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1.INTRODUCCIO

1.1. La problematica de les aigles residuals

Dins de la problematica general de la contaminacié del medi ambient, la
contaminacié de l'aigua i consequentment dels sistemes aquatics és de gran
importancia, ja que sén aquests un factor fonamental tant pel desenvolupament
de I'ésser huma com per la resta de formes de vida.

Amb l'augment de la utilitzacié de l'aigua, tant en 'ambit doméstic com en
'ambit industrial, ha augmentat també la quantitat d’aigua residual generada i
habitualment contaminada. Les caracteristiques d’aquestes aigles poden ser
molt variables aixi com els efectes de la seva contaminacié (contaminants
fisics, quimics...). Per exemple en una aigua amb una gran quantitat de solids
en suspensio, s’hi veura limitat el pas de la llum i desafavorira el
desenvolupament de la vida aquatica. Un altre exemple seria la toxicitat
causada per determinats compostos emergents, degut a la creixent produccio
de nous productes industrials i farmaceutics, estant aquests poc tractats per les

estacions depuradores ja que encara no estan del tot regulats.

També es pot derivar contaminacié deguda a I'abocament de substancies
organiques o nutrients en les aigles. Concretament, el nitrogen i el fosfor, sén
els nutrients més abundants a les aiglies residuals i alhora els de major

importancia per al desenvolupament de la major part de formes vida.

Aquests, en ser abocats en grans concentracions en els medis aquatics, son
els causants de I'acceleracio de I'eutrofitzacid. Es a dir que, al ser requerits en
grans quantitats per la major part d’espécies aquatiques, la preséncia de grans
concentracions d’aquests nutrients, incentiva la proliferacié d’algues superficials
de forma accelerada amb el consequent augment d’oxigen dissolt degut a la
fotosintesi d’aquestes. A mesura que augmenta la quantitat d’algues
superficials, es dificulta el pas de la llum dins el medi provocant la mort de les

plantes aquatiques i posteriorment els animals que s’alimenten d’elles, etc.



A la llarga es crea una situacio on la part superior del medi és molt oxidant i la
part inferior molt anaerobia degut al consum massiu de I'oxigen per part de les
bacteries descomponedores. A més, es formen també substancies reduides
com H,S o amoniac degut a I'activitat de les bactéries anaerobies. La greu
disminucié de la biodiversitat d’aquests ambients fa que es consideri una
important font de contaminacié que es necessari controlar, ja que la majoria de

vegades es deriva d’actuacions antropiques.

Aixi doncs, la problematica associada al vessament de les aigues col-lectades
en sistemes tant urbans com industrials, motiva a la necessitat de depurar els
efluents residuals que es generen amb les principals finalitats de:
(Martin et al. 2006)

e Protegir I'estat ecologic dels medis receptors (embassaments, rius,

barrancs, aquifers, mar, etc.)
e Evitar riscs per la salut puablica de la poblacio
e Produir efluents amb caracteristiques fisiques, quimiques i

microbiologiques aptes per la reutilitzacio

1.1.1.Tractament de les aigties residuals

Els tractaments de les aiglies venen determinats per les seves caracteristiques
fisiques (color, olor, temperatura, solids,,,), quimiques (pH, oxigen dissolt,
potencial redox, demanda quimica d’oxigen (DQO), concentracions de
nutrients, concentracions de metalls pesats, etc) i biologiques (quantitat
d’organismes patdogens, demanda bioldgica d’oxigen (DBO)) de les aigles i el
grau de depuracio esperat depenent de si I'aigua s’ha d’ abocar a la llera (on
cal distingir-ne zones amb proteccio especial) o es vol reutilitzar per a fins
urbans, industrials, agricoles, recreatius o ambientals (recarrec d’aquifers, reg
de boscos, etc). La concentracio de cada un dels components que pot contenir
l'efluent de sortida ve determinada per la legislacié. En les aigies que

s’aboquen a la llera es controlen parametres com DBO5, DQO, SST, P i N



totals, en canvi a les aigues reutilitzades en controlen altres parametres com

els nematodes intestinals, E.coli, SST i terbolesa.

El tractament es pot dur a terme de varies maneres depenent del volum d’aigua
a tractar i la metodologia a seguir. Existeixen, per exemple, sistemes de
llacunatge en el que es recull I'aigua i es deixa reposar per tal d’estabilitzar la
matéria organica mitjancant I'accio de les plantes i microorganismes que

habiten en el “llac artificial”. Aquesta forma d”autodepuracié” és una forma més
respectuosa amb el medi ambient, pero només es pot utilitzar per tractar petits
cabals d’aigua amb poca carrega organica. El sistema analeg a aquest, seria
'EDAR convencional, en la que es tracten volums més grans amb més carrega
organica, nutrients i altres compostos dissolts. El control dels diferents
parametres al llarg de les instal-lacions fa possible detectar pics de
contaminacié i procedir correctament. Es distingeixen tres parts ben
diferenciades al llarg del procés de tractament en 'EDAR.

e Tractament primari: és un procediment fisic per a I'eliminacio de
solids i materia en suspensio. S'utilitzen reixes i sistemes d’eliminacio
per gravetat o suspensio.

e Tractament secundari: en aquesta part del procés es tracten la
matéria organica biodegradable i els nutrients. Es un procés biologic,
és a dir, es fa Us de certes comunitats de microorganismes per tal de
gue consumeixin aquestes substancies dissoltes, per posteriorment
poder eliminar-les de I'aigua i obtenir com a balang final 'aigua sense
els compostos i una quantitat superior de biomassa en forma de
fangs. En la configuracié del tractament secundari es solen disposar
tancs alternant processos aerobis, anaerobis i anoxics en funcié dels
contaminants a eliminar, amb un decantador final per a separar la
biomassa del liquid per tal d’evitar-ne el seu abocament, i retornar-la
al sistema o bé eliminar-la mitjangant la purga.

e Tractament terciari: Finalment, s’eliminen tots els compostos que no
s’han pogut tractar anteriorment; sals dissoltes, nutrients, patogens,

etc majoritariament amb metodes quimics.



Paral-lelament a la linia d’aigles descrita, es crea també una linia de fangs en
la que es processen tots els cossos contaminants i productes de formacié que

s’han generat al llarg del tractament secundari.

1.1.2. Legislacio relacionada

Per a controlar 'abocament d’aigues residuals existeixen una série de normes
per adequar a la situaci6 actual al grau de depuracié6 minim de les aigues
residuals.

La directiva de la Unié Europea 91/271/CEE de 21 de maig de 1991 sobre
tractament d’aigles residuals urbanes estableix dues obligacions clarament
diferenciades. En primer lloc, les aglomeracions urbanes hauran de disposar de
sistemes col-lectors per la recollida i conducci6 de les aigues residuals, i en
segon lloc, es preveuen diferents tractaments als quals s’haura de sotmetre
'aigua abans de ser abocada a les aigles continentals o maritimes.

En la determinacio dels tractaments a qué hauran de ser sotmeses les aiglies
residuals urbanes abans del seu abocament, s’ha de tenir en compte si aquest
s’efectuara es “zones sensibles” o “zones menys sensibles”, el qual

determinara un tractament més o menys rigoros.

S’entendra com a “zones sensibles” aquelles masses d’aigua dolca, estuaris i
aiglies costaneres que siguin eutrofiques o que puguin arribar a ser-ho en un
futur proxim. També ho seran aquelles masses d’aigua dolgca superficial
destinades a 'obtencié d’aigua potable i que puguin contenir una concentracié
de nitrats superior a la admissible.

Les “zones menys sensibles” seran els medis o zones d’aigua marina que
'abocament d’aigua residual no tingui efectes negatius sobre el medi ambient
degut a la morfologia, hidrologia o condicions hidrauliques especifiques

existents en aquesta zona (Directiva 91/271/CEE).

Per altra banda hi ha la Directiva 2000/60/CE, coneguda com a directiva marc
de l'aigua(DMA), per la qual s’estableix un marc comunitari d’actuacié en

I'ambit de la politica d’aigies adregada la gestié sostenible i a la proteccid de



les aiglies, i que pretén aconseguir abans de I'any 2015, un bon estat ecologic
de les masses d’aigua superficials mitjangant el desenvolupament de mesures

de proteccid, millora i regeneraci6 d’aquestes masses.

A Espanya, la directiva 91/217/CEE va ser transposada mitjancant el Real
Decret-Llei 11/1995 i el Real Decret 509/1996. En aquesta igual que en la
directiva 91/219/CEE es té en compte l'eutrofitzacié definint zones sensibles
propenses a aquest fenomen i zones menys sensibles.

L’Administracié General de I'Estat, declaren les “zones sensibles” les conques
hidrografiques que excedeixen de I'ambit territorial d’'una comunitat Autbnoma,
Les Comunitats Autonomes efectuaran aquesta declaraci6 en els casos

restants, i determinaran les “zones menys sensibles” les aiglies maritimes.

Pel que fa a Catalunya, I'aplicacié de la normativa es duu a terme mitjangant el
Pla de sanejament, aprovat pel parlament el 21 de juny del 1996. El Programa
de Sanejament d’Aigies Residuals Urbanes 2005 (PSARU 2005) és un
instrument de la planificacio hidrologica que desenvolupa el Pla de Sanejament
de Catalunya aprovat pel Govern de la Generalitat, en data 7 de novembre de
1995, que té com a objecte la definicié de totes les actuacions destinades a la
reduccié de la contaminacié originada per I'us doméstic de l'aigua, que
permetin 'assoliment dels objectius de qualitat de l'aigua.

Pel que fa a l'aplicacié de la DMA, s’han fet el pla d’espais fluvials , i el pla de
gestio de laigua que junta amb un pla de mesures, s’estructura en tres
apartats: el Pla de gestio del districte de conca fluvial de Catalunya, el
Programa de mesures i les propostes de gestié i mesures al Pla de demarcacio
de I'Ebre,

Pel que fa als nivells requerits per els efluents de les EDAR segons el RD
509/1996 i tal com estipula la llei de sanejament PSARU 2005 en funcio
nombre d’habitants equivalents(he) de cada nucli poblacional (P), sb6n els

seguents:



Taula 1: Concentracions limit de DBO, DBO5, SST, P i N en els efluents dEDAR. On p, sén poblacions i
he, habitants equivalents. Font: RD509/1996

X » Percentatge Concentracio Percentatge | Percentatge
Parametre Concentracio » » »
de reducci6 de reduccié | de reduccio
DBOs mg-L™ d'O, 25 70%-90% 25 70%-90% 20%
DQO mg-L* d'0, 125 75% 125 75%
60(2.0000<P<10.000 60 (2.0000<P<10.000) o 35
SST (mg-LY) (2:0000<P<10.000) | 5305 _ 7004 (2.0000<P<10.000) 0 90% - 70% 50%
o0 35 (P>1.000) (P>1.000)
Fosfor total 2 (10.000<P<100.000 h
( <P< e) 80%
(mg-LY) P 1 (P>100.000 he)
Nitrogen total 15 (10.000<P<100.000 h
9 (10.000<P< 9 | 70% - 80%
(mng) N 10(P > 100.000)

1.2. El fosfor

El fosfor €s un nutrient essencial per les plantes i els animals en la forma de
ions PO,> i HPO,?. Forma part de les molécules de DNA, de les molécules de

reserva energeética (ATP i ADP) i dels lipids de les membranes cel-lulars.

Podem trobar el fosfor en l'aigua, al sol i als sediments pero a diferéncia de la
majoria de cicles de matéria, no es troba fosfor en estat gasos, fet que fa que
tingui un moviment més lent al llarg del seu cicle. Es habitual trobar el fosfor en
formacions rocoses i en sediments oceanics com a sals fosfatades. Les
fraccions dissoltes d’aquestes sals, son el factor limitant pel creixement vegetal
de molts ambients. La baixa solubilitat d’aquestes sals fa que moltes vegades
en l'agricultura sigui necessaria 'aplicacio de fertilitzants. Mitjangant I'absorcio
de les plantes s’introdueix el fosfor a la biosfera, que a partir d’'aquestes passa
a les diferents espécies animals fins que moren i la descomposicié retorna el

fosfor al sol.

Aixi, en ocasions, s’utilitza el terme fosfor com a sinonim de fosfat. El fosfat es

classifica d’acord a les caracteristiques fisiques en dissolt o particulat.
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Analiticament es sol utilitzar el criteri de filtracio a 0,45 ym (APHA, 1995) per
diferenciar les dues fraccions. Segons criteri quimic, el fosfor es classifica en
tres fraccions: ortofosfats, polifosfats i fosfor organic. Analiticament es
determinen les diferents especies a partir de la seva transformacio a ortofosfats
mitjancant hidrolisi acid (trencament dels polifosfats) i digesti6 (compostos
organics), encara que la correspondéncia entre la classificacié quimica i les

fraccions analitiques no és del tot equivalent.

Els ortofosfats son la forma basica en la qual es troben els fosfats disponibles
pel metabolisme biologic sense cap mena de degradacioé posterior. En solucié
aquosa poden tenir diferents formes depenent del pH de la dissolucié (PO4%,
HPO42 i HsPO,). Els polifosfats sén polimers constituits per dos o més
mondmers de fosfats (PO,*),. En solucions aquoses els polifosfats

s’hidrolitzen, encara que molt lentament, a la forma d’ortofosfats.

1.2.2. Eliminacio de fosfor de les aigles residuals

S’han desenvolupat diversos esquemes de processos orientats a I'eliminacio de
fosfor, ja sigui de manera simultania a I'eliminacié de matéria organica o en
processos separats. Els sistemes de tractament utilitzats es basen en sistemes
fisicoquimics, biologics i combinats. L’eleccié de lalternativa a utilitzar depén
dels objectius a complir en la qualitat de lefluent, de la flexibilitat, de

funcionament i dels costos.

1.2.2.1. Eliminacio fisicoquimica

Aquesta técnica consisteix en 'addicié de sals d’alumini, calci o ferro, per tal
d’eliminar el fosfor a través de la formacié de sals insolubles o de baixa
solubilitat. Les sals més comuns sén I'Al,SO4-14 H,0O, Na,OAIl,O3 (aluminat de
sodi),Ca(OH), (cal), FeCls (clorur ferric), FeCl, (clorur ferros) i FeSO, (sulfat

ferrés).
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El producte a utilitzar depén de factors com el nivell de fosfor en linfluent,
I'alcalinitat de I'aigua, el cost economic i les instal-lacions de fangs de les que
es disposa. L’addicié pot tenir lloc abans, després o en el mateix tractament
biologic. Aquest ha estat el metode més utilitzat fins ara degut a la seva facilitat
I la seva gran estabilitat. No obstant, aquesta alternativa presenta grans
inconvenients: el cost econdmic dels reactius i dels productes que s’afegeixen a
posteriori per modificar el pH, les grans quantitats de fangs produits (tant
majors com menor siguin els requeriments de fosfor residual), la toxicitat dels
reactius i dels llots generats per la seva posterior reutilitzacio i el déficit de
fosfor necessari per cobrir les necessitat biologiques dels microorganismes en

el tractament biologic de 'EDAR.

1.2.2.2. Eliminacié biologica

Aquest procés consisteix en I'eliminacio de fosfor realitzant un procés bioldgic a
partir dels llots actius, en el que es condiciona la biomassa per tal de que
aguesta acumuli major quantitat de fosfor (valors entre un 5-17% del pes sec)
(Satoh et al. 1992) en forma de granuls de polifosfat, valors molt per sobre dels
nivells requerits per satisfer les seves necessitats biologiques (valors entre 1.5 i
2% del pes sec). Els microorganismes amb els que s’enriqueix aquesta
biomassa son els Polyphosphate Accumulating Organisms, que d’ara en
endavant es referira a ells com a PAO.

Els PAO requereixen dues condicions diferents per estimular el seu
metabolisme d’acumulacié de fosfor. Un primer ambient anaerdbic (sense
acceptors d’electrons) amb preséncia de matéria organica facilment
biodegradable (com acids grassos volatils, AGV) i un segon ambient aerobi,
tenint com acceptor d’electrons (per exemple l'oxigen) i amb absencia de
matéria organica. Una separacio fisica entre el donador d’electrons (matéria
organica) i l'acceptor d’electrons (oxigen en la majoria dels casos), €s

necessaria per afavorir els PAO davant d’altres microorganismes.

12



El sistema de tractament d’aigies que utilitza aquesta alternativa s’anomena
“‘Enhanced Biological Phosphorus Removal” (EBPR). L’avantatge principal
d’aquest sistema és la capacitat de produir un efluent amb una concentracio de
fosfor menor a 2 mg P/L i una menor produccio de fangs respecte al sistema de
precipitacio quimica. Aquest sistema esta acceptat com un dels més economics
I sostenibles per a I'eliminacié de fosfor en aigues residuals (Metcalf i Eddy,
1995).

1.2.2.3. Revisio historica de 'EBPR

Els investigadors que plantejaren la possibilitat de que a partir d’un procés de
llots actius es pogués eliminar biologicament fosfor van ser Grennburg et al.
(1955). Aportaren un llistat d’elements necessaris perqué el procés funcionés,
com ara el requeriment d’'una zona anaerobia abans de 'aerdbia i la necessitat
d’excloure I'oxigen, el nitrat i el nitrit de la fase anaerdbica.

Levin i Shapiro (1965) van realitzar investigacions intensives sobre el procés
d’alliberacio i acumulacié de fosfor. Van aportar dades per afirmar que el
procés era biologic i que no requeria de precipitacio quimica. També van
observar, en investigacions posteriors, que es tractava d’un procés reversible.
D’aquesta manera, Shapiro va ser el predecessor de la configuracié comercial
denominada Phastrip, que va ser aplicada als EEUU als anys 70, Barnard
(1974) va publicar les pautes a seguir per dur a terme 'EBPR exitosament,
emfatitzant la importancia d’alternar zones anaerdbies-aerobies. La
incorporacié de les zones anaerobies demostra I'increment de I'eliminacié de
fosfor en plantes de llots actius (Barnard et al. (1976); Davelaar et al. (1978).
Nicholls i Osbornn (1979) observaren que certs microorganismes, el genere
Acinetobacter, sota condicions anaerobies presentaven una certa habilitat per
transportar acetat a través de la seva paret cel-lular i acumular-lo al seu interior
en forma de polihidroxibutirat, utilitzant polifosfats emmagatzemats
intracel-lularment com a font d’energia. Varen ser els primers en proposar un
model bioldgic, definint els processos d’emmagatzemament i degradacio de la
matéria organica i polifosfats, els quals intervenien directament en I'eliminacio

biologica de fosfor.
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Marais et al.(1983) recopilaren les observacions realitzades pel que fa a EBPR |
van concloure que les principals condicions del procés eren:
¢ Necessitat d’'una zona anaerdbia, lliure d’oxigen i nitrat
e Sequéncia d’etapes alternants anaerobies-aerdbies: I'acumulacié de
fosfor té lloc si hi ha alliberacio préviament i si hi ha acceptor d’electrons
e Proporcionar grans quantitats de fonts de carboni rapidament
biodegradables en la etapa anaerobia
e El creixement de les bacteries es produeix en la fase aerobia posterior a

'anaerobia

1.2.2.4. Metabolisme dels PAO

La biomassa esta subjecta a condicions alternants anaerobies i aerobies-
anoxiques per tal d’afavorir el creixement d’aquest microorganismes.

Sota condicions anaerobies, els PAO capten substrat organic (preferentment
AGV) produint després polihidoxialcanoats (PHA), el qual és emmagatzemat i
utilitzat com a Unica font de carboni en la segient fase aerobia-anoxica. Aquest
metabolisme és propi d’alguns tipus de bacteries que quan entren en periodes
d’estrés nutricional en el medi de cultiu, com per exemple deficiencia de
nitrogen, fosfor o oxigen i a la vegada en troben en preséncia d’una font de
carboni i energia en excés, comencen un procés de captacio del carboni per tal
de produir el polimer com a forma de reserva energética.

A la vegada, els equivalents de reduccié necessaris per la produccié de PHA
provenen de la degradacié de glicogen intern emmagatzemat. L’energia
requerida per aquest procés anaerobi és obtinguda en part per la utilitzacio del
glicogen pero sobretot de la hidrolisi de polifosfat intracel-lular emmagatzemat,
resultant de lalliberacié de ortofosfats al medi.

En la fase aerobia, el PHA s’oxida per al'obtencié d’energia que s’usa per a
captar fosfor, recuperar el glicogen i pel manteniment i creixement de les
cel-lules. Els PAO capten una quantitat excessiva d’ortofosfats per recuperar

els nivells d’ATP i polifosfat intracel-lulars.
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Figura 1: Esquema del metabolisme dels microorganismes PAO

1.3. La font de C en el procés EBPR

1.3.1. Problematica de la font de carboni

El carboni que entra en forma dissolta en una depuradora es mesura
normalment amb parametres de demanda quimica d’oxigen i demanda
biologica d’oxigen (DQO i DBO), que seria la quantitat d’oxigen necessaria per
oxidar la matéria organica en questid, quimicament i bioldogicament. Aquesta
DQO formada per greixos, proteines, carbohidrats, etc, (depenent d’on
provinguin les aigties), conté habitualment una fracci6 molt baixa d’acids
grassos volatils i la manca d’aquests en I'entrada dificulta I'activitat PAO i

consequentment el procés EBPR en aigues residuals reals.

A més, un altre factor que complica el procés, es el fet de que el tanc anaerobi
hagi de situar-se al principi del tractament secundari en I'EDAR. En els
multiples dissenys de configuracions de les EDAR per processos EBPR, es

situa el tanc anaerobi al principi del procés ja que es la manera més viable de

15



poder treballar amb una aigua amb la minima quantitat d’oxigen i agents

oxidants (nitrits i nitrats, producte de processos de nitrificacid)

El fet que la fase anaerobia del cicle dels PAO s’ hagi de dur a terme en el
primer tanc fa que no es puguin utilitzar com a font de carboni aquells acids
volatils que son subproducte dels processos que es duen a terme al llarg de
'EDAR de degradaciéo de la DBO i que s’hagi de treballar amb la DQO
d’entrada per al procés EBPR. Aixi doncs, es fa necessaria I'addicié externa
d’aquesta font de carboni, provocant un augment de la carrega, dels costos

operacionals i dels costos de reactius.

1.3.2. Metabolisme de biomassa de digestié anaerobia

Donada aquesta situacid, que per una banda cal situar el reactor anaerobi al
principi del tractament secundari en 'EDAR, i per l'altra, que l'aigua residual
arriba amb concentracions altes de P, es fa necessari desenvolupar un sistema
d’EBPR, amb la finalitat d’obtenir en el mateix medi anaerobi del reactor inicial,
generacio d’acids grassos de cadena curta per tal de poder ser consumits pels
organismes PAO, i poder evitar aixi I'addicié d’'una font externa de carboni.

Aixi doncs, per a la degradacio de la DQO de l'entrada a 'EDAR, s’han
d’escollir microorganismes amb un metabolisme amb el qual a partir de matéria
organica, facin un procés de degradacio i en resultin acids grassos volatils de

cadena curta com a subproducte.

Aquest metabolisme el trobem com a part integrant del procés de digestié
anaerobia. La digestié anaerdbia s6n un conjunt de processos que encadenats
pels quals s’obté com a producte final biogas i una fraccido de matéria organica
dificilment biodegradable, a partir de la degradacié de matéria organica i aigua,
en condicions anaerobies. Amb aquest tractament més del 90% de l'energia
disponible per oxidacio directa es transforma en meta, consumint-se nomeés un
10% de I'energia en creixement bacteria, contrastant amb el 50% consumit en
un sistema aerobi (Mufioz et al., 1987). Per tant hi ha baix consum energetic i

baixa produccio de llots.
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Podem dividir el procés en quatre grans etapes en les que actuen diferents

grups funcionals de microorganismes:
Hidrolisi: En aquesta etapa la matéria organica es “solubilitzada” per exoenzims
excretats pels microorganismes hidrolitics, donant lloc a monosacarids, acids

nucleics, aminoacids, acids grassos de cadena llarga i glicerol.

Acidogénenesi: En aquesta etapa es doéna la formacié d’acids organics,

principalment acids grassos volatils com 'acid propionic, el butiric o el succinic,
tot i que també altres compostos com acid lactic, etanol i petites quantitats
d’hidrogen gas i dioxid de carboni. Aquests compostos poden provenir de la
degradacioé d’alguns monomers com també de la degradacié de molécules no
hidrolitzades previament, com alguns lipids. Aquest conjunt de processos son

duts a terme pels microorganismes acidogens.

Acetogenesi: En aquesta etapa es redueixen els acids grassos volatils i els
altres acids organics i es forma acetat. Tot i aixi, no tot 'acetat prové de la
degradacio dels acids per part dels microorganismes acetdogens, si no que
també en prové una petita fraccié de la fermentacio d’algunes de les molécules
complexes. A més a més hi ha un udltim grup de microorganismes anomenats

homoacetogens que a partir de CO2 i H2 generen el mateix anio acetat.

Metanogenesi: En aquesta etapa es dona la produccié dels productes finals,

meta i dioxid de carboni. Hi ha varis metabolismes, ja que s formen tant a partir
d’acetat com a partir de I'hidrogen i el dioxid de carboni. També a partir

d’alguns productes de la hidrolisi com el metanol i la metilamina.
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Figura 2: Subprocessos de transformacio de la digestié anaerobia.

Es tracta doncs de fer una seleccié dels microorganismes en el conjunt del
procés per tal d’obtenir només aquells que generen acetat, hidrolitzant i
acidificant la matéria organica, i excloent aquells que captant I'acetat generen
biogas. La obtencioé d’aquesta biomassa aillada en el tanc anaerobi inicial en el
procés EBPR, permetria augmentar la concentracié de acids grassos volatils
per la formacié d’acetat i posteriorment ser consumits pels organismes PAO i

dur a terme l'activitat EBPR.

1.3.3. Metanol com a font de carboni

El metanol és una font de carboni bastant utilitzada en les EDAR. Sovint, en
processos on es necessari una aportacié de carboni addicional (com ara la
desnitrificacid), s’utilitza aquest ja que gracies a la seva simplicitat i al seu preu

de mercat bastant baix es el que surt més rentable.



2. OBJECTIUS

Amb la finalitat de millorar el procés EBPR amb microorganismes PAO i
adaptar-lo a les condicions reals de les depuradores, es pretén desenvolupar
un sistema de funcionament en el que es dugui a terme I'eliminacié de fosfor

utilitzant diferents fonts de carboni en general i metanol en aquest cas concret.

Es proposa la creaci6 dun consorci amb dos grups funcionals de
microorganismes. Els primers, acidogens i acetogens, consumeixen metanol,
degradant-lo a acids grassos volatils, augmentant-ne aixi la concentracio en el
tanc anaerobi. Els segons, els PAO, gracies a I'aportacio d’AGV provinent dels
microorganismes de digestié anaerobia, obtenen suficient font de carboni per

tal de dur a terme el procés EBPR que consta de dues fases consecutives.

Finalment , un cop la biomassa esta ben seleccionada i el consorci funciona
correctament, es faran uns experiments en discontinu per provar la viabilitat
d’altres fonts de substrat en aquest consorci obtingut per a la obtencié de

EBPR amb metanol com a Unica font de substrat.
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3. MATERIAL | METODES

En el seglents apartats es descriuran tots els equips, utensilis i productes que

s’han utilitzat per a la realitzacié dels experiments, aixi com els métodes que

s’han seguit per mantenir el funcionament dels reactors amb els que s’han

treballat i els procediments que s’han seguit per obtenir , tractar i analitzar les

diferents mostres que s’han pres.

3.1. Material

3.1.1. Equipament planta pilot

La planta pilot en la que s’ha treballat, s’ha equipat amb el seguent material:

Reactor tipus SBR (Sequencing Batch Reactor) de 13,5 L, equipat amb
un agitador i un difusor

Bidons de 100 L per alimentar el reactor

Botelles de 2L amb solucié de control de pH (HCI 1M i NaOH 1M)

Tres bombes dosificadores de membrana

Dues bombes peristaltiques

Sondes de temperatura, potencial redox (Hamilton, Oxytride Platinum),
oxigen (Hamilton, Oxyferm 120) i pH (Hamilton, Polilyte Pro 120)

Bany termostatic

Automata programable (PLC) per al control del reactor (encesa i
apagada de les bombes, velocitat d’agitacio, aportacié d’oxigen o
nitrogen i control redox i de pH)

Dues electrovalvules controlades pel PLC que regulen I'aport d’aire i

nitrogen al sistema

3.1.2. Material analisi quimic

Material utilitzat per processar cada una de les mostres:
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Preparacié mostres (sequiment rutinari)

Xeringues, filtres millex de 0,2 micrometres

Vials de 40 mL per I'analisi de P

Vials 1,5 ml amb tap perforable especials per cromatografia
Pipetes de 1mL, 1-5 mL i 1-10mL

Solucié conservadora dAGV

Analisi SSV i SST

Filtres de fibra de vidre
Estufa 100°C
Mufla 500°C

Filtre kitasato

Fluorescent in situ Hybridization (FISH)

Centrifuga per eppendorfs

Phosphate buffered saline (PBS) , Paraformaldehid al 4% (PFA), etanol
gelat

Solucions d’etanol al 50%, al 80% i al 98%

Porta objectes amb pouets

Solucié amortidora d’hibridacié

Solucié de sonda

Analisi dels Polihidroxialcanoats (PHA)

Liofilitzador

Tubs de digestio

Cloroform, metanol acidificat, sulfat de sodi
Pipetes pasteur, agitadors mecanic
Xeringues esterils de 2 mL

Filtres millex 4mm de 0,22um de porus

Vials 1,5 ml amb tap perforable especials per cromatografia

21



3.1.3. Material pels experiments en discontinu

¢ Respirometre (envas de vidre amb entrada d’aire i forats per les sondes
de temperatura, oxigen i pH

e Bureta automatica per regulacio del pH

e Bany térmic

e Agitador magnetic

e Entrades d’aire comprimiti N,

e Ordinador per controlar els cabals de gas i la bureta automatica

3.1.4. Biomassa

e Fang enriquit en PAO provinent d’una planta ja existent laboratori de la
UAB

e Fangs d’un digestor anaerobi (EDAR de Granollers)

3.2. Metodes

3.2.1. Descripcié de la planta pilot

La planta pilot consta de dos reactors de tipus SBR (Sequencing Batch
Reactor) completament monitoritzats i controlats per un sistema PLC (SIMATIC
S7-226, Siemens).

Cada un dels reactors ha estat inoculat amb una biomassa diferent per la
primera fase experimental, El primer (SBR A) amb fangs del digestor anaerobi
de Granollers, i el segon (SBR B) amb un fang enriquit amb PAO.
Posteriorment, 4L de la biomassa procedent del SBR B s’han usat per a
bioaugmentar 'SBR A (sense canviar cap dels parametres de funcionament)

per tal de formar el consorci anaerobis-PAO.
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3.2.2.Preparacio de medis

Els medis sintétics s’han preparat en bidons de 100 L des d’on s’ha bombejat

I'aigua sintetica cap al reactor.

Les fonts de carboni eren addicionades mitjancant bombes peristaltiques per

separat de la resta de I'aliment sintétic.

Els compostos per 'aigua sintética de cada biomassa eren els seguents:

Taula 2: Concentracions requerides per a la preparacio dels medis sintetics dels SBR

Compostos per I'aport de fosfor : (mg-L™)

KH.PO, 108,8 54,4

KoHPO, 82,4 41,2

NaHCO3 60 30
Macronutrients: (mg-L™)

NH,4CI 200 100
MgSO,-7H,0 87,8 43,9
MgClI-6H,0 320 160
CaCl,-2H,0 84 42

Allylthiourea 10
CoCl,-6H,0 4 0
Solucié de micronutrients:
FeCl;-6H,0 1,59 1,59
HsBO; 0,159 0,159
CuSO0,4-5H,0 0,03g 0,03g
KI 0,18g 0,18g
MnCl,-4H,0 0,129 0,129
Na;Mo0O,-4H,0 0,069 0,069
ZnS0,-7H,0 0,129 0,129
CoCl,-6H,0 0,159 0,15¢g
EDTA 0,5M 68,5 mL 68,5 mL
Aigua MiliQ Enrasar fins a 1L Enrasar fins a 1L
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Per fer més agil la preparacié dels bidons, per I'addicié dels compostos de
fosfor i els macronutrients, s’han estat “kits” amb les quantitats necessaries per
a 100 litres de medi.

A més s’ ha afegit 60mL de solucié de micronutrients per cada 100 L de medi
de 'SBR Ai 30 mL per cada 100 L de medi de 'SBR B.

3.2.3. Condicions d’operacio dels SBR

El sistema SBR es un sistema alternatiu de tractament d’aiglies en el que
només s’utilitza un reactor per a dur-hi a terme totes les fases de la depuracio
de l'aigua. Aquest sistema permet un control més facil i barat a més de tenir
menys perdues de biomassa a I'efluent.

En el nostre cas, cada cicle té 5 fases: alimentacid, fase anaerobia, fase
aerobia, sedimentacié i extraccid, dutes a terme per aquest ordre.

La primera de les fases consisteix en I'entrada de I'aigua sintética i la font de
carboni, bombejades per separat, durant els 5 primers minuts del cicle.
Seguidament comenca la fase anaerobia, on si es precis s’hi bombolleja N, per
tal d’eliminar tot I'oxigen que pugui haver en el sistema inicialment. A linici
d’aquesta fase també s’inicia I'agitacié del tanc que és manté també en la fase
seguent. En la fase aerdbia, es canvia la difusié de N, per la d’aire comprimit
per tal de mantenir un medi amb una concentracié d’'O, d’'uns 3-4 mgeL-1.
Finalment les dues Uultimes fases es fan en repods (sense agitador). En els
primers 25 minuts, es sedimenten els fangs al fons del tanc per gravetat. Els 5

minuts seguents es fa la extraccio dels 5 litres de sobrenedant del reactor.
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Fiaura 3: Funcionament del sistema d’'SBR

3.2.3.1. Digestio anaerobia i consorci (SBR A)

Aquest SBR opera en cicles de 8 hores amb un total de 3 cicles al dia. Els
temps de les fases anaerdbia i aerobia han variat al llarg de I'experiment per tal
de fer la seleccié de la biomassa acetogénica. En la primera configuracio, el
cicle ha estat completament anaerobi. En la segona, s’ha afegit 30 minuts
d’aireacio al final de fase anaerobia per comencar a eliminar la poblacié
metanogenica. Finalment la configuracié del reactor queda amb 5h de fase
anaerobia i 2h d’aerdbia, per acabar la seleccié dels acetogens i seguidament
pel funcionament del consorci PAO-digesti0 anaerobia. En aquest reactor les
fase de sedimentacié i extraccié han tingut una durada d’1h.

3.2.3.2. PAO (SBR B)

En el segon SBR opera en cicles de 6 hores amb un total de 4 cicles per dia.
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Els cicles també tenen les 5 fases com I'SBR anterior, perd en aquest no s’han
variat els temps de les fases anaerobia i aerobia.

Durant els 5 primers minuts del cicle, en la fase anaerobia, s’introdueix
'aliment, passades 2h de fase anaerobia es troba la fase aerobia amb una
durada, en aquest cas de 3,5h. Seguidament es troba la fase sedimentacio
(25min) i durant els 5 ultims minuts del cicle hi ha I'extracci6 de 5L del
sobrenedant.

3.2.3.3. Entrada de la font de C

L’entrada de la font de carboni es fa al sistema durant els primers 5 minuts de
cicle (igual que l'aigua sintética), mitjangant una bomba peristaltica que déna un
cabal de 8 mL/min. En el cas de la biomassa de digestié anaerobia, s’utilitza
metanol com a font de carboni. La font de carboni dels PAO, ha variat durant
'experiment entre acid propionic i acid acetic. La rad d’aquests canvis
temporals és per afavorir la seleccio dels PAO i eliminacié dels GAO (Glycogen

accumulating organisms), directes competidors dels PAO per la font de carboni.

3.2.3.4. Altres parametres dels SBRs

El sistema té un temps de residencia hidraulic (TRH) de 12 h i un temps de
residencia cel-lular (TRC) de 14 dies, aconseguint-ho mitjancant una purga
periodica del fang de mescla al final del cicle quan els microorganismes han

acumulat tot el fosfor present al medi.

Per tal d’aconseguir condicions anaerobies en I'SBR B ha estat necessari
minimitzar la transferéncia superficial d’'oxigen. Per aix0, s’ha aplicat un flux de
nitrogen gas durant 1 min cada 10 min durant la fase anaerobia per mantenir
una concentracié d’oxigen dissolt al voltant de 0 mg-L-1.

Per altra banda, en la fase aerobia també s’aplica un flux d’aire fix en els dos
SBRs per tal de garantir una bona aeracio dels sistemes. La quantitat d’'oxigen

dissolt (DO) es manté entre 3 i 4 mg-L™* durant la fase aerobia.
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La temperatura es manté a uns 25+1°C, gracies al bany termostatic, ElI pH
esdeveé constant a 7,5+£0,05 mitjangant I'addiciéo HCI (1M) i NaOH (1M).

3.2.4. Monitoritzacio i control

La monitoritzacié i control dels SBR es realitzen amb el PLC (Siemens
SIMATIC S7-226). Aquest sistema permet controlar les bombes d’entrada i
sortida, les valvules d’aire i nitrogen i I'agitador mecanic. També rep totes les
senyals analogiqgues de mesura (pH, redox, oxigen dissolt i temperatura).
Aquest PLC esta connectat via RS -232 a un ordinador, el qual monitoritza i
emmagatzema les dades rebudes a través d’un software programat amb Visual
Basic 6.0.

3.2.4.1. Control pH, titrimetria

La titrimetria és una mesura indirecta de la produccio6 total de protons (HP) d’'un
determinat procés. L’'HP s’obté monitoritzant el perfil de la quantitat d’acid i

base requerida per mantenir el pH constant :

HP =V gase -C gase =V acip *C Acip

on la Vgase | Vacip sOn els volums acumulats d’acid o base addicionats (mL) i
Cease | Cacip s6n les concentracié de I'acid o la base (M).

Aquesta tecnica esta sent implementada en SBR mitjancant bombes
peristaltiques que afegeixen la quantitat necessaria de base o acid per mantenir

el pH constant.

3.2.5. Analisi quimic

Per tal de controlar el sistema també s’utilitzen analisi off-line per determinar la

concentracié de metanol, acids grassos volatils, fosfor, PHA, etc. presents en




els SBR en un determinat temps. Aquestes analitiques ens permeten tenir el
perfil de les concentracions de cada compost al llarg del cicle i aixi conéixer les

condicions del sistema.

3.2.5.1. Presa de mostra i pretractament

Per a un bon seguiment del funcionament del reactor, cal prendre mostra tenint
en compte la duracio de les etapes principals del cicle (anaerobia i aerobia).

Depenent de la duracié d’aquestes etapes s’extreuen diferents mostres de
manera esglaonada cada cert interval de temps, assegurant que es pregui
mostra al temps corresponent a l'inici i final de cadascuna de les fases. Es a

dir, es prenen mostres a l'inici i el final de la fase anaerdbia i de la fase aerobia.

Just després de I'extraccié de cada mostra és necessari eliminar la biomassa
per filtracid, per tal d’aturar la reacci6é i que puguin ser analitzats els diferents
parametres. Per la filtracié s’utilitzen unitats de filtracid Millex amb membrana
Millipore Express PES (poliétersulfona) i un tamany de porus de 0,22 um.

Sempre que les mostres no siguin analitzades a continuacié han de ser
guardades a la nevera a 4°C o bé al congelador depenent de la volatilitat de la

substancia a analitzar.

3.2.5.2. Analisi del metanol i els acids grassos volatils

La cromatografia de gasos és una técnica de separacio dels components d’'una
mescla per facilitar-ne la seva identificacié i quantificacid. S’utilitzen diferents
técniques per la separacié dels components. En concret, a la cromatografia de
gasos, es separen compostos amb certa facilitat per ser volatilitzats.

Aixi doncs, el cromatograf al prendre la mostra I'escalfa (entre 150 i 250°C) fins
a volatilitzar-la , i mitjancant un gas portador (fase mobil) arrossega la mostra
dins la columna. En la columna els diferents analits volatilitzats aniran separant-
se a mesura que interaccionin amb la fase estacionaria (recobriment de la

columna), degut a les propietats fisiques de cada un.
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Finalment les substancies separades surten de la columna i passen per un
detector (dispositiu que genera un senyal eléctric proporcional a la quantitat de
substancia eluida).

El registre d’aquest senyal en funcié del temps és el que anomenem
cromatograma, on les substancies apareixen com a pics amb arees

proporcionals a les seves concentracions, fet que possibilita I'analisi quantitatiu.

Les mostres s’introdueixen al carret del cromatograf, filtrades i en uns vials
especials estérils, amb tap perforable. En el cas del AGV s’hi afegeix una
solucié conservadora per tal de que quedin dissolts en la mostra.

L’equip utilitzat per I'analisi del metanol i els acids grassos volatils és un Agilent
Technologies 7820 A GC equipat amb una columna INNOWAX (30m de
longitud x 0,53mm de diametre intern x 1um d’espessor de la pel-licula interior)
i amb un detector de flama d’ionitzacio FID (flame ionisation detector).

El pols de mostra injectada es de 1ul a 50°C, El gas portador és heli.

La temperatura inicial de la columna sén 45°C i incrementa a ra6é de 20°C per
minut fins a arribar als 110°. El temps d’elucié de la totalitat de la mostra és de

20 minuts.
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Figura 4: Cromatograma d’analisi d’'una mostra d’acids grassos volatils.

La figura 4 és un cromatograma d’'una mostra d’acids grassos volatils on es
poden visualitzar els temps en que surten de la columna els diferents
compostos separats (I'acid acétic, I'acid propionic i l'acid hexanoic). La
concentracio de cada un d’aquests compostos es proporcional a I'area del pic.
Per calcular el valor d’aquesta area, cal dur a terme l'analisi préviament amb
una mostra de concentracions conegudes per tal de comparar, i que ens
permetra també coneixer el temps de retenci6 de cada compost dins la
columna i elaborar el patrd per identificar les mostres desconegudes.

3.2.5.3. Analisi del fosfor

El fosfat ha estat analitzat amb un equip especial per I'analisi in-situ de fosfat i
amoni anomenat PHOSPHAX. L’equip en questid utilitza la técnica de

quantificacié per colorimetria del vanadat/molibdat. Aquests compostos, en
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reaccionar amb els ortofosfats formen un complex de color groc. La quantitat de
complex format és proporcional a la quantitat d'ortofosfat i mitjancant un
fotometre de doble feix, es mesura el color groc especific del complex i es
coneix la concentracié de PO,> de la mostra.

El rang de detecci6é del PHOSPHAX és de 0,05 - 15 mg-L* P-PO,%, és per aix0d
que després de filtrar les mostres amb els filtres Millex de 0,22 um, cal diluir-
les, ja que en el reactor trobem una concentracié de fosfor de fins a 70 mg-L™.

3.2.5.4. Solids en suspensio totals (SST)

Aquesta analitica mesura la quantitat de materia organica i inorganica en
suspensié del sistema per filtracio i posterior secat utilitzant filtres de fibra de
vidre (APHA, 1995)

El procediment d’aquest analisi és:

e Condicionament dels filtres durant 2h a I'estufa a 100°C

e Refredament al dessecador

e Pesada dels filtres amb una balanca analitica (P filtre)

e Filtrar 10 ml de cada mostra agitada, amb un matras Kitasato (V mostra)

e Deixar els filtres a [l'estufa fins que arribi a pes constant,
aproximadament 2h a 105°C

e Deixar-los refredar al dessecador

e Pesar els filtres amb la balanca analitica (P solids)

e Determinar la quantitat de solids en suspensi6 (mg-L™') segons la
equacié segient:

Solids en suspensié totals = (SST) =[ (P solids) — (P filtres) ] - V mostra™
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3.2.5.5. Solids en suspensio volatils (SSV)

Es mesura la quantitat de materia volatil eliminada, que és assimilable a la
guantitat de biomassa del sistema (APHA,1995)

El procediment analitic és el seguent:

Procedir igual que en 'analisi de solid en suspensio (SST)

Introduir els filtres a la mufla durant 30min a 550°C

Refredar-los al dessecador

Pesar els filtres amb la balanga analitica (Pmufla)

Determinar la quantitat de solids en suspensié volatils (mg-L™?) segons

I'equacio seglient:

Solids en suspensio volatils = (SSV) = [ (Psolids — (P filtres) — (P mufla) ] - V mostra™

3.2.5.6. Métode d’analisi de FISH

Per a la quantificaciéo de la biomassa d’organismes PAO utilitzem la técnica

d’hibridacié in situ per fluorescéncia, que ens permet quantificar aquells

microorganismes dels quals coneixem la seva sequencia d’ADN, mitjangant un

recompte en un microscopi confocal. (Amann, 1995)

El procediment d’aquest analisi per la fixacioé de la mostra és:

Posar 0.5 mL de mostra de cél-lules (d'una mostra del reactor
sedimentada durant 30 minuts aprox. i per tant més concentrada), amb
1.5 mL de PFA (paraformaldehid 4%) un eppendorf de 2 mL

Deixar refredar el mixte a la nevera a 4°C entre 1 i 3 hores

Centrifugar la mostra a 3000 rpm i extreure el sobrenedant (PFA), i
reomplir 'eppendorf amb PBS (phosphate buffered saline)

Repetir el procediment de rentat 3 vegades, L’ultim rentat cal omplir
I'eppendorf amb 0.5mL de PBS i 0.5mL d’etanol-fred

Guardar les mostres a -20°C

32



El procediment per aplicar la mostra al portaobjectes és :
e Aplicar 5-20 uL (depenent de la concentracio) de mostra fixada en algun
dels pous del portaobjectes
e Aplicar aire sec (maxim 602C)
e Deshidratar les mostres amb 3 solucions d’etanol diferents, aplicant
primer la de concentracio 50%, en segon lloc la de 80% i finalment la de
98%

e Aplicar aire sec

El procediment per la hibridacié de les mostres és:

e Afegir 8 yL de solucid6 amortidora d’hibridacié en cada pou del
portaobjectes

e Afegir la resta de la soluci6 a un falcon de 50mL per humidificar-lo

e Afegir 0.5 uL de solucié sonda i barrejar cautelosament

e Posar el portaobjectes al falcon en horitzontal, de tal manera que no
cobreixi

e Tancar el falcon | mantenir-lo a 46°C durant 1-2 hores

e Rentar amb soluci6 salina

Un cop preparades les mostres es poden guardar a -20°C durant diverses
setmanes o ser observades directament. Previament cal afegir sobre la mostra
solucié antiblanquejant per millorar la visio.

Per la observaci6 de les mostres cal utilitzar un microscopi laser confocal
d'escombrat o d'epifluorescencia amb els conjunts de filtres adequats per als
colorants units a les sondes.

Mitjangcant un programa especific, es prenen fotos dels diferents pous amb
diferents ones de llum. La primera foto es prén amb una longitud d’ona que
permet veure el blau de tots els microorganismes hibridats (PAO i GAO) i una
segona foto on només es veuen els microorganismes hibridats amb la sonda de
color rosa (PAO). Es compara les unitats blaves (PAO+ GAO) i roses (PAO) per

tal de quantificar les mostres. A més fotos tretes més significatiu és el resultat.
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3.2.5.7. Analisi PHA

Els PHA soén polimers de reserva d’origen bacteria molt comuns que tenen la
finalitat d’“emmagatzemar energia” i els trobem en els microorganismes
capacos d’eliminar fosfor.

Amb Tlanalisi del PHA determinem concretament la concentracié d’acid
hidroxibutiric, acid hidroxivaléric i acid 2-metil-hidroxivaléric a través de la
cromatografia de gasos. El métode es basa en la metilacié de la mostra per la

seva deteccio.

El procediment que seguim per la preparacié de la mostra és:

¢ Metanol acidificat (10% d’acid sulfuric)

e 100mg d’acid benzoic)

e Centrifugar la mostra amb el fang, Extreure el sobrenedant i liofilitzar el
fang

e Dipositar 10mg de fang liofilitzat en un tub de pirex de 10 mL amb tap
amb junta de tefld

e Afegir 4 mL de metanol acidificat i 4mL de cloroform a cada tub,

e Posar-los a I'estufa a 100°C durant 20 h per que es dugui a terme la
metilacio

e Extreure 1mL de la fase de cloroform i dipositar-la en un eppendorf que
contingui 1g aprox, de sulfat de sodi dessecat. Agitar

e Filtrar la mostra amb el filtre millex de 0,45 micres directament al vial per

cromatografia

L’analisi es duu a terme amb cromatografia de gasos on les condicions del
meétode son:
e Columna INNOWAX (30m de longitud x 0,53mm de diametre intern x
1um d’espessor de la pel-licula interior)
e Heli com a gas portador
e Temperatura injector 220°C

e Temperatura detector 275°C
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La recta de calibrat de I'acid hidroxibutiric i I'acid hidroxivaléric es fa a partir de
la metilacié d’'un copolimer de 'acid 3-hidroxibutiric i del 3-hidroxivaléric. Per la
recta de I'acid 2-metil-hidroxivaléric s’utilitza el 2-hidroxicaproic.

El rang d’analisi esta entre els 2500 i 100 mg-L™ i la quantificaci6 es fa amb el

patré intern (acid benzoic).

3.2.6. Metodologia experiments en discontinu

En els experiments en discontinu realitzats, s’han utilitzat dos litres de fangs
dels SBR, s’han col-locat al respirbmetre juntament amb una sonda d’'OD i una
de pH. El respirometre es col-loca a un bany termostatic que es el que manté la
temperatura a 25°C al medi. Per ajustar el pH, es connecta el sistema al
programa FlowView i aquesta es connecta a una microbureta que addiciona
acid i base en les guantitats necessaries per mantenir el pH a 7,5 +0,05. Al
mateix programa també esta connectat un cabalimetre que quantifica el cabal
d’aire entrant al que es connecta una entrada de N, durant la fase anaerobia i
una entrada d’aire comprimit per la fase aerdbia. Aquest darrer sistema permet
mantenir el sistema amb una OD de 0 mg-L™ durant la fase anaerdbia i una OD
dentre 3 i 4 mg-L™" durant la fase aerobia. Els pols de la font de carboni
s’addicionen al sistema a l'instant 0 min amb una micropipeta. La quantitat varia
en funcié de la concentracié de la cada un dels compostos, ja que I'objectiu és
obtenir en l'interior una DQO de 600 mg-L™. El sistema esta agitat mitjancant
una mosca i un agitador magnétic que es col-loca sota el bany termostatic.
Aquest cicle a més petita escala permet controlar tots els parametres a temps

real i més precisament.
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4. RESULTATS

4.1. Interpretacions generals

Per tal d’adaptar el sistema d’eliminacié biologica de fosfor a situacions més
reals, s’ha plantejat un métode per tal de que la biomassa PAO pugui alliberar i
captar fosfor a partir de fonts de carboni diferents de les convencionals (acétic
0 propionic). Donat que aquesta biomassa consumeix preferentment AGV, s’ha
proposat fer un consorci amb PAO, i un altre tipus de biomassa, per tal de que
els segons degradin la font complexa donant com a resultat els AGV que
necessiten els PAO per tal de poder dur a terme el procés d’eliminacié del
fosfor. Aixi doncs, el resultat global seria I'eliminacié biologica de fosfor usant
una font de carboni no convencional. La biomassa que s’ha proposat per la
degradacio de la font de carboni fins a AGV s6n microorganismes acetogens i
acidogens que cal seleccionar per tal de poder aconseguir un fang amb la
maxima concentracid d’aquests i amb la menor quantitat possible de

microorganismes que desenvolupin altres funcions (metanogens).
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Figura 5: Funcionament del consorci PAO-digestié anaerobia

36



4.1.1. Procediment dels experiments: Experiment primer i

experiment segon

Per a la creacio del consorci PAO-anaerobis, han calgut etapes previes per el
condicionament de la biomassa en el reactor. Aixi doncs, a partir de fangs de la
depuradora de Granollers s’han anat seleccionant les dues biomasses per
separat. El metode de seleccid consisteix en afavorir nomeés les condicions per
a gque la biomassa desitjada sobrevisqui (aliment, temperatura, OD, pH...). En el
cas de la biomassa PAO la seleccio la va fer el grup de treball de 'Autdbnoma a
partir de fangs de la mateixa depuradora. Per enriquir aquest tipus de biomassa
s’ha d’afavorir el seu creixement respecte dels seus competidors, que son els
microorganismes GAO que segueixen el mateix comportament que els PAO
encara que no poden acumular fosfor.

La selecci6é dels microorganismes acidogens i acetogens a partir del fang de
digestio anaerdbia ha estat la part inicial de la preparacié del consorci. Aquesta
fase de seleccid ha estat dividida en tres periodes en els que s’ha aplicat una
quantitat diferent d’oxigen en cada una d’elles. Essent la primera totalment
anaerobia i la ultima la més aerdbia de totes amb dues hores finals d’aireacio a
cada cicle.

De la gran varietat d’espécies en aquests tipus de llots s’han seleccionat només
els acidogens i els acetogens, ja que sbén aquells que donen lloc a la
degradaci6 de les molecules de carboni per obtenir AGV de cadena curta
(principalment acid acétic i propionic), i excloure’n els metandgens.

L'augment gradual d'oxigen dissolt s’aplica amb ['objectiu d’adaptar els
microorganismes acidogens i acetogens a condicions més aerobies, i excloure
els metanogens del sistema, ja que son anaerobis estrictes i per tant moren

amb petites quantitats d’oxigen.

Ha sigut necessari realitzar dues vegades I'experiment, fent canvis en alguns
parametres, ja que en el primer no s’ha aconseguit eliminar fosfor un cop fet el
consorci amb les dues biomasses.

En el primer experiment, els periodes 1 i 2, de seleccio han estat meés llargues

gue en segon experiment, essent de 42 i 14 dies respectivament.
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Finalment un cop obtingut el consorci s’han realitzat uns experiments amb

discontinu prenent només 2 litres de biomassa per tal de fer el seguiment d’un

cicle amb diferents fonts de carboni.

En la taula segient es pot veure quina ha sigut la durada de cada un dels

periodes:

Taula 3: Durada de cada una de les fases i periodes dels dos experiments realitzats

Fase de seleccio Periode 1 7 dies
Periode 2 7 dies
Periode 3 28 dies

Fase de consorci Periode 4 8 dies

Fase de seleccio Periode 1 10 dies
Periode 2 2 dies
Periode 3 3 dies

Fase de consorci Periode 4 24 dies

Per al periode 4 del consorci s’han pres 4 L de llots del reactor amb PAO i
s’han afegit al reactor dels llots de digestié anaerobia. Els llots s’han pres
durant la fase d’extraccio, un cop feta la sedimentacio per tal d’agafar els llots
més concentrats. El consorci ha estat alimentat amb metanol Unicament com a
font de carboni. S’han mantingut les condicions del reactor amb llots de digestio
anaerdbia d’entrada de medi, es a dir, amb els mateixos compostos i
concentracions, i una entrada de 5 litres durant els primers 5 minuts de cada

cicle.

4.1.2. Lectura de dades del seguiment d’un cicle

Per conéixer els parametres dels reactors s’ha fet el seguiments d’alguns

cicles. Algunes dades com el pH i 'OD s’han pogut monitoritzar en mitjangant el
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PLC, pero per coneixer les concentracions d’altres parametres com el P-PO4,
el metanol i els AGV, ha calgut fer analisis off-line. La recollida de mostres per
aquests analisis s’ha fet de manera periddica durant alguns cicles, és a dir que
per cada un dels cicles escollits per analitzar, se n’ha pres una o dues mostres
cada hora (amb un total de 9 a 11, depenent del grau de detall desitjat), per tal
de conéixer les variacions de cada un dels parametres al llarg de les 8 hores
que dura. S’han seguit en especial aquells cicles que s’han efectuat després de
realitzar canvis en els parametres del reactor (canvis en els temps de duracio

de fases anaerobia/aerobia i despres de bioaugmentar).

La figura 6 mostra el comportament teoric que hauria de tenir del consorci de
PAO i microorganismes acetogens i acidogens. En aquest, s’hauria d’observar
durant la primera fase anaerobia de 5 hores (300 minuts), una disminucio de la
concentracié de metanol mentre es produeix un alliberament de P-PO4 al medi
per I'activitat tipica dels microorganismes PAO en aquestes condicions. Aix0
ens permetria afirmar que es troben en el medi organismes consumidors de
metanol i que hi hauria produccié d’AGV ja que els PAO estarien alliberant
PO,% en el medi per tal de crear els seus polimers de reserva (PHA). S’hauria
d’'observar també una alliberacié de fosfor és molt elevada en els primers
minuts del cicle, i una progressiva estabilitzacié a mesura que es consumeix tot
el metanol.

A partir de les 5 hores, comencaria la fase aerobia. Les condicions oxidants
farien que els PAO comencessin la fase de captacié del fosfor per a la sintesi
de noves molécules de polifosfat i glicogen, i és per aixd que s’hauria de veure
una baixada drastica en la concentracié d’aquest, en un periode molt curt. Si la
quantitat de P-PO,> captat fora superior que la quantitat de P-PO,> alliberada,
s’obtindria una eliminacié neta de fosfor i per tant s’assoliria I'objectiu del

consorci.

39



F. Anaerobia

F. Aerdbia

400 \
350 — \

70
! - Metanol

X

‘ - 60
\ —P-PO4

300 / \
250

200 ’ \

150 \

Metanol (mg/L)

-
D
o
P-PO,3 (mg/L)

\ \ L 20
100

50

0 ‘ ‘
0 100 200

Temps (min)

Figura 6: Variacions de les concentracions de metanol i fosfor al llarg d’un cicle.

4.2 Experiment primer

En el primer intent de creacié del consorci s’han dedicat 42 dies per a la fase

de selecci6 de la biomassa de digestié anaerdbia.

En el periode 1 el cicle ha estat totalment anaerobi per tal d’aclimatar la

biomassa procedent de la digesti6 anaerobia a les noves condicions del

reactor. Després de set dies, al periode 2, se li ha afegit mitja hora d’aire al final

del cicle, ja que els microorganismes metandgens no son capacos de

sobreviure en condicions aerobies

mentre que els acidogens i acetdogens
toleren més aquestes condicions. Set
dies meés tard s’ha programat el cicle
definitiu de 5 hores de fase anaerobia i
2 d’aerdbia. Aquesta configuracié ha
permés eliminar del sistema als

microorganismes metanogens i

Taula 4: Duracio dels periodes de I'experiment primer

t.anaerobi t.aerobi

Periode 1 7h Oh
Periode 2 6,5h 0,5h
Periode 3 5h 2h
Periode 4 5h 2h
(Consorci)

aclimatar als acidogens i acetdgens en una configuracié del sistema que
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posteriorment permetra eliminar el fésfor un cop s’hagin bioaugmentat els PAO.
Per tal de fer el seguiment dels cicles durant aquests periodes d’aclimatacio i

seleccié de la biomassa s’han extret mostres de metanol i AGV.

A mesura que s’aclimata la biomassa, s’hauria de veure un augment en el
consum de metanol durant els primers cicles, ja que la biomassa que es
selecciona s’adapta a aquesta font de carboni i finalment una estabilitzacio, ja
que I'entrada de metanol sempre és la mateixa i es manté el sistema amb una
concentracio constant de biomassa gracies a les purgues periodiques.

Les quantitats d’AGV en canvi haurien d’augmentar al llarg dels tres primers
periodes, de tal manera que s’haurien de detectar concentracions més altes de
AGV a mesura que augmenta el temps la fase aerobia dels cicles, ja que
I'objectiu d’aquesta és la eliminacidé dels microorganismes consumidors d’AGV

(metanogens) del total de biomassa de digestié anaerobia.

En I'estudi de les dades, podem observar que en els seguiments dels periodes
1, 2 i 3 (amb biomassa de digestio anaerobia sense PAO), hi ha hagut un
consum del metanol normal, perd no s’ha vist una formacié d’AGV en cap cas.
També s’han mesurat els nivells de P-PO,> per comparar posteriorment amb el
sistema amb eliminacié de fosfor, i s’ha vist que les concentracions de fosfor
captat i alliberat s6n molt baixes al llarg de tot el cicle, indicant que no hi ha
microorganismes PAO al sistema abans de la bioaugmentacié del SBR A, tal i

com es pot veure en la figura 7

F. Anaerobia F.Aerdbia
1200,0 ‘ 70
« 1 =&o—Metanol

1100,0 \
1000,0

900,0

800,0

7000 Tp—

600,0

500,0

400,0

Metanol (mg/L)

300,0

200,0

100,0

0,0
0

100

200
Temps (min)

300

4

400

- 60

- 50

- 40

- 30

- 20

- 10

P-PO,3 (mg/L)

== P-PO43-

41



F. Anaerobia F.Aerobia
1200,0 T 70
11000 : =&—Metanol
1000,0 /"\\ 60
1 —&—P-P0O43-
900,0 & 7
AV | S
800,0 \ i
J 7000 \ i 20 3
=] N — " =]
£ 6000 * ‘\ - E
2 5000 —_ 3 30 o
s :
4000 ; o
= S 1 20 &
300,0 3
\ :
200,0 Y 10
100,0 \
0,0 . . e — 0
0 100 200 300 400
Temps (min)
F. Anaerobia F.Aerobia
1200,0 3 0 Inici
1100,0 f.aerobia
' 60
1000,0 3 e PPOA3.
900,0 O :
— \ : 50
800,0 ~_ 3
3 7000 3 20 9
> \‘/—\ =y
E 6000 A——0 i E
© o o 30
g oo T "3
© 400,00 1 o
2 \ 20
300,0 \
200,0 \ 10
100,0 | \/‘\
0,0 . . i )
0 100 200 300 400
Temps (min)
F. Anaerdbia F.Aerobia
1200,0 ; 70
1100.0 ; == Metanol
1000,0 60
9000 . : —k—P-P043-
TN : 50
800,0 ;
Q 700,0 \ + A:\ 40 Q
[=)) h (=)
é 600‘0 B \;K é
© 500,0 / : 50 4
5 N ¢
o 400,0 : o
2 0\ 20
300,0 3 \
200,0 \ 10
100,0 \
0,0 : ; i . 0
0 100 200 300 400
Temps (min)

Figura 7: Concentracions de metanol i fosfor en els cicles seguits els dies 14e, 19e, 33é i 35é
respectivament, despres de la posada en marxa de I'experiment primer.



Aix0 ens indica que els organismes fermentadors estan treballant com hauria
d’esperar-se, degradant la font de carboni (metanol), pero el fet de que no es
detectin AGV pot indicar que segueixen havent en el sistema organismes que
els consumeixen, com podrien ser els metanogens, impossibilitant aixi la

posterior captacio dels AGV formats per part dels PAO.

Es pot observar també, que la velocitat de consum del metanol ha estat molt
variable. En els primers cicles, el consum es fa practicament tot abans d’iniciar
la fase aerobia pero en els ultims seguiments (33¢e i 35€) fets previament a la
bioaugmentacié s’observa el consum majori de metanol, durant a la fase
aerobia. Aquests darrers seguiment podrien indicar una disminucié dels
organismes anaerobis en el reactor, que s’haurien vist desplacats per alguna
altra espécie consumidora d’aquest metanol en condicions aerobies.

Tot i aixi la concentraci6 de metanol final en tots els casos és de 0 mg-L™?, i tot i
no veure en cap dels seguiments, concentracions d’AGV, s’ha comprovat si es

possible formar el consorci amb aquests parametres.

Finalitzada la fase de seleccié s’ha procedit a bioaugmentar la biomassa PAO
al reactor on es troba la biomassa de digestié anaerobia (SBR A), mantenint les
mateixes condicions de treball que en el periode 3, és a dir, cicles de treball
amb 5 hores inicials de fase anaerobia i 2 hores finals amb aireacio (fase
aerobia). Els resultats pero, indiquen que la seleccié no ha sigut 'adequada i
que els PAO no s6n capacos d’adaptar-se en les condicions donades.

Tal i com podem veure en la taula, en els seguiments realitzats amb el
consorci format es dona una eliminacié de fosfor molt baixa. EI primer cicle
després de la formacié del consorci hi ha una eliminacié de 9 mg-L™, fet que
indica un bon funcionament inicial, perd dos dies més tard I'eliminacié ha
disminuit fins a 0,9 mg-L™ fet pel qual deduim que la biomassa PAO no ha estat
capac de competir per la font de carboni amb algun altre microorganisme
procedent de la digesti0 anaerobia, possiblement metandgens, que s’ha
adaptat a les condicions de la fase de seleccio, enlloc de morir com estava

previst.
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Taula 5: Eliminacié de fosfor en els seguiments dels cicles del primer experiment.

Dia ler |6e 14é | 19é |33é |35e |42¢& |44e
Eliminaci6 de P (mg-L™") [2,1 |04 [27 |0 84 |43 |9 0,9

Al grafic seguent es pot veure com en un cicle amb el consorci PAO-
fermentadors, el metanol es consumit de la mateixa manera que ho feia en la
fase de seleccio, i que el fosfor segueix essent practicament constant quan

s’esperava que fora eliminat.
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Figura 8: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 44¢é dia despres de la posada en marxa
de I'experiment primer, i dos dies posteriors a la formacié del consorci PAO-digestié anaerobia.

La gran varietat d’espécies i la manca de dades de formacié d’AGV no ens
permet coneixer amb exactitud el motiu pel qual la poblacié6 de PAO realitza
cap activitat ni de captacié ni d’alliberacié. Tot i aixi podem suposar varis

motius:

a) El periode de seleccio dels organismes fermentadors ha estat massa
llarg, Durant aquest temps s’ha vist potenciat el creixement d’alguns
microorganismes anaerobis facultatius capacos de consumir AGV.

Aquest ha sigut competidor amb els PAO per la font de carboni i a I'estar
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els microorganismes de digesti6 anaerobia més adaptats a les
condicions del medi que els PAO, aquests darrers no poden consumir la
suficient quantitat de font de carboni per realitzar la seva activitat EBPR.

b) La excessiva concentracié de metanol en el reactor pot causar inhibicié

i/o toxicitat en els organismes PAO.

c) Els fangs de 'SBR B contenien una fraccio elevada de GAO i aquests

han desplacat els PAO un cop s’ha bioaugmentat

d) S’han seleccionat microorganismes consumidors de metanol tant

anaerobis com aerobis, que no formen AGV com a subproducte.

4.3. Experiment segon

Prenent les dades de I'experiment anterior, el segon experiment s'ha plantejat
per fer funcionar de manera molt similar al primer, canviant pero la durada de la

fase de selecci6 de la biomassa i la quantitat de metanol

Aixi doncs, s’han fet també tres periodes previs per procurar la supervivéncia
unicament dels organismes fermentadors mitjangant I'addicié d’aire, pero
aguest cop en durant menys dies. El primer periode de la fase de seleccié ha
estat totalment anaerobi (per I'aclimatacio de la biomassa al reactor) i ha tingut
una durada de 10 dies, i pel que fa al segon i al tercer periode, s’han dut a
terme amb només amb 2 i 3 dies respectivament. L’altre canvi que s’ha
realitzat, i com es pot també observar també en el grafics a continuacid, ha
sigut la disminucié de metanol a I'entrada per tal d’obtenir una concentracid
meés baixa en el reactor per evitar possibles problemes d’inhibicié o toxicitat del

mateix.

La figura 9 mostra les dades preses en els tres periodes diferents, la primera

en un cicle totalment anaerobi, la segona amb mitja hora d’aireacio final i la
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ultima amb dues hores d’aireacié final. Es pot observar com el P-PO,* no
presenta variacions significatives de concentracio, pel qual es dedueix que no
es troben PAO en la biomassa. Pel que fa el metanol, ha estat necessari fer
una segona reduccié de la concentracié d’entrada per tal de que sigui consumit
al final del cicle i no s’acumuli en el reactor, tal i com es pot veure en la segona
i tercera grafica. A diferéncia de I'experiment anterior, la quantitat de metanol
consumida és inferior, ja que en el primer es partia d’'una concentracié de 1000
mg-L™ti en el segon de 200 mg-L™. Tot i aixi considerem que s’ha fet una millor
selecci6 de la biomassa ja que aquest cop el consum es dbna tot durant la fase
anaerobia i es descarta la possibilitat de tenir en el reactor microorganismes
aerobis consumidors de metanol, que per tant no sén ni els acidogens ni els

acetogens que ens interessa.
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Figura 9: Concentracions de metanol i fosfor en els cicles seguits els dies 4t (periode 1), 9¢(periode 2),
11é(periode 3) respectivament, després de la posada en marxa de I'experiment segon.

Passada la fase de seleccid, s’ha bioaugmentat 'SBR A amb la biomassa PAO
procedent del SBR B per tal de formar el consorci. Les condicions d’operacio
del consorci sén les mateixes que en el periode 3 de la fase de seleccio; cicles
amb 5hores de fase anaerobia, dues en aerobia i una final per sedimentacio i
extraccio. El mateix dia de la bioaugmentacio s’ha fet un seguiment del cicle on

s’han obtingut els valors seguents:
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Figura 10: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 14¢e dia despres de la posada en marxa
de I'experiment segon, i el primer fet després de la bioaugmentacié de PAO en 'SBR A.
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Com es pot observar en el la figura 10, el consum de metanol es duu a terme
especialment durant la fase anaerobia. Durant aquesta mateixa fase la
concentracié de P-PO,* en el medi augmenta, fent-se més estable a mesura

gue la concentracié de metanol arriba a concentracions meés baixes.

En comparar les dades els primers seguiments fets en el moment de formacio
dels dos consorcis el de lI'experiment primer i el de I'experiment segon,
s’observa que tant en 'un com en l'altre, s’'obtenen uns valors d’alliberacié i
captacié de fosfor similars, essent en de 9 i 4 mg-L™ respectivament (velocitats
de consum de metanol; 0,71 mg-L™*-min? i 0,34 mg-L™*-min™ respectivament) i
sén uns valors que en els dos casos indicarien un bon funcionament del
consorci, perd com ja s’ha vist en el cas anterior, el primer cicle no és
significatiu, i és necessari comparar amb cicles posteriors per saber si la
biomassa PAO s’adapta correctament al sistema o no. S'han fet per tant, altres

seguiments de I'SBR A per provar la continuitat del consorci:
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Figura 11: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 21¢e dia després de la posada en marxa

de I'experiment segon, i una setmana més tard després d’haver creat el consorci.

La figura 11, correspon a un cicle fet set dies després de la bioaugmentacio

dels PAO i tal i com es pot comprovar, el consum de metanol té una velocitat
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similar a l'anterior 0.43 mg-L™*-min™ i la eliminacié total de fosfor ha estat de
15.4 mg-L", donant aixi un augment de la quantitat de fosfor eliminada
respecte el primer cicle fet en el moment posterior a la bioaugmentacio.

Es suposa doncs, que durant aquest periode els PAO s'han adaptat
favorablement dins del consorci i que els metanogens han sigut eliminats al
llarg d'aquest temps, augmentant aixi la formacié d’AGV i incrementant aixi
I'eliminacio de fosfor.

Finalment, s’ha realitzat 'analisi d’'un ultim cicle, 24 dies més tard
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Figura 12: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 40¢ dia despres de la posada en marxa
de I'experiment segon, i 26 dies mes tard de la creacié del consorci.

En aquest darrer seguiment del consorci, s'observa d’'una banda un consum
normal del metanol, fet majoritariament durant la fase anaerobia, i amb una
velocitat de 0,46 mg-L>-min?, i s'observa d’altra banda un canvi en el
comportament dels PAO. Si bé l'alliberacié de P-PO,> arriba a valors que no
s’han obtingut en cap altre dels cicles analitzats (72,5 mg-L™), la captaci6 no és
suficientment gran com per obtenir eliminacio neta. Malgrat aixo, no es pot
concloure res ja que seria necessari fer més seguiments per tal de saber si es
tracta del mal funcionament EBPR d’un cicle puntual, falta de purga en el
sistema o0 si deixa de funcionar el consorci per proliferacié d’algun

microorganisme competidor.
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El conjunt de valors d’eliminacié de P-PO,* obtinguts en el segon experiment

han estat els seguents:

Taula 6: Eliminacié de fosfor en els seguiments dels cicles del segon experiment.

Dia 4t | 9é 11e |14e |21é |40e
Eliminaci6 de P (mg-L™) 1 12 (13 |4 154 | -1

Pel que fa a la variacio de la concentracié de metanol a I'entrada, es pot afirmar
que per una banda no ha permés que lalliberacio i la captacié hagin estat
maximes ja que no han tingut suficient font de carboni disponibles pels PAO, tot
i que per l'altra banda, ha permes 'adaptacié d’aquests ja que no ha inhibit la
seva activitat ni el seu creixement. Les condicions de treball que s’han utilitzat
en aquest segon intent de formacié del consorci han estat més favorables i han

permes el funcionament durant un periode més llarg de temps.

Estimaci6 del rendiment

Per tal de conéixer el rendiment de [I'experiment, pot estimar-se
estequiometricament el metanol aprofitat pels PAO i pels altres
microorganismes que puguin “habitar” en el reactor.

Essent la ratio maxima P/Cyetanol €S de 0,75 (Taya et al. submitted), (assumint
que per cada 4 mols de Cyetanol €S formen 3 mols acid d’acetic, i que per cada 2
mols de Caceiic S'allibera un mol de fosfor, segons els models tedrics, Oehmen
et al., (2009), s’obté que per cada 200 mg-L™* de metanol que entren al reactor,
s’haurien d’alliberar 145 mg-L™ de fosfor. Aquests valors ens demostren que el
rendiment dels processos és forca baix ja que en cap experiment s’han
sobrepassat els 40 mg-L™ fosfor alliberat. Les causes d’aquest baix rendiment

poden ser molt diverses:

e Dedicacio de part del carboni d’entrada al creixement (caldria tenir

en compte el rendiment biomassa substrat en els ratios)
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e Existéncia de microorganismes que consumeixen metanol perd no
formen acid acetic
e Existéncia de microorganismes consumidors d’acid acétic, que no

tenen res a veure amb el cicle del P

Aixi doncs, un cicle com el I'tltim que s’ha seguit, on l'alliberacié de fosfor és de
33,7 mg-L™, els microorganismes PAO han captat 65,2 mg-L™ d’acid acétic i els
acetogens per tal dobtenir-los, han captat 46,4 mg-L" de metanol, que
representa només un 23% del metanol total d’entrada. Tot i aquest rendiment
tan baix, s’ha aconseguit I'objectiu que era obtenir EBPR amb metanol com a
unica font de carboni. L’optimitzacié del procés per maximitzar el ratio P/C és

objectiu d’un treball futur.

4.3.1. Analisi de Polihidroxialcanoats

Per tal de verificar que els PAO eliminen el fosfor de la manera que es planteja,
s'’han fet també analisi dels Polihidroxialcanoats (PHA). Amb aquest es calcula
la quantitat d’acid hidroxibutiric, acid hidroxivaleric i acid 2-metil-hidroxivaléric
que s’acumula dins les cél-lules al llarg del cicle, a mesura que consumeixen
els AGV. Aquests polimers només s’acumulen durant la fase anaerdbia i es
consumeixen quan els bacteris es troben en preséncia d’acceptors d’electrons
(condicions aerobies o anoxiques). Al ser aguest analisi tant costds només s'ha
dut a terme en un Unic cicle del consorci. En aquest cicle s’hauria de veure una
relacio lineal entre el metanol consumit i el PHA acumulat, i una disminucié de
la concentracié de PHA a partir del moment que comenca la fase aerobia ja

gue es quan es consumeix.

En la figura 13 s’observa que les concentracions de PHA dins les cél-lules
nomeés augmenten durant les primeres dues hores del cicle. En les seguents
tres mostres es dona una baixada de la concentracié de PHA a les cél-lules,
enlloc de donar-se I'increment esperat ja que s6n mostres de la fase anaerobia.

Es molt dificil explicar aquesta baixada ja que no correspon amb les dades
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d’alliberacio i captacié de P-PO,* analitzades en I'apartat anterior. En principi
'acumulacié de PHA hauria d’haver estat gradual fins als 300 minuts que dura
la fase anaerobia. Un error en la presa de mostres és possible que hagi alterat
els resultats d’aquesta prova. Finalment a partir del minut 330 que es quan
entra en marxa el sistema d’aireacio, es dona una baixada considerable de les
concentracions de PHA, que demostren que els PAO estan captant el fosfat
mentre degraden el PHA acumulat en la fase anterior. El consum de PHA
cel-lular durant la fase aerdbia és déna per restablir els nivells de P-PO,> en
l'interior cel-lular alhora que també es restableixen els nivells de glicogen en el
seu interior.

Pel que fa al percentatge de cada un dels compostos mesurats, trobem
abséncia de acid hidroxivaléric en totes les mostres. En quan a l'acid
hidroxibutiric resulta majoritariament del metabolisme cel-lular a partir de I'acid
acetic, en canvi, I'acid 2-metil-hidroxivaléric s’acumula majoritariament quan el
substrat és l'acid propionic. Es pot deduir aixi l'activitat metabodlica dels

microorganismes de digesti6 anaerobia i afirmar que predominen els

acetogens.
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Figura 13: Acumulacio d’ acid hidroxibutiric, acid hidroxivaléric i acid 2-metil-hidroxivaleric durant el cicle
seguit 26 dies després de la creacid del consorci.
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4.3.2. Hibridaci6 in—situ fluorescent(FISH)

La tecnica de hibridacié in situ fluorescent
s’utilitza per diferenciar sequéncies d’ADN,
gens, 0 en aguest cas especies bacterianes
de les quals es coneix part de la seva
sequencia genica. La técnica consisteix en
preparar sequencies d’ADN de cadena
simple, que sb6n complementaries a les

sequencies d’ADN de la bacteria o a

determinar. Aquests fragment d’ADN extern,

anomenat sonda, es marca amb alguna Figura 14: Foto dels microorganismes PAO (rosa)i
GAO (blau) feta amb el microscopi confocal a una

molécula fluorescent com  biotina 0 mostradelsllots de 'SBR A

fluoresceina. Aquesta sonda en entrar en contacte amb la mostra, “s’adhereix”

amb el fragment d’ADN complementari (en cas de ser-hi). Mitjancant un

microscopi comfocal, la fluorescéncia permet identificar en aquest cas les

cel-lules marcades per la sonda.

En I'experiment que s’ha realitzat s’han utilitzat sondes amb fluorescéncia blava

per hibridar el conjunt d’eubactéries i sondes amb fluorescéncia vermell per

hibridar Unicament els organismes PAO.

Taula 7: Quantificacié de les concentracions de les PAO i GAO en els SBR A i B, sobre el total de

SBR A (%) ‘ SBR B (%)

especies existents.

PAOMIX 61,9+0,6 72,8+2,6
GAOMIX N,D 0,6 0,2
DF1MIX 1,8+0,5 2,6+0,6
DF2MIX 3807 79+1,6

En la taula 7 es pot observar la proporcié dels microorganismes PAO
(PAOMIX) i els seus competidors directes els GAO (GAOMIX, DF1MIX,

DF2MIX) tant en el reactor on s’ha format el consorci (SBR A) com en el reactor
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d’on s’han extret els llots per bioaugmentar el consorci (SBR B) respecte el total

de bacteries presents.

Totes dues mostres es van analitzar després dels periodes previs d’adaptacié
de cadascun dels reactors. Aixi, per 'SBR B, aquest analisi es va fer un dia
abans d’extreure els llots per bioaugmentar 'SBR A i formar el consorci PAO-
fermentadors, mentre que I'extraccié de la mostra per la realitzacié de I'analisi
per 'SBR A es va fer passats 15dies després de la bioaugmentacid, un cop el
consorci ja estava aclimatant i funcionant a ple rendiment.

Amb els resultats de la taula es pot veure que en I'SBR B, en el moment previ a
la bioaugmentacio hi havia un 72,8% de PAO i que només un 10% del total de
la biomassa existent en el SBR B eren microorganismes GAO (majoritariament
DF2). Aixo indica un enriguiment de PAO d’aquest reactor forga elevat.

De la mateixa manera és pot veure que en el consorci format pels PAO-
fermentadors hi ha un alt percentatge de microorganismes PAO encara que ha
disminuit respecte la biomassa del SBR B. Aquest resultat sembla logic ja que
en bioaugmentar els PAO en aquest reactor on ja hi havia biomassa procedent
de la digestié anaerobia aquest percentatge es veu lleugerament disminuit. De
la mateixa manera també disminueix el percentatge dels GAO.

4.4. Experiments en discontinu

En l'ultim periode de cada un dels experiments s’han dut a terme els
experiments en discontinu. S’ha utilitzat aquesta tecnica per provar diferents

fonts de carboni amb la biomassa PAO i el consorci PAO-fermentadors.

L’objectiu d’aquests, és comprovar si el consorci és capag¢ d’adaptar-se a
diferents fonts de carboni, és a dir, si els organismes acetogens i acidogens
seleccionats amb metanol com a Unica font de carboni son capacos de prendre
altres fonts de carboni més complexes que el metanol i realitzar el mateix
procés de degradacio fins a proporcionar AGV de cadena curta que permetin
I'activitat EBPR.
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Per tal de comparar, en primer lloc, s’han realitzat els experiments en
discontinu amb biomassa Unicament PAO, per comprovar que aquests sols no
sén capacgos de utilitzar com a font de carboni fonts complexes i que només
eliminen fosfor si tenen propiodnic o acetic com a font de carboni.

En segon lloc s’han realitzat els mateixos experiments en discontinu perdo amb
biomassa extreta del consorci per analitzar com funcionen amb cada una de les

fonts de carboni que se’ls proporciona.

Aixi doncs s’han realitzat 15 experiments en discontinu diferents. En aquests
experiments s’han simulat les mateixes fases que tenen els SBR (anaerobi-
aerobi) i s’han alimentat amb les mateixes aigles que s’operen en el reactor.

Les 7 primeres s’han fet amb la biomassa PAO alimentada amb acid propionic
com a unica font de carboni. Els polsos que s’introdueixen per afegir les
diferents fonts de carboni s’han calculat per obtenir les mateixes
concentracions de DQO indiferentment del compost utilitzat. Aquesta
concentracio ha estat de 600 mg DQOI/L. Les fonts de carboni escollides per
aguests experiments sén: metanol, etanol, glucosa, sacarosa, glicerol i llet. El
sete experiment s’ha fet sense font de carboni. Els 8 experiments en discontinu
posteriors, s’han fet amb la amb la biomassa provinent del consorci i s’han
utilitzat les mateixes sis fonts de carboni a més a més d’'un seté amb acid
propionic. El vuite experiment en discontinu s’ha fet també sense font de

carboni.

4.4.1. Experiments amb discontinu amb biomassa PAO-propionic

En els experiment en discontinu en els que només s’ha utilitzat biomassa PAO
(taula 8), es pot veure que les concentracions de P-PO,* no romanen
constants (hi ha una petita alliberaci6 i captacio de P) pero tot i aixi en casi cap
dels casos s’hi dona una eliminacio neta.

En la Gnica que es déna una petita eliminacié és amb la llet (3,3 mg-L™).

Possiblement degut a que es una mescla de varis compostos entre els quals es
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troba una petita fraccié d’acids grassos de cadena curta que serien utilitzats

pels PAO com a font de carboni.

Taula 8: Concentracions de fosfor alliberat, captat i eliminat pels PAO en els experiments en discontinu

abans del consorci

Metanol Etanol Sacarosa Glucosa Glicerol Llet Sense font
P alliberat (mg-L™) 16.2 11 19.6 36.2 17.3 25.4 11.6
P captat (mg-L™) 6.7 9.5 16 14.5 10 28.7 4.1
P eliminat (mg-L™) -9.5 -1.5 -3.6 -21.7 7.3 3.3 75

Cal destacar també que exceptuant I'etanol, a tots els compostos hi ha una
alliberacié de fosfor superior en comparaci6 amb el que no té pols font de
carboni, per tant podem deduir que d’alguna manera hi ha algun consum per
part dels PAO de fonts més complexes que els AGV, tot i que no els permetin
posteriorment captar més fosfor del que han eliminat.

Per altra banda s’observa que I'etanol es el que causa una alliberacio i captacio

de fosfor més baixes, segurament degut a la seva toxicitat.

4.4.2.Experiments en discontinu amb biomassa del consorci

En els experiments en discontinu que s’han fet amb les dues biomasses
(acidogens, acetogens i PAO), els rendiments d’eliminacié han millorat. Fixant-
nos amb la taula seguent, es pot veure en primer lloc el metanol que és la font
de carboni amb la que s’aconsegueix, amb molta diferéncia, més eliminaci6 de
fosfor. Aquest comportament era d’esperar ja que la biomassa fermentadora
esta adaptada al consum de metanol, ja que és I'inica font de carboni en els
cicles en I'SBR. Tot i que la quantitat alliberada sigui relativament baixa, el
fosfor captat és tant que I'eliminacié neta és de 18 mg-L™.

Tot i aixi la gran diversitat de microorganismes que formen part de la biomassa
fermentadora fa que altres compostos també puguin ser degradats. Trobem
que la llet i el glicerol també permeten eliminacio neta de fosfor. Comparant
amb l'experiment fet sense font de carboni, la glucosa i la sacarosa donen

resultats molt similars, amb una eliminacié neta de fosfor negativa. La poca
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adaptacio dels organismes de digestio anaerobia a aquest tipus de molécules
dificulta la seva captaci6. Tot i aixi no pot afirmar-se que no seria possible el
consorci amb aquest tipus de font de carboni ja que faria falta comprovar-ho

amb un periode d’adaptacié previ.

Pel que fa I'experiment amb etanol, trobem alliberacié de fosfor en les dues
fases, tan anaerobiament com aerobiament, D’aquest comportament es
dedueix que la toxicitat causada provoca la lisis cel-lular i augmenten els nivells
de fosfor producte de la descomposicio de les cel-lules.

Per dltim, en el cas del propionic es dona també un comportament molt singular
en el que hi ha una alliberaci6 del fosfor, perd no és capta casi res en
comparacié amb els resultats extrets durant un cicle d’operacié normal en el
SBR B.

Taula 9: Concentracions de fosfor alliberat, captat i eliminat pels PAO en els experiments en discontinu

després del consorci

Metanol Etanol Sacarosa  Glucosa Glicerol Llet Sense font Propionic
P alliberat (mg-L™) 4.6 6.5 1.7 1.9 3.3 75 0.9 23.1
P captat (mg-L™) 23.2 -15.7 1.6 1.7 6.6 14.4 35 6.7
P eliminat (mg-L™) 18.6 -22.2 -0.1 0.2 3.3 6.9 2.6 -16.4

4.4.3. PHA experiments en discontinu

En les grafiques a continuacié es mostren els valors de PHA acumulats dins els
microorganismes PAO en cada un dels experiments en discontinu amb les
diferents fonts de carboni. Les mostres han estat preses al final de la fase
anaerobia que és el moment en que teoricament la cél-lula ha captat la maxima
guantitat de acids grassos volatils, i els ha transformat en PHA com a sistema
de reserva energétic. En figura 15 es poden observar els valors de PHA que ha
acumulat la biomassa PAO-fermentadors. Aquesta biomassa ha acumulat poc
PHA ja que no es troben acids grassos a l'aigua, més que aquells que s’han
afegit juntament amb els dos litres de fangs quan s’ha afegit la biomassa. El
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PHA mesurat esta format Unicament per acid hidroxivaleric i acid 2-metil-
hidroxivaléric, que son els polimers que es formes majoritariament amb el
consum de l'acid propionic. Aquest resultat era d’esperar ja que aquesta forma

d’AGV, és I'linica que en principi es podia trobar en el medi.

Es troba una gran acumulacié de PHA a la biomassa que ha treballat amb llet
com a font de carboni. Com s’ha observat també en I'experiment anterior,
aguesta font de carboni és la que millor ha funcionat, i I'alta concentracié de

PHA acumulat demostra que hi ha hagut activitat EBPR.
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__ 25

>

0

(%))

o

=

8 2

°

£

E

hel

g 15

IS

(]

(8]

c

o

U o

1 p—
0,5
Sense font  Metanol Etanol Propionic Glicerol Glucosa Sacarosa Llet

deC
Temps (min)

Figura 15: Acumulacié d’ acid hidroxibutiric, acid hidroxivaléric i acid 2-metil-hidroxivaléric durant el cicle
en discontinu fet amb biomassa PAO-propionic

Tot i aixi aquest analisi ens aporta poca informacio ja que tal i com s’ha vist en
els analisis de PHA del consorci comentats anteriorment, és necessari fer el
seguiment de tot el cicle per obtenir resultats significatius.

Trobem doncs relacié entre el PHA acumulat i el P-PO,* alliberat només en

I'experiment de la llet. En els experiments de glucosa i sacarosa on l'alliberacio
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de P-PO,* és forca alta, no s’observa generaci6é de PHA, fet que fa pensar que
I'alliberacié de P que s’ha donat, no ha estat per activitat PAO.

En quant al PHA acumulat en els experiments en discontinu amb la biomassa
del consorci, s’ha obtingut una millor relacié pel que fa el P-PO,* alliberat i el
PHA acumulat. En I'experiment que s’ha utilitzat llet com a font de carboni i
s’han obtingut 23,1 mg-L™* de P alliberat i, 'acumulacié de PHA ha estat molt
elevada. Tot i aixi, segueixen mancant dades de PHA dels cicles complets.

Pel que fa la distribuci6 dels acids en el total del PHA, es pot observar la manca
de acid hidroxibutiric, que només s’ha pogut observar en I'experiment fet amb
etanol. Aquest acid es forma majoritariament a partir del consum d’acid acetic.
Aquest fet ens indicaria una baixa formacid6 d’aquest per part dels
microorganismes de digesti0 anaerobia. Malgrat aix0, es considera que
I'experiment de PHA no és significatiu deguda la falta de dades, i la contrarietat
amb les dades de PHA obtingudes en el seguiment del consorci, on es veuen

grans quantitats d’acid hidroxibutiric.

— o Acid 2-metil-hidroxivaléric

® Acid hidroxivaléric

m Acid hidroxibutiric
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15
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Figura 16: Acumulacio d’ acid hidroxibutiric, acid hidroxivaléric i acid 2-metil-hidroxivaleric durant el cicle
en discontinu fet amb biomassa del consorci
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5.CONCLUSIONS

A partir dels resultats obtinguts es pot dir que:

Es possible la formacié d’un consorci per a I'obtencié de EBPR amb fonts de

carboni diferents a les habituals amb microorganismes de digestié anaerobia i

PAO tot i que és necessaria més experimentacio per trobar les condicions

idonies. Tot i aixi es pot concloure que:

a)

b)

d)

Per la posada en marxa del sistema, €s necessari un condicionament de
la biomassa de digesti0 anaerobia. No es pot bioaugmentar sense
aquesta etapa previa ja que en els llots de digesti6 anaerobia hi ha
microorganismes que competeixen amb els PAO per la font de carboni.

La concentraci6 de metanol ha de ser suficient per poder garantir el

maxim rendiment EBPR, pero un excés pot causar inhibicio.

La majoria del PHA acumulat pels PAO, ha estat en forma d’acid
hidroxibutiric, per tant podem afirmar que la major part de font de carboni
captada per la biomassa de digesti6 anaerobia, es transforma en acid
acetic.

En els experiments en discontinu amb la biomassa del consorci i amb la
biomassa PAO alimentada amb propionic, s’ha utilitzant etanol,
propionic, glicerol, glucosa, sacarosa i llet com a fonts de carboni
alternatives, i s’ha donat una millor activitat EBPR quan ha funcionat el
consorci, i especialment quan s’ha utilitzat metanol ja que se’ls havia
aclimatat a aquestes condicions. Es considera doncs, que el consorci €s
apte per funcionar amb altres fonts de carboni. Tot i aixi €s necessaria

I'aclimatacio previa de la biomassa per poder obtenir un bon rendiment.
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7. ANNEXES

7.1. Pressupost

El cost total del projecte és de 3563.35 €.

Per a la determinacié de les despeses tindrem en compte els seguents

apartats:
e Materials i equips; 1206.14

e Depesa de personal; 2087.5 €
e Energia; 269.71

7.1.1 Materials i equips

Cost total de materials i equips; 1206,14 €
Material d’oficina; 81 €

Material de laboratori fungible; 408,14 €
Material de laboratori amortitzable: 717 €

Desglossament dels costos:

Material d’oficina

Material Unitats Cost unitari (€/Unitat) Cost total (€)
Llibreta, boligraf... 1 3 3

Impressié 3 24 63
Enquadernacio 3 2 6

CD-R 3 3 9

Total 81




Material de laboratori fungible

Material Unitats Cost unitari (€/unitat) Cost total (€)
Eppendorf 10 0,005 0,05

Vials GC 180 0,762 137,16

Taps vials GC 180 0,111 19,98

Filtres millex 340 0,468 159,12
Guants de latex 0,25 5,66 1,415

Puntes de pipeta 680 0,001 0,68

Pipetes pasteur p 5 0,012 0,06

Pipetes pasteur v 9 0,047 0,423

Total 318,9
Compost Quantitat(L) Cost unitari (€/L) Cost total (€)

Acid propionic

0,5

25,24

12,62

HCI 1 9,7 9,7
Total 22,32
Compost Quantitat (Kg) Cost unitari (€/L) Cost total (€)
NHA4CI 0,315 29,91 9,42
MgSO4 0,138285 16,69 2,31
CaCl2:2H20 0,1323 31,14 4,12
ATU 0,01575 705,2 11,11
MgCl2-6H20 0,504 22,11 11,14
FeClI3-6H20 0,001485 33,16 0,05
H3BO3 0,0001485 40,72 0,01
CuS04:5H20 0,0000297 33,9 0,00
Kl 0,0001485 153,66 0,02
MnCI2-4H20 0,0001188 53,06 0,01
Na>MoO4-4H,0 0,0000594 267,78 0,02
ZnS04-7H20 0,0001188 28 0,01
CoCI2-6H20 0,0001485 186,8 0,03
KH2PO4 0,17136 28,89 4,95
K2HPO4 0,12978 41,06 5,33
NaHCO3 0,0945 15,56 1,47
NaOH 1 16,18 16,18
CoCI2-6H20 0,0042 186,8 0,78
Total 66,94




Material de laboratori amortitzable

Material

Preu d’adquisicio (€)

Vida (til (anys)

Cost proporcional (€)

Cromatograf de gasos

15.000

15

250

Planta pilot 18.000 15 300
Nevera 600 15 10
Micropipeta (x3) 150 5 8
Vials 40mL (x50) 100 4

Sonda temperatura 70 4 4
Sonda redox 230 4 14
Sonda pH 140 4 9
Sonda oxigen 1100 4 69
Balanca 1.660 10 42
Material divers (Material

de vidre) 100 > >
Total 717

7.1.2. Despesa de personal

Cost total de personal; 2087.5 €

La despesa de personal assignada al projecte es calcula per a la férmula:

Preu de I'hora treballada 7.15
Nombre d’hores treballades: 350
Pagament seguretat social 17%/mes
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7.1.3. Energia

Cost energeétic total; 269.71

Aquest calcul és mol aproximat ja que s’han tingut en compte només aquells

aparells molt utilitzat. Alguns aparells que s’han fet servir només una o dues

vegades no s’han inclos.

Aparell Temps d’as (h) | Consum aparell (W) Energia consumida (kWh) Cost energia (0.1€/kWh)**
PLC 2160 300 648 64,8

Agitador 1890 800 1512 151,2

Bombes 20 20 2 0,2

Nevera 2160 100 216 21,6

PHOSPHAX* | 1080 200 (mitjana) 216 21,6

Cromatograf 50 2100 105 10,5

Total 269,71

* S’han comptabilitzat només el 50% de les hores, ja que laparell s’ha

compartit amb altres grups de recerca.

**S’ha suposat aquest preu que es una mitjana dels preus ofertats actualment




7.2. Planificacio del treball
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7.3 Figures complementaries
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Figura 17: Concentracié de fosfor durant els cicles de seguiment dels experiments en discontinu amb
biomassa PAO-propionic, utilitzant diferents fonts de carboni.

—— Metanol
60 1 ~— Etanol
—&— Sacarosa
50 —>— Glucosa
-
—— Glicerol
40 - Llet

—+—Sense font C

propionic

Concentraci6 de P-PO43- (mg/L)

0 T T T T T T T

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Temps (min)

Figura 18: Concentracié de fosfor durant els cicles de seguiment dels experiments en discontinu amb
biomassa del consorci, utilitzant diferents fonts de carboni.



7.4. Index de figures i taules

Figura 1: Esquema del metabolisme dels microorganismes PAO

Figura 19: Subprocessos de transformacio de la digestié anaerobia

Figura 3: Funcionament del sistema d’SBR

Figura 20: Cromatograma d’analisi d’'una mostra d’acids grassos volatils.
Figura 5: Funcionament del consorci PAO-digestio anaerobia

Figura 6: Variacions de les concentracions de metanol i fosfor al llarg d’'un
cicle.

Figura 7: Concentracions de metanol i fosfor en els cicles sequits els dies 14¢,
19¢, 33¢é i 35€é respectivament, després de la posada en marxa de I'experiment
primer.

Figura 8: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 44e dia
després de la posada en marxa de I'experiment primer, i dos dies posteriors a
la formacio del consorci PAO-digestio anaerobia.

Figura 9: Concentracions de metanol i fosfor en els cicles seguits els dies 4t
(periode 1), 9e(periode 2), 11é(periode 3) respectivament, despres de la
posada en marxa de I'experiment segon.

Figura 10: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 14e dia
després de la posada en marxa de I'experiment segon, i el primer fet després
de la bioaugmentacio de PAO en I'SBR A.

Figura 11: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 21e dia
després de la posada en marxa de I'experiment segon, i una setmana més tard
despres d’haver creat el consorci.

Figura 12: Concentracions de metanol i fosfor del cicle seguit el 40e dia
despreés de la posada en marxa de I'experiment segon, i 26 dies mes tard de la
creaci6 del consorci.

Figura 13: Acumulacié d’ acid hidroxibutiric, acid hidroxivaléric i acid 2-metil-
hidroxivaléric durant el cicle del seguit 26 dies després de la creacio del
CONSOrci.

Figura 14: Foto dels microorganismes PAO (rosa)i GAO (blau) feta amb el
microscopi confocal a una mostra dels llots de 'SBR A

Figura 15: Acumulacioé d’ acid hidroxibutiric, acid hidroxivaléric i acid 2-metil-
hidroxivaléric durant el cicle en discontinu fet amb biomassa PAO-propionic

Figura 16: Acumulacié d’ acid hidroxibutiric, acid hidroxivaléric i acid 2-metil-
hidroxivaléric durant el cicle en discontinu fet amb biomassa del consorci
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Figura 17: Concentracio de fosfor durant els cicles de seguiment dels
experiments en discontinu amb biomassa PAO-propionic, utilitzant diferents
fonts de carboni.

Figura 18: Concentracid6 de fosfor durant els cicles de seguiment dels
experiments en discontinu amb biomassa del consorci, utilitzant diferents fonts
de carboni.

Taula 10: Concentracions limit de DBO, DBO5, SST, P i N en els efluents
d’EDAR. Font: RD509/1996

Taula 2: Concentracions requerides per a la preparacio dels medis sintétics
dels SBR

Taula 3: Durada de cada una de les fases i periodes dels dos experiments
realitzats

Taula 4: Duracio dels periodes de I'experiment primer

Taula 5: Eliminacio de fosfor en els seguiments dels cicles del primer
experiment.

Taula 6: Eliminacio de fosfor en els seguiments dels cicles del segon
experiment.

Taula 7: Quantificacié de les concentracions de les diferents especies en els
reactors Ai B

Taula 8: Concentracions de fosfor alliberat, captat i eliminat pels PAO en els
experiments en discontinu abans del consorci

Taula 9: Concentracions de fosfor alliberat, captat i eliminat pels PAO en els
experiments en discontinu després del consorci

71



7.5. Acronims i paraules clau

Acronims

AGYV Acids grassos volatils

DBO Demanda Biologica d’Oxigen

DQO Demanda Quimica d’Oxigen

EBPR Enhanced Biological Phosphorus Removal / Eliminacié biologica de fosfor
EDAR Estacié Depuradora d’Aigles Residuals

FID Flame ionization detector / Detector d’ionitzacio de flama

GAO Glicogen Accumulatnig Organisms / Organismes acumuladors de glicogen
GC Gas chromatography / Cromatografia de gasos

OD Oxigen dissolt

PAQO Polyphosphate Accumulating Organisms / Organismes acumuladors de fosfor
PHA Polihidroxialcanoat

PLC Program Logic Control

RPM Revolucions per minut

SBR Sequencing Batch Reactor / Reactor discontinu seqiiencial

SST Solid en Suspensié Totals

SSV Solids en Suspensié Volatils

TRC Temps de residéncia cel-lular

TRH Temps de residéncia hidraulic

Paraules clau

Eiminacié biologia de fosfor, consorci, acidogens, acetogens, Polyphosphate

Accumulating Organisms (PAO), metanol, acids grassos volatils.
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