotal 1.

influente corregida. Este ajuste al valor de la DBOtotal L influente S€ basa en

considerar la formacién de “debris” durante el ensayo de DBO. La materia
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organica presente se consume para formar biomasa, la cual por lisis celular
genera material inerte. Para considerar la formacién de esta fraccion inerte
se corrige la DBO total real del influente de la siguiente manera:

1

Xs = BDBO= DBO

Ltotalafluente SS Ec. 33

~ 1DpBO

El valor del factor es fpgo= 0.1 — 0.2

1.8.2.2 Caracterizacion biolégica

Esta metodologia permite determinar las componentes biodegradables del
agua residual. Para esta tarea dos procedimientos son ampliamente
empleados: la determinaciéon experimental de la DBO y el analisis
respirométrico. A continuacién se dara una descripcion de su

implementacion.

1.8.2.2.1 Determinaciéon de DBO

El método biolégico que histéricamente se ha empleado para determinar la
materia organica biodegradable es la DBO durante un periodo de incubacién
de 5 a 7 dias. Sin embargo, la DBOs o DBO7 sélo cuantifican entre un 50 y
un 95% de la DQO total biodegradable, dependiendo de la proporciéon de
materia organica rapidamente biodegradable respecto a la lentamente
biodegradable. Esta proporciéon condiciona la constante de reaccion que
caracteriza cada curva de DBO (Cutrera y col., 1999). Para determinar la
cantidad total de materia organica se debe ampliar el periodo de incubacion
a 20 dias, obteniéndose la DBOgo. Esta metodologia no resulta practica en el
caso de determinaciones rutinarias de plantas de tratamiento de aguas

residuales.

El ensayo de DBO se emplea en general acompanando el método fisico-

quimico dado que permite determinar de la fraccion total del influente su
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componente biodegradable. De esta manera se completa el fraccionamiento

fisico-quimico.

A continuaciéon se da un breve detalle de un método de caracterizaciéon que

permite obtener las fracciones de materia organica no biodegradables (St y

Xi) a partir de los datos de DBO.

Boursier y col., (2005) obtienen la componente Si a partir de un ensayo de
DBO.

St = DQOsotuble (DBO1, TOTAL ENTRADA) Ec. 34

Es decir se realiza un test de DBO del influente total y una vez finalizado se
determina el contenido de DQO soluble. En esta propuesta se considera que

durante el procedimiento no se genera Sr.

Ademas a través de la determinacién experimental de la DBO propone

obtener la fraccion no biodegradable particulada de la siguiente manera:

DQO,,, (DBO )—Y,, DQO
XI _ TOTAL LTOITAL $F XP TOTALINF SI Ec. 35
- Ixp

siendo

_ DQOTOTAL (DBOL SOL lNF) - DQOSOL (DBOL SOL INF)
Yxp = Ec. 36
DQOSOL INF DQOSOL (DBOL SOL INF)

1.8.2.2.2 Anadlisis respirométrico

Por respirometria se entiende la mediciéon de la velocidad consumo de
oxigeno (OUR) (Sperandio y Paul, 2000; Orhon y Okutman, 2003; Boursier y
col., 2005) o de nitratos (NUR) (Ekama y col., 1986), siendo el primero de
mayor aplicacion. El dispositivo experimental empleado en la determinacién
de OUR recibe el nombre de respirometro, y el perfil de oxigeno disuelto

(OD) frente al tiempo registrado por dicho dispositivo se denomina
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respirograma. El analisis respirométrico se emplea en general en
procedimientos de caracterizaciéon del agua residual como asi también en
ensayos destinados a la estimacion de parametros del modelo biolégico. A
continuacion se da un breve detalle de las fracciones del agua residual que

se obtienen a partir del analisis respirométrico.
a. Fraccion de materia orgdnica rapidamente biodegradable Ss

En general, el analisis respirométrico que permite determinar esta fraccién
se lleva a cabo en discontinuo con fango en condicion enddégena tras la
adiciéon de una determinada proporciéon del agua residual a analizar. El
valor inicial de OUR es generalmente elevado debido a la presencia de
materia organica rapidamente biodegrable. A medida que esta componente
es consumida por los microorganismos el valor de OUR disminuye. En la
Figura 13 se muestra un registro de OUR. En la grafica, la zona gris
representa el consumo de oxigeno debido a la materia organica rapidamente

biodegradable anadida.

FRACCION S5

OUR (mg2.. i
o
[=]

Tiempo (h)

Figura 13: Fraccion Ss. Boursier y col., (2005).

A partir de los datos experimentales de OUR se obtiene el consumo de
oxigeno del analisis mediante el calculo del area de la curva de OUR
(Ekama, y col., 1986; Wentzel y col., 1999; Nuhoglu y col., 2004; Sin, 2004;
Boursier, y col., 2005). Finalmente la fracciéon Ss se obtiene de la siguiente

ecuacion:

t final
Ssz——L—ijURdt Ec. 37

(I1=Yu) 3
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El analisis respirométrico desempena un papel fundamental en los
procedimientos de caracterizacién. Su implementacién experimental no
presenta una elevada complejidad y permite una obtenciéon relativamente
rapida de los resultados. Sin embargo, para el desarrollo de esta
metodologia es necesario conocer el rendimiento de las bacterias

heterdtrofas Yu.

Otro aspecto fundamental a tener en cuenta en el analisis respirométrico es
la relaciéon inicial de sustrato/biomasa del experimento, la cual viene dada
por el cociente Fo/Xo. La calidad de la informacion del analisis
respirométrico depende fundamentamente del valor de este cociente el cual
establece la forma final de la curva de la OUR. En la bibliografia es posible
encontrar distintas propuestas para determinar la fraccion Ss mediante
analisis respirométricos en las cuales se emplean diferentes valores iniciales
del cociente Fo/Xo. La informacion publicada se puede organizar segun el

rango de variacién de Fo/Xo.

1-Analisis respirométricos con un Fo/Xo bajo:

En diversos trabajos se emplea un valor bajo de este cociente, menor a 0.1
mg DQO/mg SSV (Brouwer y col, 1998; Mathieu y Etienne, 2000; Orhon y
col.,, 2002; Orhon y Okutman, 2003). Estas condiciones favorecen una
elevada concentracion de biomasa y un contenido bajo de materia organica.
En este tipo de ensayos, el valor de la OUR inicial es elevado debido a la
presencia de materia organica. A medida que la misma se consume el valor
de la OUR disminuye rapidamente. En estas condiciones el consumo de
sustrato es muy rapido y no se produce un cambio importante en la
concentracion de biomasa durante el experimento. Sin embargo, el tiempo
empleado por las bacterias para consumir el sustrato presente es muy
pequeno lo que genera una gran dificultad para registrar en forma adecuada

la variacion de la OUR en este periodo.
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2-Analisis respirométricos con un Fo/Xo medio:

Algunos autores emplean un valor medio de Fo/Xo para mejorar el muestreo
de la OUR en el ensayo. Ekama y col., (1986) consideran que un valor de 0.6
mg DQO/mg SSV permite muestrear en forma adecuada el intervalo del
experimento en el cual se consume Sgs. Otros trabajos también han llevado a
cabo analisis respirométricos implementando un valor de Fo/Xo intermedio

(Sozen y col., 1998; Cokgdr y col., 1998; Nuhoglu y col., 2004).

3-Analisis respirométricos con un Fo/Xo alto:

Este tipo de analisis se lleva a cabo con agua residual sin el agregado de
fango enddgeno. Es decir, las bacterias presentes en el agua residual son las
responsables del consumo de oxigeno. En estas condiciones se favorece una
elevada disponibilidad de sustrato con una concentracion muy baja de
microorganismos (Wentzel y col., 1999; Mathieu y Etienne, 2000; Vollertsen
y Hvitved-Jacobsen, 2002). El cociente Fo/Xo elevado conduce a un
comportamiento muy diferente respecto a los analisis anteriores. Si bien el
valor de la OUR inicial es muy bajo, se produce un aumento del mismo por
el crecimiento de los microorganismos. En el momento que se consume toda
la fraccion Sg, los valores de la OUR describen una rapida disminucion. Este
tipo de analisis permite una determinacion clara del momento en el cual se
ha consumido todo el sustrato rapidamente biodegradable. Sin embargo, al
favorecer el crecimiento de la biomasa cambian sustancialmente las

condiciones del experimento.

Los diferentes valores de Fo/Xo empleados en los analisis respirométricos
conducen a condiciones experimentales muy diversas para el crecimiento
bacteriano. Los microorganismos logran adaptarse a las condiciones

externas activando mecanismos especificos de control.

La influencia del cociente Fo/Xo en la determinacion de la fraccién Ss se ha
estudiado en un rango muy estrecho de variacién de este cociente (Cokgor y

col., 1998). Sin embargo, se considera conveniente realizar una serie de
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analisis respirométricos que permitan estudiar un rango mas amplio de

condiciones iniciales.
b. Fraccion de materia organica lentamente biodegradable Xs

Orhon y Okutman, (2003) proponen determinar esta fraccién a partir de
datos experimentales de OUR de dos analisis respirométricos realizados con
agua filtrada y agua residual total empleando un Fo/Xo bajo. El analisis
respirométrico que emplea agua residual total muestra valores de OUR mas
altos que los del analisis respirométrico del agua filtrada. Esta diferencia de
OUR se debe a la materia organica lentamente biodegradable presente en el
analisis del agua residual total. De esta manera la fraccion Xs puede

calcularse empleando la siguiente expresion:

1 tfinal t final

j OUR. dt - j OUR.

influente total influente filtrado 0.1p. dt EC. 38

X.= ~
T-Yy)| ) g

1.8.3 Caracterizacion de los nutrientes

Los nutrientes son los materiales que los organismos utilizan para su
crecimiento. Las especies quimicas clasificadas como nutrientes se dividen

en dos grupos:

¢ Micronutrientes: aquellos componentes que s6lo son necesarios en

cantidades a nivel de traza para formar parte de la materia celular (Cu, Fe,

Zn, Co, B, Mo,...).

* Macronutrientes: especies quimicas de las que son necesarias mayores

cantidades para el crecimiento celular (C, N, P, Si, S, Na, Ca, K, Mg,...).

La ausencia de cualquiera de estos nutrientes significaria una inhibicién en
el crecimiento celular. En el medio ambiente se pueden encontrar nutrientes

mnorganicos, es decir no asociados a ningun compuesto de carbono, o
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nutrientes organicos, los cuales forman parte de estructuras organicas

asociados a compuestos de carbono.

Puesto que en los procesos de depuracion del agua residual se elimina
nitrogeno y fosforo, a continuaciéon se describen las diferentes formas bajo
las cuales pueden estar presentes estos nutrientes en el agua residual. Cabe
destacar que el nitrégeno se encuentra en gran proporcién mientras que la

concentracion de fosforo es notablemente menor.

1.8.3.1 Nitrogeno

El contenido total en nitrégeno esta compuesto por nitrégeno organico,
amoniaco, nitrito y nitrato, como se indica en la Tabla 16. En el agua
residual reciente, el nitrégeno se encuentra primariamente combinado en
forma de materia proteinica y urea, aunque su paso a la forma amoniacal se
produce enseguida. El nitrégeno en forma de nitrito es muy inestable y se
oxida facilmente a nitrato, raramente excede a 1 mg/l en el agua residual
(Metcalf y Eddy, 1995). El nitrégeno como nitrato, es la especie mas estable,

dado que es el estado mas oxidado.

Tabla 16: Formas predominantes del nitrégeno.
Suspendido (Nt susp)

Norg
Ntotal | N-Kjeldahl

NH.* (Snm) | Soluble (Nt sor)
NO«
NO3(Snos)

(Nm)

N-nitrico (Sxos)

Las analiticas empleadas en la presente tesis para la determinacion de

todas las fracciones del nitrégeno son las detalladas en el Standard

Methods, (2005).
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1.8.3.2 Fosforo

Las formas mas frecuentes en las que se presenta el fésforo en soluciones
acuosas incluyen: ortofosfato, polifosfato y fésforo organico como se muestra

en la siguiente tabla.

Tabla 17: Formas predominantes del fosforo.
Suspendido (Pr susp)

Porgéanico

Ptotal (Pr)
Soluble (PrsoL)

Polifosfatos (Xpp)
Ortofosfatos (Spoa)

La concentracion de fosforo en aguas residuales municipales puede variar
entre 4 y 15 mg P/l (Metcalf y Eddy, 1995). En este trabajo se han empleado
las analiticas descritas en el Standard Methods, (2005) para la

determinacion de todas las fracciones del fosforo.

1.9 MEDICION DE Xpnua

El polimero polihidroxialcanoato, Xpua, tiene una participaciéon fundamental
en el proceso de eliminacién biolégica de fésforo (ver apartado 1.4.3). Las
bacterias PAO, principales responsables de la eliminaciéon de fésforo,
consumen AGV para generar en condiciones anaerobias el polimero
intracelular Xpua. Otro grupo de bacterias, las GAO, son capaces de
competir con las bacterias PAO por los AGV y generar también dicho
polimero aunque no participan en el proceso de acumulacién de fésforo. Por
esta razon, existe creciente interés en lograr una mediciéon adecuada de
dicho polimero y principalmente incluirlo en los procedimientos de

calibracion de los parametros caracteristicos del proceso.
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Aunque la composiciéon de los AGV en el agua residual puede variar, estos
compuestos se encuentran principalmente como acido acético o propidnico.
Las bacterias PAO producen principalmente poli-p-hidroxibutirato (PHB)
cuando la fuente principal de AGV es acido acético (Smolders y col., 1994;
Pijuan y col.,, 2004) y poli-B-hidroxivalerato (PHV) y poli-B-hidroxi-2-
metilvalerato (PH2MV) cuando la fuente principal es acido propidénico
(Oehmen y col., 2005a). Las bacterias GAO convierten el acido acético a
PHB y PHV (Filipe y col., 2001a), mientras que PHV y PH2MV son las
fracciones principales de Xpaa producidas cuando consumen acido propionico
(Oehmen y col., 2005a). Dada la importancia de los poli-pB-hidroxialcanoatos
en el metabolismo de las bacterias PAO y GAO se ha dedicado un gran

esfuerzo experimental para determinar la concentracién del polimero Xpua.

La Cromatografia Gaseosa (GC) es el método mas empleado en la
cuantificaciéon de Xpua en sistemas de eliminaciéon biolégica de fésforo. A

continuacion se expone brevemente en qué consiste este método analitico.

1.9.1 Generalidades de la Cromatografia Gaseosa

La cromatografia es un método fisico de separaciéon basado en la distribuciéon
de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija y
otra movil. En cromatografia gaseosa, la fase movil es un gas que fluye a
través de una columna que contiene a la fase fija. Esta fase fija puede ser un
solido poroso (cromatografia gas-sélido o CGS), o bien una pelicula liquida
delgada que recubre un sélido particulado o las paredes de la columna
(cromatografia gas-liquido o CGL). En el primer caso, el proceso que produce
la separacion es la adsorcion de los componentes de la mezcla sobre la
superficie sélida y en el segundo, la particiéon de los mismos entre las fases

liquida y gaseosa.

Un instrumento para cromatografia gaseosa puede representarse por el

siguiente esquema:
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Gas .| Puerto de .| Columna .| Detector | Registrador
portador "] inyeccién Integrador

A
A

El gas portador (fase mdvil) proviene de cilindros provistos con valvulas
reductoras de presion. La muestra se introduce en el inyector con una
microjeringa a través de un septum de goma. Alli se produce la vaporizacion
instantanea de la misma y su introducciéon en la corriente de gas. La
columna se halla dentro de un horno de temperatura variable, lugar donde
se realiza la separaciéon de los componentes de la muestra. El detector
produce una senal eléctrica proporcional a la cantidad de materia a medida
que cada componente separado fluye a través de él. Esa senal es enviada al
registrador que realiza un grafico de intensidad en funciéon del tiempo.
Idealmente, se trata de picos gaussianos y cada pico corresponde a un
componente de la muestra original. El integrador (o el software de control)
calcula ademas el area correspondiente a cada pico, la cual es proporcional a

la cantidad de analito.

Normalmente suele realizarse una calibracion por estandar externo o
utilizando un estandar interno. A continuacién se realiza una breve

descripcion de ambas:

Estandar externo: Se preparan muestras de patrones de concentraciéon
conocida que se analizan y permiten construir una curva de calibracion para
cada componente a cuantificar. Con este método es necesario medir
exactamente los volimenes inyectados tanto de los patrones como de la

muestra incégnita.

Estandar interno: Se agrega a la muestra una cantidad conocida de un
compuesto que no esta presente originalmente. En este caso, la calibracion
se realiza analizando patrones de concentraciéon conocida para cada
componente a cuantificar a los cuales se les agrega la misma cantidad del

estandar interno que a la muestra incégnita. La curva de calibracion se
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construye graficando el cociente entre la senal del compuesto incognita y el
estandar interno en funcién de la concentracion del analito incégnita. Este
método elimina el error cometido por la falta de reproducibilidad en el

volumen inyectado.

1.9.2 Condiciones de trabajo

El método de extracciéon de Xpua originalmente propuesto por Braunegg y
col., 1978, y Comeau y col., 1988, se basa en la hidrdlisis del polimero y la
posterior conversion del mondémero 3-hidroxialcanoato a un metil ester. Para
lograr esta etapa de hidrodlisis se somete la muestra a una digestion a 100°C
en presencia de un alcohol acidificado y un solvente. Luego del periodo de
digestion se adiciona agua para provocar la separacion de fases: una fase
acuosa y una organica. En esta ultima se concentra el metil ester del

monémero 3-hidroxialcanoato, siendo ésta la fase que se filtra y se analiza

por CG.

El método mencionado en el parrafo anterior ha sido empleado en
numerosos trabajos. Sin embargo, las condiciones experimentales y
cromatograficas no siempre son las mismas. Es posible observar cambios en
el empleo de: 1) la solucién acidificada, 2) el solvente, 3) el estandar interno,
4) el tiempo de digestion de las muestras, 5) la temperatura del inyector, 6)
la temperatura del detector, y 7) la curva de temperatura del método
cromatografico. Con el propdsito de observar las diferentes variantes a la
metodologia originalmente propuesta por Braunegg y col., 1978, y Comeau y
col., 1988, en la Tabla 18 se presentan las distintas condiciones
experimentales empleadas. En primer lugar se muestra el método de

Comeau y col., 1988.

La Tabla 18 muestra una gran variedad de condiciones de extracciéon del
polimero. Se observa que la soluciéon de alcohol acidificado es en general

metanol acidificado con acido sulftrico entre el 3% y el 20%. Sin embargo, 1-
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propanol con hidroxicloridrico al 20% también ha sido empleado para lograr
la hidrélisis y posterior formacién del ester. El tiempo de digestién varia
entre 2 y 20 horas, aunque en general se emplean tiempos pequenos. El
acido benzoico cumple la funcion de estandar interno y el cloroformo se
emplea habitualmente como solvente. En relacion a las condiciones

cromatograficas si es posible notar una mayor variedad en el programa de

temperatura empleado en el horno del cromatégrafo.

Tabla 18: Método de determinaciéon de Xpua por GC. Diferencias en las
condiciones experimentales empleadas.

. . Solucidén Solvente | Tiempo de | Estandar [T del Inyector| T del Detector Rampa de
Referencia i
acidificada digestion | Interno temperatura
Cameauy cal., 1988 metanal Clorcfarma 35h Ac. Benzoica 210eC 2200 5002 (1 mind 845/ min;
con H2304 3% 1EQC (5mmin)
Brandl v cal., 1988 tnetanal Clerefarme 25h - 230:C 27542 80°2 (4min 8°C/ min;
eon H2804 15% 160G (6emin)
Smolder y cal,, 1994 Lpropanel con Diclorcetano zh Ac. Benzoico 00-C 240-C e
Brdjancvic v cel., 1999 |hidromiclordrica 20%
Satoh Ycol., 1934 metancl Clorofarmo Th Ac. Benzoico 2302 250-C 80°C (4min} 8C/ min
con H2304 20% hasta 120°C,'
3002/ min hasta 2000C
Zengyeal., 2003 metancl Clercformo éh P 100=C 240 100eZ (1 mind 10°C/ min
con H2304 3% hasta 150°C;
45/ min hasta 270-C
Chen yeal., 2004 rnetanal Clerefarma 0h Ac. Benzoica 230eC 2300 10092 (2rain) 2000/ min
con H23O04 20% 1609 (2 min)
Lemos y cal., 2006 metanal Clorcfarma 35h Heptadecane 250C 25003 40°C (1min} 3°C/ min
con H28O04 20% 2200C (10 min)

En los trabajos de la Tabla 18 se mide el contenido de PHB y PHV, aunque
se considera también necesaria la determinaciéon de PH2MV. Oehmen y col.,
(2005b) avanzaron en el estudio del método de determinaciéon de Xpua. Para
esto implementaron dicho método a diferentes concentraciones del acido
sulfirico en metanol y distintos tiempos de digestién. En relacién a la
determinacion de PHB y PHV establecieron que una solucién de metanol
acidificada al 3% con acido sulfirico permite una optima recuperaciéon de

estos polimeros. Concentraciones superiores de acido producen senales
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dobles en el cromatograma. Por el contrario una concentracién inferior
conduce a una hidroélisis parcial del polimero. En relacion al tiempo de
digestion no hallaron una gran variabilidad en la recuperaciéon de PHB para
un tiempo de digestiéon entre 2 y 20 h. En cambio, la condicién 6ptima de
extraccion de PH2MV se logra con una solucion de metanol acidificada al

10% con acido sulftrico y un tiempo de digestiéon de 20 h.
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2 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de investigacién es la optimizacion de la

metodologia que debe emplearse para lograr una adecuada simulacién del

funcionamiento de una estaciéon depuradora de aguas residuales (EDAR).

Para el logro de dicho objetivo se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1-

Desarrollo de una metodologia de caracterizacion del agua residual tras
la valoracion de diferentes métodos publicados en la bibliografia.

Mejora del procedimiento de calibracion off-line del modelo BNRM1
empleado actualmente, basado en la metodologia propuesta por Penya-
Roja y col., (2002).

Combinaciéon del método de calibracion off-line de los parametros del
modelo, con la metodologia de calibracién dinamica. De esta manera
seria posible un aprovechamiento sustancial de las ventajas de ambos

procedimientos para lograr identificar los parametros de elevada

influencia del modelo BNRM1.

Para alcanzar los objetivos especificos expuestos se proponen las siguientes

actividades:

1-

Operacion y seguimiento de la planta piloto que el grupo de
investigacion CALAGUA tiene en la EDAR ubicada en el Barranco del
Carraixet. Se operara esta planta en diferentes edades de fango que
permitan una adecuada eliminacion de materia organica y nutrientes.
Estudio comparativo de los distintos procedimientos de caracterizacion
del agua residual propuestos en la bibliografia. Para lo cual seran
desarrolladas las siguientes tareas:

a- Valoracion de la influencia del tamano de filtro en el

fraccionamiento del agua residual.
b- Estudio de la influencia del cociente Fo/Xo en el analisis

respirométrico para la determinacién de la fraccion Ss del agua
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C-

residual.
Comparacién de las fracciones Sg y Xg obtenidas por medio del

método respirométrico y fisico-quimico.

Para mejorar el procedimiento de calibracion off-line se realizaran las

siguientes tareas:

a-

Puesta a punto de la técnica de mediciéon del polimero Xpua por
cromatografia gaseosa para determinar la evolucion de este
compuesto en el experimento off-line de las bacterias PAO en
condiciones aerobias. En la funciéon objetivo a minimizar del
algoritmo de calibracién se considerara también la concentracion
de XpHa.

Calibracion del modelo BNRM1 mediante experimentos off-line, en
diferentes edades de fango de la planta piloto. Se incorporara la
determinaciéon de Xpua en el procedimiento de calibracion de las
bacterias PAO en condiciones aerobias.

Estudio de la calidad de los datos experimentales mediante el

analisis de la sensibilidad de los ensayos de calibracion off-line.

Las tareas a desarrollar para combinar el método de calibracion off-line

con el dinamico se mencionan a continuacion:

a-

b-

Calibracion de los parametros del modelo biolégico por medio de
los ensayos off-line.

Simulaciéon del comportamiento en estado estacionario de la
planta piloto mediante el programa de simulacion DESASS con los
parametros calibrados en el punto a.

Analisis de sensibilidad en estado estacionario para determinar el
conjunto de parametros potencialmente identificables a partir de
los datos experimentales disponibles, considerando como estado no
perturbado la simulacién de la planta piloto del punto b.

Campana de muestreo exhaustiva para adquirir datos dinamicos
del influente y del efluente de la planta piloto.

Simulacién de la planta piloto en condiciones dinamicas para lo

cual se consideran los datos del punto d.
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Calibracién de parametros no determinados en los experimentos
off-line, seleccionados de acuerdo al andlisis de sensibilidad del
punto c. El ajuste de estos parametros permite minimizar el error
entre los datos dinamicos predichos por el modelo y los

experimentales.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 PLANTA PILOTO

La planta piloto en la que se ha desarrollado el trabajo experimental de la
presente tesis se encuentra ubicada en la EDAR del Barranco del Carraixet
(Alboraia, Valencia). El trabajo experimental propuesto ha sido desarrollado
empleando dos esquemas experimentales diferentes, los cuales se describen

a continuacion.

3.1.1 Esquema de operacion 1

La planta piloto ha sido disefiada para el estudio del proceso de fangos
activados. Esta planta se compone de un decantador primario, un reactor
biolégico y un clarificador secundario. Para este trabajo de tesis, el
decantador primario se ha empleado como depdsito de homogeneizacion del
agua influente, debido a que este caudal proviene de una planta piloto de
fermentacion y elutriacion de fango primario en la cual se realiza un proceso
de decantacién primaria. En esta fase experimental el influente que entra a
la planta de fermentacién se toma de la salida del desarenador de la EDAR

del Carraixet.

Con la finalidad de conseguir la eliminacion biolégica de materia organica y
nutrientes, se ha empleado un esquema UCT (University of Capetown) (ver
apartado 1.5.1). El reactor biolégico se encuentra dividido en tres zonas, en
cada una de las cuales se trabaja en condiciones distintas. En la primera
zona se desarrollan condiciones anaerobias, en la segunda anodxicas y en la
ultima aerobias. Este esquema de tratamiento realiza la recirculaciéon de
fangos proveniente del decantador secundario al reactor anodxico. De esta
manera se reduce la presencia de nitratos en la zona anaerobia, optimizando

el proceso de eliminacion biolégica de fosforo. La recirculacion de nitratos, es
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decir la recirculacién del reactor aerobio al andxico, se debe controlar de tal
manera que no entren mas nitratos al reactor anoéxico de los que se pueden
consumir en esta etapa y por lo tanto la concentraciéon de nitratos en la
recirculacion del reactor andxico al anaerobio sea practicamente nula. Cada

una de las recirculaciones es realizada por medio de bombas de membrana.

El tiempo de retencion celular (o edad de fango) se establece mediante la
purga de fangos del sistema. En el esquema de operacion 1 la purga se
realiza en el reactor aerobio para conocer de manera mas fiable el contenido
de sélidos que se extraen del sistema. La purga de fangos se lleva a cabo
mediante una bomba peristaltica, la cual esta controlada por ordenador y se
conecta de forma automatica. En la Figura 14 se muestra el esquema de
operacion 1 y en la Tabla 19 se detallan los datos de caudales y volimenes
empleados en la planta piloto. En la Figura 15 se muestra la planta piloto

operada segun el esquema 1.

El reactor biolégico esta formado por un Unico tanque de acero inoxidable
divido en tres zonas: anaerobia, andxica y aerobia. La separacion entre estas
zonas se realiza mediante placas que se ajustan a las paredes del tanque. El
paso del licor mezcla de una zona a otra se realiza a través de unos orificios
situados en las placas de tal manera que no se produzca ningun flujo

preferencial.

El mecanismo de agitacion de la planta piloto esta formado por una serie de
agitadores mecanicos de velocidad regulable. El numero de agitadores
colocados en cada zona es el necesario para lograr un régimen de mezcla
completa. La velocidad y el sentido de giro de los agitadores de las zonas
anaerobia y anoxica es el necesario para minimizar la transferencia de

oxigeno desde la atmosfera al licor mezcla.
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\

Cuadro
eléctrico Decantador

%4 secundario

Figura 15: Planta piloto operada segun el esquema 1.

En el reactor aerobio se cuenta con un sistema de control del oxigeno
disuelto (OD). Se dispone de una sonda de OD (EVITA®OXY 4150,
DANFOSS) cuya senal es registrada por un programa de adquisicién de
datos a través del PLC (controlador légico programable). El valor consigna
de concentracion de OD en la zona aerobia se ha fijado en 2 mg O2/1 de
manera que el sistema de control actia sobre un variador de frecuencia (T-
VERTER, Serie E2) que regula el caudal de aire suministrado por una
soplante (Siemens Gardner Denver Elmo Tech, Serie G_200, Tipo
2BH1300).

Ademas, se dispone de un sistema de control de la temperatura del reactor
biologico. El registro se realiza a través de la sonda de OD, la cual mide
también la temperatura del reactor aerobio. A partir de un valor consigna
fijado en T=20°C se actiia sobre una resistencia (220V, 1500W) o un
serpentin de refrigeracion (EUROKLIMAT, Serie IP, Modelo M10), ambos

ubicados en el homogeinizador. Este sistema de control permite mantener la
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temperatura de todo el reactor biolégico en el valor establecido. Cabe
destacar que la planta piloto esta 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 registra continuamente a
través de una sonda (EVITA®INSITU 5100, DANFOSS). La sefial se recoge
a través del PLC en el ordenador de la planta piloto. El pH, potencial redox
y conductividad se registra en diferentes reactores de la planta para lograr
un mejor seguimiento del proceso. La informacién suministrada por estas
sondas se obtiene mediante un dispositivo de la marca CONSORT. La
informaciéon se digitaliza en formato RS-485 que es adquirida por el

ordenador mediante la correspondiente tarjeta electronica.

El montaje experimental dispone de un sistema de muestreo tanto para el
influente como para el efluente de la planta piloto. Una bomba dosificadora
recoge agua residual del depdsito de homogeneizacion y otra del
sobrenadante del decantador secundario. El caudal de las bombas es
constante para lograr una muestra integrada de 24 horas. Las muestras se
almacenan en un frigorifico, asegurando de esta manera que conserven sus

caracteristicas.

Para asegurar una poblacion de bacterias acumuladoras de polifosfatos se
adiciona acido acético al reactor anaerobio. La concentraciéon de acidos
grasos volatiles provenientes de la planta piloto de fermentaciéon presenta
oscilaciones que podrian afectar al desarrollo de estas bacterias. Esta
adicién se realiza mediante una bomba de desplazamiento positivo. Esta
disoluciéon de acido acético también contiene fésforo para evitar que este
nutriente se convierta en factor limitante en el crecimiento de la biomasa y
para potenciar la actividad de las bacterias PAO. La concentracion de la
solucién se calcula para lograr una alimentacion aproximada de 80 mg

DQO/1 de acido acético y 8 mg P/1 de fésforo.
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3.1.2 Esquema de operacion 2

Para lograr un comportamiento mas estable de la planta piloto, con un
diagrama que permita un esquema agil y con posibilidades de variar las
condiciones de funcionamiento de cada reactor, se llevd a cabo una
modificacién al diagrama experimental detallado en el apartado anterior.
Cabe destacar que la planta piloto continua operando con el esquema UCT
dado que este permite una eliminaciéon adecuada de materia organica y

nutrientes.

La modificaciéon ha consistido en: 1) un incremento de la capacidad
volumétrica de la planta permitiendo aumentar aproximadamente al doble
el caudal de alimentacion a la misma y 2) el aumento del nimero reactores,
con la finalidad de lograr una mejora de la eficiencia de operacion de toda la
planta. En la Figura 16 se muestra el esquema de operaciéon 2 y en la Tabla
19 se detallan las caracteristicas del mismo. Es posible observar que los dos
diagramas poseen el mismo TRH. Asi también se ha empleado el mismo
decantador secundario, puesto que se considera que su diseno es apropiado
para los dos esquemas. La zona anaerobia y andxica consiste en un tanque
dividido en cinco secciones de las cuales las dos primeras funcionan en
condiciones anaerobias y las tres ultimas de forma anoéxica. La zona aerobia
consiste en un tanque sin divisiones internas. Esta zona recibe el licor

mezcla proveniente de la etapa andxica mediante una conduccién externa.

El influente de la planta piloto se toma de la arqueta de salida del
decantador primario de la EDAR del Carraixet, con lo cual el agua residual
ya ha pasado por una etapa de decantaciéon. De esta manera el influente
entra directamente a un homogeneizador y posteriormente a la planta

piloto.
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En la Figura 17 se muestra la planta piloto operada con el esquema 2.

Reactores
anaerobios

Reactores

andéxicos Reactor

aerobio

Figura 17: Planta piloto operada segun el esquema 2.

Tabla 19: Caudales empleados y datos de diseino de los esquemas de

operacion 1y 2.

Esquema 1 | Esquema 2
Q EnTRADA 40 I/h 84 1/h
Q AX-AN (recirculacion del ultimo andxico al primer anaerobio) 80 1/h 192 1/h
Q SEC-AX (recirculacién del dec. secundario al primer andxico) 49 1/h 103 1/h
Q AER-AX (recirculacion del aerobio al primer anéxico) 53 1/h 111 l/h
Q ALvENTO 0.26 1/h 0.54 1/h
V roraL 3841 8131
V_ANAEROBIO 641 1721
V_an6xico 128 1 2571
V_AEROBIO 1921 3841
V DEcaNTADOR 801 801
Geometria Dec. Circular Circular
TRH 9.6 h 9.6 h

El esquema de operacién 2 también cuenta con un sistema de seguimiento

mediante sondas que permiten realizar un analisis continuo del

comportamiento de la planta, asi como el control de temperatura y oxigeno
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detallado en el apartado anterior. La toma de muestras se realiza de la
misma manera que el esquema anterior, y también se adiciona acido acético
y fosforo empleando similares concentraciones a las del esquema de

operacion 1.

3.1.3 Operacion y seguimiento de la planta piloto

En primer lugar, se fija el tiempo de retencion celular en uno de los valores
propuestos de acuerdo a los objetivos del trabajo de investigacion. El
siguiente paso es dejar evolucionar el sistema hasta que alcance el estado
estacionario. Durante esta fase, se realiza un seguimiento de algunas de las
variables del sistema para controlar su correcto funcionamiento. En la Tabla
20 se describen las analiticas que se realizan en esta fase del trabajo y su
frecuencia. Una vez alcanzado el estado estacionario, se realiza un
seguimiento analitico exhaustivo, mas completo que el anterior, para
determinar el estado del sistema en las condiciones de operacion
establecidas. En estos analisis exhaustivos se realizan las analiticas
detalladas en la Tabla 20 y las incluidas en la Tabla 21. La informacién
obtenida en los mismos permite comparar los resultados de la simulacién
con los obtenidos experimentalmente en la caracterizaciéon del estado

estacionario.

Tabla 20: Analiticas de seguimiento de la planta piloto.

Analiticas Frecuencia

Sélidos suspendidos totales y volatiles (SST y SSV) del influente, reactores y 2 veces por semana

efluente.

Fésforo soluble (Spos) del influente, reactores, efluente y alimento. 2 veces por semana
Amonio (Snu4) del influente, reactores y efluente. 2 veces por semana
Nitratos (Snos) del influente, reactores y efluente. 2 veces por semana
Acidos grasos volatiles (AGV) del influente, reactor anaerobio y alimento. 2 veces por semana

Indice volumétrico de fango (IVF) 1 vez por semana
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Tabla 21: Analiticas exhaustivas de la planta piloto.
Analiticas

Demanda quimica de oxigeno (DQO) total del influente, reactores y efluente.
DQO soluble del influente y efluente.

Demanda biolégica de oxigeno limite (DBOL) total y soluble del influente y
efluente.

Fésforo total (Pr) del influente, reactores y efluente.

Nitrégeno total (Nt) del influente y efluente.

Nitrégeno total soluble (NTsoL) del influente, reactores y efluente.

Mediante la metodologia disefiada por Penya-roja y col., (2002) para las
bacterias heterétrofas, PAO y autétrofas se determinan los parametros del
modelo BNRM1. Por ultimo, se repite el trabajo experimental manteniendo

el tiempo de retencion celular de la planta en otro valor propuesto.

3.2 CARACTERIZACION DEL AGUA RESIDUAL

Uno de los objetivos propuestos es estudiar los distintos métodos de
caracterizacion del agua residual, en particular los que permiten cuantificar
las fracciones de materia organica. Como se ha comentado en la
Introduccién, en la bibliografia se han publicado numerosas propuestas de
caracterizacion del agua residual, las cuales pueden agruparse de la
siguiente forma: 1) caracterizaciéon fisico-quimica, basada en un
fraccionamiento del agua residual mediante filtracién, y 2) caracterizacion
biologica a través del analisis respirométrico. Debido a la falta de estudios
que permitan comparar estos métodos se ha propuesto un analisis

experimental exhaustivo con la finalidad de estudiar los siguientes aspectos:

- Influencia del tamano de filtro en el fraccionamiento del agua
residual. Para esto se analizara la biodegradabilidad de las
fracciones solubles obtenidas con dos tamanos de filtros: 0.1 y 0.45

um empleando el método respirométrico.
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- Influencia de la relacion Fo/Xo en el analisis respirométrico para
la determinacién de la fraccion Ss.

- Analisis comparativo de las fracciones Ss y Xgs obtenidas
mediante los métodos fisico-quimico y respirométrico.

- Influencia de la calidad del agua en el procedimiento de

caracterizacion.

A continuacién se detalla la metodologia y el equipamiento experimental

empleado.

3.2.1 Método Fisico-quimico

El método fisico-quimico es el propuesto por Penya-Roja y col., (2002). La
fracciébn Si se obtiene con la Ec. 25, la Ss por medio de la Ec. 29 y las
componentes particuladas X1 y Xs se pueden calcular con la Ec. 30 y la Ec.

32, respectivamente.

3.2.2 Método Respirométrico

El analisis respirométrico permite valorar el contenido de materia organica
biodegradable presente en el agua residual. A continuacion se detalla el

equipo experimental empleado y los diferentes analisis realizados.

3.2.2.1 Respirometro

En la Figura 18 se presenta el dispositivo experimental empleado para
llevar a cabo los analisis respirométricos. Este equipo consta de un
recipiente cilindrico de 20 cm de diametro y 36 cm de alto. En cada analisis,
el volumen de liquido es de 7 1 el cual se mantiene continuamente agitado.
El agitador empleado es de la marca comercial Heidolph el cual permite
trabajar en el intervalo de 45 a 2000 rpm. La paleta conectada a este

agitador es rectangular de 5.5 cm de ancho y 6.5 cm de longitud. El reactor
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se encuentra en una camara térmica que permite mantener la temperatura
constante a 20°C. En cada experimento se agrega tiourea en una

concentracion de 20 mg/l, para inhibir el proceso de nitrificacion.

El dispositivo experimental de la Figura 18 permite determinar la OUR del
liquido mezcla en estudio. El oxigeno disuelto (OD) y la temperatura se
registran por medio de la sonda del oximetro WIT'W Ox1340. Un programa de
ordenador, especificamente disenado para esta tarea, registra el dato de OD
y temperatura cada 5 segundos. En funcién del contenido de OD del fango se
actiia sobre el aireador mediante el apagado o encendido del mismo por
medio de un moédulo de control a través del puerto paralelo. Este programa
de ordenador permite operar de forma ciclica de la siguiente forma: 1) se
inicia la aireacién hasta que la concentracion de OD alcance el valor de 4 mg
0O2/1, 11) en este momento se desconecta el aireador provocando una
disminucién del OD que es consumido por las bacterias, 111) cuando el valor
de OD se encuentra en 2 mg O2/1 se inicia la aireacién 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 OUR.

Camara Térmica

Fango Activado

@@ —— Difusores
’ A

Sonda de Aireador

oxigeno disuelto -
y temperatura -"

Mdédulo de control

&

Figura 18: Esquema experimental del respirémetro.

Oximetro

El fango empleado en el analisis respirométrico debe encontrarse en estado
endogeno. En estas condiciones todo el alimento ha sido consumido y cesa el

crecimiento. Los organismos que aun permanecen viables utilizan la
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materia organica de las células muertas como Unica fuente de alimento.
Para alcanzar este estado se coloca fango activado en el dispositivo
experimental de la Figura 18 y se airea hasta que la OUR presente un valor

practicamente constante.

3.2.2.2 Andlisis respirométricos

En la Tabla 22 se describen los analisis respirométricos propuestos para

alcanzar los objetivos relacionados a la caracterizacion del agua residual:

Tabla 22: Analisis respirométricos

Analisis respirométrico | Agua residual empleada | Fo/Xo | Intervalo de variaciéon de Fo/Xo

A Filtrada con 0.45 pym Bajo 0.01 - 0.03 mgDQO/mgSSV
B Filtrada con 0.1 pm Bajo 0.01 - 0.06 mgDQO/mgSSV
C Sin Filtrar Bajo 0.07 - 0.25 mgDQO/mgSSV
D Sin Filtrar Medio 0.4 - 1.0 mgDQO/mgSSV
E Sin Filtrar Alto > 1.5 mgDQO/mgSSV

En los analisis A, B, C y D se emplea fango en condiciones endégenas y agua
residual en las proporciones adecuadas para lograr un cociente inicial Fo/Xo
en el valor deseado. En estos cuatro analisis se debe considerar el factor de
dilucién correspondiente. En el experimento E se emplea una relacion inicial
Fo/Xo superior a 1.5 mgDQO/mgSSV. Para lograr este valor se utiliza
Unicamente agua residual sin filtrar, es decir sin agregar fango enddgeno.
En este caso los microorganismos presentes en el agua residual son los

responsables del consumo de oxigeno.

Dado que interesa estudiar si la calidad del agua influye en los resultados,
se ha propuesto analizar el agua residual que alimenta la planta piloto
ubicada en la EDAR del Carraixet y el agua residual que alimenta las

EDAR de Abaran y Pinedo, Espana.

Se ha propuesto realizar una serie de analisis en distintas fechas, para lo
cual se toma fango activado proveniente de la zona aerobia del reactor

biolégico, y muestras integradas del influente y efluente de la planta. La
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muestra integrada es representativa de lo que ha entrado o salido de la
planta durante 24 h, puesto que se compone de pequenas alicuotas tomadas

durante este periodo de tiempo.

3.2.3 Disernio experimental de filtracion

Un aspecto fundamental del estudio propuesto es el analisis de la influencia
del tamano de filtro en el fraccionamiento del agua residual. Para lo cual se

analiza el agua residual filtrada con dos tamanos de filtro: 0.1 y 0.45 um.

El agua residual filtrada con un tamano de filtro de 0.45 pm se obtiene con
filtros GEWater&Process Technologies (E04WP04700) de celulosa y un
dispositivo de filtracion con bomba de vacio. Se considera que éste es un

sistema sencillo que permite una velocidad de filtraciéon adecuada.

En la filtracion del agua residual con un tamano de poro de 0.1 pm se
emplea una biomembrana. La unidad de filtracién es Zee Weed-1, Zenon
Environmental Systems Inc. Este es un dispositivo delicado que puede
obturarse con facilidad. Por esta razon se ha optado por emplear una bomba
peristaltica conectada a un temporizador ciclico asimétrico para invertir el
sentido de filtracion. Esto permite trabajar en forma ciclica de la siguiente
manera: durante 120 segundos se recoge permeado y en los siguientes 20
segundos se invierte el sentido de giro de la bomba para realizar un
contralavado. Esta modalidad de trabajo permite emplear la biomembrana
durante un tiempo mayor. Los recipientes que contienen el agua residual sin
filtrar y filtrada se colocan en nevera a 4 °C para evitar una posible
alteracion de la calidad del agua. En la Figura 19 se muestra el dispositivo

experimental que se emplea en esta etapa.
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Temparizador ciclico

Bomba peristaltica

Frigorifico

Mg resical

Biomembrana

Figura 19: Dispositivo de filtraciéon con biomembrana.

3.3 MEDICION DE Xpnua

Uno de los objetivos propuestos en este trabajo de investigaciéon es mejorar
el proceso de calibraciéon mediante la determinacién de la concentracién del
polimero Xppa en los ensayos de calibraciéon de las bacterias PAO en
condiciones aerobias. Para la cuantificacion del polimero se aplica la técnica
propuesta por Comeau y col., (1988) con minimas modificaciones. En este
trabajo el fango se alimenta principalmente con acido acético con lo cual se
espera una mayor proporciéon de PHB y una menor proporciéon de PHV. Por
esta razon se realiza la extraccion con metanol acidificado con acido
sulfarico al 3%, concentraciéon sugerida por Oehmen y col., (2005b). El
tiempo de digestion que se emplea en este trabajo es el mayor de los
recomendados por Oehmen y col., (2005b), es decir 20 h para asegurar una
completa hidroélisis del polimero. En los apartados siguientes se detallan las
condiciones cromatograficas empleadas, la metodologia de preparaciéon de

muestras y el procedimiento de calibracion.
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3.3.1 Equipo de Cromatografia Gaseosa

El cromatégrafo de gases empleado en el analisis de Xpua es de la marca
comercial Agilent Technologies 6890N, Network GC System. Este
cromatogrado esta equipado con una columna capilar, un inyector
automatico Agilent Technologies, Serie 7683B y un detector de ionizacién de
llama (FID). Los datos se almacenan y cuantifican en un programa de
ordenador disenado por el fabricante. A continuaciéon se detallan las

condiciones cromatograficas:

Columna Capilar: -HP-INNOWAX. Agilent 19095N-123.
-Descripcién: 30 m*0.538 mm*1 pm.
-Modo: Flujo constante.

-Flyjo inicial: 15 ml/min.

-Presién nominal: 10.39 psi.
Temperatura del -Temperatura inicial: 70°C, 2 min.
Horno:

-Rampa: 10°C/min, 9 min.

-Temperatura final: 160°C, 2 min.

-Tiempo de andlisis: 13 min.
Inyector: -Modo: Split 2:1.

-Temperatura del inyector: 220°C.

-Gas portador: Helio.

-Volumen de inyeccién: 1 pl.

Detector: -Temperatura: 275°C.
-Flyujo de Hidrégeno: 40 ml/min.
-Flujo de aire: 450 ml/min.

-Flujo de Helio: 41 ml/min.

3.3.2 Preparacion de la muestra

Para obtener un peso aproximado de muestra liofilizada de 50 mg se debe
tomar un volumen de 50 ml. No obstante, el peso de liéfilo final dependera
de los SST del fango en el momento del analisis. La muestra de fango se
centrifuga durante 10 minutos a 7500 r.p.m. El sobrenadante se deshecha y

se congela el precipitado a -86°C el cual se somete a un proceso de
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liofilizacién. En esta etapa se introduce la muestra congelada en una
camara de vacio para que se separe el agua por sublimacién. Mediante
diversos ciclos se consigue eliminar practicamente la totalidad del agua

contenida en la muestra original.

Posteriormente se recogen 20—40 mg del liofilizado en un vial de vidrio de 10
ml de volumen. Se adicionan 3 ml de metanol acidificado con acido sulftrico
al 3% y 3 ml de cloroformo y rapidamente se tapa el vial para evitar la
evaporacion de los reactivos empleados. Se agita el vial para permitir el
buen contacto entre el fango liofilizado y los reactivos. Posteriormente se
incuba la muestra a 100°C durante 20 h para favorecer la hidrélisis del
polimero y su posterior esterificacién. Una vez finalizada la incubacién de la
muestra, se enfria a temperatura ambiente, se agrega 1 ml de agua
destilada y se mezcla 1 minuto empleando un agitador vortex. Finalmente
se deja reposar 2 h. La agitacién vigorosa produce la separacion de la fase
organica. Después del periodo de reposo es posible observar dos zonas bien
diferenciadas: una zona inferior en la cual se encuentra la fase organica con
el compuesto esterificado, el cual se analizara por cromatografia, y una zona
superior del vial en la cual se encuentra el metanol acidificado y el agua.
Para realizar el analisis se toma con una pipeta pasteur un volumen de la
fase organica o cloroférmica y se trasvasa a una jeringa a la cual se le acopla
un filtro Millex-HN de 0.45 um de tamafnio de poro. La muestra filtrada se

coloca en un vial para analisis cromatografico.

3.3.3 Procedimiento de calibracion

Si bien se utiliza un dispositivo automatico para realizar la inyeccién de la
muestra en el cromatoégrafo, se considera conveniente emplear un estandar
interno para disminuir el error que pueda producirse en el volumen

inyectado.
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El patréon externo empleado es un copolimero formado por 70% de acido 3-
hidroxibutirico y 30% de acido 3-hidroxivalerico, marca comercial Fluka
Chemika, 27819, CAS N 92267-82-8. La empresa que comercializa el
patron, Sigma-Aldrich, asegura que el producto no se degrada con el tiempo
cuando se almacena a temperatura ambiente. Sin embargo, por precaucion
el producto fue mantenido en refrigerador y sellado para evitar que se
humedeciera. Empleando una balanza analitica, se pesan los estandares
externos en el intervalo de 0.3 a 1.9 mg. Durante el pesado se debe prestar
atenciéon a la atraccion por electricidad estatica que pueda conducir a la
pérdida de producto. La muestra del estandar se trata de la misma manera
que el fango liofilizado para obtener el éster que se analizara por

cromatografia gaseosa.

El patréon interno es acido benzoico, marca comercial Panreac, 131014, el
cual se incorpora en una concentracion de 100 mg/l en la solucién de
metanol acidificado. De esta manera el patron interno se agrega en todos los
viales, los que contienen los estandares externos y los de las muestras
incognitas. Una vez analizados los estandares externos se obtienen dos

rectas de calibrado, una para PHB y otra para PHV.

Es importante considerar que tanto para la medida de la muestra como de
los estandares externos es conveniente estudiar la reproducibilidad de la
senal analitica y la de los tiempos de retencion. Para ello se deben realizar
varias inyecciones. A partir de estas multiples medidas se deben calcular
algunos parametros estadisticos que permitan determinar la
reproducibilidad de los valores. En particular se ha calculado el valor medio,
el coeficiente de variaciéon y la desviacion estandar de cada grupo de

medidas.
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3.4 PROGRAMACION DE LAS EXPERIENCIAS

En este trabajo se ha propuesto calibrar el proceso de eliminacién conjunta
de materia organica y nutrientes. Por esta razoén es conveniente mantener
condiciones experimentales que favorezcan la eliminacion tanto de materia

organica como nitrégeno y fosforo.

Las bacterias nitrificantes requieren edades de fango elevadas para llevar a
cabo la oxidacién del nitrégeno amoniacal a nitrato. La cantidad de nitrato
que se puede eliminar en el proceso de desnitrificacion depende en gran
medida del TRC del biorreactor. El parametro cinético que mas influencia
tiene sobre el TRC minimo para llevar a cabo el proceso de eliminacién
biolégica de nitréogeno es la velocidad maxima de crecimiento, uyax. Este
parametro en las bacterias desnitrificantes suele tener valores altos,
permitiéndoles crecer a TRC relativamente bajos si en el agua influente esta
presente el 16n nitrato. Sin embargo, la mayoria de las aguas residuales
poseen una mayor concentraciéon de amonio que de nitratos. Este hecho
provoca la necesidad de aumentar el TRC para poder realizar el proceso de
nitrificacion-desnitrificacion. Por otro lado, Garcia-Usach (2002) estudié la
influencia del TRC en el comportamiento de los diferentes tipos de bacterias
que se pueden encontrar en un proceso de eliminaciéon biolégica de materia
organica y nutrientes. El intervalo de valores analizado en este trabajo fue 6
- 16 dias. De esta manera comprobdé que a TRC elevados disminuye la
eficacia del proceso de eliminacion biolégica de fésforo, debido a que en la
biomasa aumenta la proporciéon de bacterias GAO. Este incremento
comienza a ser significativo a TRC de 12 dias. Por estas razones, en esta
tesis se ha optado por trabajar a un TRC no superior a 10 dias. Teniendo en
cuenta estos aspectos se decidi6 emplear edades de fango relativamente
bajas, aproximadamente: 6, 8 y 9 dias para la realizacién de esta fase

experimental.

Para alcanzar los objetivos relacionados al procedimiento de calibracion del

modelo BNRM1 se ha dividido el trabajo experimental en dos fases. A
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continuacion se describen brevemente las tareas a desarrollar y las

condiciones experimentales en cada una de estas etapas.

1-Calibracion off-line del modelo BNRM]1:

En esta fase del trabajo se han propuesto una serie de tareas destinadas a
mejorar el procedimiento de calibracion de los experimentos off-line. Una de
las tareas propuestas es el analisis de sensibilidad de cada ensayo de
calibracion. Puesto que este tipo de analisis es local, es decir depende del
valor de los parametros y las variables analizadas, se considera conveniente
estudiar el proceso en dos edades de fango diferentes. Esta etapa se llevara
a cabo en los TRC de 6 y 8 dias. De esta manera se podra determinar si el
analisis de sensibilidad de los ensayos de calibracién off-line cambia

notablemente cuando varia la edad de fango del proceso.

La fase experimental de este periodo se realizara con el esquema de

operacion 1.

2-Propuesta de modificaciéon de la metodologia de calibraciéon del modelo

BNRM1:

El objetivo final de esta tesis es lograr un procedimiento de calibracién del
modelo BNRM1 basado no s6lo en ensayos especificos sino que ademas
considere datos dinamicos de la planta piloto. Estos datos permitirian la
1dentificacién de los parametros sensibles que no se determinan por medio
de experimentos realizados a escala de laboratorio. Por tanto, se han
planificado una serie de tareas que permitan desarrollar un procedimiento
de calibracién del modelo BNRM1 basado en los protocolos descritos en el

apartado 1.7.3.

La propuesta de calibracion del modelo que se llevara a cabo en este trabajo
de investigacion incluye una primera etapa de calibracion off-line de los
parametros. En cada uno de estos experimentos se realizara un muestreo
6ptimo de acuerdo a los resultados del analisis de sensibilidad realizado en

la fase anterior. Puesto que este analisis es local, se mantendran condiciones
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de trabajo proximas a las empleadas en la etapa anterior. Por esta razon, se
ha seleccionado una edad de fango aproximada de 9 dias para desarrollar las

tareas propuestas.

La fase experimental de este periodo sera realizada con el esquema de

operacion 2.

Ademas se llevara a cabo un analisis de los valores de los parametros
obtenidos mediante el procedimiento de calibracién off-line en cada TRC.
Puesto que el proceso de acumulaciéon de fésforo presenta una gran
complejidad se realizara un analisis mas exhaustivo del mismo. Este estudio
incluye no sélo los valores de los parametros de las bacterias PAQO, sino
ademas, los rendimientos PHA/SA, PHB/Sa y PHV/Sa determinados en las
condiciones anaerobias y los resultados del seguimiento microbiolégico del

licor mezcla realizado en cada edad de fango.
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4 RESULTADOS

En esta seccion se recogen los resultados obtenidos en este trabajo de tesis

que incluyen:

a) datos del seguimiento y operacion de la planta piloto,

b) resultados del estudio de los métodos de caracterizacion del agua
residual,

¢) procedimiento para mejorar la metodologia de calibraciéon off-line
del modelo BNRM1 en dos TRC diferentes,

d) propuesta de modificacién de la metodologia de calibracién del
modelo BNRM1 y,

e) comparacion de los parametros calibrados mediante ensayos

especificos en los TRC analizados.

4.1 SEGUIMIENTO DE LA PLANTA PILOTO

La planta piloto se operd durante un periodo adecuado para permitir que el
proceso alcance un comportamiento estable. Se considera que el estado
estacionario se alcanza cuando las variables analizadas presentan un

comportamiento estable durante un periodo aproximado de 3 veces el TRC.

Las edades de fango analizadas han sido las siguientes: 6.5 dias, 8 dias y 9
dias. A continuacién se exponen los datos experimentales recogidos de la

planta piloto en cada uno de los tres estudios experimentales.

4.1.1 Estudio experimental para TRC de 6.5 dias

Para el desarrollo de esta etapa del trabajo se empledé el esquema de
operacion 1 de la planta piloto, (ver 3.1.1). La planta piloto se ha sembrado

con fango concentrado proveniente de la zona aerobia del reactor biolégico
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de la EDAR ubicada en el Barranco del Carraixet. A partir de este momento
se ha dejado evolucionar el proceso hasta alcanzar un comportamiento
aceptable de eliminaciéon de materia organica y nutrientes. El influente de la
planta piloto se tomé de la arqueta de salida del desarenador de dicha
EDAR. Durante este periodo el personal responsable de la gestién de la
EDAR se vio obligado a realizar recirculaciones de fango digerido a cabeza
de planta en diferentes ocasiones. Este funcionamiento gener6 un agua
residual influente con elevado contenido de SST y DQO provocando una
gran variacion de las concentraciones de sélidos en todos los reactores. Este
comportamiento puede observarse en la Figura 20. En ella se muestran los
datos de SST a partir del dia 150 dado que anteriormente la planta se
encontraba en un periodo de comportamiento inestable en el cual se
realizaban minimas analiticas. Es posible observar en dicha grafica que el
contenido de SST del reactor anaerobio es inferior, aproximadamente un
30% menos, respecto al contenido de SST del aerobio y anodxico. Esto se debe
a que el aporte de SST al reactor anaerobio proviene de la corriente de
recirculacion del reactor andxico y de la corriente del influente. De esta
manera resulta un contenido inferior de SST respecto al de los restantes
reactores. La evolucién de los sélidos suspendidos totales en la planta ha
estado condicionada por los del agua residual influente. Se observa que los
dias 187 y 242 se registraron valores elevados de SST, 5572 y 6442 mg SS/I
respectivamente en el reactor aerobio. Posteriormente al disminuir el
contenido de soélidos en el influente, el proceso ha evolucionado hacia un

valor mas bajo en todos los reactores.
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Figura 20: Evolucion de la concentracion de SST correspondiente al TRC
de 6.5 dias.
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Figura 21: Evolucion de la concentracion de Spos correspondiente al TRC
de 6.5 dias.

En la Figura 21 se presenta la evolucion del contenido de fésforo en forma de
ortofostato (Spos) en los distintos reactores. Si bien se observa una
disminucién del contenido de fésforo en el reactor anaerobio, esto responde a

un cambio en el caudal de alimento sintético que entraba a la planta. Dada
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la alta concentracion de AGV que estaban entrando con el influente y para
evitar un crecimiento no deseado de bacterias GAO se procedié a disminuir
la cantidad de AGV que se incorporan a través del alimento sintético. En
todo el periodo considerado la concentracion de Spos en el reactor aerobio es
bastante reducida logrando una eliminaciéon practicamente total de este

nutriente en el efluente.

En la Figura 22 se muestran los datos experimentales de la concentracion
de nitrégeno en forma de amonio (Snus) en la entrada y en el reactor aerobio.
En el influente se observa una disminucién del contenido de Sxu4 el cual es
minimo hacia el dia 230 aproximadamente. Es posible notar en la Figura 23

que la concentracién minima de Snos se alcanza aproximadamente en este

periodo.
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Figura 22: Evolucion de la concentracion de Snus correspondiente al TRC
de 6.5 dias.
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Figura 23: Evolucion de la concentracion de Snos correspondiente al TRC
de 6.5 dias.

Durante este periodo de trabajo resulté dificil mantener estable el contenido
de SST en los reactores. Sin embargo, se consider6 apropiado calibrar el dia
257 puesto que el resto de las variables analizadas mostraban un

comportamiento bastante estable incluida la edad de fango.

4.1.2 Estudio experimental para TRC de 8 dias

Este estudio experimental también se realiz6 con el esquema de operacién 1.
El inicio de este periodo de trabajo coincidié con la finalizacion de un periodo
vacacional en el cual la planta piloto no estuvo en funcionamiento. Por esta
razon se realiz6 una siembra similar a la del periodo anterior. El influente
se tom6 de la arqueta de salida del desarenador de la EDAR del Carraixet.
En este periodo la calidad del agua de entrada presenté un comportamiento

mas estable que el observado anteriormente.

En la Figura 24 se presentan los datos experimentales de SST de los tres
reactores. S1 bien se observa un aumento de los sélidos el dia 190, el
comportamiento es mas estable que el observado en el estudio experimental

correspondiente al TRC de 6.5 dias.
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Figura 24: Evolucion de la concentracion de SST correspondiente al TRC
de 8 dias.

En la Figura 25 se muestran los datos de la concentracién de fésforo soluble
Spos. Se observa un incremento del contenido de fésforo en el reactor
anaerobio y anodxico, siendo el valor mas alto el del dia 190. La evolucion del
contenido de nitrégeno en forma de amonio Snus4 en la entrada y en el
reactor aerobio se presenta en la Figura 26. En este periodo de trabajo se
observa que el Snxus de la entrada describe una menor variaciéon a la
observada en el periodo anterior, entrando ademas una menor concentracion
de amonio con el influente. La concentracién de nitratos Snos del reactor
aerobio y del andxico se muestra en Figura 27. Se observa que el contenido
de Snos del reactor aerobio es mas bajo que la misma concentracién en el
periodo anterior. Esto se debe a que el contenido de amonio del influente ha

sido menor durante este periodo de trabajo.
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Figura 27: Evolucion de la concentracion de Snos correspondiente al TRC
de 8 dias.

La calibracién del modelo se realizé el dia 250 de este periodo al observar un

comportamiento estable en las variables analizadas y en la edad de fango.

4.1.3 Estudio experimental para TRC de 9 dias

Para el desarrollo de esta etapa del trabajo se empledé el esquema de
operacion 2 de la planta piloto (ver apartado 3.1.2). En este periodo de
trabajo se tomd el influente de la arqueta de salida del decantador primario
de la EDAR del Barranco del Carraixet. De esta manera se pretende evitar
los problemas de entradas puntuales de SST puesto que es un agua residual
decantada. En la Figura 28 se observa la evolucion de los SST en los tres
reactores. Si bien las concentraciones muestran una relativa estabilidad,
entre los dias 214 y 221 se produjo una disminucién apreciable de la
concentracion de sélidos en todos los reactores. Esto se debié a una pérdida
de sélidos por problemas con la bomba de purga de los mismos. Esta
disminuciéon en la concentracion de SST ocasioné problemas en la
eliminacion de fosforo. En la Figura 29 se observa que la concentracion de

fosforo soluble disminuye en estos dias. La concentraciéon de fésforo en el
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reactor aerobio durante todo el periodo es mas alta respecto a la misma
variable en los dos TRC anteriores estudiados. Este hecho puede estar
originado en el aumento del contenido de nitratos que se recircula del
reactor anoxico al anaerobio. El caudal de esta corriente de recirculaciéon se
incrementd para lograr un aumento en la concentraciéon de biomasa y de
esta manera mejorar la eliminacién de fésforo. Si bien el resultado no fue el
deseado se optd por trabajar en esta condicion para mantener una

concentracion adecuada de SST en la zona anaerobia.
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Figura 28: Evolucion de la concentracion de SST correspondiente al TRC
de 9 dias.

En la Figura 30 se presentan los datos de Snu4 en el influente y el reactor
aerobio. Aunque se observa un aumento paulatino de la concentracién de
amonio en el influente a lo largo de todo el periodo, el sistema es capaz de
nitrificar practicamente toda la carga de amonio que entra. Es posible notar
que la concentracion de Snus en el reactor aerobio se mantiene por debajo de

1 mg N/L.
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En la Figura 31 se muestra la evolucion del nitrégeno en forma de nitratos.
El contenido de Snos describe una disminucién gradual durante el periodo
de trabajo. Se ha observado un incremento en la concentraciéon de materia
organica rapidamente biodegradable en este periodo. Si las bacterias
heterétrofas desnitrificantes tienen disponibilidad de esta materia organica

entonces pueden lograr una mayor desnitrificacion.

El procedimiento de calibracién se realizé el dia 249 al observar un

comportamiento estable en las variables analizadas.
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Figura 31: Evolucion de la concentracion de Snos correspondiente al TRC
de 9 dias.
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4.2 CARACTERIZACION DEL AGUA RESIDUAL

Para llevar a cabo un estudio comparativo de los distintos métodos de
caracterizaciéon del agua residual analizada se utilizaron muestras de tres

EDAR diferentes de las cuales se da una breve descripcién en la Tabla 23.

Tabla 23: Descripcion de las EDAR y caracteristicas del influente

EDAR de Abaran | Lianta Pilotode | ppy g 0 pinedo
(Murcia) Carraixet (Valencia)
(Valencia)

Caracteristicas Agua residual Agua residual Agua residual
del agua doméstica e doméstica e doméstica e
residual industrial industrial industrial

Poblacion 10586 361605
equivalente
Caudal
tratado 2694 2 119264
(m3/dia)
Fango activado Fango activado
anéxico-aerobio con anéxico-aerobio con
. adicion de Fango activado adicién de
Tratamiento .
. coagulante y anaerobio- coagulante y
de depuracién . . .. . . .,
desinfeccién con anodxico-aerobio desinfeccién con
radiacion radiacién
ultravioleta ultravioleta

El estudio de los métodos de caracterizacion se ha dividido en tres secciones:

1- Influencia del tamano de filtro en el fraccionamiento del agua residual.

2- Influencia del cociente inicial Fo/Xo en la determinacion de la fraccion
Ss por medio del analisis respirométrico.

3- Comparacion de las fracciones Ss y Xs obtenidas con el método de

caracterizacion fisico-quimico y respirométrico.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos.



RESULTADOS 151

4.2.1 Influencia del tamano de filtro en el fraccionamiento

del agua residual

El agua residual y el fango biolégico analizados en esta seccién se tomaron
de la planta piloto ubicada en la EDAR del Barranco del Carraixet. El
estudio se repitié6 en dos fechas, 08/03/05 y 26/04/05, en cada una de las

cuales se desarrollaron las siguientes tareas:

1) Analisis respirométrico de las fracciones solubles obtenidas con los
filtros: 0.45 um (Analisis A) y 0.1 um (Analisis B), ver apartado
3.2.2.2.

2) Caracterizacion fisico-quimica a partir de las muestras solubles

obtenidas con los dos tamafios de filtros.

En la Figura 32 se muestran los datos experimentales de la OUR de los
experimentos realizados. Los analisis respirométricos emplean un cociente
inicial Fo/Xo bajo. De esta manera la concentracién de biomasa en el reactor
es importante, favoreciendo la eliminaciéon rapida de la materia organica
facilmente biodegradable. Después de anadir el agua residual filtrada se
produce un incremento importante de los valores de la OUR, debido a la
presencia de esta materia organica. Una vez se ha consumido esta fraccion
disminuye rapidamente el valor de la OUR hasta alcanzar nuevamente el
estado de respiracion endégena. En este tipo de ensayo no se produce apenas
crecimiento celular, de manera que el nivel enddgeno que se alcanza
posteriormente a la adicidon de agua residual es practicamente igual al
medido antes de la adicién. Los datos experimentales de la OUR de los
analisis respirométricos A (agua filtrada con 0.45 um) y B (agua filtrada con

0.1 um) presentan un comportamiento similar a lo largo de todo el ensayo.
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Figura 32: Datos experimentales de la OUR del influente filtrado con dos
tamanos de filtro: (0) 0.45 pm (Analisis A) y (m) 0.1 pm (Analisis B).
A partir de los datos experimentales de cada analisis se determiné la
fraccién Ss. En la Figura 33 se presenta esquematicamente como se procede
con los datos. El area que se encuentra por debajo de la curva de la OUR y
por encima de la respiracion enddégena (zona sombreada) representa el

oxigeno consumido debido a la adiciéon de materia organica en el sistema.

La fraccion Sg se obtiene de la Ec. 37 (pag. 96), conocido el parametro Yw,
rendimiento de las bacterias heterdtrofas. Este coeficiente se puede
determinar a partir de datos experimentales o recurrir a datos
bibliograficos. El valor que tome este parametro es critico en el calculo de Sg

puesto que una variacion de un 10% conduce a un cambio del 15% en la



RESULTADOS 153

estimacién de esta fraccion de materia organica. Por esta razén se ha
considerado apropiado determinar el valor de Yu en las EDAR analizadas.
La metodologia se basa en un analisis respirométrico del agua residual
filtrada con un tamano de filtro de 0.1 um (Penya-Roja y col., 2002), el cual
se describe en el apartado 4.3.1.1.1. En este analisis se determina la DQO
soluble degradada en el ensayo y se cuantifica el consumo de oxigeno que se
produce al afnadir la materia organica facilmente biodegradable. Estos datos
permiten calcular el rendimiento Ym por medio de la Ec. 37. El valor

obtenido en este periodo ha sido Yu=0.58 mg DQO/mg DQO.

Oxigeno consumido

OUR (mg /1 d)

\

RESFIRACION ENDOGENA

0 0.05 0.1 0.15 0.2
t (d)

Figura 33: Oxigeno consumido para el calculo de la fraccién Ss.

En cada una de estas muestras se aplicé el método de caracterizacion fisico-
quimico, ver apartado 3.2.1. Para esto se determiné la concentracion de
DQO y DBOL, de la componente total del influente y efluente de la EDAR, y
la DQO y DBOy, de las fracciones solubles obtenidas con los filtros de 0.45 y

0.1 um del influente y del efluente. Estos datos se muestran en la Tabla 24.
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Tabla 24: DQO (mg DQO/1) y DBOL (mg DQO/1) del influente y efluente.

08/03/2005 26/04/2005
Influente Efluente Influente Efluente
DQOroraL 624 87 504 71
DQOsoL 0.45 135 34 82 26
DQOsoLo.1 102 30 57 18
DBOw roraL 394 42 225 21
DBOLwsoLo.45 78 15 35 9
DBOLsoLo.1 79 14 35 9

A partir de los datos de DQO y DBOL de la Tabla 24 se determinaron las
fracciones de materia organica empleando el método fisico-quimico. La
componente de materia organica soluble inerte, Si, se obtiene por medio de
la Ec. 25, y el contenido de materia organica facilmente biodegradable Sg por
medio de la Ec. 29. Las componentes particuladas Xi y Xgs se pueden calcular
con la Ec. 30 y la Ec. 32, respectivamente. Cada componente de materia
organica se obtuvo a partir de los datos de DBOL y DQO de las dos
fracciones solubles, 0.45 y 0.1 pum.

Tabla 25: Componentes de materia organica del influente.

08/03/05 26/04/05
0.45 pm 0.1 um | 0.45 pum 0.1 pm
Respirométrico | Ss(mg DQO/N) 66 62 35 32
S1(mg DQO/ 19 16 17 9
Fisico Ss(mg DQO/) 116 86 65 48
quimico Xs(mg DQO/) 278 308 160 177
Xi(mg DQO/) 211 214 262 270

El resultado de la caracterizacién fisico-quimica se recoge en la Tabla 25.
Ademas, se han incorporado los valores de Sg calculados por el método
respirométrico. Si bien el analisis propuesto se ha realizado en dos fechas

unicamente, de los datos obtenidos se deduce que:

1- Los tamanos de filtro analizados no generan una diferencia sustancial

en la fraccién Sg del método respirométrico. El valor de Ss obtenido de
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la fraccion soluble filtrada con 0.45 pm es ligeramente superior a la
fraccion soluble de 0.1 pm.

En la Tabla 24 se observa que los datos de DBOy, de las dos fracciones
solubles presentan valores similares, tanto en el influente como en el
efluente. Sin embargo, la concentraciéon de DQO soluble no describe el
mismo comportamiento. La fracciéon obtenida con el filtro de 0.45 pm
muestra valores de DQO soluble mayores que la fraccién obtenida con
el filtro de 0.1 pm, siendo esta diferencia mas acentuada en el influente
que en el efluente. El contenido de DQO soluble de la fracciéon de 0.45
um es casi 30 mg DQO/L superior que el mismo contenido de la fraccién
de 0.1 um. De esta manera, el empleo del filtro de 0.45 pm genera una
sobreestimacién de las fracciones St y Ss y una subestimacion de la
fraccion Xs.

De las DBOL solubles de ambas fracciones y de los datos
respirométricos se observa que el tamano de poro no ejerce una
influencia marcada en la determinacion de las fracciones
biodegradables. Esto puede explicarse si se considera que la materia
organica rapidamente biodegradable debe entrar al espacio celular sin
pasar por una etapa de hidrélisis. Su tamano esta determinado por la
capacidad de las proteinas transportadoras que se encuentran en la
membrana celular que permiten el paso de la materia organica al
interior del microorganismo. Con lo datos obtenidos se puede
considerar que la materia organica rapidamente biodegradable tiene un
tamano menor a 0.1 um, mientras que la materia coloidal que presenta
lenta biodegradabilidad tiene un tamano superior a 0.45 pm.

El tamano de filtro condiciona el valor de DQO soluble. El contenido de
DQO considera toda la materia organica (biodegradable y no
biodegradable). La componente soluble no biodegradable es un sustrato
complejo que puede tener un perfil mas variado de tamano y por lo
tanto la DQO soluble puede presentar diferencias marcadas segun el

filtro empleado.
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Conforme a los resultados expuestos, el filtro de 0.1 um permite realizar un
fraccionamiento mas adecuado del agua residual. Por esta razon, este filtro
se empleara en el estudio de caracterizacion y en el procedimiento de

calibracién.

4.2.2 Influencia de Fy/Xy en la determinacioén de la fraccion

Ss por medio del analisis respirométrico

En este apartado se ha propuesto un esquema experimental que permita
estudiar la influencia del cociente inicial Fo/Xo en la determinacion de la
fraccion Ss por medio del analisis respirométrico. Por esta razon, se ha
planteado la realizacién de una serie de analisis con distintos cocientes

iniciales Fo/Xo.

El agua residual se ha tomado de las tres EDAR descritas en la Tabla 23 en
distintas fechas. En la Tabla 26 se presenta la informacién correspondiente
de cada muestra asi como los analisis respirométricos realizados en cada

una de ellas.

Tabla 26: Muestras analizadas en el estudio de caracterizacion del agua

residual.
EDAR Fecha | Nombre Analisis
respirométricos
Pinedo 21/12/04 P1 B, C B: Fo/Xo bajo,
21/06/05 P2 B, C agua filtrada con 0.1 pym
Planta Piloto | 01/03/05 C1 B, C C: Fo/Xo bajo,

de Carraixet | 28/02/06 C2
21/03/06 C3
18/04/06 C4
25/04/06 C5
Abaran 05/04/06 Al

agua sin filtrar
D: Fo/Xo medio,
agua sin filtrar
E: Fo/Xo alto,
agua sin filtrar

o |9 |59 ||
alalalala
oo |0 |=|=

Los analisis respirométricos B y C se han realizado en todas las muestras.

Si bien ambos experimentos emplean un valor bajo de Fo/Xo, en el primero
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se anade agua residual filtrada con 0.1 um mientras que en el analisis C se
anade agua residual sin filtrar (total). El analisis D emplea un valor
intermedio de Fo/Xo con agua residual sin filtrar y se ha implementado en
las muestras C4, C5 y Al. Finalmente en las muestras C2 y C3 se ha llevado

a cabo el analisis E con agua sin filtrar y un Fo/Xo elevado.
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Figura 34: Datos experimentales de la OUR. Analisis respirométricos: (m)
B:y (o) C.
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En la Figura 34 se presentan los ensayos respirométricos B y C de todas las
muestras analizadas. En cada una de estas graficas se expone la curva de la
OUR desde el momento en el cual se ha anadido el agua a analizar. Por
motivos de comparacién, en cada grafica se presentan los dos registros
respirométricos. La curva en estos andalisis describe un comportamiento
similar al observado en la Figura 32, lo cual se debe a que el factor empleado
Fo/Xo es pequenio. La curva del analisis C presenta valores superiores de la
OUR respecto a los valores obtenidos con el analisis B que emplea agua
filtrada. En el experimento C, el agua residual sin filtrar contiene la materia
organica rapida y lentamente biodegradable con lo cual se espera que los
valores de la OUR obtenidos de su analisis sean superiores a los del agua
filtrada, analisis B, que contiene unicamente la fraccion rapidamente
biodegradable. En cada una de las graficas se han incorporado las rectas
calculadas con los puntos de la zona lineal de cada curva. En el caso del
analisis respirométrico B esta recta representa la respiracion endoégena. En
cambio, en el analisis que emplea agua sin filtrar la recta esta asociada a la
velocidad del consumo de oxigeno a medida que se hidroliza la materia

organica lentamente biodegradable mas la respiraciéon endbégena.

En la muestra C5 se ha encontrado un comportamiento diferente en la curva
realizada con un Fo/Xo bajo y agua filtrada con 0.1 um (analisis B). Luego de
la adicion del agua residual se produce un descenso rapido de los valores de
la OUR debido al consumo de la materia organica facilmente biodegradable.
Una vez alcanzado el minimo, los valores de la OUR se incrementan
notablemente debido a la hidrélisis del fango. Si bien el fango empleado se
mantuvo en estado endégeno durante 2 dias aproximadamente, luego de la
adicién del agua se observo este comportamiento indicando que el fango no
estaba totalmente en ese estado. La curva obtenida con agua total (analisis
C) también muestra valores de OUR elevados, aproximandose a la curva del
analisis B hacia el final del experimento. Se considera que la hidroélisis de la
materia organica lentamente biodegradable presente en el analisis C
enmascara el proceso de hidrolisis del fango. Para el calculo de la fraccién Sg

a partir de los datos del analisis del agua filtrada se consideré como valor
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end6geno el minimo alcanzado por la curva. En el caso de analisis del agua
sin filtrar se aproximé la recta con los valores de OUR del intervalo 0.16 d a
0.34 d. El comportamiento observado en la muestra C5 pone de manifiesto la
dificultad y necesidad de emplear un fango en estado endégeno que permita
un calculo adecuado de la velocidad de consumo de oxigeno en condiciones

endogenas.
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Figura 35: Datos experimentales de la OUR. Analisis respirométrico D (¢).
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En las muestras C4, C5 y Al se implementé el analisis respirométrico D. El
ensayo se ha realizado con un volumen de fango y del influente sin filtrar de
tal manera que Fo/Xo se encuentre en el intervalo 0.4-1 (mg DQO/mg SSV).
Las graficas obtenidas se presentan en la Figura 35. Si bien este analisis
tiene una menor proporciéon de microorganismos respecto a los experimentos
B y C, el contenido de biomasa presente es importante. Esta condicién
genera valores elevados de la OUR al inicio del ensayo, los cuales se
mantienen en dicho nivel hasta que se consume totalmente la fraccion Ss.
En ese momento se produce un descenso pronunciado en la velocidad del
consumo de oxigeno. En cada grafica de la Figura 35 se muestra la recta que
representa la velocidad con la cual se consume el oxigeno a medida que se
hidroliza la materia organica lentamente biodegradable mas la velocidad de
respiracion endogena. Esta recta permite determinar el consumo de oxigeno

debido a la componente Ss presente en el agua residual.
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Figura 36: Datos experimentales de la OUR. Analisis respirométrico E (¢).
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En las muestras C2 y C3 se realizé también el analisis respirométrico E en
el que se analiza el influente sin agregarle fango endégeno. De esta manera
los microorganismos presentes en el agua residual son los responsables del
consumo de oxigeno. En este ensayo la disponibilidad de sustrato es mucho
mayor que en los analisis restantes, lo cual favorece el crecimiento de los
microorganismos. En las curvas de la Figura 36 se observa que el valor
inicial de la OUR es bajo, mostrando un incremento posterior muy
pronunciado. Este aumento, que esta asociado al crecimiento de los
microorganismos, se produce hasta agotar la materia organica facilmente
biodegradable. En este tipo de ensayo ocurre un cambio importante en las
condiciones del experimento puesto que la concentraciéon de
microorganismos aumenta. Para estimar la fracciéon Ss con los datos del
analisis E se ha considerado que en el momento que se produce la
disminuciéon rapida de la OUR esta componente ha sido totalmente
consumida. Cabe destacar, que el calculo de la fraccion Ss se lleva a cabo
empleando la Ec. 37 en la cual se asume que la concentracion de la biomasa
es constante durante todo el ensayo. Esta suposicién es una limitacién para
la implementaciéon de la Ec. 37 dado que en los analisis que emplean un

valor elevado de Fo/Xo se produce el crecimiento de los microorganismos.

En la Tabla 27 se muestran los valores de la relacion inicial Fo/Xo de cada
experimento. Los analisis B y C se han realizado con el mismo volumen de
fango enddgeno y se les ha agregado el mismo volumen de agua. Dado que el
analisis B emplea influente filtrado el valor de Fo/Xo es notablemente

inferior al obtenido con el andlisis C.

Tabla 27: Valores de Fo/Xo (mg DQO/mg SSV).
Analisis respirométricos
B C D E
P1 | 0.0524 | 0.1174
P2 | 0.0248 | 0.0732

C4 ] 0.0256 | 0.1524 | 0.9625
C5 ] 0.0109 | 0.0711 | 0.4307
Al | 0.0228 | 0.1273 | 0.9567

n

é C1]0.0149 | 0.2313

% C2 ] 0.0130 | 0.0747 2.2394
g C3]0.0122 | 0.0721 2.1184
>
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Tabla 28: Parametro Yu (mg DQO/mg DQO).

YH

Pl 0.61

% [ om
e [C2

§ gi 0.61
C5

Al 0.61

A partir de los registros de la OUR de los diferentes experimentos realizados

se procedio a calcular la fraccion Ss con la Ec. 37. Puesto que esta ecuacion

necesita el valor del rendimiento Yu, se ha determinado experimentalmente

este parametro para cada EDAR segtun la metodologia propuesta por Penya-

Roja y col., (2002). Este método se describe en el apartado 4.3.1.1.1. Los

valores obtenidos se recogen en la Tabla 28. El valor de Yu de la muestra C1

de la planta piloto del Carraixet es diferente al rendimiento de las restantes

muestras. Esto se debe a que pertenecen a diferentes periodos de trabajo.

En la Tabla 29 se recogen los datos obtenidos de las fracciones Ss en cada

una de las muestras analizadas.

Tabla 29: Fraccion Ss (mg DQO/1)

Analisis Respirométrico

B C D E

P1| 70 | 64
o L P2 64 [ 65
< [c1] 35 | 88
e [c2[ 33 [ 29 9
= | c3| 58 | 52 15
; C4| 110 | 114 | 43

C5| 26 | 24 | 27

Al | 108 | 117 | 34

A partir de los resultados obtenidos es posible realizar las siguientes

consideraciones:
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El analisis respirométrico B que emplea un valor bajo de Fo/Xo y agua
filtrada con un filtro de 0.1 pm permite obtener en forma adecuada la
fraccion Sg. Esta consideracion se basa en que el analisis B se lleva a
cabo en las mismas condiciones en las cuales se determina el valor del
rendimiento Yu. Este parametro se obtiene por respirometria con un
Fo/Xo bajo, en la misma condicién experimental del fango de la planta
piloto, y agua filtrada con un filtro de 0.1 um.

El analisis C emplea un valor inicial bajo de Fo/Xo y agua residual sin
filtrar. Con estas condiciones ha sido posible obtener un valor similar
de Sgs al del analisis del agua filtrada (B) en cada muestra.

Con los analisis respirométricos D y E, los cuales emplean un valor
medio y alto de Fo/Xo, respectivamente, no fue posible obtener valores
similares de Sg a los del an4lisis B. Unicamente se ha logrado un valor
semejante en el caso del analisis D de la muestra C5, lo cual puede
deberse al valor relativamente bajo de Fo/Xo de este experimento, ver
Tabla 27.

Al aumentar el valor del cociente Fo/Xo cambian las condiciones
ambientales en el reactor incrementandose la disponibilidad de
sustrato por microorganismo presente. En estas condiciones las
bacterias pueden conducir su metabolismo hacia un mayor crecimiento
y una menor producciéon de energia. Es decir, cuando el valor de Fo/Xo
aumenta las bacterias pueden destinar una mayor proporcion de DQO
para crecimiento que la considerada por el rendimiento Y, en
detrimento de la producciéon de energia dada por el término (1-Yn).

En la determinacion de la fraccion Sgs por medio del analisis
respirométrico es conveniente mantener condiciones experimentales
similares a las empleadas en la determinaciéon del parametro Yu. De
esta manera se garantiza que la bacteria emplee la misma proporcion
de DQO para crecimiento que la considerada en el rendimiento Yh.
Este parametro se obtiene en las mismas condiciones experimentales

que se encuentra el fango de la planta piloto.
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4.2.3 Estudio comparativo de los métodos de
caracterizacion para la determinacion de las

fracciones Ssy Xs

En este apartado se ha llevado a cabo la comparacién de las metodologias de
caracterizacion fisico-quimica y respirométrica para valorar las fracciones Sg

y Xs de las muestras de la seccion anterior.

Como se concluye en el apartado anterior, la componente Ss del analisis
respirométrico se obtiene en forma adecuada por medio del ensayo B. La
fraccién Xs se determina a partir de los datos de la OUR de los analisis
respirométricos realizados con agua filtrada y sin filtrar (B y C), empleando
la Ec. 38. La diferencia de los valores de la OUR entre ambas curvas se debe
a la presencia de materia organica lentamente biodegradable en el analisis
C. Los resultados obtenidos para cada muestra junto con los obtenidos
mediante el método fisico-quimico descrito en el apartado 3.2.1 se recogen en

la Tabla 30.

Tabla 30: Fracciones Ss y Xs (mg DQO/1)

Analisis Respirométrico | Fisico-Quimico

Ss Xs Ss Xs

P1 70 46 71 148
o | P2 64 90 70 | 141
Eé C1 35 287 46 476
?) C2 33 160 36 160
= | C3 58 270 80 457
§ C4 110 236 141 | 439
C5 26 133 27 206
Al 108 280 124 411

Conforme a los resultados obtenidos es posible realizar las siguientes

consideraciones:

1- En general, con los métodos de caracterizacion fisico-quimico y
respirométrico es posible obtener valores similares de la fraccién Ss.

2- Si bien en la muestra C2 el valor de la fraccién Xg obtenida con ambos
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métodos de caracterizacion coinciden, en las muestras restantes el
valor de Xs del método respirométrico es muy inferior al del método
fisico-quimico. La componente Xs es un sustrato complejo compuesto de
la materia organica lentamente biodegradable del influente y de los
productos de la lisis celular. El analisis respirométrico se realiza en un
intervalo de tiempo muy corto, con lo cual sélo es posible determinar la
fraccibn de materia organica facilmente hidrolizable. Si el influente
contiene una proporcion de Xs muy lentamente hidrolizable, esta
fraccion no podra detectarse por medio del analisis respirométrico.
Cabe destacar que el modelo BNRM1 (asi como el ASM2d) considera
una unica velocidad de hidrdlisis Ky la cual representa todo el sustrato
lentamente biodegradable. No tiene en cuenta la posible existencia de
diferentes velocidades de hidroélisis en dicha fraccion.

La diferenciacién entre la velocidad de respiracion endégena y la
velocidad de hidrodlisis de la materia organica lentamente
biodegradable es una tarea dificil. Un cambio minimo en la pendiente
de estas rectas se traduce en una variacién significativa en el valor de
Xs.

La calidad del agua residual no influye en los resultados obtenidos. Las
conclusiones obtenidas son independientes de la procedencia del agua

analizada.
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4.3 METODOLOGIA DE CALIBRACION DEL MODELO
BNRMI1.

La metodologia de calibracién del modelo BNRM1 empleada actualmente se
basa en el procedimiento propuesto por Penya-Roja y col., (2002). Este
procedimiento permite obtener los parametros cinéticos y estequiométricos
de las bacterias autétrofas, heterotrofas y PAO mediante ensayos off-line en

los cuales se aislan los procesos caracteristicos de estos grupos de bacterias.

En este trabajo de tesis se ha propuesto mejorar la metodologia empleada
actualmente para obtener los parametros mas sensibles del modelo BNRM]1.
Para lograr este objetivo se han planificado, en primer lugar, una serie de
tareas con el propdsito de mejorar cada uno de los ensayos de calibracion off-
line. En segundo lugar, se ha planteado una propuesta de calibracién del
modelo BNRM1. Los resultados del trabajo realizado se describen a

continuacion.

4.3.1 Calibracion off-line del modelo BNRM]1

Este procedimiento se realiza sometiendo a la biomasa a un nimero elevado
de situaciones diferentes, asegurando con esta metodologia una elevada
fiabilidad de los valores de los parametros. Del tratamiento individualizado
de los datos obtenidos en cada uno de los ensayos, se obtiene informacién
sobre los parametros estequiométricos y cinéticos. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la informacién se refiere al producto del parametro y la
fraccion de la biomasa activa de cada tipo de microorganismo. Para conocer
el valor de los parametros es necesario un tratamiento global de la
informacion obtenida en los ensayos individuales. Los parametros calibrados
mediante la metodologia propuesta por Penya-Roja y col., (2002) para cada

grupo de bacterias son:

Bacterias heterétrofas: Yu, un, bu, Kr, nu
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Bacterias autoétrofas: pa, ba, Knaa
Bacterias PAO: Ypao, Yro4, upao, qrHa, brao, Ka, Kpra, Kmax, Kipp,

TNpAO, NPP

En esta tesis se han estudiado las siguientes propuestas con el fin de

mejorar este procedimiento de calibracion:

1) Incorporar los datos experimentales de la concentraciéon del polimero
polihidroxialcanoato, Xpua, en el ensayo de calibracién de las bacterias PAO
en condiciones aerobias. La técnica de medicién se ha descrito en el apartado
3.3, la cual permite cuantificar a los polimeros PHB y PHV. La
concentracion de Xpua es la suma de estos dos compuestos. En la funciéon
objetivo a minimizar se consideraran los datos experimentales de la
velocidad de consumo oxigeno, OUR, el fésforo soluble, Spos y el polimero

XPHA.

2) Realizar un estudio de la calidad de los datos experimentales mediante el
analisis de sensibilidad de los ensayos de calibracion off-line. Para esto se
obtendran las funciones de sensibilidad que seran aplicadas a cada uno de

los ensayos de calibracion, (ver apartado 1.7.2.1).

Para el desarrollo de este estudio la planta piloto se opero6 con el Esquema 1

en dos edades de fango: 6.5 y 8 dias.

Los resultados de este apartado se han organizado en dos secciones. En la
primera se expone todo el procedimiento de calibracion off-line realizado en
las dos edades de fango y en la segunda parte se muestra el analisis de

sensibilidad desarrollado para cada uno de los experimentos.

4.3.1.1 Procedimiento de calibracion off-line

En esta seccién se exponen todos los ensayos de calibracién off-line. Este
procedimiento esta basado en el desarrollado por Penya-Roja y col., (2002),

al que se le han realizado diversas modificaciones entre las que cabe
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destacar la incorporaciéon de las medidas de la concentracion del polimero

XprHA en el ensayo de las bacterias PAO en condiciones aerobias.

4.3.1.1.1 Bacterias Heterotrofas

Las bacterias heterdtrofas son responsables de la degradacion aerobia y
anoxica del sustrato organico fermentable Sy. Mediante balances
estequiométricos y aplicando las ecuaciones cinéticas que definen estos
procesos, es posible obtener el rendimiento y la velocidad maxima del
crecimiento, la constante de semisaturacion y el factor de reduccion para el

proceso de desnitrificacion realizado por estas bacterias.

a. Rendimiento de las bacterias heterétrofas (Yu)

Por cada unidad de DQO degradada se forma una cantidad Yu de
microorganismos, consumiendo una cantidad igual a 1-Yu de oxigeno. Este
proceso denominado respiracién permite a las bacterias la produccién de
energia. La cantidad de DQO degradada se puede calcular determinando
analiticamente la DQO soluble en el instante inicial del experimento y la

DQO soluble al terminar el registro del consumo de oxigeno disuelto

La metodologia consiste en adicionar una cantidad de agua residual filtrada
(DQO soluble) a un reactor discontinuo de laboratorio con fango activado en
condiciones endégenas. Se anade ademas tiourea en una concentracion de 20
mg/l para inhibir el proceso de nitrificaciéon. Inmediatamente después de la
adicion de sustrato, se inicia el registro de la OUR hasta que su valor se
mantenga practicamente constante. En la Figura 37 se muestran los
resultados obtenidos para los dos TRC. A los valores de la OUR medidos se
le deben restar los correspondientes a la OUR endégena, que se estima a
partir del ajuste de los ultimos puntos de las graficas de la Figura 37. De
esta manera es posible determinar el oxigeno consumido debido

exclusivamente a la degradaciéon de la DQO anadida. La integracién de la
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curva de la evolucion de la velocidad del consumo de oxigeno para cada

estado estacionario desarrollado se muestra en las graficas de la Figura 38.
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Figura 37: Evolucion temporal de OUR.
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Figura 38: Evolucion temporal del oxigeno consumido.
El valor del rendimiento Yu puede estimarse a partir de la ecuacién
siguiente:
DQOdegradada - IOURdt
Y, = Ec. 39
DQOdegradada

En la Tabla 31 se muestran las fracciones de oxigeno consumido, DQO

degradada y el valor del parametro Yu obtenido en cada ensayo.
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Tabla 31: Consumo de oxigeno, DQO degradada y valor de la Yu de cada
TRC estudiado.

TRC 6.5 dias 8 dias
S02 consumido (Mg DQO/N) 12.0 10.4
SF degradada (mg DQO/1) 30.7 25.0
Yu (mg DQO/mg DQO) 0.61 0.58

b. Parametros cinéticos

Para determinar los parametros cinéticos de las bacterias heterdtrofas, se
agregan diferentes cantidades de agua residual filtrada con 0.1 um, de DQO
biodegradable conocida, al fango activado en condiciones enddgenas. Al agua
residual utilizada se afade tiourea en una concentraciéon de 20 mg/l para
inhibir el proceso de nitrificaciéon. La OUR se registra antes de la adicion del

sustrato (OUREnD) y en el momento de la adicién (OURmax).
La OURgnp viene dada por la siguiente expresion:

1_YH SEND
My
YH KF + SEND

OURy;, = Xy Ec. 40

Sexnp es la DQO biodegradable en el reactor asociada a la muerte y lisis de

las bacterias.
La OURMax viene dada por:

1- YH SEND + SAD

OUR,,., = m
A YH ! KF + SEND + SAD

Xy Ec. 41

Sap es la DQO biodegradable anadida.

Si de la ecuacion Ec. 40 se despeja Senp y se reemplaza en la Ec. 41,
OURwMax queda expresada en funcién de puXn y Kr, dado que Yu es conocida.
Ajustando por minimos cuadrados la Ec. 41 a los datos experimentales se
pueden obtener dichos parametros. En la Figura 39 se muestran los datos
experimentales y el ajuste realizado para cada TRC. Cada punto

experimental de estas graficas representa un ensayo en el cual se determina
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la OUR antes de anadir el sustrato biodegradable (OURgxp) y la OUR
posterior a la adicién. La diferencia entre estos dos valores resulta ser la
OUR maxima (OURmax). A medida que la concentraciéon de sustrato
aumenta también lo hace el valor de OURmax hasta alcanzar una zona en la

cual es independiente de la concentracién del sustrato.

OUR,,,, (mg O,/1 d)
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Figura 39: Velocidad de consumo de oxigeno respecto a la concentracion
inicial de sustrato. (e): experimental, (—) ajuste del modelo.

El ajuste de los parametros se realiz6 con el programa MATLAB 7.1
empleando la funcién de minimizaciéon condicionada FMINCON. Esta
funcién permite establecer limites de variaciéon de los parametros. En la
Tabla 32 se presentan los parametros obtenidos como resultado del ajuste de

los datos experimentales.

Tabla 32: Parametros ajustados de la curva de Monod de las bacterias

heterotrofas.
TRC 6.5 dias 8 dias
1-Y,
v puXy  (mgDQO/A) 1784.00 1760.00
Kr (mg DQO/) 1.30 1.1

4.3.1.1.2 Bacterias Autotrofas

Estas bacterias participan en el proceso de nitrificacion empleando la
energia liberada en la oxidacion del ion NH4* a NOs- para llevar a cabo sus

funciones vitales. Dado que son bacterias especificas que actiian sobre un
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sustrato determinado, se considera un rendimiento fijo e igual a 0.24 mg
O/mg N. En este estudio se determinan los parametros cinéticos

Unicamente.

El ensayo es similar al realizado con las bacterias heterétrofas. Se emplea el
mismo fango y se afnaden cantidades conocidas de una soluciéon patrén de

amonio. En este caso se tiene:

_457-Y, Snis

nitrificacion “’AUT AUT
YA KNH4 + SNH4

OUR

Ec. 42

En este caso se considera nula la oxidacion de amonio enddégeno. En la

Figura 40 se observan los datos experimentales y el ajuste logrado.

El ajuste por minimos cuadrados de la Ec. 42 permite obtener los valores de
los parametros recogidos en la Tabla 33. En esta tabla se observa una
importante disminuciéon del término cinético que considera la velocidad
maxima de consumo de oxigeno por nitrificaciéon entre el TRC de 6.5 dias y
el de 8 dias. Este menor valor se justifica por la menor concentraciéon de

amonio en el influente que entra a la planta piloto en el TRC de 8 dias.
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Figura 40: AOUR respecto a la concentracion inicial de Sxus en cada
experimento. (e): experimental, (—) ajuste del modelo.



RESULTADOS 173

Tabla 33: Parametros ajustados de la curva de Monod de las bacterias

autdtrofas.
TRC 6.5 dias 8 dias
457-Y,
T“’AUTXAUT (mgDQO/1d) 270.00 145.71
A
Knns4 (mg N/ 0.20 0.24

4.3.1.1.3 Bacterias PAO

Estos microorganismos participan en el proceso de depuracion de acuerdo al
mecanismo descrito en el apartado 1.4.3. Para la determinacién de los
parametros especificos de este proceso se han llevado a cabo experimentos

en condiciones anaerobias, andxicas y aerobias.

a. Determinacion de los parametros cinéticos qraay Ka

Estos coeficientes caracterizan el proceso anaerobio. El parametro qpna es la
velocidad a la cual estas bacterias toman acidos volatiles de cadena corta y
Ka es la constante de semisaturacién y representa la afinidad existente
entre estas bacterias y el sustrato. Para este experimento se emplea fango
en condiciones enddgenas. Dado que se desea estudiar el comportamiento
anaerobio de las bacterias PAO, debe asegurarse la ausencia total de
aceptores de electrones. Una vez alcanzadas estas condiciones, se anade una
concentracion conocida de acido acético y se registra la disminucién del
contenido del acido en el reactor, empleando una frecuencia de muestreo lo
mas alta posible (entre 2 y 5 minutos). La evoluciéon de dicha concentracién
en el reactor viene dada por la siguiente ecuacion:

ds, S

- _ A X
dt dpya K, +S, PAO Ec. 43

Si se considera el producto qpaaXpao como un Unico parametro es posible
ajustar los datos experimentales obtenidos a la Ec. 43. El ensayo se realiza

tres veces, empleando distintas concentraciones iniciales de acido acético.
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En la Figura 41 se observan los datos experimentales de cada ensayo y el

ajuste por minimos cuadrados obtenido en cada TRC.

TRC = 6.5 dias TRC = 8 dias

120 . . . . . . . 140
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Sa (mg DQO/I d)
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. . . . . - 0 . . > . . !
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t(d) t(d)
Figura 41: Evolucion temporal del acido acético en el ensayo anaerobio.
(¢) Reactor 1, (m) Reactor 2, (A) Reactor 3, (—) ajuste del modelo.

Los resultados del ajuste se muestran en la Tabla 34.

Tabla 34: Parametros de las bacterias PAO en condiciones anaerobias.

TRC 6.5 dias 8 dias
graAXPAO (Mg DQO/I d) 2448.00 2520.00
Ka (mg DQO/) 1.00 1.00

El fango empleado en este ensayo se utiliza posteriormente en la
determinacién de los parametros de las bacterias PAO que caracterizan su

comportamiento aerobio y anoxico.

b. Parametro estequiométrico Ypo«

Este parametro se obtiene a partir de los datos experimentales del apartado
anterior. Se emplea el registro de la concentracién de acido acético, Sa, y la
concentracion de fosforo soluble, Spo4, el cual en condiciones anaerobias es
liberado al medio. Se lleva a cabo un ajuste por minimos cuadrados del
incremento de Spos respecto al consumo de Sa. En la Figura 42 se muestran
los datos experimentales y el ajuste logrado en cada TRC. La pendiente de la
recta obtenida es el parametro Ypos el cual se muestra en la Tabla 35 para

cada edad de fango.
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TRC = 6.5 dias TRC = 8 dias
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ASpos = 0.4572% ASa-1.4367 ASp = 0.3525% ASA-1.7428
R2=0.98 R2=0.99
Figura 42: Fosforo liberado frente a acético consumido

Tabla 35: Parametro Yros
TRC 6.5 dias 8 dias
Yros (mg P/mg DQO) 0.46 0.35

c. Parametros cinéticos que caracterizan el comportamiento aerobio

En estas condiciones, las bacterias PAO crecen, acumulan el fésforo soluble
en forma de polifosfatos (Xpp) y recuperan sus reservas de glucégeno
obteniendo la energia necesaria de las reservas de Xpua acumuladas durante

la fase anaerobia.

El procedimiento experimental se lleva a cabo inmediatamente después de
realizar la experiencia en condiciones anaerobias, dado que en este momento
las bacterias PAO poseen la mayor reserva de Xpua. El procedimiento
consiste en someter a la biomasa a condiciones aerobias y registrar la OUR y
la concentraciéon de fésforo soluble. En este trabajo se introdujo en el
procedimiento la determinacion experimental de la concentracion del
polimero polihidroxialcanoato, Xpua. El experimento en condiciones aerobias
se realiza en forma simultanea con el analisis en condiciones andxicas, para
obtener el factor de reduccién de la desnitrificacion. De esta manera se
aprovecha la informacion experimental y se minimiza el tiempo y esfuerzo

necesarios para realizar la metodologia de calibracion.

120
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1- Medicion de XpuaA

La cuantificacién de la concentracion de Xpua en el fango biolégico se realizd
de acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 3.3. El analisis por
cromatografia gaseosa se realizd6 por triplicado, tanto los estandares
externos como las muestras incégnitas. Con los valores obtenidos se procedid
a calcular el valor medio, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion.
Este ultimo permite eliminar la dimensionalidad de las variables y tiene en
cuenta la proporciéon existente entre la media y la desviacion estandar de

una muestra.

En la Figura 43 se muestran las rectas de calibrado obtenidas para los
compuestos PHB y PHV en los TRC de 6.5 y 8 dias, las cuales presentan un
buen ajuste. Cada valor representa una media de tres lecturas. El
coeficiente de variaciéon obtenido ha sido menor al 3% con lo cual se
considera que la dispersiéon es minima y que el numero de réplicas
realizadas es adecuado. Cada muestra incégnita también fue analizada por
triplicado obteniéndose un coeficiente de variacion inferior al 3% en cada

una de ellas.

En la Figura 44 se presenta un cromatograma en el cual se observa la
intensidad de la sefal respecto al tiempo. Al inicio del mismo aparecen
varias senales debido a la presencia principalmente de cloroformo y de una
pequena concentraciéon de metanol que no se ha separado adecuadamente en
la fase acuosa. Las senales provenientes del metil ester del acido
hidréxibutirico y del acido hidroxivalérico se observan transcurridos 6.93
minutos y 7.86 minutos, respectivamente, desde la inyeccién de la muestra.

La sefnal proveniente del patréon interno se observa luego de 8.65 minutos.
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En la Figura 45 se muestra la evolucion de las concentraciones de PHB,
PHV y Xpua en los ensayos de calibracién off-line de las bacterias PAO en
condiciones aerobias. El polimero Xpaa se encuentra principalmente en
forma de PHB. El influente que alimenta a la planta piloto contiene como
fuente principal de AGV al acido acético. Este compuesto genera una mayor
produccion de PHB respecto a PHV cuando es consumido por las bacterias
PAO (Pijuan y col., 2004). Se observa que la concentraciéon del polimero PHV
presenta una menor variaciéon durante el ensayo respecto a la variacion del

polimero PHB.

El contenido del polimero Xpua resulta de sumar la concentraciéon de PHB y
PHYV. Es posible observar en la Figura 45 que el contenido de Xpna tiende a
un valor minimo al final de cada experimento. Esto puede deberse a la
necesidad biolégica de mantener una reserva para suplir los requisitos

energéticos del mantenimiento celular.

De acuerdo a los resultados obtenidos la concentracion del polimero Xpha
describe un comportamiento diferente al propuesto por el modelo BNRM1.
El modelo considera que la velocidad de los procesos de las bacterias PAO en
condiciones aerobias estd controlada por la siguiente funcién “switch” de

semisaturacion:

XPHA

PAO

X PHA

I<PHA + PAO
El modelo BNRM1 predice el consumo total de las reservas de Xpua en la
etapa aerobia y por lo tanto, la velocidad de consumo de oxigeno y la
acumulacion de fésforo soluble se detiene cuando la reserva de Xpua en el
fango biologico es nula. Sin embargo, se ha observado que las bacterias no
agotan este polimero, una pequena proporciéon del mismo permanece sin

consumir.
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Figura 45: Concentracion de Xpua, PHB y PHV en los ensayos de
calibracidén de las bacterias PAO en condiciones aerobias.

Si bien para una correcta representaciéon de la curva de Xpua se deberia
considerar una concentracién minima remanente, en este trabajo de
investigacion se pretende calibrar el modelo BNRMI1. Por esta razon,
Unicamente se tendra en cuenta la parte inicial de la curva de Xpua en la
cual se produce la mayor disminucién del polimero en el ensayo aerobio. En
el procedimiento de calibracion de las bacterias PAO aerobias se
desestimara el conjunto de datos que describe un comportamiento estable

del polimero XpHa.

2- Determinacion de los parametros cinéticos

El modelo BNRM1 asume que las bacterias PAO utilizan una parte del
oxigeno consumido para generar biomasa y otra para recuperar las reservas
de Xpp. La velocidad de acumulacién de fésforo viene dada por:

XPHA (KMAXXPAO - XPP)

P =pp Xpa0 Ec. 44
(KpaXpao + Xppa) (KippXpao + KyaxXpao = Xpp)
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y la velocidad a la cual se produce el crecimiento bacteriano viene descrita

por la siguiente ecuacién:

XPHA

2 = Mpao PAO
KopiaXpao + Xpma

p Ec. 45

Estas dos ecuaciones permiten describir la velocidad de utilizacion de Xpua y

el consumo de oxigeno en un reactor discontinuo de tanque agitado.
Velocidad de utilizaciéon de Xpna:

dX 1
%:_ PHA pl_Yipz Ec. 46

PAO

Consumo de oxigeno:

dSOZ imienty 1
crecimiento 1—
dt YPAO pz EC. 47
dS almacenamiento
= ldt = pHA P1 Ec. 48

De esta manera el consumo total de oxigeno es:

ds

02 crecimiento

dS dSOZ almacenamiento EC 49
dt dt dt |

O2registrado __

El rendimiento Ypua, establece la cantidad de Xpua utilizado por unidad de
fosforo acumulado y coincide con la proporcién de oxigeno consumido por
unidad de fésforo acumulado. El valor que se ha empleado para este

parametro es el propuesto por el modelo BNRM1, Ypua = 0.2 mg DQO/mg P.

La metodologia empleada para identificar los parametros es similar a la
aplicada en los ensayos anteriores. Se realiza un ajuste de los parametros
mediante la minimizacién de la suma del error cuadratico entre los datos
experimentales de la OUR, el fésforo soluble Spos y el polimero Xpua y las

ecuaciones del modelo que describen el comportamiento de estas variables
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(Ec. 44, Ec. 46 y Ec. 49). En la Figura 46 se muestra el ajuste realizado a los
datos experimentales del ensayo aerobio. Se observa que el modelo
representa en forma adecuada el comportamiento experimental de las

bacterias PAO en condiciones aerobias.
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Figura 46: Comportamiento aerobio de las bacterias PAO. (o) Datos
experimentales, (-) ajuste del modelo.
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En la Tabla 36 se exponen los parametros calibrados en este ensayo. Si bien
se ha obtenido el mismo valor del rendimiento Ypao, el resto de parametros

muestra un ligero incremento entre el TRC de 6.5 dias y el de 8 dias.

Tabla 36: Parametros cinéticos de las bacterias PAO en condiciones

aerobias.

TRC 6.5 dias 8 dias

Yrao (mg DQO/mg DQO) 0.79 0.79
upao Xpao (mg DQO/1 d) 1836.07 1890.00

Kpua Xpao (mg DQO/N) 47.26 49.56
grp Xpao (mg P/1 d) 2067.20 2100.00

Kipp Xpao (mg P/ 17.54 18.06
Kwmax Xpao (mg P/1) 224.40 228.20

4.3.1.1.4 Tratamiento global de la informacién

Se observa que con la metodologia seguida es posible obtener los parametros
estequiométricos de cada tipo de bacteria y los parametros cinéticos
asociados a la concentracion de biomasa. Un tratamiento global de la
informacién permite determinar las velocidades de crecimiento especificas y
las de muerte celular. Para realizar dicho trabajo se asume que el consumo
de oxigeno se debe exclusivamente al consumo de sustrato. Este proviene del
agua residual (incluidas las reservas intracelulares) y de la lisis de los

microorganismos (Penya-Roja y col., 2002).
La ecuacién siguiente expresa el consumo de oxigeno exdégeno:

1-Y, Sy A5TYun Sy

OUReXé ena My H' Haur XAUT+

y YH SF + KF YAUT SNH4 + KNH4

X X
Y Kyax — % AL Ec. 50
PAO +Y q PAO PAO X
% Mpao ™ Ypuadpe X X PAO
PAO KIPP + KMAX - IV KPHA +0
XPAO XPAO

Si en un sistema existen aceptores de electrones y la biomasa esta en estado
estacionario, se asume que la muerte de los microorganismos y posterior
degradaciéon de los mismos se produce en forma inmediata, sin que se

produzca ninguna variacién de la concentracion del sustrato presente. La
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técnica de calibracion permite hacer uso de esta teoria ya que los cambios
que se pueden producir en la biomasa son insignificantes dado el pequefio
intervalo de tiempo que se necesita para hacer cada uno de los ensayos de la

calibracién.

Al considerar que todos los microorganismos muertos se convierten
inmediatamente en sustrato, la velocidad de consumo de oxigeno endbégeno

puede expresarse mediante la siguiente ecuacion:
OURendsgena = (buXn + baur Xaur + brao Xpao) (1-fx)(1-Yn) Ec. 51

El valor del parametro fx1 (fraccion de DQO inerte generada por la lisis de la
biomasa) se ha considerado 0.1, valor propuesto por el modelo BNRMI.
Ademas debe considerarse que la suma de las especies particuladas debe ser
1igual a la DQO total del fango endégeno, la cual viene dada por la siguiente

expresion:

X =X, (1+ £, TRC b, )+ X, s (1+ £, TRC b, ;1 )+
TRC Ec. 52

HRT

Tcalculada

Xpao (1 +1,TRC bPAO)+ Xiine

Con el tratamiento global de la informacién descrito es posible identificar los
valores de estos parametros cinéticos y las diferentes fracciones de biomasa:
uu, ba, XH, paur, baur, Xaur, peao, brao, Xpao, qer, Kmax, Kipp, Kpua, Yrao y
geua. La rutina de calculo empleada en esta tesis se basa en el
procedimiento propuesto por Garcia-Usach (2002), con algunas

modificaciones. A continuacién se detalla el algoritmo empleado:

1- El intervalo de variacién de la concentraciéon de biomasa activa en el

sistema esta dado por:
0<XBromasa<(DQOranco — X1 TRC/TRH), Ec. 53

con Xgiomasa = XAuT+Xu+Xpao.

2- Calculo del limite maximo de la concentracién de Xpao, para lo cual se
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debe calcular el valor mimino de Xu y el de Xaur:

Yinn Ec. 54

= Y B max

XH MIN = i miN (1

Ruvw €S el parametro cinético obtenido en el procedimiento de

calibracion off-line de las bacterias heterdtrofas, MIN: indica minimo.
Este corresponde al valor del parametro calibrado menos una
desviacion estandar, el cual se obtiene del algoritmo de minimizacion
del error. pu max es el valor maximo del intervalo de variacion
considerado para pu. Ya min es el limite minimo de variacion de Yg, el
cual debido al error experimental del método se considera que es un
10% menor a Yu. De la misma forma se ha procedido para obtener

Yaur Ec. 55

XAUT MIN: XAUT MIN =P AuTMIN
(4.57 = Y \ur) M aurmax

De esta manera XpPAOMAX se obtiene considerando
XpPAOMAX=XBIOMASA—XH MIN—XAUT MIN.

Considerar un rango de variaciéon en los siguientes parametros el cual
se ha determinado a partir de datos publicados en la bibliografia y de
los valores propuestos por el modelo BNRM1: uy, K¢, bu, pavur, baur,
Kxn4, Hpao, brao, gep, Kmax, Kipp, Yrao, Kprua, qrHA ¥ Ka. Se consideran

ademas los intervalos de variacién de ft,; y [,,; , intervalos obtenidos

del procedimiento de calibracion off-line, de las bacterias heterdtrofas
y autoétrofas, respectivamente, y el intervalo de variacién de Xpao (O -
Xpaomax) calculado en el punto 2. De esta manera se tiene un conjunto
de 18 parametros.

Se pretende encontrar un conjunto de valores de estos parametros
que permitan obtener un minimo global en el intervalo de variacion
de los mismos. Para esto se ha considerado apropiada la técnica de
muestreo hipercubo latino, el cual genera un muestreo aleatorio y

uniforme a lo largo de cada dimensién. Para la implementacién de
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este algoritmo se empled la funcién lhsdesign.m de MATLAB 7.1. Las

etapas seguidas se mencionan a continuacion:

a-

Se divide el intervalo de variacion de cada uno de los 18
parametros en N partes iguales formandose una malla de N*18
hipercubos. Se eligen aleatoriamente N hipercubos con el
requisito de que para cada subintervalo de cada parametro hay
un unico hipercubo seleccionado. Por ultimo, en cada hipercubo
se elige aleatoriamente un punto en él. De esta manera el
algoritmo genera N muestras, cada una de las cuales contiene
un valor de cada uno de los 18 parametros. Este algoritmo se
puede repetir varias veces obteniendo un conjunto M de
muestras. Por ejemplo, si se divide el intervalo de variacién de
cada parametro en 100 partes iguales y se repite el algoritmo
1000 veces se genera un conjunto M=100*1000 de muestras
(100000). Este muestreo aleatorio permite reducir el conjunto
de valores de 1008 a 100000 las cuales estan uniformemente
distribuidas en todo el espacio muestreal.

Del punto a) se obtiene un conjunto M de muestras 1: i, Kgi,
bui, pauti, bauri, Knuai, Hpaoi, braoi, qprpi, Kmaxi, Kippi, Yraoi, Kpnai,

qpHAi, Kai, Wy, ¥V Haur Y Xpao i con i=1..M. Con cada una de

estas muestras se procede de la siguiente manera: se calcula
Xmi a partir de los datos de la muestra i1, empleando la

siguiente ecuacion:

~ Y,
Xy =Bui 7w v Ec. 56
(1-Yy) ny;
XauTi se obtiene con la siguiente ecuacion:
Y
X i =Tl AUT Ec. 57
aurs =Ha (4.57 =Y \ur) Hauri

Se calcula el error entre los datos experimentales y las Ec. 50,
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Ec. 51 y Ec. 52, incorporando ademéas en la funcién de
minimizacién el error entre los parametros obtenidos del
procedimiento de calibracion off-line y los parametros cinéticos
obtenidos a partir de la muestra 1.

c- Del conjunto M de errores obtenidos se calcula el minimo. La
muestra 1 que da el minimo error se emplea como condicién
inicial para realizar un procedimiento de minimizacién con la
funcion FMINCON.m y de esta manera localizar el minimo

global.

Para la implementacion de este algoritmo se consider6é adecuado dividir el
intervalo de variacion de los parametros en 20 partes, y repetir el
procedimiento 1000 veces, obteniéndose un conjunto de muestras M=20000.
Los parametros obtenidos con este procedimiento se muestran junto con el

resto de parametros calibrados en la Tabla 44.

4.3.1.1.5 Factores de eficacia en la desnitrificacion

Las bacterias PAO y las heterétrofas son capaces de realizar sus funciones
vitales en condiciones anoxicas, es decir empleando como aceptor final de
electrones el 16n NOs, el cual se transforma en Na. Sin embargo, este
proceso presenta una velocidad menor respecto a las mismas funciones
realizadas en condiciones aerobias. Ademas, s6lo una parte de la poblacion
bacteriana puede llevar a cabo estos procesos en condiciones anodxicas. Por
esta razon se emplea un factor de eficacia para representar la pérdida de
velocidad del proceso. A continuacién se detalla el procedimiento de calculo
del factor de eficacia para las bacterias PAO (npao y npp) y el correspondiente

a las bacterias heterotrofas (nn).
a. Factor nraoy npp

El parametro npp representa la reduccion en eficacia del proceso de

acumulacion de féosforo que realizan las bacterias PAO en condiciones
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anodxicas respecto al mismo proceso en condiciones aerobias. Para obtener
dicho factor se divide el fango en dos partes y se somete una porcidon a
condiciones anoxicas y la otra a condiciones aerobias. Se sigue la evolucion
de la concentracion del fosforo soluble, Spos, en los dos y se determina la
velocidad inicial de consumo de nitratos y oxigeno. En este experimento se
emplea el fango bioldgico utilizado en condiciones anaerobias. Las bacterias
PAO de este licor mezcla han liberado todo el fésforo y poseen una gran
reserva de Xpua. La velocidad inicial de consumo de oxigeno se obtiene de los

datos de OUR recogidos en la seccion 4.3.1.1.3.c.

La disminucién de la concentracion de fésforo en las dos condiciones de
trabajo se muestra en la Figura 47. De ambas curvas se calcula la velocidad

inicial de consumo de fésforo, las cuales se muestran en la Tabla 37.
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Figura 47: Concentracion de Sr en el reactor anéxico y aerobio.

Tabla 37: Velocidad inicial de consumo de fésforo en condiciones anoéxicas
y aerobias.

TRC 6.5 dias 8 dias
(-dSro4/dt)ansxica (mg P/1 min) 0.3291 0.2038
(-dSpro4/dt)aerohia (mg P/l min) 0.6913 0.4438

Para expresar estas velocidades en unidades de oxigeno, se multiplican cada

una de ellas por el rendimiento Ypua=0.20 mg O/mgP, obteniéndose:
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Tabla 38: Velocidad inicial de consumo de f6sforo anéxica y aerobia en
unidades de oxigeno.

TRC 6.5 dias 8 dias
(-dSpo4/dt)ansxica (mg O/1 min) 0.0658 0.0408
(-dSpo4/dt)aerohia (mg O/l min) 0.1383 0.0888

El parametro npp se obtiene del cociente entre la velocidad en condiciones

anoxicas respecto a las aerobias, resultando los siguientes valores:

Tabla 39: Parametro nep

TRC

6.5 dias

8 dias

npPP

0.48

0.46

El parametro npao representa la eficacia del crecimiento en condiciones

anoxicas respecto al que se produce en condiciones aerobias. Para su

determinacion es necesario conocer las velocidades iniciales del consumo de

Snos vy de oxigeno. Este dltimo valor se obtiene del ensayo aerobio de las

bacterias PAO. En la Figura 48 se muestra la evolucion de la concentracién

de nitratos, Snos, en unidades de oxigeno, para lo cual se multiplica cada

valor de Snos por el factor 2.86 mgO/mgN. De cada grafica se obtiene la

velocidad de consumo de Snos inicial en unidades de oxigeno, lo cual se

muestra en la Tabla 40.
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Figura 48: Evoluciéon de S~o; en el proceso de desnitrificacion de las
bacterias PAO.
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Tabla 40: Velocidad inicial total de consumo de nitratos y oxigeno.

TRC 6.5 dias 8 dias
(-dSno3/dt 2.86):0tal (mg O/1 min) 0.1683 0.1549
(-dSo/dt)totar (mg O/1 min) 0.5238 0.4555

El parametro npao se calcula de la relacién entre el consumo de nitrato y

oxigeno debido tinicamente al crecimiento:

Tabla 41: Parametro npao
6.5 dias
(0.1683 -0.0658)/(0.5238-0.1383)=0.27

TRC

MPAO

8 dias
(0.1549-0.0408)/(0.4555-0.0888)=0.31

b. Factor nu de las bacterias heterotrofas

Al igual que las bacterias PAO, este parametro se obtiene sometiendo el
fango biolégico a dos condiciones de trabajo: aerobias y andxicas. Se realizan
ambas experiencias en paralelo. La velocidad de consumo inicial de nitrato
se obtiene ajustando a una recta los primeros puntos de la evoluciéon de la
concentracion Snos. La velocidad inicial de consumo de oxigeno se obtiene de
los datos de la OUR de la determinaciéon experimental del parametro Yg,
puesto que el fango y el sustrato es el mismo en ambos ensayos. En la
Figura 49 se observa la variaciéon de Snos respecto al tiempo para cada TRC

analizado.
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Figura 49: Evolucion de Sxos respecto al tiempo.
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Los valores de las velocidades iniciales se recogen en la Tabla 42.
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Tabla 42: Velocidades iniciales de consumo de Snos en el proceso de

desnitrificacion de las bacterias heterotrofas.

TRC 6.5 dias 8 dias
(-dSnos/dt 2.86) (mg O/l min) 0.1620 0.1800
(-dSo/dt) (mg O/l min) 1.2694 0.9243

El valor de nu se obtiene de la relacion entre ambas velocidades:

Tabla 43: Parametro nu

TRC

6.5 dias

8 dias

NH

0.13

0.19

4.3.1.1.6 Resultados de la calibracion del modelo BNRM1

Con la determinacién de los factores de eficacia finaliza el proceso de
calibracién del modelo BNRM1 por medio de ensayos de laboratorio off-line.

En la Tabla 44 se muestran los valores de todos los parametros

estequiométricos y cinéticos obtenidos.

Tabla 44: Parametros calibrados mediante ensayos off-line.

Parametros TRC = 6.5 dias | TRC = 8 dias
Yu (mgDQO/mgDQO) 0.61 0.58
Bacterias ur (d 1) 2.00 2.08
Heterétrofas uL: 0.13 0.19
br (d -1) 0.40 0.40
Kr (mgDQO/1) 1.30 1.10
. paur (d 1) 1.30 1.20
flfg&]g?;s baur (d ) 0.20 0.20
Knus (mgN/D) 0.20 0.24
Yrao (mgDQO/mgDQO) 0.79 0.79
Yro4 (mgP/mgDQO) 0.46 0.35
upao (d 1) 2.70 2.70
graa (mgDQO/mgDQO d-1) 3.60 3.60
gep (mgP/mgO d 1) 3.04 3.00
Bacterias bpao (d 1) 0.20 0.20
PAO Ka (mg DQO/) 1.00 1.00
Kpua (mgO/mg0O) 0.070 0.071
Kmax (mgP/mgO) 0.33 0.33
Kipp (mgP/mgO) 0.026 0.026
TPAO 0.27 0.31
i 0.48 0.46
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4.3.1.1.7 Simulacion del comportamiento de la Planta Piloto

El procedimiento de simulacién de la planta de aguas, empleando los
parametros calibrados mediante ensayos off-line, permite comprobar la
calidad de los parametros obtenidos. El comportamiento del proceso ha sido

simulado empleando el programa DESASS (Ferrer y col., 2008).

DESASS (“Desing and Simulation of Activated Sludge Systems”) es un
programa de simulacion desarrollado por el grupo de investigacion
CALAGUA. Consiste en un simulador de estaciones depuradoras de aguas
residuales configurado en un entorno Windows, disenado y optimizado para:
1) la investigacion de los procesos de eliminaciéon de materia organica y
nutrientes, 1i) el entrenamiento de personal, iii) propositos educativos y 1v)
el diseno de una EDAR. El programa tiene implementado un algoritmo de

modelacion matematica basado en el modelo BNRM1.

El procedimiento consiste en introducir al simulador la configuracion de la
planta piloto, las caracteristicas del influente y el valor de los parametros
estequiométricos y cinéticos de cada uno de los grupos de microorganismos
presentes. El conjunto restante de parametros no calibrados mediante
ensayos especificos toman los valores propuestos por el modelo BNRM1,
recogidos principalmente de la bibliografia. Sin embargo, en algunos casos
se considera necesario un ajuste manual de estos parametros para lograr un
mejor resultado en la simulacién de la planta piloto. Una vez el programa
converge a una solucién, se comparan los valores predichos por el modelo
con los experimentales. Una gran similitud entre ambos permite asumir que

se ha realizado un procedimiento adecuado de calibracién de parametros.

El esquema de la planta piloto empleado en esta etapa del trabajo ha sido el
Esquema de operacién 1 (ver apartado 3.1.1), y los datos de la planta se

encuentran detallados en la Tabla 19 (pag. 122).
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a. Caracterizacion del influente

Conforme a los resultados obtenidos en la seccion 4.2 cada una de las
fracciones de materia organica se determinan por el método fisico-quimico

con un tamano de filtro de 0.1 um.

Las concentraciones de fésforo y acido acético en el influente de la planta
piloto se incrementan mediante la adicién de una disolucién. Por lo tanto el
contenido de la fraccion de acidos grasos volatiles y fosforo es la suma del
contenido de estos compuestos en el influente y en la disolucién. En la Tabla
20 y en la Tabla 21 se detallan todas las analiticas realizadas en la
caracterizaciéon exhaustiva del influente. En la Tabla 45 se recogen los
valores medios de las concentraciones del influente tras la adiciéon de la

disolucidn.

Tabla 45: Valores medios de la caracterizacion del influente.

TRC =6.5 dias | TRC = 8 dias

Sr (mg DQO/1) 35 40
Sa (mg DQO/M) 131 128
St (mg DQO/) 23 22
Xs (mg DQO/I) 230 173
X1 (mg DQO/) 79 63

Sros4 (mg P/1) 9.4 13.0
S (mg N/I) 30.1 26.4
Snos (mg N/1) 0.2 0.0

En el programa de simulacién se introducen las caracteristicas del influente
de la planta de aguas recogidos en la Tabla 45, y se aplican las ecuaciones
de continuidad para cada uno de los componentes siguiendo la matriz
definida en la Tabla 3 (pag. 53). Para ello, es necesario conocer los factores
de conversién que se calculan de los datos experimentales. Estos factores se

recogen en la siguiente tabla.
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Tabla 46: Factores de conversion empleados en la simulacion de la planta

piloto.
Valores
Pardmetro | Definicién | Unidades | TRC=6.5 dias | TRC=8 dias
Nitrégeno
N sI N en la fraccién St gN/g0 0.015 0.043
IN SF N en la fraccién Sr gN/g0 0.020 0.027
INXI N en la fraccién Xi gN/g0 0.072 0.054
IN XS N en la fraccién Xs gN/gO 0.023 0.009
IN BM N en la biomasa gN/gO 0.070 0.070
Fésforo
Ipst P en la fraccién St gP/gO 0 0
Ipsr P en la fraccién Sr gP/gO 0.002 0.001
Irx1 P en la fraccién X1 gP/gO 0.008 0.030
Ipxs P en la fraccién Xs gP/g0O 0.007 0.010
IpBM P en la biomasa gP/g0O 0.020 0.020
Carbono
Icst C en la fraccién Sy gC/g0O 0.020 0.020
Icsr C en la fraccién Sy gC/gO 0.020 0.020
Icxt C en la fraccion Xi gC/gO 0.020 0.020
Icxs C en la fraccién Xs gC/g0 0.020 0.020
IcBMm C en la biomasa gC/gO 0.020 0.020
Solidos Suspendidos Totales
Isstxt SST en la fracciéon X1 | gSST/gO 0.690 0.450
IssTxs SST en la fracciéon Xs | gSST/gO 0.580 0.590
IssreMm SST en la biomasa gSST/gO 0.465 0.475

b. Resultados de la Simulacion

Los valores de los parametros cinéticos y estequiométricos para los
microorganismos presentes en el sistema empleados en la simulacion de la

planta piloto son los detallados en la Tabla 44.

Durante el procedimiento de simulacion se observé que el contenido en DQO
de los reactores predichos por el modelo, considerando el valor de la X1 de la
caracterizacion del influente, eran notablemente superiores a los
experimentales. Para lograr valores similares fue necesario disminuir el
valor de la componente Xi. En el TRC de 6.5 dias se emple6 un valor de X; =
55 mg DQO/1 y en el TRC de 8 dias el valor fue X; = 46 mg DQO/L. El
contenido de materia organica biodegradable se obtiene con el método de la
DBO, en el cual se coloca una muestra de agua residual con una pequena
alicuota de fango y se agita permanentemente durante 20 dias. Esta

agitacién es menos intensa que las fuerzas mecanicas que sufre el fango
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cuando pasa a través de las bombas y las conducciones en la planta. Estas
fuerzas mecanicas pueden degradar una parte de esa fraccibon X
transformandola en materia organica lentamente biodegradable que sera

consumida por la biomasa después de la etapa de hidrélisis.

Los resultados de la simulacion con el programa DESASS, para cada uno de
los estudios realizados, se recogen en la Tabla 47 y Tabla 48. También se
incluyen los valores experimentales obtenidos en la caracterizacion de todas

las etapas de la planta piloto.

Tabla 47: Valores experimentales y simulados correspondientes a TRC =

6.5 dias.
Reactor Reactor Reactor Efluente
Anaerobio Anodxico Aerobio

Exp. Sim. Exp. Sim. Exp. Sim. Exp. Sim.

DQOroraL (mg DQO/L) | 2581 2584 | 3669 3664 3651 3611 58 48
DQOsoL (mg DQO/L) 23 25
SST (mg SST /1) 2346 | 2245 3352 3322 3331 3331 23 21
SSV (mg SST /1) 1682 1654 | 2390 | 2453 | 2375 2463 14 16
Spos4 (mgP/L) 23.7 22.5 9.6 9.9 0.0 0.0 0.0 0.0
SnH4 (MmgN/L) 17.2 16.7 9.6 9.2 <0.1 0.1 <0.1 0.1
Snos (mg N/L) 0.0 0.0 0.0 0.1 6.6 6.7 6.6 6.7
NrsoL (mg N/L) 18.4 17.8 11.0 10.3 8.0 7.1 7.4 7.1
Nror (mg N/L) 8.5 8.7
AGV (mg DQO/L) 6.3 16.5 3.1 0.1 0 0.0 0 0.0

Tabla 48: Valores experimentales y simulados correspondientes a TRC =8

dias.
Reactor. Rea}ct'or Reactor Aerobio Efluente
Anaerobio Anoéxico
Exp. Sim. Exp. Sim. Exp. Sim. Exp. Sim.
DQOroraL (mg

DQO/L) 2520 2520 3625 3655 3570 3607 41 53
DQOsoL (img DQO/L) 21 25
SST (mg SST /1) 2231 2226 3361 3369 3257 3380 26 26
SSV (mg SST /1) 1598 1541 2354 2340 2296 2351 14 18
Spo4 (mgP/L) 25.5 25.2 11.4 12.6 2.1 2.3 2.1 2.3
Snu4 (mgN/L) 11.6 14.6 5.1 7.6 0.2 0.0 0.2 0.0
Snos (mg N/L) 0.0 0.0 0.5 0.1 5.0 5.0 5.1 5.0
NrsoL (mg N/L) 12.4 16.5 6.0 9.3 6.0 6.1 6.1 6.1
Nror (mg N/L) 8.6 7.8
AGV (mg DQO/L) 0.0 14.1 0.0 0.1 0.5 0.0 0.0 0.0
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Como puede observarse en las tablas anteriores, el proceso de simulacién ha
permitido reproducir los valores experimentales de las distintas etapas del
proceso con un buen grado de exactitud. Sin embargo, en ambos casos se
observa que el valor de AGV simulado es superior al valor experimental
obtenido en el reactor anaerobio, lo cual puede indicar un problema de
ajuste de los parametros no calibrados en los ensayos especificos en el

laboratorio.

4.3.1.2 Anadlisis de Sensibilidad de los ensayos de calibracion

off-line

El analisis de sensibilidad permite estudiar en qué intervalo del
experimento los parametros muestran mayor influencia en la respuesta del
modelo. De esta manera, el resultado del analisis puede emplearse para
mejorar la identificabilidad de cada parametro. Para esto se lleva a cabo un
aumento de la frecuencia del muestreo en el intervalo del experimento

donde cada parametro presente mayor sensibilidad.

El analisis de sensibilidad se realiz6 en cada uno de los ensayos de

calibraciéon. A continuacion se presentan los resultados de este analisis.

4.3.1.2.1 Bacterias heterotrofas

El ensayo de calibracion de los parametros cinéticos de las bacterias
heterétrofas considera la relacién entre la OUR exdégena y la concentracion
de sustrato rapidamente biodegradable que describe la Ec. 41 (pag. 170). El
analisis de sensibilidad que se implementa es estatico puesto que el tiempo

no esta involucrado en el ensayo (Marsilli-Libelli y col., 2001).

El procedimiento consiste en calcular las derivadas parciales de la OUR
respecto a cada parametro que se calibra en el ensayo. Estas derivadas se
emplean para el calculo de la sensibilidad a través de la Ec. 11 (pag. 73). A

continuacién se muestran las ecuaciones obtenidas:
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0OUR _ Sk Ty nom Ee. 58
oy Ki+S; OUR, '

con Iy :ﬂuHXH. Sr representa (San+Sgnp) en el ensayo.

H

8OUR: - SF KFNOM EC 59

K, P (K, +S; ) OUR oy

Para el calculo de estas ecuaciones se emplearon los valores obtenidos en el
procedimiento de calibracién de los parametros. Se consideré como OURNom
el valor maximo de la OUR en el ensayo. Los valores nominales de Kr nom ¥

Munow S€ tomaron de los parametros calibrados en este experimento. Las

curvas obtenidas se muestran en la Figura 50.
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Figura 50: Sensibilidad de los parametros {i;(..) y Kr (-) frente a la
concentracion de sustrato.

En la Figura 50 se observa que una variacién positiva del pardmetro [,
tiene un efecto positivo en la velocidad de consumo de oxigeno, dado que el
valor de la sensibilidad es superior a cero en todo el rango de variaciéon del
sustrato. Del analisis realizado en ambos TRC se puede establecer que este
parametro tiene una mayor influencia a altas concentraciones y que por lo
tanto para lograr una mejor identificacién del parametro [, se debe
acentuar el muestreo en esta zona. El parametro Kr tiene un efecto negativo

respecto a la OUR. La mayor influencia de este parametro ocurre en el
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intervalo en el cual la concentracion del sustrato se aproxima al valor de Kr.
Por lo tanto en este intervalo debe aumentarse el muestreo para lograr una

mejor identificacion de la constante de semisaturacion.

La sensibilidad de estos parametros describe un comportamiento similar en
ambos TRC, lo cual se debe a 1) una similitud entre los parametros de las
bacterias heterétrofas obtenidos en cada edad de fango y i1) que el calculo de

la sensibilidad incorpora el valor nominal del parametro y de la variable.

4.3.1.2.2 Bacterias autotrofas

El procedimiento empleado para el calculo de las sensibilidades es similar al
realizado en el apartado anterior. Las sensibilidades obtenidas se muestran

a continuacion:

aOUR _ S NH4 ﬁ AUT NOM

Ec. 60
O aur  Kyug + Sy OUR o
457-Y
con = % A Haur X aur
A
0OUR S K \uanom
~, = N Ec. 61
K T (K e + Saia ) OUR (o

Para el calculo de estas ecuaciones se emplearon los valores obtenidos en el
procedimiento de calibracion de los parametros de las bacterias autétrofas.
El valor maximo de la OUR en el ensayo se consideré como valor de la
OURnNowm y los valores de los parametros calibrados en el ensayo se tomaron

como Knus NoM ¥ H.urvom- En la Figura 51 se muestran las curvas de

sensibilidad obtenidas para las bacterias autétrofas. El comportamiento es

similar a las graficas de la Figura 50. El pardmetro [, presenta una zona

de mayor sensibilidad a altas concentraciones de Snus4 y la constante de

semisaturacion Knus es mas sensible cuando la concentraciéon de Snmus se
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aproxima al valor de este parametro. En este analisis también se observa un

comportamiento similar entre las curvas de ambos TRC.

TRC = 6.5 dias TRC = 8 dias

0.8F 081

..........
aaaaa
o >
- -

.".
06 1 06 7

04f / 1 0.4f
!

i
i
0.2 b 0.2}!
! i
i

ok i L i
-0.2 \/ 0.2 \//
0.4 . . . . . 04 . . .

0 0.5 1 1.5 2 25 3 0 0.5 1 1.5

Syynq (Mg NI Syyuq (Mg N/T)
Figura 51: Sensibilidad de los parametros {{,;(..) y Knus (-) frente a la

concentracion de Snua.
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4.3.1.2.3 Bacterias PAO

Los ensayos de calibracion de los parametros caracteristicos de estas
bacterias estan descritos por ecuaciones diferenciales dinamicas, es decir
involucran el tiempo. Por esta razoén, el analisis se realiza mediante el

calculo de las funciones de sensibilidad empleando la Ec. 14 (pag. 74).

a. Experimento de calibracion en condiciones anaerobias

El proceso anaerobio de las bacterias PAO esta representado por una
ecuacion diferencial. De esta manera el calculo de la funcién de sensibilidad

resulta relativamente sencillo. Si se considera que:

ds,
dt

— Sa

_f(SA:KA:qPHAXPAo):_qPHAXPAo m Ec. 62

Empleando la Ec. 14 se tiene:



RESULTADOS 199

Sy () of | of
PHA“*PAO — S A
dt 8SA SanoMm qPHAXPAO( )+ aqPHA)iPAO EC. 63
dsy (t)  of S of
A — S A t
T o () Ec. 64

A SANOM aKA
Las derivadas parciales de f respecto a Sa, qpaaXra0o v Ka se reemplazan en
las ecuaciones anteriores para obtener finalmente las funciones de
sensibilidad. El ultimo paso consiste en afectar a estas funciones por los
valores nominales de la variable y los parametros. En este caso se considerd
Sa nom el valor maximo de Sa en el ensayo. Ka nom y qraAXPAO NOM Se
tomaron los valores calibrados en el ensayo. Las ecuaciones diferenciales de
las funciones de sensibilidad se resolvieron con la funcion ODE45.m de

Matlab considerando que S}* , (0)=0y S} (0)=0.

drraXpao

Las funciones de sensibilidad del ensayo anaerobio se muestran en la Figura
52. El parametro Ka tiene un efecto positivo en la variable Sa, mientras que
el parametro qpuaXpao describe un efecto negativo. La constante de
semisaturacion es mas sensible en la zona donde la concentracion de Sa se
hace minima en el ensayo, es decir donde Sa tiende al valor de la constante
Ka. Esto indica la necesidad de realizar un muestreo exhaustivo en el
periodo final del ensayo para lograr una identificacion adecuada de Ka. El
parametro qpaaXpao, que determina la velocidad de toma de acido acético, es
mas sensible en la zona intermedia del ensayo. En este periodo se produce la
mayor velocidad de consumo de acético. De los dos parametros, qpaaXpao es
notablemente mas sensible puesto que, su funcion de sensibilidad alcanza

un mayor valor absoluto que la funciéon de sensibilidad del parametro Ka.

En este analisis de sensibilidad, de la misma forma que en el analisis
realizado a los ensayos de Monod de las bacterias autétrofas y heterétrofas,

también se observa un comportamiento similar entre las curvas de ambos

TRC.
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Figura 52: Funciones de sensibilidad de las bacterias PAO en condiciones
anaerobias.

En el ensayo de calibracién en condiciones anaerobias se determina ademas
el parametro Ypos que representa la proporcién de fésforo liberado por
unidad de DQO consumida de acido acético. Este parametro se calcula
mediante el ajuste lineal del incremento de la concentracién de fésforo
soluble en condiciones anaerobias frente al consumo de acido acético. Los
valores que tienen un gran peso en el calculo de este parametro son los
correspondientes al intervalo del experimento donde se produce una mayor
velocidad de consumo de acido acético e incremento del fosforo liberado. En
este intervalo el parametro qpraXpao muestra mayor sensibilidad y conviene

elevar la frecuencia del muestreo para lograr una mejor identificabilidad del

parametro Ypoa.
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b. Experimento de calibracion en condiciones aerobias

El proceso biolégico de las bacterias PAO en condiciones aerobias esta
descrito por tres ecuaciones diferenciales (Ec. 44, Ec. 46 y Ec. 49, pag. 179 y
180) que involucran 7 parametros. La Ec. 14 (pag. 74) y la Ec. 15 (pag. 75) se

han implementado para calcular las funciones de sensibilidad.

Se considera la siguiente notacion:

dx

%:fl (XPHA’XPP’SOZ’“PAOXPAO’qPPXPAO7KMAXXPAO’KIPPXPAO’KPHAXPAO’YPAO’YPHA)

dx

T“’:fz (XPHAsXPP 38025 1pa0Xpaos App X paos KnaxXpaos KippXpaos Kpua X paos Yeaos Yeua ) Ec. 65
ds

Tm:fs (XPHA’XPP’SOZ7“’PAOXPAO7qPPXPAO’KMAXXPAO7KIPPXPAO7KPHAXPAO’YPAO’YPHA)

A continuacion se muestra el sistema de ecuaciones de sensibilidad para el

parametro upaoXprAo:

asims (O] [ oo, of  of | R
< dt Xy OXpp OSg, SXP”AX OMproXpao
dSir, (|| of  of,  of, |[ il | e -
s dt OXpypy  OXpp  0Sg, S;::OXPAO OMproXrao .
dS.” xono (t) of, of, of, HpaoXpao ot
L dt | L OXpya  OXpp S, | | OtpaoXeo |

En el sistema de ecuaciones se observa que:

Se deben considerar 7 sistemas de ecuaciones de funciones de sensibilidad,
una para cada parametro. Cada una de las ecuaciones se multiplicé por el
valor nominal del parametro correspondiente y dividié por el valor nominal
de la variable. El sistema de ecuaciones se resuelve empleando la funcién
ODE45.m de Matlab considerando que el valor de las funciones de

sensibilidad en t=0 es cero.
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Las funciones de sensibilidad calculadas en forma analitica se han
comparado con las mismas funciones obtenidas en forma numérica por

simulacion aplicando la Ec. 13 (pag. 74). Ambas deben ser iguales.

Este analisis permite estudiar el efecto de los 7 parametros en las variables
XprHA, Xpp ¥ So2. Las variables Spos y Xpp presentan las mismas funciones de
sensibilidad pero con el signo opuesto. Por esta razon solamente se
consideraran las de Xpp. Las funciones de sensibilidad de Xpua, Xpp y So2 se
muestran en la Figura 53. Es posible observar una similitud importante
entre las funciones de las dos edades de fango. Esto se explica si se
considera que cada funcion de sensibilidad se multiplica por el valor
nominal del parametro en estudio y se divide por el valor medio de la
variable para quitar el peso que puedan ejercer estos valores en el calculo de
las funciones de sensibilidad. Ademas, los parametros calibrados en cada
edad de fango presentan cierta similitud. Esto conduce a que las funciones

de sensibilidad obtenidas sean practicamente iguales.

El sistema de ecuaciones diferenciales que describe el comportamiento
aerobio esta formado por 3 ecuaciones, en las cuales las variables Xpua y Xpp
participan en todas las ecuaciones. Esto genera un alto grado de correlacion
del sistema que esta representada en las funciones de sensibilidad por la
matriz jacobiana J. Al incluir esta matriz las funciones de sensibilidad
calculadas en forma analitica resultan iguales a las numéricas. A
continuacion se da una discusion del efecto observado de cada parametro en

las variables analizadas.

XPHA:

Esta variable muestra una elevada sensibilidad a 4 parametros de los 7
involucrados en este proceso. En primer lugar Ypao y ppaoXpao, los cuales
presentan iguales funciones de sensibilidad con efecto opuesto. Estos dos
parametros son colineales en relacion a Xpaa, puesto que el cambio que
produce uno de estos parametros puede compensarse por una variacién en el

otro. Por esta razon estos dos parametros no pueden determinarse a partir
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de las medidas de Xpaa. En segundo lugar se encuentra KpaaXpao y en tercer

lugar KmaxXpao. Los restantes 3 parametros: KippXpao, qrrXpao € YPpPHA

tienen un grado de sensibilidad mucho menor con respecto a esta variable.

TRC = 6.5 dias

PHA

0.05 0.1 0.15 0.2
t(d)
Xpp
0.8 -
0.7+
0.6~
0.5~
04r
031
0.2
0.1
O
-0.1 L L
0 0.05 0.1 0.15 0.2
t(d)
Soz
1 -
0.5r B
0 o
05 1
RS |
1.5 i
2 E
2.5
-3 I I I
0 0.05 0.1 0.15 0.2
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TRC = 8 dias
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0 0.05 0.1 0.15 0.2
t(d)
Xop
0.8 T
0.7 q
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0.5+ 9
04+ 9
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Oferme——
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S
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Figura 53: Funciones de sensibilidad de Xpua, Xpp y So2. (—) qppXpao, (——)
KpuaXpao, (—) KmaxXrpao, (— —) KippXpao, (—) YprHa, (—) Yprao, (—) ppaoXpao.
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La elevada influencia que describen los parametros Ypao, upa0oXprao,
KraaXprao y KmaxXpao con respecto a Xpua se puede explicar considerando los
procesos descritos por la ecuacion diferencial Ec. 46 (pag. 180). Esta
ecuacion esta compuesta por dos términos: el primero representa el consumo
de Xpua debido a la acumulacion de fésforo y el segundo el consumo que se
produce por crecimiento. Los parametros Ypao y upraoXpao controlan el
proceso por crecimiento y el parametro KpuaXpao controla la funcién
“switch” de semisaturaciéon de Xpua. KmaxXpao determina la concentracion
maxima de fésforo que puede ser acumulado en forma de Xpp, por lo tanto
establece el momento en el cual la velocidad de este proceso se detiene.
Conforme a las funciones de sensibilidad obtenidas se debe acentuar el
muestreo en el intervalo del experimento donde se produce la mayor

velocidad de consumo de Xpga.

Xpp:

Esta variable presenta una mayor sensibilidad al parametro KyaxXpao y en
menor grado al parametro qepXpao. Es posible observar en la Figura 53 que
las trayectorias de sensibilidad de Ypao y ppaoXpao son iguales y opuestas.
Estos parametros son colineales con respecto a Xpp. Esto se explica
observando la Ec. 44 (pag. 179) que describe la variacion de Xpp con el
tiempo. En esta expresion no se encuentran los parametros Ypao y upaoXrao,
su influencia viene dada a través de Xpua. Puesto que el efecto de Ypao y

upaoXprao en XpHa es colineal, el mismo efecto se transfiere a Xpp.

La ecuaciéon diferencial que describe la evolucion de Xpp esta compuesta por
un Unico término. El parametro KymaxXpao determina cuanto acumularan las
bacterias con lo cual establece el momento en el que se detendra el proceso
de acumulaciéon de fésforo. Este parametro presenta una gran sensibilidad
en la zona final del ensayo, es decir cuando la concentraciéon de Xpp se

aproxima al valor de KnaxXpao.

Soz:
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Esta variable est4 influenciada principalmente por Yrao y en segundo lugar
por KymaxXpao. La influencia de Ypao en el consumo de oxigeno es negativa,
indicando que un aumento en este rendimiento genera una disminucién en
el consumo de oxigeno. Ypao es el rendimiento de las bacterias PAO por
unidad de Xpua y 1-Yrao es la cantidad de oxigeno que se consume por
crecimiento por unidad de Xpua. De esta manera si el rendimiento aumenta
disminuye el consumo de oxigeno. La influencia de KymaxXpao es positiva a lo
largo del ensayo. Este efecto se debe a la necesidad de aumentar el consumo

de oxigeno cuando se acumula una mayor proporcion de fésforo.

En el procedimiento de calibracién se emplean los datos experimentales de
la OUR, por lo cual presenta un gran interés estudiar las funciones de
sensibilidad de esta variable. Para el calculo analitico de la funcién se
deberia conocer dOUR/dt. Dada la complejidad de la ecuacion y la
1mposibilidad de obtener una expresion explicita respecto al tiempo se optd
por calcularla en forma numérica por medio de la Ec. 13 (pag. 74).

TRC = 6.5 dias TRC = 8 dias
OUR OUR

0 0.05 0.1 0.15 0.2 ~o 0_65 011 o_Hs
t(d) t(d)

Figura 54: Funciones de sensibilidad de la OUR. (—) qrpXprao, (— —)
KpuaXpao, (—) KmaxXpao, (— —) KippXpao, (—) YpHA, (—) YPao, (—) ppaoXpao.

OUR:
Se observa en la Figura 54 que el valor inicial de las funciones de

sensibilidad de esta variable no es cero, puesto que el valor que toma la

OUR=-dSo2/dt en t=0 si depende de los parametros. El rendimiento Ypao

0.2
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ejerce una influencia muy importante al inicio del ensayo. Un aumento de
este parametro provoca una disminucion importante del valor de la OUR al
inicio del experimento. Se observa que los parametros KmaxXpao ¥ ppaoXpao
ejercen también cierta influencia en la velocidad del consumo de oxigeno,
mientras que el resto de parametros no muestran una apreciable

sensibilidad.

A partir de los datos de la velocidad del consumo de oxigeno es posible lograr
una adecuada identificacién de los pardmetros Ypao, KmaxXrao y uraoXpao.
Para esto se deberia aumentar la frecuencia del muestreo principalmente al

inicio del experimento.

La incorporacion de los datos de Xpua en el procedimiento de calibracion off-
line mejora notablemente la identificabilidad de los parametros. Se ha
observado en el procedimiento de calibracion que un valor bajo del
rendimiento Ypao o un valor alto de ppaoXpao permiten representar en forma
adecuada las elevadas velocidades de consumo de Xpua, registradas
experimentalmente. Sin embargo, un rendimiento bajo (Ypao) conduce a
valores de la OUR superiores a los observados experimentalmente. Esto
indica que al considerar el conjunto de datos experimentales de la OUR, el
fosforo soluble, Spos, y el polimero Xpua es posible lograr una mejor
identificaciéon de los parametros mas importantes del proceso de las

bacterias PAO en condiciones aerobias.

Si se tiene en cuenta uUnicamente el registro de la OUR y Xpp (Spos) los
parametros mas sensibles que pueden ser determinados a partir de estas
medidas son Ypao, KmaxXpao, upaoXprao y qrrXpao. Al considerar el registro
de Xpua es posible mejorar la identificabilidad de los parametros KpuaXpao y
KumaxXpao. Es decir, de los 7 parametros que se deben identificar a partir de
los datos experimentales, 5 de ellos muestran una elevada influencia en las
variables estudiadas: Ypao, KmaxXpao, qppXpao, traoXprao ¥ KpaaXpao siendo

KirrXpao, € Yrua pobremente 1identificables a partir de los datos disponibles.
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Los resultados del analisis de sensibilidad son similares en ambas edades de
fango. De esta manera en un TRC préximo a los estudiados en esta seccién
el comportamiento de los parametros sera semejante al observado en estos
analisis de sensibilidad. Por tanto, el procedimiento de calibracion off-line se
podria mejorar aumentando la frecuencia del muestreo de acuerdo a los

resultados obtenidos en esta seccion.

4.3.2 Propuesta de calibracion del modelo BNRM1

El objetivo final de esta tesis es la propuesta de un procedimiento de
calibraciéon del modelo BNRM1 basado no sélo en ensayos especificos sino
que ademas considere datos dinamicos de la planta piloto. Estos datos
permitiran la 1identificacion de los parametros sensibles que no se
determinan mediante ensayos especificos. Para formular esta propuesta de
calibracién del modelo BNRM]1, la cual se presenta en forma esquematica en
la Figura 55, se han considerado los protocolos descritos en el apartado

1.7.3.

A continuacién se describen brevemente en qué consisten cada una de las

etapas que componen la calibraciéon del modelo BNRM1:

1- Calibracion off-line de los parametros empleando el procedimiento
propuesto por Penya-Roja y col., (2002). Se optimizara el muestreo en
cada ensayo de acuerdo a los resultados del analisis de sensibilidad de
los ensayos de calibracién off-line. Se incorporara la medicién de Xpga
en la calibraciéon de las bacterias PAO en condiciones aerobias.

2- Simulacién del comportamiento en estado estacionario de la planta
piloto con el programa DESASS, para lo cual se emplean los
parametros calibrados en el punto 1 y la caracterizaciéon del influente
en estado estable. Los datos experimentales de los reactores y el
efluente de la planta que representa el comportamiento estacionario del

proceso se comparan con los predichos por el modelo con la finalidad de
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verificar el procedimiento de calibracion off-line. Esta etapa de
simulacién del proceso permite conocer el comportamiento estacionario
del mismo.

3- Analisis de sensibilidad en estado estacionario, ver apartado 1.7.2.2. El
analisis de sensibilidad se emplea en esta etapa para determinar la
medida de la sensibilidad (9;) de los parametros del modelo, el indice de
colinealidad yk, y la medida del determinante pk, con K el subconjunto
de parametros (Brun y col., 2002). Este analisis permite seleccionar el
conjunto de parametros no calibrados en ensayos especificos que sean

muy influyentes en la respuesta del modelo.

1- Calibracién off-line

A 4

Caracterizacién del A K . .
comportamiento en 2- Simulacién en Estado Estacionario con
estado estacionario el programa DESASS, empleando los
de la planta piloto parametros calibrados del punto 1.

A 4

3- Anélisis de sensibilidad en estado
estacionario.
Seleccion del conjunto de pardmetros no
calibrados en experimentos off-line y que
influyan en la respuesta del modelo.

A 4

4- Calibracién dinamica.
Caracterizacién Simular con DESASS los datos
dindmica del dindamicos del influente.
influente y efluente
Minimizar el error entre los datos
dindmicos experimentales y los simulados
del efluente mediante el ajuste de los
parametros seleccionados en 3.

A 4

Finaliza la calibracién

Figura 55: Propuesta de calibracion del modelo BNRM1.

4- Calibracién dinamica. Esta etapa consta de los siguientes pasos:
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a- Tomar como punto de inicio el estado estacionario simulado en el
punto 2 (Vanrolleguem y col., 2003). De esta manera se conocen
las concentraciones de las componentes particuladas en los
distintos reactores de la planta.

b- Incorporar los datos dinamicos del influente al programa DESASS
y simular el comportamiento de la planta piloto. Las variables
muestreadas del efluente se comparan con los valores predichos
por el modelo. Los parametros del modelo BNRM1 no calibrados
en ensayos especificos y seleccionados de acuerdo al andlisis de
sensibilidad del punto 3 se ajustan para lograr la minimizacién de
la suma del error cuadratico entre los datos experimentales y

simulados.

A continuacién se exponen los resultados obtenidos en cada una de las

etapas que componen esta propuesta de calibraciéon del modelo BNRM]1.

La fase experimental se desarrolld con el Esquema de operacién 2, ver

apartado 3.1.2, con una edad de fango de 9 dias.

4.3.2.1 Etapa N°1: Calibracion off-line del modelo BNRM1

En esta seccion se exponen los resultados del procedimiento de calibracion
off-line del modelo. De acuerdo al analisis de sensibilidad, desarrollado en el
apartado 4.3.1.2, en cada ensayo se puede mejorar el procedimiento de
identificacion de los parametros aumentando la frecuencia del muestreo en
el intervalo del experimento donde estos parametros son mas sensibles. De
esta manera, en los ensayos donde se ha considerado que la frecuencia no
era lo suficientemente elevada, se ha procedido a aumentarla de acuerdo a
los resultados del analisis de sensibilidad de los ensayos de calibracion off-

line.
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El procedimiento y ecuaciones empleadas se han descrito con mayor detalle
en los apartados 4.3.1.1.1 al 4.3.1.1.6. Por esta razon se procedera a exponer
solamente las graficas y los valores de los parametros obtenidos en cada

caso.

4.3.2.1.1 Bacterias Heteroétrofas:
a. Rendimiento de las bacterias heterétrofas Yu:

La Figura 56 muestra la evolucion en el tiempo de la OUR, y el consumo de
oxigeno. Con este ultimo registro y la DQO que se consume en el ensayo se

calcula el rendimiento Yu. En la Tabla 49 se muestran los resultados

obtenidos.
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Figura 56: Evolucion temporal de OUR y del oxigeno consumido.

Tabla 49: Consumo de oxigeno, DQO degradada y valor de la Yau a TRC =9

dias.
SOZ consumido (mg DQO/I) 21.4
SF degradada (mg DQO/1) 53.4
Yu (mg DQO/mg DQO) 0.60

b. Parametros cinéticos:

La grafica que se expone a continuacién muestra la curva de Monod de las

bacterias heterodtrofas:
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Figura 57: Velocidad de consumo de oxigeno respecto a la concentracion
inicial de sustrato. (e): experimental, (—) ajuste del modelo.

A partir del analisis de sensibilidad de la curva de Monod de las bacterias
heterétrofas se ha considerado necesario aumentar el muestreo en la zona
donde Sap+Senp se aproxima al valor de Kr, y donde la OUR es maxima. Se
observa en la Figura 57 que se ha logrado un mejor muestreo en ambas
zonas si se compara con las curvas de Monod de las bacterias heterodtrofas

anteriores. Los parametros obtenidos se exponen en la Tabla 50.

Tabla 50: Parametros ajustados de la curva de Monod de las bacterias

heterotrofas a TRC =9 dias.

1-Y,
X, (mgDQO/d) 1126.1

YH
Kr (mg DQO/) 0.47

4.3.2.1.2 Bacterias Autotrofas

El procedimiento de calibracion de las bacterias autétrofas también se
realiz6 empleando un muestreo mas exhaustivo en las zonas donde los
parametros tienen mayor influencia. En la Figura 58 se presenta la curva de
Monod de las bacterias autétrofas y los parametros obtenidos del ajuste se

exponen en la Tabla 51.
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Figura 58: AOUR respecto a la concentracion inicial de Sxus en cada
experimento. (e): experimental, (—) ajuste del modelo.

Tabla 51: Parametros ajustados de la curva de Monod de las bacterias

autotrofas para TRC =9 dias.
457-Y,

HarXaor  (mg DQO/1d) 449.98

Knn4 (mg N/ 0.29

A

4.3.2.1.3 Bacterias PAO

En esta seccion se describe el procedimiento de calibracion de los

parametros de los microorganismos acumuladores de fésforo.
a. Determinacion de los parametros cinéticos qraay Ka:

El analisis de sensibilidad del ensayo de calibracion en condiciones
anaerobias ha puesto de manifiesto la necesidad de utilizar una frecuencia
de muestreo elevada en el periodo intermedio y final de cada ensayo. Sin
embargo, como la toma de muestras se lleva a cabo habitualmente con una
frecuencia elevada, el muestreo se ha sido realizado en forma similar al de
las edades de fango anteriores. En la Figura 59 se presentan los datos
experimentales de Sa respecto al tiempo y el ajuste obtenido. Los

parametros resultantes de dicho ajuste se muestran en la Tabla 52.
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Figura 59: Evolucion temporal del acido acético en el ensayo anaerobio
para TRC =9 d. (¢) Reactor 1, (m) Reactor 2, (A) Reactor 3, (—) ajuste del
modelo.

Tabla 52: Parametros de las bacterias PAO en condiciones anaerobias a

TRC =9 dias.
qraAXPAO (Mg DQO/I d) 2680.00
Ka (mg DQO/) 1.00

b. Parametro estequiométrico Yros

El parametro Ypos se obtiene del ajuste por minimos cuadrados del
incremento de Spos4 respecto al consumo de Sa. Los datos experimentales y

su ajuste se muestran en la figura siguiente.
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AS, (mg DQO/I)
ASpo4 = 0.3508* ASa + 0.2224; R2=0.99
Figura 60: Calculo de Yros4 para TRC =9 dias.
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c. Parametros cinéticos en condiciones aerobias

Los resultados obtenidos del analisis de sensibilidad mostraron que los

parametros Ypao, upaoXrao, KmaxXpao, KpaaXpao v qppXpao presentan una

elevada sensibilidad. Para lograr mejorar su identificabilidad se ha

aumentado la frecuencia de la toma de muestras en el intervalo del

experimento en el cual estos parametros presentan mayor influencia en la

respuesta del modelo. Por esta razon, cada una de las variables que se

analizan en este experimento se han muestreado de la siguiente manera:

*

La concentracion del polimero Xpua se ha muestreado con mas

intensidad en la zona intermedia del experimento, en la cual se produce

la mayor velocidad de consumo del polihidroxialcanoato. Realizando

una toma adecuada de muestras en este intervalo se puede mejorar la

1dentificabilidad de KpaaXpao y KmaxXprao.

La concentracion del fosforo soluble, Spos, se ha muestreado con mayor

intensidad hacia el final del experimento. En este periodo del ensayo el

parametro KymaxXpao presenta una notable sensibilidad.

La velocidad del consumo de oxigeno, OUR, se determina con el equipo

experimental descrito en la Figura 18. Dado que este procedimiento

permite medir la OUR con una elevada frecuencia a lo largo de todo el

experimento, se ha realizado un muestreo similar al de los

experimentos anteriores.

En la Tabla 53 se recogen los parametros cinéticos obtenidos del ajuste.

Tabla 53: Parametros cinéticos de las bacterias PAO en condiciones
aerobias a TRC =9 dias.

Parametro Valor

Yrao (mg DQO/mg DQO) 0.79
ppao Xpao (mg DQO/1 d) 1971.00

Kpua Xpao (mg DQO/) 50.95
qrp Xpao (mg P/1d) 2248.62

Kipp Xpao (mg P/1) 18.98
Kmax Xpao (mg P/1) 215.35
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Los datos experimentales y el ajuste correspondiente se muestran en la
Figura 61. En este caso también se observd que la concentracion del
polimero Xpna tiende a un valor minimo. En la Figura 61 sélo se muestran

los datos de Xpua considerados en el procedimiento de calibracion.
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Figura 61: Comportamiento aerobio de las bacterias PAO a TRC =9 dias.
(¢) Datos experimentales, (-) ajuste del modelo.
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4.3.2.1.4 Factores de eficacia de la desnitrificacion
a. Factor neaoy nee:

En la figura siguiente se muestra la disminuciéon de la concentracion de
fosforo con el tiempo en las dos condiciones de trabajo: andxica y aerobia. De
estas dos curvas se calcula la velocidad inicial de consumo de fosforo. Las
velocidades obtenidas en unidades de mg O/l min y el factor npp se exponen

en la Tabla 54.

Sp=-0.236 t +71.195

701 R? = 0.9879 AAr‘IOXIC.O
60 i m Aerobio

a

Sp=-0.4785 t + 71.012
30 1 R?=0.9771

Sp (mg P/l)
-y
o

0 20 40 60 80 100 120 140 160

t (min)
Figura 62: Concentracion de Sp en el reactor anéxico y aerobio para TRC=
9 dias.

Tabla 54: Velocidades iniciales del consumo de fésforo en condiciones
anoxicas y aerobias y factor de eficacia nep a TRC = 9 dias.

(-dSpro4/dt)ansxica (mg O/1 min) 0.0472
(-dSpo4/dt)aerobia (mg O/1 min) 0.0957
npp 0.49

El parametro npao se obtiene de la evolucién de la concentraciéon de nitratos,
Snos, de la experiencia en condiciones anoxicas y del valor de la OUR inicial
del ensayo de las PAO en condiciones aerobias. En la Figura 63 se observa la
concentraciéon de nitratos en funcion del tiempo, de la cual se ha obtenido la

velocidad inicial en unidades de oxigeno.
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Snos = 0.2124 t + 63.49
R%?=0.9725

Snos (mg O/l)
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Figura 63: Evolucion de Sxo; en el proceso de desnitrificacion de las
bacterias PAO a TRC =9 dias.

El parametro npao se obtiene de la relacion entre el consumo de nitrato y

oxigeno debido tinicamente al crecimiento:

_02124-0.0472_ -,
Ter0 =) 6086 — 0.0957

b. Factor ng:

El factor de eficacia de la desnitrificacion de las bacterias heterétrofas se ha
obtenido de la velocidad inicial del consumo de Snos respecto a la OUR
micial. Este ultimo valor se obtiene de la curva de la OUR del experimento

en el cual se determina el parametro Y.

62
60 Sno;=-0.1348 t + 61.008
: . R? = 0.9312
= 58
(o] . .
£ 56
§ | ]
* 54 - .
52
50 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)

Figura 64: Evoluciéon de S~os en el tiempo para TRC =9 dias.
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En la Figura 64 se muestra la evolucién de la concentraciéon de Snos en el
tiempo y en la Tabla 55 se dan las velocidades iniciales obtenidas y el factor

de eficacia nn.

Tabla 55: Velocidades iniciales del consumo de nitratos y oxigeno y valor
del parametro nu a TRC = 9 dias.

(-dSnoa/dt 2.86) (mg O/1 min) 0.1348
(-dSo/dt) (mg O/ min) 0.3640
N 0.374

4.3.2.1.5 Resultados de la Calibracion off-line del modelo BNRM1 a
TRC =9 dias

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos con el tratamiento
global de la informacion. El procedimiento de calculo es el mismo del
apartado 4.3.1.1.4. Este algoritmo permite determinar los parametros
cinéticos y las velocidades de muerte celular de cada tipo de bacteria. En la
Tabla 56 se recogen los valores de los parametros obtenidos con este

procedimiento en el TRC de 9 dias.

Tabla 56: Parametros calibrados mediante ensayos off-line a TRC = 9 dias.

Parametro Valor

Y (mgDQO/mgDQO) 0.60

Bacterias pe (d D 2.00
Heterétrofas nH 0.37
bu (d 1) 0.40

Kr (mgDQO/) 0.47

Bacterias paur (d 1) 1.20
Autétrofas baur (d Y 0.20
Knns (mgN/D) 0.29

Yrao (mgDQO/mgDQO) 0.79

Yros (mgP/mgDQO) 0.35

ppao (d 1) 2.70

grrA (mgDQO/mgDQO dY) 3.67

grep (mgP/mg0O d -1) 3.08

Bacterias brao (d -1) 0.20
PAO Ka (mg DQO/) 1.00
Krna (mgO/mgO) 0.070

Kuax (mgP/mgO) 0.30

Kirp (mgP/mgO) 0.026

NPAO 0.32

nep 0.49
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4.3.2.2 Etapa N°2: Simulacion del Estado Estacionario a TRC =
9dias

El procedimiento realizado en este apartado es similar al que se describe en
la secciéon 4.3.1.1.7. Se ha empleado el procedimiento de caracterizacion
fisico-quimico con un tamano de filtro de 0.1 pm. Las fracciones del agua
residual que representan la calidad del influente de este periodo se detallan

en la Tabla 57.

Tabla 57: Caracterizacion del influente a TRC =9 dias.

Concentracion

Sr (mg DQO/) 92
Sa (mg DQO/N) 105
St (mg DQO/N) 31
Xs (mg DQO/M) 110
X1 (mg DQO/N) 68

Sros4 (mg P/1) 8.5
Snu4 (mg N/1) 40.2
Snos (mg N/1) 0.2

En el proceso de simulacién se observé la necesidad de tomar un valor
menor de Xi al obtenido con el procedimiento de caracterizacién fisico-
quimico. Este valor de Xi genera un contenido de DQO en los reactores
superior a los datos experimentales. Para lograr que los valores predichos
por el modelo y las medidas reales sean similares se ha considerado una

fraccion X1 = 26 mg DQO/1.

Los resultados obtenidos con el programa DESASS y los datos
experimentales de la caracterizacion analitica de la planta piloto se recogen

en la Tabla 58.

El proceso de simulaciéon ha permitido reproducir los valores experimentales
de las distintas etapas del proceso. Conforme a los resultados obtenidos se
considera que el procedimiento de calibraciéon off-line se ha realizado en

forma adecuada.
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Tabla 58: Valores experimentales y simulados correspondientes a TRC =9

dias.
Reactor Reactor Reactor Efluente
Anaerobio Anoxico Aerobio

Exp. Sim. Exp. Sim. Exp. Sim. Exp. Sim.

DQOroraL (mg DQO/L) | 2410 | 2405 3195 3272 3188 3234 45 61
DQOsoL (mg DQO/L) 34 33
SST (mg SST /1) 1862 1793 | 2538 | 2536 | 2532 2550 23 22
SSV (mg SST /1) 1356 1380 1952 1957 1929 1972 14 17
Spos4 (mgP/L) 23.1 23.3 12.7 13.3 1.4 1.3 1.3 1.3
SnH4 (mgN/L) 20.8 20.6 11.8 11.5 0.2 0.2 0.1 0.2
Snos (mg N/L) 0.9 0.0 0.5 0.0 8.1 7.6 8.1 7.6
Nrson (mg N/L) 22.8 22.3 12.9 13.1 8.7 9.2 8.7 9.2
Nror (mg N/L) 10.5 11.1

AGV (mg DQO/L) 0 2.9 0 0.1 0 0.1 0 0

4.3.2.3 Etapa N°3: Andlisis

de sensibilidad del sistema en

Estado Estacionario

En el apartado 4.3.2.1 ciertos parametros se han calibrado mediante

ensayos especificos en laboratorio. Estos parametros son considerados de

elevada influencia en la respuesta del modelo. En esta seccion se ha

planteado la realizacién de un andlisis de sensibilidad del sistema en estado

estacionario con el fin de:

establecer si todos los parametros calibrados en los experimentos de
laboratorio muestran una elevada sensibilidad en la respuesta del
modelo,

estudiar como se comporta el grupo restante de parametros que no se
determinan en estos ensayos especificos,

seleccionar las variables del efluente que muestren elevada
sensibilidad a las perturbaciones de los parametros, y

seleccionar, del conjunto de parametros no calibrados en los ensayos
especificos, un subconjunto que sea potencialmente identificable a

partir de los datos dinamicos disponibles.
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Para llevar a cabo el andalisis de sensibilidad del sistema en estado

estacionario es necesario calcular la sensibilidad de cada parametro, Sffﬁ , por
]

simulacidn, para lo cual se emplea la Ec. 11 (pag. 73).

Se han tenido en cuenta determinados aspectos que son fundamentales para

desarrollar el analisis de sensibilidad propuesto. Dichos aspectos se detallan

a continuacion:

1-

El calculo de la sensibilidad, Sfi‘, se obtiene perturbando el parametro

p;j un Ap;. En este trabajo se ha empleado una perturbacién Ap;= 0.01xp;
(Melcer y col., 2003), es decir se aplica una variacién positiva del 1% al
parametro. De esta manera la Ec. 11 se puede expresar de la siguiente
forma:

X Ax; P Ax; 1 A

S¥ = L= BRi00
P 0.01xp, x; x; 001 x,

1

i

Al aplicar una modificacién de un 1% en el valor del parametro se
obtiene la variaciéon porcentual de x; respecto al estado inicial de esta
variable.

En este estudio se ha considerado como estado no perturbado la
simulacién en condiciones estables de la planta piloto realizada en la
Etapa N°2.

Se han tenido en cuenta Unicamente las concentraciones SnH4, SNOs3,
Nrsor, Sro4 y DQOsor del efluente de la planta piloto para llevar a cabo
el analisis de sensibilidad propuesto. Estas variables reflejan el
resultado de los principales procesos: eliminacién bioldgica de fésforo,
nitrégeno y materia organica. Se han considerado las concentraciones
solubles dado que poseen un menor error experimental que las
componentes totales.

El nimero de parametros considerados del modelo BNRM1 son 136. En
esta cifra estan incluidos los parametros cinéticos, estequiométricos y

las constantes de temperatura.
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. ey ey X. .
Los pasos seguidos para calcular las sensibilidades S]'se mencionan a
il

continuacién:

1- Se toma el parametro p; y se aplica la perturbaciéon Ap;= 0.01xp;. El
valor del parametro resulta p;= p; + 0.01xp;.

2-  Se incorpora esta modificacion del parametro p; en el archivo del
programa DESASS en el cual se encuentra el proceso simulado en
condiciones estables (Etapa N°2). Se simula nuevamente el sistema
hasta que el programa alcance una solucién.

3- Se calculan las sensibilidades del parametro p; respecto a las cinco

. . N
variables seleccionadas: S;¥, S, § 1T S §%0s
J ] ] ] ]
Estos tres pasos se repiten con cada uno de los parametros del modelo. De

esta manera, se obtiene una matriz Ssxizs compuesta por las sensibilidades

individuales Sff i
]

S1 bien los valores de Sl’fj‘ permiten analizar el efecto que cada parametro

tiene sobre las variables en forma individual, la medida de la sensibilidad,
dj, permite reflejar la importancia de cada parametro p; sobre todas las
variables analizadas en forma cuantitativa. Esta medida se calculé para
cada parametro mediante la Ec. 17 (pag. 76). En la Tabla 59 - A y la Tabla
59 - B se recogen los valores obtenidos de §; ordenados de mayor a menor.
Los parametros con mayor valor de medida de sensibilidad, §;, son los que
poseen mas influencia en la respuesta del modelo. Por comodidad se ha
organizado la informacién en dos tablas. Las casillas sombreadas indican los
parametros que se determinan experimentalmente mediante ensayos

especificos.
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Tabla 59 - A: Parametros 1 al 70 del modelo BNRM1 segun el valor de la
medida de la sensibilidad, ;.

N°| & |[Parametros| Proceso 8 |[Parametros| Proceso
1 (4.208 PAO 0.120 Koz HID
2 13.449 AUT 0.111 Yaur AUT
3 12.924 PAO 0.106 Kuz MET_HID
4 (2.339 AUT 0.102 fxi MET_ACET
5 12.206 UACID ACID 0.095 Knos MET_HID
6 [1.798 bacip ACID 0.095 HET
7 11.751 PAO 0.095 Krro PAO
8 [1.147 PAO 0.093 Kx HID_ACID
9 [1.048 PAO 0.092 Kp AUT
10]0.979 PAO 0.088 Ku AUT
11(0.858 AUT 0.083 Ka ACET
12(0.813 HET 0.083 Knos HET
13]0.797 PAO 0.082 Knos PAO
14(0.737 AUT 0.078 Krro ACET
15(0.731 PAO 0.078 Kp ACET
16]0.669 PAO 0.077 Knn4 MET_ACET
17(0.636 HID 0.077 Knn4 ACET
18(0.533 PAO 0.077( Kr(pavr) AUT
19(0.517 ACID 0.073 | Kr(uaco) ACID
2010.394 PAO 0.072 Kx HID
2110.339 PAO 0.071 Yacip ACID
2210.331 HET 0.070 fs1 HID_ACID
2310.299 HET 0.069 PAO
2410.251 Knos ACID 0.066 K AUT
2510.212 Kps PAO 0.065 Knn4 MET_HID
2610.197 HET 0.064 Karx PAO
2710.191 HET 0.063 Koz MET_HID
2810.175 Knos HID 0.062 brro ACET
29(0.175 Ku HID_ACID 0.062 Kr(bn) HET
30(0.169 PAO 0.061 fxi HET
31(0.164 Nte HID 0.060 | Kr(baur) AUT
3210.160 Ku HID 0.058 Koz ACID
3310.138 Ka ACID 0.058 K HET
3410.132 HET 0.057 bmaz MET_HID
3510.125 PAO 0.055 fxi ACID

PROCESOS. PAO: Bacterias acumuladoras de féosforo; AUT: Bacterias autétrofas; ACID:

Bacterias acidogénicas; HET: Bacterias heterétrofas; HID: Hidrdlisis; HID_ACID:
Hidrélisis de acidogénicas; ACET: Bacterias acetogénicas; MET_ACET: Bacterias

metanogénicas acetotroficas; MET _HID: Bacterias metanogénicas hidrogenotréficas.
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Tabla 59 - B. Parametros 71 al 136 del modelo BNRM1 segun el valor de la

medida de la sensibilidad, 6;.

N° d; | Parametros Proceso N° d; | Parametros Proceso
71 [0.054 Knn4 PAO 104]0.026 Kin ACID
72 10.0563| Kr(bmac) |MET _ACET |1]105[0.025| Kr(bwmus) MET HID
73 [0.052 Kue ACID 106]0.024 Koz ACET
74 10.051 Kp PAO 107]0.024 Knos MET _ACET
75 [0.050 Ku MET_HID 108]0.023 Kin MET ACET
76 [0.049 Ky ACET 109]0.023 Kin PAO
77 10.048 bmac MET ACET || 110{0.023 Kp ACID
78 [0.047 PAO 111(0.020 UMHS MET HID
79 [0.046 fx1 MET_HID 112]0.020 fac ACET
80 |0.045 K MET_HID 113]0.019| Kr(Qpua) PAO
81 |0.043 Ku PAO 114(0.019 Ymue MET HID
82 10.043 Kue ACET 115]0.018 Kp HET
83 10.043 Ku ACET 116]0.016 frro ACID
84 ]0.042 UMAC MET ACET || 117(0.016 fxi ACET
85 0.042 Kp MET_ACET || 118{0.015 Kno; HID_ACID
86 |0.042 KaLk HET 119(0.014 Koz HID_ACID
87 10.042 Ku MET ACET || 120(0.014 Ku HET
88 10.041 KnNos ACET 121(0.013| Kr(bacm) ACID
89 10.041 fx1 PAO 122(0.011 fac ACID
90 |0.040 Kte HET 123]0.010 Kp MET_HID
91 [0.038 Ka HET 12410.007 fx1 AUT
92 10.036| Kr(umus) MET_HID 125]0.006 YrrO ACET
93 10.036 Koz MET ACET || 126 | 0.005 Ka MET ACET
94 10.035 Ku ACID 127(0.000 [ Kr(bpua) PAO
95 10.034| Kr(umac) |MET ACET [ 128]0.000 Kr(uy) HET
96 10.033| Kr(Qrp) PAO 129]0.000| Kr(ppro) ACET
97 10.032 Koz PAO 130]0.000 Kr(Kn) HID
98 10.032 UPRO ACET 131]0.000 KN ACID
99 10.031 Ymac MET _ACET [ 132(0.000] Kr(bpp) PAO
100]0.031| Kr(bpao) PAO 133]0.000 [ Kr(bprro) ACET
101]0.030| Kr(upao) PAO 134]0.000 Karx AUT
102]0.029 Kpro HET 135]0.000 Kr(Kx) HID
103]0.028 Kpp PAO 136]0.000 Kr(Kn) ACID

PROCESOS. PAO: Bacterias acumuladoras de fésforo; AUT: Bacterias autotrofas; ACID:
Bacterias acidogénicas; HET: Bacterias heterdtrofas; HID: Hidrdlisis; HID_ACID:
Hidrélisis de acidogénicas; ACET: Bacterias acetogénicas; MET_ACET: Bacterias

metanogénicas acetotroficas; MET _HID: Bacterias metanogénicas hidrogenotréficas.

En los primeros puestos de la Tabla 59 — A se encuentran principalmente los
parametros del modelo que se calibran mediante ensayos especificos. Se
observa en la tabla que los de las bacterias PAO y de las autétrofas se

encuentran en esta zona de elevada sensibilidad. El parametro que mas
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influye en las variables analizadas es el rendimiento de las bacterias PAO:
Ypao. Asi también Kwmax, qep y uPao se encuentran en este grupo de
parametros mas influyentes del modelo. Esto concuerda con lo observado en
el analisis de sensibilidad del ensayo de calibracion off-line de las bacterias
PAO en condiciones aerobias, en el cual los parametros Ypao, KmaxXpao

qrrXpao Y upaoXpao mostraron una elevada sensibilidad.

En la Tabla 59 — A se observa que los parametros caracteristicos de las
bacterias heterétrofas no muestran una influencia importante en las
variables analizadas. Se considera que en las condiciones de trabajo las
bacterias heterdtrofas pueden desarrollarse sin problemas. En edades de
fango mas pequenas los parametros caracteristicos de este tipo de bacterias

podrian mostrar una elevada sensibilidad.

En la Tabla 59 — B se recogen los pardmetros con valores mas bajos de ;.
Entre éstos se encuentran los que caracterizan el comportamiento de las
bacterias acetogénicas, las metanogénicas acetotréficas y metanogénicas
hidrogenotroéficas. Si bien el modelo BNRM1 considera que estos
microorganismos pueden estar presentes en todas las etapas de una EDAR,
su desarrollo dependera de las condiciones ambientales. En este trabajo se
ha observado que estas bacterias no influyen en el proceso de fangos
activados. Entre los parametros menos sensibles se encuentran también las

constantes de temperatura de los parametros cinéticos.

Antes de avanzar en el analisis propuesto es conveniente realizar un estudio

de las sensibilidades Sffj‘ de los parametros calibrados en ensayos

especificos. Este analisis permitiria establecer sobre qué variables, de las
cinco seleccionadas, ejercen mayor influencia los parametros que se calibran

en experimentos off-line. En la Tabla 60 se recogen las sensibilidades Sl’fj‘ de

los parametros de la Tabla 59 — A que se calibran mediante ensayos

especificos y que presentan mayor medida de la sensibilidad (3;). Se han

seleccionado los primeros 9 parametros para estudiar como afectan a las
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variables analizadas. El rendimiento Ypao tiene un efecto muy importante
en Spos4, aunque su influencia es practicamente nula en las variables
restantes. Lo mismo se observa en los parametros de las bacterias PAO:
Kwmax, brao, qrp ¥ upao. Lios parametros paur y baur muestran una gran
influencia no s6lo en Snus4 sino también en Spos y DQOsoL. Se observa asi
mismo que los parametros que se recogen en la Tabla 60 no ejercen

influencia en la concentracion de Sxos y Ntor SoL.

Tabla 60: Sensibilidades Sffj‘ de los parametros calibrados en ensayos

especificos con elevada medida de la sensibilidad §;.

Pardmetros

Variables | Ypao | paur | Kmax | baur | brao | Yros qrp upao | Knas aut
SNu4 0.200 [-7.614] 0.013 | 5.145 1 0.064] 0.213 | 0.152 | 0.071 | 1.906
SNos -0.028] 0.021 {-0.001(-0.010{0.020|-0.004]-0.003 | 0.000 | -0.007
Spo4 -9.4081-1.216(-6.537] 0.932 [ 3.914 |-2.556 | 2.339 | 2.189 | 0.221

DQOsoL | 0.008 | 0.152 | 0.003 [-0.0880.000| 0.003 [-0.003 [-0.001| -0.032
NrsoL. |-0.022(-0.027| 0.000 | 0.022 [0.018(-0.002|-0.002| 0.001 [ 0.006

En la Tabla 59 — A se observa que determinados parametros con elevada
medida de la sensibilidad, &, no se han calibrado mediante ensayos
especificos. Entre estos se encuentran pacm y bacip, velocidad de crecimiento
especifica y velocidad de muerte de las bacterias acidogénicas,
respectivamente. Estas bacterias utilizan materia organica facilmente
biodegradable, Sy, y producen AGV (Sa y Spro) que son consumidos por las
bacterias PAO. De esta manera, la actividad de las bacterias acidogénicas
influye directamente en el proceso de eliminacion biolégica de fésforo, razon
por la cual estos parametros resultan tan importantes en las variables

analizadas.

El analisis expuesto en los parrafos anteriores ha permitido estudiar la
influencia de todos los parametros en la respuesta del modelo. Sin embargo,
el mayor interés se encuentra en el conjunto de parametros del modelo
BNRM1 que no se determinan en los ensayos especificos, puesto que los
datos dinamicos de las variables Snu4, Snos, N1 sor, Sro4 y DQOsor podrian

emplearse en la calibracion de estos parametros.
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Para llevar a cabo el procedimiento de calibraciéon dinamica de los
parametros del modelo BNRM1 que no se cuantifican mediante

experimentos off-line, se considera que es conveniente determinar:
a) las variables mas sensibles a las perturbaciones de estos parametros, y

b) el conjunto de parametros que sean potencialmente identificables a partir

de los datos dinamicos disponibles.
A continuacién se expone el analisis realizado.
a. Seleccion de las variables mas sensibles:

Las sensibilidades de los parametros no calibrados en ensayos especificos
con mayor medida de la sensibilidad, 3;, se muestran en la Tabla 61. Se han
incluido los primeros 10 parametros al considerar que los restantes ejercen

muy poca influencia sobre las variables analizadas. De los datos de Sfi es
J

posible observar que Spos es muy sensible a las variaciones de todos los
parametros de la tabla. En cambio, Sxas muestra una elevada sensibilidad
respecto de Koz aur y Knas mET, principalmente. El contenido de DQOso1 sélo

presenta una Sfi apreciable respecto de Knus ner. En este caso se repite lo
J

observado en la Tabla 60, las concentraciones de nitratos, Snos, y nitrégeno
total soluble, Nt sor, no muestran una sensibilidad apreciable a los
parametros analizados. Datos dinamicos de estas variables no resultan
utiles en el procedimiento de calibracion dinamica, puesto que no exhiben
una variaciéon apreciable ante las perturbaciones de los parametros. En
cambio los variables Spos, Snus y DQOsorn si contienen informacion
experimental relevante para el procedimiento de calibracién dinamica. Dado
que estas variables describen cambios apreciables ante las perturbaciones
de los parametros, se pueden emplear en el procedimiento de calibracién

dindmica.



228 RESULTADOS

Tabla 61: Sensibilidades Sf;‘ de parametros no calibrados en ensayos

especificos.

Parametros

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Variables | pacm | baco | Kozuer | Kozavur | mnos | Kracm | Knas et | Kes pao | Knosum | Ka aip acio
SnH4 -0.060 | -0.066 | 0.170 | 1.610 | 0.177 | 0.046 [ 0.553 | 0.408 | 0.131 0.220
Snos -0.027 1 0.023 | -0.020 | 0.002 |-0.011| 0.006 | -0.010 | -0.004 | 0.001 -0.004
Spo4 -4.932 | 4.020 | -1.809 | 0.356 |-1.410 1.155 [ -0.475 | -0.241 | 0.370 -0.323

DQOsoL | 0.026 | -0.019 ] 0.013 | -0.029 | -0.006 | -0.006 | 0.124 | -0.003 | 0.001 0.010
Nrsor.  |-0.022] 0.018 | -0.017 | 0.011 |-0.009| 0.005 | -0.001 | -0.001 | 0.001 -0.001

b. Seleccion del conjunto de parametros identificables:

La medida de la sensibilidad, §;, permite estudiar el efecto de cada
parametro considerado individualmente sobre las salidas. Sin embargo, esta
informacién no tiene en cuenta la posible existencia de colinealidades entre
parametros, que impide la identificacion conjunta de los mismos a partir de
los datos experimentales disponibles. Esta problematica se puede estudiar a
través del indice de colinealidad, yk, (Ec. 18) y la medida del determinante,
pr, (Ec. 20), el cual combina la informacién contenida en & y yk, (ver

apartado 1.7.2.2).

En este analisis no se han incluido los parametros Koz aur y Koz uer. En la
zona aerobia del reactor biolégico se mantiene la concentracion de OD en 2
mg Og2/l, el cual es un valor notablemente superior a las constantes de
semisaturacion. Por esta razon es posible considerar que las variables Spou,
Snas and DQOsor no seran influenciadas por dichos parametros. De esta
manera en el analisis posterior se consideraran los parametros pacip, bacip,

nNos, Kr aco, Knua aer, Kps pao, Knosam y Ka nip acip de la Tabla 61.

Con los valores de Sfff de los parametros seleccionados se ha calculado el
]

indice de colinealidad, yx, y la medida del determinante, pk, para todos los
posibles subconjuntos, empezando por los que contienen 2 parametros. En la

Tabla 62 se recogen los valores obtenidos de ygk y px de algunos
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subconjuntos. Los que contienen los parametros de las bacterias
acidogénicas: 1, 2 y 3 presentan un yx > 10, lo cual indica la existencia de
colinealidad entre estos parametros (Brun y col., 2002). Los subconjuntos 4:
{pacip, MNos HID} ¥ 5: {bacip, MNo3 HID; también presentan colinealidad. En
cambio los subconjuntos 6: {pacip, Knusuer} con yx=1,7 y el 7: {uacp,
Knnuanrr, Kps pao} con yx = 7,9 pueden ser identificados a partir de los datos
disponibles. Los subconjuntos 8 y 9 resultan de incorporar al 7 el parametro
Kx~os b ¥ Ku HID AciD, respectivamente. Ambos muestran una colinealidad

muy pronunciada.

Tabla 62: yk y px para algunos subconjuntos de parametros.

Numero del subconjunto Parametro YK PK
1 pacip; bacin 49.2 | 0.8
2 uaci; Kr acip 51.2 | 0.4
3 bac; Kr acip 25.1 | 0.5
4 LACID; T)NO3 HID 10.3 | 1.0
5 bacIp; MNO3 HID 13.0 | 0.8
6 uaci; KnH4 HET 1.7 | 1.7
7 pacip; ; Knas HET; KPs pao 79 |0.6
8 uacip; ; Knas HET; KPs pao; Knosamm | 827.0 | 0.1
9 uacip; ; Knas HET; Kps pao; Kuamacm | 571.2 | 0.1

Si bien los subconjuntos 6 y 7 son potencialmente identificables, el valor tan
bajo de pk del subconjunto 7 indica una moderada interdependencia entre

los parametros asi como una menor influencia en la respuesta del modelo.

4.3.2.4 Caracterizacion dinamica

El procedimiento de caracterizacion dinamica consiste en la determinacién
de la evolucion temporal de las variables del influente y del efluente para
conocer la curva de variacion diaria. El muestreo dinamico se lleva a cabo en

el periodo sin lluvias, con la planta funcionando en estado estable.

En este trabajo se ha muestreado el influente y el efluente con un equipo
programable que permite tomar una muestra cada hora hasta completar las

24. La primera muestra del influente se tomé a las 16 horas y el inicio de la
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toma de muestras del efluente se realizé un periodo posterior igual al TRH
de la planta. De esta manera es posible caracterizar el influente y su
efluente correspondiente, que sale de la planta cuando ha pasado un periodo

igual al TRH.

El procedimiento de caracterizaciéon ha permitido determinar las fracciones
Sa, Sr, S1, Xs, X1, Spo4, SNH4 ¥ Snos. Para la determinacién de las diferentes
componentes de materia organica del influente se ha realizado una
caracterizacién fisico-quimica empleando un tamano de filtro de 0.1 pm.
Para esto se ha determinado la concentraciéon de: AGV, DQOsor, DBOsoL 1,
DQOror y DBOror 1. del influente y la DQOror, y DQOsor1 del efluente. La
DBOsoL 1. er se ha tomado de datos histéricos del efluente obteniéndose un
valor de DBOsoL 1. = 2 mg DQO/1. También se han analizado los SST y los
SSV del influente. En el Anejo I se recogen todos los datos obtenidos para

llevar a cabo el procedimiento de calibracién dinamica.

En la Figura 65 se muestran los datos de Sxu4, Sro4 vy Snos del influente. Si
bien Spos4 y Snos no describen importantes variaciones diarias, Sxga presenta
un comportamiento diferente. Desde las 16:00 horas la concentracion de
Snus4 disminuye suavemente hasta las 08:00 horas. En este momento se
produce un aumento importante de la concentracion de Sxu4 en el influente,

siendo maxima hacia las 12:00 horas.

En la Figura 66 se presentan las fracciones solubles de materia organica: Sr,
Sty Sa. Esta dltima es la suma de los AGV del influente y los anadidos con
el alimento. Si1 bien la fraccidon S no describe una variacién notable, las
fracciones Sr y Sa si muestran cambios importantes. Sy presenta
concentraciones elevadas al inicio del muestreo. Sin embargo, describe una
disminucién paulatina hasta las 08:00 horas momento en el cual comienza a
Incrementarse nuevamente. Sa también muestra una variacién importante.
Presenta un valor maximo a las 20:00 horas con una suave disminucién que

se prolonga hasta las 12:00 horas. En este periodo del dia la concentracién
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de AGV es muy pobre si se considera que el alimento anadido tiene un

contenido de Sa = 76 mg DQO/I.
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Figura 66: Sr (—+¢), Sa (—m) y S1 (—e) del influente.
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Figura 67: X1 (-m) y Xs (-e) del influente.

La evoluciéon de las fracciones Xs y X1 se muestra en la Figura 67, las cuales
describen importantes variaciones diarias. Xs presenta un aumento desde
las 16:00 horas que se prolonga hasta las 00:00 horas. Desde este momento
se mantiene estable hasta las 12:00 horas que es cuando disminuye la
concentracion de esta fraccion en el influente. En cambio la componente Xi
describe una disminucién suave hasta alcanzar el valor minimo a las 12
horas. En este momento se produce un aumento notable del contenido de Xi
en el influente. Se observa que el comportamiento de ambas fracciones es

opuesto durante el dia.

De todo lo anterior se deduce que la calidad del agua residual varia en forma
apreciable durante el dia. Es importante destacar que la EDAR de Carraixet
realiza un servicio de depuracién de un area muy amplia abarcando
diferentes poblaciones y sus respectivos poligonos industriales. De esta
manera el influente que entra a esta depuradora tiene una componente

industrial importante. Cabe recordar que la toma del influente se realizé en



RESULTADOS 233

la arqueta de salida del decantador primario de la EDAR el cual tiene un
TRH aproximado de 2 horas. Es decir, incorpora una modificaciéon a la
calidad del agua residual que entra a la EDAR y que al ser agua decantada
se ha eliminado una parte importante de la componente particulada. En
general se observa que desde las 16:00 hasta las 24:00 horas entra un
influente rico en Sr y X1 y muy pobre en Xgs. La elevada concentracién de
estas fracciones indica una importante actividad tanto urbana como
industrial. Durante el resto del dia entra un agua residual mas rica en Xs lo

cual puede corresponder a una actividad principalmente doméstica.

Estos datos dinamicos se incorporaron en el simulador DESASS para
proceder a la calibracion dinamica. En el apartado siguiente se describe el

procedimiento desarrollado.

4.3.2.5 Etapa N°4: Calibracion dinamica

En esta etapa se lleva a cabo el procedimiento de calibraciéon dinamica de los
parametros seleccionados de acuerdo al analisis de sensibilidad del proceso

en estado estacionario.

Para realizar el procedimiento de calibraciéon dinamica de los parametros se

han seguido los siguientes pasos:

1- Se considera como estado inicial, a partir del cual realizar la simulacién
dinamica, el estado estacionario simulado en la etapa N° 2, el mismo
que se empled en el analisis de sensibilidad del sistema.

2-  Se incorporan en el programa DESASS los datos dinamicos del
influente. En una planilla de calculo se introducen los datos
experimentales de las fracciones solubles y particuladas del influente
descritos en el apartado anterior.

3- Se simula el comportamiento de la planta empleando los parametros
calibrados en los ensayos off-line, (ver Tabla 56).

4- Se emplean las variables mas sensibles, las cuales muestran cambios
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apreciables ante las variaciones de los parametros, (Snxus4, Sros ¥y
DQOson del efluente), para ajustar los parametros. De acuerdo al
analisis de sensibilidad estas variables contienen informacion
experimental relevante.

5- Se ajustan los parametros seleccionados en el analisis de sensibilidad
del sistema en estado estacionario. De los resultados obtenidos el
subconjunto 6 formado por pacip vy Knus seET, con un yx=1,7 es
potencialmente 1identificable a partir de los datos dinamicos
disponibles. Para llevar a cabo este ajuste se comparan los datos
experimentales de Sxus, Spos y DQOsor del efluente con los valores
predichos por el modelo. Se modifican estos parametros hasta
minimizar la suma del error cuadratico entre los datos experimentales
y simulados.

6- Sise logra un ajuste adecuado de los datos experimentales se considera

finalizado el procedimiento de calibracién del modelo BNRM1.

De igual manera que en el apartado 4.3.2.2, se observo que al considerar la
fraccion Xj de cada muestra obtenida con el método de caracterizacion fisico-
quimico los valores de la DQOror de los reactores predichos por el modelo
eran superiores a los datos experimentales. Por esta razon, en la simulacién
dinamica, se ha considerado una fraccién constante de X; = 26 mg DQO/I
durante todo el periodo para lograr similitud entre los datos experimentales

y los predichos por el modelo de la DQOror de los reactores.

El modelo BNRM1 propone un valor de pacio = 2.2 d'! y de Knus ver = 0.05
mgN/l. Sin embargo, en el procedimiento de simulacién en estado
estacionario se consider6 apropiado el empleo de un valor mas bajo de
pacip=1.8 d! para lograr datos similares a los experimentales. El
comportamiento dinamico del proceso se simulé con estos valores de pacip y
Knas mEr y los parametros calibrados en los ensayos especificos.

Posteriormente se compararon los datos experimentales de Snu4, Spos y
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DQOsor del efluente con los valores simulados de estas variables, las cuales
han sido seleccionadas del analisis de sensibilidad. La Figura 68 muestra el
resultado de la simulacién y los datos experimentales de estas variables. La
linea discontinua representa la respuesta del modelo con los valores
pacip=1.8 d-1 y Knua HEr=0.05 mgN/l. De las tres variables, solamente Sxu4 es
representada en forma adecuada por el modelo. Para lograr que los datos
simulados describan el comportamiento real de Spos y DQOsor se
modificaron los parametros seleccionados del analisis de sensibilidad del
sistema en estado estacionario. La modificacién se realizé hasta lograr un
minimo en el error cuadratico medio entre los datos experimentales y
simulados. Los valores de los parametros que permitieron alcanzar este
minimo han sido pacin=0.97 d! y Knus uer = 0.25 mgN/l. La respuesta del
modelo con estos valores esta representada mediante la linea continua en

cada grafica de la Figura 68.

La representaciéon adecuada de los datos de Spos se logré disminuyendo la
velocidad especifica pacip lo cual produce una menor disponibilidad de Sa en
el medio. Esta disminucién deteriora el proceso de eliminacion de fésforo
generando un aumento en la concentracién de este compuesto en el efluente.
Cabe destacar que la modificacion de la velocidad especifica Unicamente

afecta al contenido de Spos, (ver Tabla 61).

En la concentracion de DQOsor se produce un aumento notable entre las
12:00 y las 20:00 horas. En este periodo el contenido de amonio en el
efluente es muy bajo generando una limitacién de este nutriente para ser
utilizado por las bacterias heterdtrofas. Al aumentar Knus uer disminuye el
valor de la funcién “switch” controlada por este parametro. De esta manera
cuando la concentracion de Snus4 alcanza valores muy bajos, disminuye la
velocidad de crecimiento de las bacterias heterétrofas y aumenta el

contenido de materia organica rapidamente biodegradable en el efluente.
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Figura 68: Datos de Snus, Sro4 y DQOsoL del efluente. (m) experimental;
(——) simulado con pacip=1.8 d'! y KnnsnET= 0.05mgN/l; (—) simulado con
pacm=0.97 d! y Knxasner= 0.25mgN/1.
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Figura 69: Datos de Snos y NrsoL del efluente. (m) experimental; (——)
simulado con pacip=1.8 d! y Knusuer=0.05 mgN/l; (—) simulado con
pacio=0.97 d! y KnasaET=0.25mgN/1.

En las graficas de la Figura 69 se muestran los datos experimentales de
Snos v Nt son y los simulados con los valores de los parametros antes y
después del ajuste. Se observa que el modelo predice en forma adecuada el
comportamiento de estas variables. La modificacion de los parametros no
produjo una variaciéon notable en los datos simulados, lo cual confirma que

Snos ¥ Nt sor, no son sensibles a las perturbaciones de estos parametros.

Al modificar los parametros pacip vy Knus HET seleccionados a partir del
analisis del sensibilidad el modelo logr6 describir en forma adecuada los
datos experimentales de Spos y DQOsoL del efluente. No ha sido necesario

recurrir a otros parametros como Kps pao para lograr una mejor prediccion
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de los datos. De esta manera es posible considerar finalizado el

procedimiento de calibracién dinamica.

De los resultados obtenidos en esta etapa se pueden derivar las siguientes

conclusiones:

1) Los parametros de las bacterias acidogénicas ejercen una gran influencia
en el proceso de eliminacion de fésforo. Estos microorganismos pueden
modificar notoriamente la actividad de las bacterias PAO al producir una
concentraciéon adicional de acidos grasos volatiles. De los tres parametros
mas sensibles de estas bacterias: pacip, bacip y Kr acp el primero de ellos se
calibr6 a partir de los datos dinamicos. Los dos restantes al presentar una
pronunciada colinealidad no han podido ser 1identificados en este

procedimiento. Por esta razén se han empleado los siguientes valores

propuestos por el modelo BNRM1: bacip=0.33 d-! y Kr acip = 15 mg DQO/1.

2) Con el valor de pacio = 0.97 d-! fue posible describir la variacién real de la
concentracion de Spos del efluente. El valor de este parametro es
relativamente bajo si se compara con las velocidades de crecimiento de las
bacterias autétrofas, heterétrofas y PAO. Blanco, (2005) hall6 un valor de
pacip de 5.0 d! a partir de ensayos en laboratorio empleando elevadas
concentraciones de glucosa como sustrato. Bouzas, (2003), mediante la
simulacion del proceso de fermentacion obtuvo un valor de pacip = 0.98 d-1 y
Ribes, (2005), un valor de pacip = 1.0 d-1. Estos ultimos valores son similares

al obtenido en este trabajo a partir de los datos dinamicos.

3) El analisis de sensibilidad en estado estacionario es una herramienta
muy importante en el procedimiento de calibraciéon dinamica al permitir
determinar el conjunto de parametros potencialmente identificables. La
importancia de dicho analisis se ha podido comprobar en este trabajo puesto
que al modificar los parametros seleccionados el modelo fue capaz de

describir los datos experimentales de Spos y DQOsor.
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4) El contenido de Snus4 del efluente es el resultado principalmente del
proceso de nitrificacién el cual esta representado por los parametros de las
bacterias autétrofas: paur, Knas aur y baur. Si estos parametros se obtienen
en forma adecuada entonces sera posible describir el comportamiento real
de la variable Snxus4 del efluente. En este trabajo se ha observado que los
datos simulados de Sxus son muy similares a los datos experimentales de
esta variable. Esto indica que la identificacion de los parametros de las
bacterias autétrofas determinados mediante ensayos de calibracién off-line

ha sido adecuada.

5) El modelo ha sido capaz de predecir el comportamiento de las variables
Snos v Nt sor, lo cual indica la bondad del procedimiento de calibracién off-

line de los parametros que controlan el proceso de desnitrificacion.

6) El procedimiento propuesto se basa principalmente en una metodologia
de calibracion off-line de los parametros mas sensibles del modelo BNRM1.
En estos ensayos especificos de laboratorio las condiciones pueden ser
controladas en forma adecuada. Incluso si se realiza un muestreo exhaustivo
de acuerdo a los resultados del analisis de sensibilidad de estos
experimentos, es posible mejorar la identificacion de los parametros que se
determinan en estos ensayos. Finalmente, los datos dinamicos permiten
completar el proceso de calibracidon. Estos datos se destinan a la
1dentificacion del conjunto de parametros potencialmente identificables que

no se determinan en experimentos off-line.
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4.4 ANALISIS COMPARATIVO DE LOS PARAMETROS
CALIBRADOS EN EXPERIMENTOS OFF-LINE

Este apartado se ha destinado a realizar un analisis de los parametros

calibrados en los experimentos de laboratorio en las tres edades de fango.

4.4.1 Parametros calibrados en los experimentos off-line

En los tres periodos de trabajo de la planta piloto se realizaron una serie de
experimentos off-line que permitieron la identificaciéon de un conjunto de
parametros. El propésito de este apartado es comparar los valores obtenidos

con esta metodologia.

En la Tabla 63 se recogen todos los valores de los parametros calibrados
mediante ensayos especificos en las diferentes edades de fango. Los
parametros se han agrupado en funcién del proceso que controlan. A

continuacion se realizara una breve discusion de cada grupo.

Tabla 63: Parametros calibrados en los distintos TRC estudiados.

TRC

Pardmetros 6.5 dias 8 dias 9 dias

UH 2.00 2.08 2.00

Kr 1.3 1.1 0.47

HET bu 0.40 0.40 0.40
Yu 0.61 0.58 0.60

nH 0.13 0.19 0.37

HAUT 1.3 1.2 1.2

AUT KNn4 0.20 0.24 0.29
baut 0.20 0.20 0.20

LLPAO 2.7 2.7 2.7

bpao 0.20 0.20 0.20

qprpP 3.04 3.00 3.08
Kpua 0.070 0.071 0.070

Kmax 0.33 0.33 0.30
Kipp 0.026 0.026 0.026

PAO Yrao 0.79 0.79 0.79
Ka 1.00 1.00 1.00

QpHA 3.60 3.60 3.67

Yro4 0.46 0.35 0.35

npP 0.48 0.46 0.49

MNPAO 0.27 0.31 0.32
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4.4.1.1 Bacterias heteroétrofas:

Se observa que en el rango de edades estudiadas algunos de los parametros
calibrados de estos microorganismos muestran una pequena variacion. Si
bien la velocidad de crecimiento se ha mantenido relativamente estable en el
rango estudiado, la constante de semisaturacién presenta una disminucion
al aumentar la edad de fango del proceso. La constante de semisaturacion
obtenida en este trabajo es mas pequena que la propuesta por el modelo
BNRM1 que considera una Kr=4 mgDQO/1. El parametro estequiométrico
Yu es similar al valor Yu = 0.63 mg DQO/mg DQO propuesto por el modelo
BNRM1 en los tres TRC. En relacion al factor de eficacia de la
desnitrificacion, se ha observado un significativo incremento de dicho
parametro al aumentar la edad de fango, lo cual indicaria una mayor
presencia de bacterias heterétrofas desnitrificantes en el sistema. Cuando la
edad del fango es elevada existe una mayor proporcién de microorganismos
muertos que liberan al medio Sxus como resultado de la lisis celular. Este
amonio adicional en el licor mezcla es oxidado por las bacterias autétrofas
favoreciendo las condiciones anodxicas, lo cual beneficia la proliferacion de
biomasa desnitrificante. Por otro lado, la relacion C/N en el influente puede
influir notablemente en el proceso de desnitrificaciéon. En la Tabla 64 se
muestran los datos de Snus4, la fracciéon Sy del influente y Sy/Snms en cada
TRC. En cada periodo de trabajo la nitrificacién ha sido practicamente total,
con lo cual todo el amonio que ha entrado a la planta piloto ha sido
convertido a nitratos. Se observa un incremento notable de este cociente a
medida que aumenta el TRC empleado lo cual puede haber favorecido

también el proceso de desnitrificacion.

Tabla 64: Relacion Sy / Snus del influente.

TRC
6.5 dias 8 dias 9 dias
SNH4 30.1 26.4 40.2
Sr 35 40 92
Sr / SNH4 1.16 1.52 2.29
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4.4.1.2 Bacterias autoétrofas:

Los parametros caracteristicos de estas bacterias muestran una variaciéon en
el rango de trabajo. La velocidad de crecimiento paur disminuye al
incrementar el TRC, mientras que la constante de semisaturacién describe
un aumento, mostrando una menor afinidad por el amonio. El modelo
BNRM1 propone un valor de paur = 1.0 d'! y una Kyus = 1.0 mg N/1. Si bien
el valor de la velocidad de crecimiento es similar al obtenido en este trabajo,
la constante de semisaturacién es notablemente superior a los valores de
Kxnhn4 en cada edad de fango. Experimentalmente se ha observado que estos
microorganismos son sensibles al TRC empleado, siendo favorecidos por
edades de fango elevadas. Sin embargo, en este trabajo la nitrificacién se
desarroll6 en forma adecuada en las tres edades de fango puesto que en cada
periodo se ha observado una concentracién de Snus en el efluente del orden

de 0.2 mg N/L.

La importancia de una adecuada identificaciéon de los parametros de las
bacterias autdtrofas se ha visto reflejada en el analisis de sensibilidad del
proceso en estado estacionario. La velocidad de crecimiento y lisis celular

muestran una elevada influencia en la respuesta del modelo.

4.4.1.3 Bacterias PAO:

Conforme al analisis de sensibilidad en estado estacionario, algunos de los
parametros que describen el comportamiento de estas bacterias presentan
una elevada influencia en la respuesta del modelo. El rendimiento Ypao es el
parametro que mas influye de acuerdo al orden de medidas de sensibilidad,
d;. El valor obtenido de Ypao = 0.79 mg DQO/mg DQO se mantiene constante
en las tres edades de fango. Este valor es superior al propuesto por el
modelo BNRM1: Ypao = 0.63 mgDQO/mgDQO. Garcia Usach, (2002) observé
que los valores elevados de Ypao indican la presencia de bacterias GAO en el

fango.
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Kumax representa la relacion maxima de almacenamiento de polifosfato por
unidad de biomasa PAO. Este parametro también describe una elevada
sensibilidad de acuerdo al analisis de sensibilidad en el estado estacionario.
Kwmax presenta una ligera disminuciéon entre el TRC de 8 dias y el de 9 dias.
Experimentalmente se ha relacionado la presencia de bacterias GAO en el
sistema con valores bajos de este parametro. En presencia de bacterias
GAO, no toda la biomasa considerada como PAO puede almacenar fésforo,
con lo cual el rendimiento Kmax sera inferior al valor obtenido si no hubiese
bacterias GAO. El modelo BNRM1 propone un valor de Kyax = 0.34 mg

P/mg DQO, similar a los obtenidos en este trabajo.

El parametro ppao también presenta una elevada influencia de acuerdo al
analisis de sensibilidad en estado estacionario. En las tres edades de fango,
se obtuvo una velocidad de crecimiento ppao = 2.7 dl, la cual es
notablemente superior a ppao = 1.0 d-l, valor propuesto por el modelo

BNRM1.

En general los parametros del modelo que poseen una elevada sensibilidad
practicamente no muestran variacion en las tres edades de fango (ver Tabla
63). Sin embargo, el parametro Ypos que posee una elevada influencia en la
respuesta del modelo describe una variaciéon importante. En el TRC de 6.5
dias se observa un valor notablemente superior. El parametro Ypos
representa el fésforo liberado en condiciones anaerobias por Sa consumida
en unidad de DQO. Las bacterias GAO acumulan Sa para formar Xpga sin
liberar fésforo al medio, con lo cual un valor bajo de Ypos4 indicaria la
presencia de bacterias GAO en el proceso. El modelo BNRM1 propone un
valor de Ypos = 0.4 mg P/mg DQO, el cual es bastante préximo a los

obtenidos en este trabajo.

El factor de eficacia mpao presenta una importante variacién con las
diferentes condiciones de trabajo. Este factor describe el consumo de
nitratos por crecimiento de las PAO desnitrificantes respecto al consumo de

oxigeno por crecimiento. El parametro npao muestra un aumento cuando se
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incrementa el valor de TRC, lo cual indica una mayor presencia de bacterias
PAO con la capacidad de desnitrificar. Este comportamiento es similar al

observado en las bacterias heterdtrofas desnitrificantes.

Del analisis de los valores de los parametros se deduce que ocurre un
aumento de la poblacion de bacterias GAO a medida que aumenta la edad
de fango del proceso. Se ha observado una notable disminucién del
parametro Ypos entre el TRC de 6.5 dias y el de 8 dias, lo cual sugiere que en
los periodos de trabajo con una edad de fango de 8 y 9 dias la concentracion
de bacterias GAO es superior. Ademas, se ha observado que el parametro
Kumax presenta una disminucién entre las edades de fango de 8 y 9 dias. Este
resultado indica que el proceso de eliminaciéon de fésforo ha sufrido un
mayor deterioro en el TRC de 9 dias dado que los microorganismos

presentan una menor capacidad de acumular el fésforo.

Para profundizar el analisis realizado del proceso de eliminacién de fésforo,
se han estudiado los polihidroxialcanoatos producidos en condiciones
anaerobias. Ademas, se ha llevado a cabo un seguimiento microbiolégico del
fango en los tres periodos de trabajo. A continuacién se exponen los

resultados obtenidos.

4.4.2 Produccion de polihidroxialcanoatos en condiciones

anaerobias

En ausencia de oxigeno y nitratos las bacterias PAO y GAO consumen acido
acético almacenandolo como polihidroxialcanoatos. Se ha observado que la
composicion y produccién de estos polimeros permite determinar si en el
licor mezcla existe un aumento de la poblacién de bacterias GAO. Por esta
razon se ha destinado este apartado a analizar los polihidroxialcanoatos

producidos en cada una de las edades de fango.

En la Tabla 65 se recogen los rendimientos PHA/Sa, PHB/Sa y PHV/Sa (mol
C/mol C). Estos rendimientos representan los moles de C de PHA, PHB y
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PHYV producidos por mol de C de acido acético consumido en condiciones
anaerobias, respectivamente. Se observa que PHA/Sa no cumple la relacién
propuesta por el modelo BNRM1. En este trabajo se obtuvo un rendimiento
aproximado de 1.4 mol C/mol C. En la literatura se han hallado valores
similares: 1.3 mol C/mol C (Smolders y col., 1994), 1.48 mol C/mol C (Pereira
y col., 1996) y 1.3-1.36 mol C/mol C (Yagci y col., 2003). Los rendimientos
obtenidos en este trabajo respaldan a los modelos que consideran al

glucégeno una fuente importante de poder reductor.

Es posible observar un ligero aumento de la producciéon de PHA al aumentar
el TRC. Experimentalmente se ha determinado que existe una relacion
entre esta produccién y la proporcién Spos/Sa del influente. Yagei y col.,
(2003) observaron que al disminuir la relacién Spo4/Sa ocurre un incremento
en la produccion PHA/Sa. Por otro lado, Liu y col., (1997) determiné que una
disminucion gradual de la relacién Spos/Sa entre 20/100 a 2/100 genera un
aumento significativo de bacterias GAO. La proporcién Spo4/Sa del influente
determina la competicién entre las bacterias PAO y GAO basada en la
energia interna. La condicion promedio en la cual se trabajé en la planta
piloto en cada TRC se detalla en Tabla 66. La edad de fango de 6.5 dias no
favorece el desarrollo de bacterias GAQO, por lo cual se consideraran las dos
edades restantes. Entre las edades de fango de 8 y 9 dias disminuye
ligeramente la proporciéon del influente Spos/Sa. Esto puede haber
favorecido, ademas del incremento del TRC del sistema, el aumento del
rendimiento PHA/Sa inducido por un aumento de las bacterias GAO entre

estas dos edades de fango.

En la Tabla 65 se observa una disminucién de la producciéon de PHB y un
incremento en la de PHV al aumentar la edad de fango. Cuando la fuente
principal de AGV es el acido acético se ha observado que las bacterias PAO
producen en mayor proporcion PHB y una pequena proporciéon de PHV (<
10%), (Pijjuan y col., 2004). En cambio, las bacterias GAO producen mayor
cantidad de PHV (Liu y col., 1996; Filipe y col.,, 2001a) que los
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microorganismos acumuladores de fésforo cuando el principal alimento es

acido acético.

Tabla 65: Produccion de polihidroxialcanoatos en condiciones anaerobias.

Tabla 66: Datos medios de Spo4 y Sa y cociente Spo4/Sa en cada TRC.

TRC
6.5 dias 8 dias 9 dias
PHA/Sa 1.40 1.41 1.44
PHB/Sa 1.20 1.16 1.06
PHV/Sa 0.20 0.27 0.37
% PHB 85 82 73
% PHV 14 19 26

TRC
6.5 dias 8 dias 9 dias
Sro4 9.4 13.0 8.5
Sa 130 136 105
Spoa/Sa 0.07 0.10 0.08

El aumento en la produccién total de PHA por unidad de 4acido acético
consumido como asi también la variacion de la composicion de los
polihidroxialcanoatos producidos indica un aumento en la concentraciéon de
las bacterias GAO en el sistema a medida que se incrementa la edad de
fango. Estos datos respaldan los valores de los parametros calibrados en los
experimentos off-line los cuales también indican que a medida que aumenta
el TRC del proceso se incrementa la proporcion de bacterias GAO presentes

en el licor mezcla.

4.4.3 Analisis microbiologico del fango

En cada uno de los periodos de trabajo se realizaron analisis periddicos del
fango biol6gico mediante hibridacion in situ con fluorescencia (FISH). Esta

técnica permite identificar bacterias que pertenecen a un grupo taxondémico
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especifico (especie, género, clase, etc.). Se utilizan sondas 16S rARN (acido
ribonucleico) marcadas con fluorocromos, que se unen a la secuencia de

rARN de la bacteria deseada, produciendo una fluorescencia en las bacterias

hibridadas.

El analisis FISH permite detectar determinadas secuencias de
oligonucledtidos en las células. Estas técnicas se basan en la aplicacion de
los procesos de hibridacion que se producen entre secuencias
complementarias de material genético. La doble hélice de ADN (acido
desoxirribonucleico) 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. De esta manera una
secuencia de ADN o de ARN de cadena simple, complementaria de la
secuencia de interés, también llamadas sondas, puede utilizarse para
1dentificar 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.

Lo mas importante de este método es su casi absoluta especificidad, que
ningun otro método de identificaciéon 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.

Mediante la técnica FISH es posible verificar la existencia de una especie
determinada de bacteria en nuestras muestras. Para entender la
especificidad de la técnica conviene conocer ligeramente la clasificacion
taxondmica, y el lugar que ocupa la bacteria “diana” en ella. De acuerdo con

la clasificacién, si se dispone de la sonda especifica, se puede identificar la
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presencia de la bacteria “diana” en una muestra. 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 que permite utilizar la

estructura ribosémica para determinar la taxonomia bacteriana.

El analisis FISH se implement6 de acuerdo a la técnica descrita por Manz
(1992). En primer lugar se emplearon sondas EUBmix marcadas con FAM
especificas para el dominio Bacteria. Esta prueba se llevd a cabo con
proporciones iguales de las sondas EUB338, EUB338 I y EUB338 II
(Amman y col., 1990; Daims y col., 1999). La presencia de bacterias PAO en
el fango biolégico se determiné mediante sondas PAOmix marcadas con
TAMRA especificas para Accumulibacter. Esta prueba se llevd a cabo con
iguales proporciones de las sondas PAO462, PAO651 y PAO846 (Crocetti y
col., 2000). Finalmente, la presencia de bacterias GAO se determind por
medio de sondas GAOmix y DEFmix. Las sondas GAOmix son especificas
para Competibacter, marcadas con TAMRA (GAOQ431 y GAOQ989)
(Crocetti y col., 2002). Las sondas DEFmix marcadas con TAMRA, son
especificas para Defluvicoccus relativa a bacterias GAO. Esta ultima prueba
se realiz6 con cantidades iguales de las sondas TFO_DF218 y TFO_DF618,
(Wong y col., 2004). En la Tabla 67 se describen las caracteristicas de las
sondas empleadas. Los resultados de las pruebas FISH se examinaron con
un microscopio de epifluorescencia Leica DM2500. Se obtuvieron 20
imagenes de cada muestra las cuales se emplearon para cuantificar los
porcentajes de las bacterias PAO y GAO presentes en las mismas. La
metodologia empleada se describe en Barat y col., (2008). En el anejo 2 se

describe detalladamente la metodologia empleada.

En la Tabla 68 se muestran los porcentajes de bacterias PAO y GAO
respecto al total de microorganismos presentes obtenidos para los distintos

TRC utilizados. Este porcentaje se refiere a la prueba EUBmix. La
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proporcion de bacterias PAO disminuye notoriamente entre la edad de fango
de 6.5 dias y la de 8 dias. Entre los TRC de 8 y 9 dias la concentracion de los

microorganismos acumuladores de fosforo presenta una disminucién menor.

Si bien la edad de fango de 6.5 dias no favorece el crecimiento de bacterias
GAO, se observa en Tabla 68 que en esta edad existe una pequena
proporciéon de microorganismos acumuladores de glucoégeno. Es posible notar
que la concentracion de bacterias GAO se incrementa a medida que lo hace
la edad de fango del proceso. En la Tabla 68 se ha incorporado la relacion
(GAOmix+DEFmix)/PAOmix,

los cuales muestran el aumento de la

poblacion GAO respecto a la poblacion de bacterias PAO.

Tabla 67: Sondas utilizadas en este estudio.

Sonda Secuencia (5'-3") Grupo
EUB 338-1 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Mayoria de bacterias
EUBmix | EUB 338-11 GCAGCCACCCGTAGGTGT Planctomycetes
EUB 338-111 GCTGCCACCCGTAGGTGT Verrucomicrobiales
Intimamente relacionado
PAO 462 | CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC | a Rhodocyclus (Candidatus
Accumulibacter phosphatis)
Intimamente relacionado
PAOmix | PAO 651 CCCTCTGCCAAACTCCAG a Rhodocyclus (Candidatus
Accumulibacter phosphatis)
Intimamente relacionado
PAO 846 GTTAGCTACGGCACTAAAAGG a Rhodocyclus (Candidatus
Accumulibacter phosphatis)
GAO Q431 TCCCCGCCTAAAGGGCTT Candidatus Competibacter
. phosphatis
GAOmix Candidatus Competibact
GAO Q989 TTCCCCGGATGTCAAGGC andidatus Lompetibacter
phosphatis
TFO_DF218|  GAAGCCTTTGCCCCTCAG Defluvicoccus relacionados
DEFmix a TFO!in a-proteobacteria
TFO_DF618|  GCCTCACTTGTCTAACCG Defluvicoccus relacionados
a TFO! in a-proteobacteria

1: organismos formadores de tétradas.

En la Figura 70 se muestra a modo de ejemplo una hibridaciéon con las
sondas EUBmix, que da una coloracién verde, y la sonda PAO mix de color

naranja. Esta hibridacién corresponde a la edad de fango de 9 dias en la cual
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es posible observar la presencia de bacterias acumuladoras de fésforo en el

fango.

Tabla 68: Porcentajes de las pruebas PAOmix y GAOmix respecto a

EUBmix.
TRC
6.5 dias 8 dias 9 dias
PAOmix/EUBmix 31% 17 % 14 %
GAOmix/EUBmix 2 % 4 % 5%
DEFmix/EUBmix <1% <1% <1%
(GAOmix+DEFmix)/PAOmix 0.06 0.24 0.36

Figura 70: Sondas EUBmix (color verde) y PAOmix (naranja).
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Los resultados del seguimiento microbiolégico respaldan los valores de los
parametros de las bacterias PAO obtenidos en las diferentes edades de
fango. Asi también, los resultados del analisis del fango mediante la técnica
FISH permiten explicar la variacién observada en la composicién de los

polihidroxialcanoatos entre los diferentes TRC analizados.

La disminucién tan importante de bacterias PAO que se produce entre las
edades de fango de 6.5 y 8 dias muestra que el efecto del TRC sobre el
desarrollo de la poblacién de bacterias PAO es muy importante. Se considera
que la disminucién en la concentracién de bacterias PAO, es la verdadera
responsable de la marcada disminucion observada en el valor del parametro
Ypros entre las edades de fango de 6.5 y 8 dias. Se observa, ademas, que entre
las edades de 8 y 9 dias se ha producido un aumento de bacterias GAO y una
pequena disminucion de la concentracion de bacterias PAO. Si bien esta
variacion en la composiciéon de la poblacion bacteriana no ha conducido a
una disminucién significativa del parametro Ypos si se ha originado una
disminucién del parametro Kyax desde 0.33 a 0.30 mg P/mg DQO entre las
edades de fango de 8 y 9 dias. Esto indica que en el TRC mas elevado la
proporcion PAO/GAO presente ha generado un deterioro del proceso de

eliminaciéon de fésforo.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con las observaciones
realizadas por Whang y col.,, (2007). Estos autores observaron que las
bacterias PAO optimizan la distribucién del polihidroxialcanoato en
condiciones aerobias destinando una mayor proporcion de XpHa para
crecimiento que las bacterias GAO. De esta forma cuando la edad de fango
es baja, aunque las bacterias GAO consuman igual o mayor proporcién de
acido acético, destinan una elevada cantidad del polimero Xpua para
regenerar el glucogeno y una baja cantidad para el crecimiento. En estas
condiciones las bacterias acumuladoras de fésforo presentan una clara
ventaja respecto a los microorganismos acumuladores de glucégeno. Esto
puede explicar la elevada concentraciéon de bacterias PAO obtenida en el

TRC de 6.5 dias y la escasa presencia de microorganismos GAO. Al
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aumentar la edad de fango a 8 dias se produce un cambio apreciable en la
distribucion de la poblacion bacteriana, dado que disminuye notablemente la
concentracion de bacterias PAO y aumenta la de bacterias GAO. Esto indica
que en esas condiciones los microorganismos acumuladores de glucégeno
logran desarrollarse en mayor medida. Finalmente, en el TRC de 9 dias
disminuye ain mas la concentraciéon de microorganismos PAO, aumentando

al mismo tiempo la presencia de bacterias GAO.

El trabajo experimental se ha realizado con dos esquemas diferentes de
operaciéon. Un primer esquema se ha empleado en el estudio desarrollado
con las edades de fango de 6.5 y 8 dias y un segundo esquema para
desarrollar la fase experimental destinada a proponer un nuevo
procedimiento de calibracion del modelo. Al analizar los valores de los
parametros calibrados en ensayos off-line se ha detectado que algunos de
estos parametros han sufrido variaciones. El cambio observado en los
mismos esta originado principalmente en el aumento del TRC del proceso.
Se considera que la modificacién implementada en la planta piloto no ha
provocado alteraciones en el sistema que se puedan traducir en variaciones

de los parametros calibrados en los ensayos off-line.
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5 CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo son:

1-

El analisis realizado a los métodos de caracterizaciéon fisico-quimico y
respirométrico de la materia organica presente en el agua residual ha
permitido establecer una metodologia adecuada de caracterizacion de

las componentes biodegradables.

En el procedimiento de caracterizacion fisico-quimico es conveniente el
empleo del tamano de filtro de 0.1 um para lograr un fraccionamiento

adecuado del agua residual.

En la valoracion de la fraccion Sg por medio del analisis respirométrico
es necesario emplear un cociente inicial Fo/Xo que proporcione
condiciones experimentales similares a las empleadas en la
determinaciéon del rendimiento Yu. De esta manera se garantiza que la
bacteria destine la misma proporcion de DQO para crecimiento que la

considerada en el parametro Yu.

El método de caracterizacion fisico-quimico y el analisis respirométrico
brindan valores semejantes de la fraccion Ss. Sin embargo, se han
observado notables diferencias entre las componentes Xs obtenidas con
ambos métodos. Esto se debe a que el analisis respirométrico permite
evaluar sélo la fracciéon de materia organica facilmente hidrolizable.
Debido a la limitacion que presenta el analisis respirométrico se
considera que el método fisico-quimico es mas adecuado para

caracterizar el agua residual.

El procedimiento destinado a mejorar el método de calibracién off-line
del modelo BNRM1 ha proporcionado una metodologia rigurosa de

estimacion de parametros. El muestreo 6ptimo de cada experimento,
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basado en el analisis de sensibilidad de los mismos, como asi también
las medidas del polimero polihidroxialcanoato, Xpua, consideradas en el
ensayo de calibracion de las bacterias PAO en condiciones aerobias
permiten estimar de manera adecuada los diferentes conjuntos de

parametros.

El contenido de Xpua se ha determinado mediante cromatografia
gaseosa. S1 bien la implementacion de esta metodologia presenta cierta
dificultad, se ha podido establecer claramente la evolucién de este

compuesto en las condiciones aerobias.

El rendimiento Xpua/Sa no cumple la relaciéon propuesta por el modelo
BNRM1. En este trabajo se obtuvo un rendimiento aproximado de 1.4
mol C/mol C en las tres edades de fango, el cual se asemeja a los
valores publicados en la bibliografia. Los rendimientos obtenidos en
este trabajo respaldan a los modelos que asumen que una parte del
poder reductor, necesario para la formacion de Xpua, se obtiene de la

hidroélisis del glucogeno almacenado intracelularmente.

En condiciones aerobias el polimero Xpua describe un comportamiento
diferente al propuesto por el modelo BNRM1. En estas condiciones las
bacterias PAO conservan una pequena proporciéon del polimero que

podria estar destinada a los procesos de mantenimiento celular.

El analisis de sensibilidad del ensayo de calibracién off-line de las
bacterias PAO en condiciones aerobias ha puesto de manifiesto la
necesidad de incorporar los datos de Xpuma en el procedimiento de
calibracion. Si se tiene en cuenta Unicamente el registro de la OUR y
del Xpp es posible identificar los parametros Ypao, KmaxXpao, upraoXprao
y qrpXrao a partir de los datos experimentales de estas variables. Sin
embargo, al considerar también la evolucion del polimero Xpha se

puede mejorar la identificabilidad de los parametros KpuaXpao y
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10-

11-

12-

13-

14-

KumaxXpao. De esta manera es posible lograr una mejor estimacion del

conjunto de parametros empleando esta metodologia.

El analisis de sensibilidad de los diferentes ensayos de calibracion off-
line ha permitido mejorar la metodologia empleada incorporando un
muestreo exhaustivo en el intervalo del ensayo donde los parametros

exhiben una elevada sensibilidad.

La metodologia de calibraciéon del modelo BNRM1 propuesta en este
trabajo, que considera no sélo la informacion experimental recogida en
ensayos especificos sino también datos dinamicos del proceso, permite
simular en forma adecuada el comportamiento estable y dinamico del

tratamiento biolégico.

El analisis de sensibilidad en estado estacionario ha mostrado que un
grupo importante de parametros calibrados en experimentos off-line
exhiben una elevada medida de la sensibilidad. Principalmente entre
los que presentan mayor influencia en la respuesta del modelo se
encuentran los parametros de las bacterias PAO y autétrofas. Su
elevada sensibilidad justifica el procedimiento de identificacién que se
realiza mediante ensayos off-line en los cuales las condiciones

experimentales se controlan en forma adecuada.

Entre los parametros del modelo que exhiben una notable sensibilidad
se encuentran los que caracterizan el proceso de las bacterias
acidogénicas: pacip ¥y bacin. Este resultado respalda la modificacion
introducida por el modelo BNRM1 al considerar la actividad de esta
poblacion bacteriana en el proceso de eliminaciéon biolégica de materia

organica y nutrientes.

El analisis de sensibilidad en estado estacionario se ha empleado

también para determinar las variables mas sensibles a las
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15-

16-

17-

18-

perturbaciones de los parametros. Se ha observado que las
concentraciones de Spos, Snus y DQOsor del efluente contienen
suficiente informaciéon experimental para el procedimiento de

calibracién dindmica.

Los parametros pacip y Knus HET seleccionados de acuerdo al analisis de
sensibilidad del sistema en estado estacionario, se identificaron a
partir de los datos dinamicos de las variables Spos y DQOsor. El valor
de pacmp = 0.97 d! obtenido con este procedimiento es similar a los
valores publicados en la bibliografia (Bouzas, 2003; Ribes, 2005). Si
bien estas bacterias presentan una velocidad baja de crecimiento su
actividad puede influir notablemente en el proceso de eliminacién de

fosforo.

En este trabajo de investigaciéon se ha comprobado la importancia del
analisis de sensibilidad del sistema en estado estacionario. E1 modelo
logré una adecuada descripcion de los datos experimentales de Spos4 y
DQOsor, del efluente modificando los parametros seleccionados con el

estudio de sensibilidad.

El procedimiento de calibracion del modelo BNRM1 propuesto en este
trabajo se basa principalmente en una metodologia de calibracion off-
line de los parametros mas sensibles del modelo. Al incorporar datos
dinamicos se ha logrado la identificacion de parametros que exhiben
una elevada sensibilidad y que no se han determinado en los ensayos

especificos.

La curva de variacién diaria del influente y efluente demuestran que el
proceso esta sometido a notables cambios en la calidad del agua
residual que entra a la planta. La concentracion de amonio del
influente como asi también las componentes de materia organica

presentan una variabilidad muy pronunciada.
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19- Algunos de los parametros de las bacterias PAO, calibrados a partir de

20-

ensayos especificos off-line, exhiben cierta variaciéon con la edad de
fango. Se considera que este cambio es una consecuencia del aumento
de la concentraciéon de bacterias GAO cuando se incrementa el TRC del
proceso. Asi también, la composicion de los polihidroxialcanoatos, entre
las diferentes edades de fango, indica que la presencia de bacterias
GAO es mas importante cuando se incrementa la edad de fango. El
seguimiento microbiolégico, realizado con la técnica de hibridacion
FISH, ha proporcionado datos que respaldan estas observaciones. Al
aumentar la edad del fango no sélo se incrementa la poblaciéon de
bacterias GAO sino que decae notoriamente la concentraciéon de
bacterias PAO. Esta disminuciéon es muy marcada entre las edades de

fango de 6.5 y 8 dias.

Los valores de los parametros obtenidos con la metodologia de
calibracion off-line en las tres edades de fango presentan algunas
diferencias. Se estima que estas diferencias estan vinculadas
fundamentalmente con el aumento de la edad de fango del proceso. Se
considera que la modificacién de la planta piloto no ha introducido

alteraciones en el proceso.
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ANEJO |

En este anejo se recogen los datos obtenidos en la caracterizacién dinamica.

Tabla 69: Datos del influente de la caracterizacion dinamica.

INFLUENTE
Tiempo DQOror DQOsoL DBOror. | DBOsoLL SAINF Sa INF+Sa aLiv®
(h) (mg DQO/N) | (mg DQO/M) | (mg DQO/) | (mg DQO/N) | (mg DQOMN)| (mg DQO/N)
16:00 317 219 217 164 49 125
17:00 362 240 217 188 46 122
18:00 353 225 217 184 56 132
19:00 389 243 259 196 62 138
20:00 389 249 270 197 66 142
21:00 374 228 262 178 50 126
22:00 371 219 240 172 58 134
23:00 365 215 225 175 53 129
0:00 344 179 239 138 45 121
1:00 327 148 240 109 35 111
2:00 340 160 242 126 39 115
3:00 340 163 242 120 39 115
4:00 340 166 239 125 32 108
5:00 327 151 242 113 31 107
6:00 315 141 236 94 35 111
7:00 315 128 231 83 23 99
8:00 253 115 186 76 27 103
9:00 266 118 185 76 31 107
10:00 260 115 187 77 25 101
11:00 266 112 186 74 7 83
12:00 303 104 189 68 18 94
13:00 281 116 155 84 7 83
14:00 295 123 155 82 12 88
15:00 305 126 160 91 15 91

(1): SaaLmt = 76 mg DQO/1




278 ANEJOS

Tabla 70: Datos del influente de la caracterizaciéon dinamica.

INFLUENTE
Tiempo SST SSV SNH4 SNo3 Spo4INF | Spo4 INF +Spo4 ALIM®
(h) (mg SS/) | (mg SS/1) | (mg N/1) | (mg N/I) | (mg P/1) (mg P/)
16:00 108 92 45.2 1.5 4.4 7.7
17:00 130 114 44.3 0.7 5.2 8.5
18:00 130 118 42.7 0.7 4.9 8.2
19:00 124 94 44.5 1.6 4.7 8.0
20:00 122 92 44.1 2.2 4.5 7.8
21:00 114 92 44.3 0.8 4.4 7.7
22:00 110 96 43.7 0.2 4.7 8.0
23:00 118 84 42.9 0.8 4.3 7.6
0:00 98 94 42.7 1.3 4.5 7.8
1:00 102 95 39.9 0.5 4.7 8.0
2:00 106 96 40.2 2.7 4.9 8.2
3:00 122 106 40.8 1.7 4.6 7.9
4:00 128 98 39.0 14 5.1 8.4
5:00 120 96 39.5 0.3 5.0 8.3
6:00 124 90 39.5 1.1 5.0 8.3
7:00 111 80 40.0 1.9 5.0 8.3
8:00 98 70 45.0 1.1 4.2 7.5
9:00 101 70 45.9 0.7 4.7 8.0
10:00 104 70 47.1 1.7 4.9 8.2
11:00 106 70 50.1 0.7 5.2 8.5
12:00 107 73 48.7 0.7 4.6 7.9
13:00 108 76 45.8 0.4 4.2 7.5
14:00 96 80 47.5 0.5 4.0 7.3
15:00 96 84 45.3 0.9 4.0 7.3
(1): SposaaLim = 3.3 mg P/l
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Tabla 71: Datos del efluente de la caracterizacion dinamica.
EFLUENTE
Tiempo DQOror DQOsoL Spo4 SNH4 SNo3 Nror soL
(h) (mg DQO/) | (mg DQOM) |  (mg P/) (mg N/I) (mg N/I) (mg N/1)

0:00 68 33 1.6 0.4 9.7 12.2
1:00 48 34 1.8 0.4 9.5 11.5
2:00 50 33 1.7 0.3 9.6 11.0
3:00 55 32 1.6 0.2 8.8 10.9
4:00 55 33 1.5 0.2 8.4 10.7
5:00 59 32 1.5 0.2 8.6 10.4
6:00 58 34 1.4 0.1 7.9 9.7
7:00 70 33 1.1 0.1 8.1 9.8
8:00 63 32 0.9 0.2 8.2 9.9
9:00 50 33 0.8 0.2 8.4 10.2
10:00 48 32 0.6 0.2 8.5 9.9
11:00 47 34 0.4 0.1 8.3 9.8
12:00 41 35 0.3 0.1 8.1 9.8
13:00 41 34 0.4 0.1 7.8 9.8
14:00 35 35 0.5 0.2 7.2 9.2
15:00 37 33 0.6 0.1 7.3 9.3
16:00 40 35 0.6 0.1 7.4 9.1
17:00 42 36 0.6 0.1 7.7 9.3
18:00 48 36 0.6 0.1 8.0 9.5
19:00 48 35 0.8 0.2 9.1 10.7
20:00 49 34 0.8 0.2 9.3 11.2
21:00 50 33 0.9 0.3 9.4 11.3
22:00 45 33 1.1 0.3 9.7 11.5
23:00 54 33 1.4 0.4 9.7 11.7

DBOsorLerL =2 mg DQO/IL.
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Tabla 72: Componentes del agua residual de la caracterizacion dinamica.

Tiempo St Ss Sy Xs X1
(h) (mg DQO/) | (mg DQO/M) | (mg DQO/) | (mg DQO/) | (mg DQO/)
16:00 31 188 139 29 69
17:00 32 208 162 9 113
18:00 31 194 138 23 105
19:00 30 213 151 46 100
20:00 31 218 152 52 88
21:00 30 198 148 64 82
22:00 32 187 129 53 99
23:00 31 184 131 41 109
0:00 30 149 104 90 75
1:00 31 118 83 123 57
2:00 30 130 90 112 68
3:00 32 131 92 111 66
4:00 33 133 102 106 68
5:00 32 119 87 123 53
6:00 33 108 74 128 46
7:00 31 97 73 134 53
8:00 33 82 56 104 34
9:00 34 84 52 101 47
10:00 34 81 56 106 39
11:00 33 79 72 107 47
12:00 32 72 54 117 82
13:00 31 85 78 70 95
14:00 31 92 80 63 109
15:00 31 95 80 65 114




ANEJOS 281

ANEJO I

En este anejo se describe el procedimiento de hibridacién in-situ, FISH.

Reactivos

1-  Paraformaldehido (Fijacion)
1-  Calentar 65 ml de agua bidestilada hasta 60°C
2-  Anadir 4 g de paraformaldehido (PFA)
3- Anadir 1 gota de solucién de NaOH 2M y agitar rapidamente
hasta que la solucién se haya clarificado
4-  Quitar de la fuente de calor y anadir 33 ml de PBS 3X
5-  Ajustar el pH a 7.2 con HCI
6- Eliminar cualquier resto de cristales por filtracién a través de
0.2 um
7-  Enfriar rapidamente a 4°C y conservar a esa temperatura
2-  Tampon fosfato salino (XPBS) (Fijacion)
1-  Esterilizar por filtracion 0.45 um 6 0.2 um
2-  Conservar a 4°C. Se utiliza frio
Preparar 3X PBS para reactivo de paraformaldehido: 22.8 g de
NaCl, 3 g de NaH2PO4 2.88 g de NasHPO4 1000 ml Agua destilada
ajustar a pH 7.4. Primero disolver los fosfatos, y luego el cloruro
sédico.
1- Esterilizar por filtracion 0.45 pm 6 0.2 pm
2-  Conservar a 4°C. Se utiliza frio
3-  Solucién de gelatina (preparacion portaobjetos)
Gelatina al 0.1 %, Sulfato potasico cromato al 0.01 % (Sigma ref.
C-5926, 12H>0)
1- Calentar agua destilada a 60°C
2-  Fundir la gelatina (100 mg de gelatina + 10 mg de sal de
cromato ‘12H20) en 100 ml de agua destilada
3-  Enfriar a 50°C para sumergir los portas

4-  Solucién de limpieza de portaobjetos FISH
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Reactivo de limpieza: Etanol con 10 % KOH

5-  Etanol 100% (Fijacién y lavado)

Reactivo etanol absoluto grado PRS. Guardar a temperatura
ambiente para lavados, y a 4°C para fijacion.

6- Etanol 80% (Lavado)

160 ml de etanol absoluto, 40 ml de agua destilada.
Guardar a temperatura ambiente

7-  Etanol 50% (Lavado)

100 ml de etanol absoluto, 100 ml de agua destilada
Guardar a temperatura ambiente

8- Cloruro Sédico 5M (Tampoén de hibridacién y tampén de lavado)
292.2 g de cloruro s6dico, 1000 ml de agua destilada
Disolver el NaCl en 800 ml de agua destilada y ajustar el
volumen hasta un litro. Distribuir en alicuotas
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos y por
filtracion.

9- EDTA 0.5M (cuando la concentracién de formamida es > al 20%)
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos y por
filtracion.

10- Tris-HC] 1M pH 8.0 (Tamp6n de hibridacién y tampon de lavado)
121.1 g de tris base, 42 ml de HCI concentrado
Llevar a 1 litro con agua destilada
Preparacion: pesar el tris y anadir a 800 ml de agua
destilada. Anadir el HCl concentrado, completar con agua
destilada hasta 1 litro. Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos y por filtraciéon

11- Agua Mili-Q (Tampén de hibridaciéon y tampén de lavado)

200 ml de agua Mili-Q
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos y por

filtracion
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12- SDS 10% (Tampoén de hibridacion y tampén de lavado)
10 g de SDS

Llevar a 100 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave
a 121°C durante 15 minutos y por filtracion

13- Formamida (Tampoén de hibridaciéon y tampén de lavado)
Volumenes de formamida y porcentaje en funcién de la sonda
Guardar a temperatura ambiente

14- Tampoén de hibridacion

Prepara en un tubo de microcentrifuga de 2 ml:

Tabla 73: Volumenes de reactivos en funcion del porcentaje de formamida
para la preparacion del tampén de hibridaciéon en la téenica FISH.

Reactivo % de Formamida
10 20 25 30 35 40 45
NaCl 5M (ul) 360 360 360 360 360 360 360
HCI1-Tris 1M (ul) 40 40 40 40 40 40 40

Formamida (ul) 200 400 500 600 700 800 900
Agua Mili-Q (ul) 1398 1198 1098 998 898 798 698

SDS 10% (ul) 2 2 2 2 2 2 2
Volumen Final (ul) | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000

Almacenar a 4°C

15- Tampoén de lavado

Precalentar a 46 °C en un tubo de 50 ml:

Tabla 74: Voliumenes de reactivos en funcion del porcentaje de formamida
para la preparacion del tampoén de lavado en la téenica FISH.

Reactivo % de Formamida
10 20 25 30 35 40 45
NaCl 5M (ul) 4500 | 2150 1490 1020 700 460 300
EDTA 0.5M (ul) 500 500 500 500 500 500 500

HCI-Tris 1M (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Agua Mili-Q (ml) 4445 | 46.3 | 46.96 | 47.43 | 47.75 | 47.99 | 48.15
SDS 10% (ul) 50 50 50 50 50 50 50
Volumen Final (ml) 50 50 50 50 50 50 50
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Guardar a 4°C
16- Sondas marcadas
Concentracion de sonda madre e hija
Rango de concentracion de trabajo entre 25 y 50 ng
17- Citifluor

Reactivo para evitar pérdida de fluorescencia
Procedimiento

1- Tratamiento de los portaobjetos FISH cubiertos con Teflon
1- Lavar con solucién de limpieza
2-  Enjuagar con agua destilada
3-  Secar al aire (proteger del polvo ambiental)
4-  Cubrir con gelatina por inmersion en la solucién de gelatina 0.1%
con sulfato potasico cromato 0.01% (preparada en el momento, T =
60°C)

5-  Secar al aire
2-  Fijacion de las muestras

GRAM negativas con paraformaldehido (PFA)

1- Lavar 1 ml de fléculo con 500 ul de PBS 1X (6000 rpm
durante 3 minutos)

2-  Anadir 3 volimenes de PFA (750 ul) a 1 volumen (250 pul) de
muestra y mantener a 4°C durante 1-3 h (minimo 1 h —
maximo 18 h)

3-  Pellet las células por centrifugaciéon (6000 rpm durante 3
minutos) y eliminar el fijador

4-  Lavar las células con PBS 1X (500 ul)
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5- Resuspender en PBS 1X (500 pul) (para tener una
concentracion de 108 — 109 células/ml) y anadir 1 volumen
(500 pul) de etanol absoluto frio (4°C)

6- Guardar a -20°C (se pueden conservar en condiciones varios

meses las muestras)

GRAM positivas con etanol

1-  Anadir 1 volumen de etanol absoluto (500 ul) a 1 volumen
(500 pl) de muestra y mantener a 4°C durante 4 — 16 h

2-  Pellet las células por centrifugacion (6000 rpm durante 3
minutos) y eliminar el fijador

3- Lavar las células con PBS 1X (500 pl)

4- Resuspender en PBS 1X (500 ul) (para tener una
concentracion de 108 — 109 células/ml) y anadir 1 volumen
(500 pl) de etanol absoluto frio (4°C) y mezclar

5-  Guardar a -20°C (se pueden conservar en condiciones varios

meses las muestras)

Aplicacion de las muestras a los portaobjetos FISH

1
2
3
4-
5
6

Poner un volumen de 3 ul de muestra fijada en el portaobjetos
Secar al aire

Deshidratar en EtOH al 50% durante 3 minutos (por inmersion)
Deshidratar en EtOH al 80% durante 3 minutos (por inmersion)
Deshidratar en EtOH absoluto durante 3 minutos (por inmersion)
Tras la deshidrataciéon, los portas pueden ser conservados

indefinidamente

Hibridacion “in situ”

1-

Preparar la soluciéon de hibridacion con formamida (Tabla 73) en
un eppendorf de 2 ml
De la solucién de hibridaciéon con formamida, reservar en un

eppendorf 6 x (10-n) ul, siendo n el volumen de sonda utilizada en
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10-
11-
12-
13-

cada pocillo. Es decir:

N° de pocillos en un porta: 6

Volumen total por pocillo (ul): 10

Sin =1 ul guardaremos 54 ul

Sin = 2 ul guardaremos 48 pl

Sin = 3 ul guardaremos 42 pl
Anadir al eppendorf reservado 6 ul de sonda (6 pocillos por porta
— 6 ul de sonda)
Poner un trozo de papel de celulosa dentro de un tubo Sarstedt de
50 ml y echar sobre el papel la soluciéon de hibridacién sin sonda
Poner 9 ul de la solucién de hibridacién + 1 ul de sonda en cada
pocillo y repartir homogéneamente por todo el campo
Introducir el porta dentro del tubo Sarstedt, manteniendo siempre
la posicién horizontal
Incubar a 46 °C durante hora y media
Preparar 50 ml de la solucién de lavado (Tabla 74), y atemperar a
48 °C
Sacar del horno y rapidamente lavar los portas e introducirlos
dentro del tubo con la solucién de lavado
Incubar en un bano a 48 °C durante 15 — 20 minutos
Lavar con agua destilada
Secar al aire en la oscuridad
S1 no se observa al microscopio inmediatamente, guardar el porta

a -20°C dentro de un tubo Sarstedt de 50 ml



