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RESUMEN

Los bioindicadores en la actualidad siguen promoviéndose como una valiosa herramienta
para el tratamiento de aguas residuales y control de la calidad de vertido del agua. Su
uso simplifica en gran medida las actividades de laboratorio, ya que su aplicacion solo
requiere la identificacion y cuantificacion de los microrganismos.

En este trabajo se llevo a cabo el seguimiento de una estacion de tratamiento de aguas
residuales procedentes de una azucarera (ACOR, Olmedo) evaluandose la biodiversidad
de la microfauna como herramienta de bioindicacion para el tratamiento de aguas
residuales de estas caracteristicas.

Las principales especies identificadas a lo largo de la campafia, mediante su funcién
bioindicadora, permiten descubrir posibles problemas de operacion, mostrando el estado
de la depuracion. De la comparacién con los parametros fisico-quimicos de los
bioreactores, es posible trazar una relacibn entre la abundancia de ciertos
microorganismos y el funcionamiento de la EDAR, haciendo que sea una herramienta util
de prediccion.
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1. Introduccioén

Las poblaciones de protozoos juegan un papel muy importante en las cadenas tréficas
microbianas procedentes del tratamiento bioldégico en las estaciones depuradoras de
aguas residuales (EDARs). Como sus principales presas son las bacterias, la actividad
depredadora de los protozoos ha estado profundamente relacionada con la calidad del
efluente (Salvadé et al., 1995; Lee et al., 2004).

Sin embargo, estas actividades depredadoras también podrian influenciar en la formacion
de la distribucién y composicion bacteriana en diferentes medios acuéticos, como ha sido
descrito (Simek et al., 1997; Jiurgens et al., 1999; Hahn and Hdéfle, 2001).

Funcionalmente, los protozoos de los sistemas acuéticos son productores primarios,
consumidores de bacterias, pequefias algas, otros protozoos y ciertos metazoos, y son
presa de otros organismos (Gifford, 1991). Por otro lado, los protozoos actian como
intermediarios en la remineralizacion y en el reciclaje de los nutrientes esenciales (Sherr,
1984). También son capaces de bioasimilar y transformar diferentes sustancias, entre
ellas, determinados contaminantes (Salvadé et al.,, 1995). La abundancia de los
protozoos presenta variaciones segun la disponibilidad de nutrientes, las relaciones de
depredacion y los cambios fisico-quimicos.

La temperatura, salinidad, incidencia de la luz, las corrientes y el valor del pH son los
factores esenciales que determinan el habitat para cada especie. Sobre las poblaciones
de protozoos tiene ademas especial influencia el grado de pureza del agua, como medida
de la contaminacion producida por sustancias organicas que conducen a la degradacion
bacteriana y que influyen en el contenido en oxigeno del agua, entre otros factores
(Sherr, 1984).

Igualmente, los protistas tienen un impacto indirecto sobre la clarificacion de efluentes a
través de sus efectos en los procesos de floculacion:

() Aumentando las actividades bacterianas y contribuyendo directamente a la
secrecion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

(i) Juegan un importante papel en el desarrollo de la estructura del floculo
debido a sus actividades bioldgicas (Arregui et al., 2007, 2008; Wilén et al.,
2008). Todas estas actividades son, por tanto, muy relevantes para la
generacion de efluentes limpios y mejorar la calidad de los vertidos.




TRABAJO FIN DE MASTER
Péag. 4
mp | Bioindicacion microscopica como herramienta para el
t ARV Rl | tratamiento de aguas residuales de la industria azu  carera. | Vidal Gomez Rojo

Estas caracteristicas indican que las condiciones ambientales que se tienen en los
reactores bioldgicos son cruciales, ya que las especies de protistas deben ser capaces de
sobrevivir (Liu et al., 2008). Por este motivo las poblaciones, especies de protistas y sus
abundancias han sido escogidas como indicadores de las propiedades de operacion, de
la calidad del efluente y del rendimiento de las plantas de tratamiento. (Madoni, 1991;
Madoni et al., 1993; Luna-Pabello et al., 1990; Esteban et al., 1990; Al-Shahwani and
Horan, 1991; Salvado, 1994; Martin-Cereceda et al., 1996, Lee et al., 2004)

La mayoria de los estudios realizados han sido llevados a cabo en sistemas
convencionales sin eliminacién biolégica de nitrégeno, sin embargo, estos sistemas
muestran caracteristicas bioldégicas muy diferentes a los sistemas considerados como
nuevas tecnologias tales como los tratamientos avanzados para eliminacion de nutrientes
o0 los bioreactores de membrana. (Pérez-Uz et al., 2007, 2009; Serrano et al., 2008b; Liu
et al., 2008; Arévalo et al., 2009).

Los sistemas avanzados de eliminaciéon de nutrientes combinan etapas aerodbicas,
anoxicas y anaeroObicas con diferentes estrategias de recirculacion de fango. Estas
singularidades en el tratamiento son las responsables de dar forma a la microfauna
implicada en el proceso de depuracion. Por lo tanto, los protozoos presentes en estos
reactores bioldgicos son también diferentes a los observados en otros sistemas de
operacion investigados por diferentes autores (Liu et al, 2008. Pérez-Uz et al, 2009.
Arévalo et al., 2009) por lo que los resultados de estudios anteriores sobre diferentes
tipos de plantas de lodos activados no pueden ser directamente extrapolados a otros
tipos de EDAR de distinta complejidad.

En este contexto, se ha evaluado durante una campafa de produccion el sistema de
tratamiento de aguas residuales de una azucarera que incluyen sistemas de eliminacion
de nitrogeno (nitrificacion/ desnitrificacion) mediante lodos activados. Esta evaluacion se
llevd a cabo en la EDAR que posee la azucarera ACOR en su planta de Olmedo
(Valladolid). Este estudio fue posible gracias a la colaboracion existente entre la
universidad de Valladolid y la Azucarera ACOR S.A.
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2. Objetivos

El objetivo global y principal de este estudio consiste en realizar un seguimiento y control

de la planta de depuracién de las aguas residuales producidas en la azucarera ACOR
S.A., Valladolid. Este objetivo se centra en los procesos bioldgicos, por lo que se

pretende evaluar e identificar la microfauna que poseen los fangos activos, para asi,
poder elaborar una herramienta basada en la bioindicacion que sea util para mejorar el

tratamiento de dichas aguas residuales, y por tanto mejorar el rendimiento de operacion
(mejor calidad de efluente de vertido). De este objetivo global se pueden desarrollar los
siguientes objetivos parciales:

1.

2.

Realizar un andlisis microbiologico del fango mediante un seguimiento periodico
de observacién microscopica. Identificacion y cuantificacion de la microfauna
(protozoos, metazoos, etc.) que se encuentra habitualmente en este tratamiento
de agua residual de la industria azucarera y por tanto examinar el valor de los
grupos o especies halladas como indicadores del rendimiento del proceso de
depuracion. La caracterizacion de las comunidades biologicas se evalia mediante
la identificacion y cuantia del nimero de los tres principales grupos de protistas
que se presentan en las EDARs (ciliados, flagelados y amebas). El estudio se
centra tanto en la eliminacion de nitrégeno como en la eliminacién de materia
organica.

Caracterizacion del estado y consistencia del fango. (Tamafio y estado de los
floculos, tipos y abundancias de bacterias filamentosas, presencia de bacterias
libres, presencia de pequefios flagelados...).

Recopilar los datos de operacion registrados (caudales de tratamiento, cargas
organicas, nutrientes...) durante la campafia.




TRABAJO FIN DE MASTER
Péag. 6
mp | Bioindicacion microscopica como herramienta para el
t ARV Rl | tratamiento de aguas residuales de la industria azu  carera. | Vidal Gomez Rojo

4. Por ultimo contrastar la evolucion de la microfauna con el historico de los datos de
operacion de forma a determinar una relaciébn entre ambos. El objetivo final
consiste en revelar las posibles asociaciones que haya entre la biodiversidad
presente y los rendimientos operacionales manifestados por los parametros fisico-
quimicos y biolégicos registrados que permitirian sugerir o detectar posibles
bioindicadores. Este paso es necesario para proporcionar un marco para el futuro
desarrollo de un indice. El disefio de una herramienta de prediccion biolégica o
modificar / adaptar otras ya existentes, para este tipo de tratamiento de aguas
residuales.

3. Metodologia

3.1. Toma de muestras

Se ha realizado el muestreo en la EDAR que tiene la azucarera ACOR S.A. para el
tratamiento del vertido de aguas residuales que producen. Esta planta de tratamiento esta
localizada en Olmedo (Valladolid). La planta de tratamiento Unicamente esta disefiada
para el tratamiento de aguas de tipo industrial.

Se ha llevado a cabo el muestreo durante la campafia con una frecuencia semanal desde
diciembre hasta junio. Todas las muestras fueron extraidas del licor mezcla de la
recirculacion interna del reactor aerobio y ademas estas muestras fueron de tipo puntual.

3.2.Identificacion y recuento de protozoos y metaz  00s

El analisis microscopico de las muestras se realizd en un intervalo de tiempo méaximo de
24 horas después de la toma de muestras, utilizando un microscopio de contraste de
fases Leica (modelo DM 4000B) con objetivos de 10x, 20x y 40x aumentos, equipado con
una camara y un software LEICA APPLICATION SUITE para la captura de imagenes.

Para la estimacién de la densidad de protistas ciliados y metazoos se llevé a cabo por
recuento directo utilizando el objetivo de 10x aumentos. Mediante alicuotas de 20 ul se
realizaron los recuentos correspondientes segun Madoni, 1989.
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La abundancia de los microorganismos se expresa en individuos/ml y también, viene
expresada en porcentaje, indicando la fraccion que representa una especie concreta
dentro del numero total de individuos hallados en una muestra.

3.3.ldentificacion y recuento de bacterias filamen  tosas

El analisis de morfotipos filamentosos se realizé antes de las 24 horas posteriores a la
toma de muestras, siguiendo las recomendaciones para su correcta manipulacién y
conservacion de Rodriguez et al., (2005). Para su identificacion se han seguido las
indicaciones de Jenkins (“Manual on the Causes and Control of Activated Sludge Bulking
and Foaming”, (2004)), que permiten identificar las bacterias filamentosas en base a sus
caracteristicas morfologicas (morfotipos) mediante el examen microscépico a 40x y con
Optica de contraste de fases.

En cuanto a la cuantificacion de bacterias filamentosa se utilizo la técnica desarrollada
por Salvado (1990). Esta consiste en observar de 20 a 30 campos con el microscopio en
contraste de fases a 40x contando las filamentosas que entran y salen de esos campos,
para de esta manera poder obtener una media fiable.

Debido a la dificultad que en determinadas condiciones plantea la identificacion y la
estimacion de la densidad, estructura flocular abierta y elevada poblacion de filamentos,
se procedio a identificar y a estimar la densidad de bacterias filamentosas sobre muestras
en vivo y fijadas en tinciones Gram y Neisser, utilizando para ello microscopia de
contraste de fases y campo claro.

3.4. Analisis macroscopico y V30

La V30 es un ensayo empleado para obtener una aproximacién del comportamiento del
fango en cuanto a sus propiedades de decantacién y compactacion y se define como el
volumen que ocupa el sedimento correspondiente a un litro de liquido mezcla tras 30
minutos de decantacion en probeta de 1000 ml.
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Procedimiento operativo:

Se agitdé con suavidad la muestra, en el mismo bote de toma-muestras, con el fin de
garantizar una suspension lo mas homogénea posible, pero sin que se altere la estructura
macroflocular del fango activo.

Inmediatamente, se vierte con cuidado 1L de la muestra en una probeta de 1000 ml de
volumen, haciendo resbalar la suspension por las paredes de la probeta.

Posteriormente se deja en reposo durante 30 minutos y se anota el volumen en ml que
ocupa el fango sedimentado a los tiempos de 5, 20 y 30 min, para de esta manera
evaluar la calidad de la sedimentacion.

Ademas durante este ensayo de la V30 se procedié a realizar un analisis macroscopico
cualitativo de los aspectos relacionados con la sedimentabilidad del fango activo. Se ha
realizado una escala arbitraria para poder cuantificar estas variables macroscépicas
(tabla 1).

Tabla 1. Parametros macroscopicos.

Aspecto Valor Explicacion

V30 Sedimentabilidad 1, 2,3 | 1= baja, 2= media, 3= alta
Floculos Adheridos 0,1 0= ausencia, 1= presencia
Fléculos Suspendidos 1, 2,3 | 1= bajo, 2= medio, 3= alto
Capa Cérea 0,1 | 0= ausencia, 1= presencia
Espuma Blanca 0,1 0= ausencia, 1= presencia
Decantacion en bloque 0,1 0= ausencia, 1= presencia
Color - Color del fango
Color Rojo 0,1 0= ausencia, 1= presencia
Turbidez 1, 2,3 | 1= bajo, 2= medio, 3= alto
Macrofloculo 1,2 1= <0,5cm; 2= >0,5cm

3.5.Variables operacionales

Se solicité a la depuradora de ACOR S.A. los datos relativos a los dias de muestreo de
los parametros operacionales de los reactores bioldgico.
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4. Resultados y Discusion

4.1.|dentificacion de Microfauna

Durante la observacion de las distintas muestras fue posible identificar las siguientes
variedades de microorganismos: suctor sp, vorticella sp, chilodonella sp, euplotes sp,
uronema sp, acineria sp, rotifero sp, arcella sp, vaginicola sp, opercularia sp, y bacterias
filamentosas como: Nostocoida limicola, tipo 0041, tipo 021N y Haliscomenobacter
hydrossis.

Para la identificacibn de dichos microrganismos se utilizd el manual practico para el
estudio de grupos bioindicadores en fangos activos publicado por el GBS. Los principales
microorganismos observados al microscopio se muestran en las imagenes del Anexo A.
Estas imédgenes se captaron con la cAmara disponible en el microscopio con aumentos
de 10x, 20x y 40x.

4.2. Parametros macroscopicos

En la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos en la evaluacion de los pardmetros
macroscopicos de las muestras de fango. Los resultados fueron idénticos para los
muestreos realizados en el periodo de tiempo considerado en este estudio, con
excepcion de las muestras recogidas al final de la campafia donde la turbidez presentaba
un valor 3y la sedimentabilidad (V30) valores entre 2 y 1 (ver tabla 2,columna 2)
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Tabla 2.Resultados parametros macroscopicos.

Valor
Aspecto 09-11 al 07-04 | 14-04 al 11-06
V30 Sedimentabilidad 3-2 2-1
Fléculos Adheridos 0 0
Floculos Suspendidos 1 1
Capa Cérea 0 0
Espuma Blanca 0 0
Decantacién en blogue 0 0
Color Marron Marrén

Color Rojo 0 0
Turbidez 1-2 3
Macrofléculo 1 1

4.3.Parametros Microscopicos

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para la planta de tratamiento de
aguas de Olmedo. Los resultados obtenidos se presentan resumidos y divididos en
distintos periodos en funcion de los microorganismos presentes y de las tendencias que
estos muestran durante el proceso de depuracion de las aguas (ver ilustracion 1).

1° Periodo (09-11 a 18-12)

Estructura flocular: En el primer dia, el fango presenta una estructura flocular agregada y

estructurada, ademas los fléculos son de gran tamafo y compactos. Posteriormente el
fango se va disgregando con una estructura flocular muy abierta y desestructurada. Los
floculos terminan siendo de aspecto muy débil y de pequefio tamafio.

Microfauna: Los ciliados sésiles (vorticellas sp y vaginicolas sp) son los microorganismos
mayoritarios en este periodo. Ambos crecen mucho al principio (dia 21: 29-11) y
disminuyen casi hasta practicamente desaparecer al final del periodo.

Filamentosas: Empiezan con un valor de = 75 m/ml disminuyendo hasta desaparecer.
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2° Periodo (18-12 a 22-01)

Estructura flocular: El fango sigue presentando una estructura flocular muy disgregada y
desestructurada, pero los floculos son mas compactos, no obstante aun poseen un

aspecto bastante débil y sin existencia de puentes interfloculares.

Microfauna: Las vorticellas sp son el microorganismo mayoritario. Aumentan su nimero
muchisimo hasta el dia 50 (12250 ind/ml) para después disminuir al final de esta fase
(425 ind/ml).

Filamentosas: No aparecen en este tramo de operacion.

Cambio 1:

El cambio se da cuando los ciliados sésiles casi desaparecen al final del primer periodo y
posteriormente aumentan en el segundo periodo. Ademas desaparecen las bacterias
filamentosas. Tenemos un primer periodo de buenos rendimientos de operacién, con
baja-media carga orgénica, altos tiempos de retencion celular en el reactor, buena
oxigenacion y estados de nitrificacion (presencia de vaginicolas sp, vorticella sp vy
bacterias filamentosas). Pasamos a un segundo estado en el que tenemos condiciones
medias de depuracion (vorticella sp), como se observa en los floculos al perder
consistencia y tamafio.

3° Periodo (22-01 a 03-03)

Estructura flocular: Al inicio el fango presenta una estructura flocular muy disgregada y
desestructurada, los floculos son pequefios y débiles. Después los fléculos van ganando

en consistencia y tamafo, convirtiéndose al final del periodo en fléculos de mediano-
pequefio tamario.

Microfauna: Las vorticellas sp son el microorganismo mayoritario. Van aumentando en
abundancia hasta alcanzar al final = 10000 ind/ml. A mitad del periodo empiezan a crecer
amebas testaceas, estando muy por debajo en nimero comparandolas con las vorticellas

sp.

Filamentosas: Crecen progresivamente en este periodo, hasta alcanzar 60 m/ml.
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Cambio 2:

Se produce porque empiezan a aumentar las vorticellas sp y las bacterias filamentosas;
implica que tenemos condiciones medias de depuracion y baja carga organica en el
reactor biolégico. Ademas en la mitad del tercer periodo aparecen amebas testaceas que
indican buenos rendimientos de operacién. Unido a esto el floculo es cada vez mas
grande y consistente, teniendo al final floculos de tamafio mediano.

4° Periodo (03-03 a 07-04)

Estructura flocular: El fango presenta una estructura flocular abierta y completamente
disgregada. Los fléculos son de tamafio mediano y débil. En este periodo aumentan un
poco en consistencia.

Microfauna: Al principio de esta fase las amebas testdceas son el microorganismo
mayoritario hasta el dia 133: 21-03, en el que desaparecen. Este dia vuelven a aparecer
muchisimas vorticellas sp, disminuyendo posteriormente al terminar el periodo. Hay que
destacar que al final del periodo comienzan a aumentar ciliados reptantes (chilodonella
sp) y metazoos (rotiferos sp)

Filamentosas: disminuyen pasando de 60 m/ml a 20 m/ml.

Cambio 3:

En este cambio las amebas testdceas son el microorganismo mayoritario lo que implica
buenos rendimientos de operacién y baja carga organica con condiciones de nitrificacion,
a partir de aqui vuelven a reinar las vorticellas sp indicando que tenemos condiciones
medias de depuracién y baja carga organica por la presencia de filamentos. Por lo que el
floculo se presenta débil cuando se da el cambio y mejora su consistencia en el cuarto
periodo.
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5° Periodo (07-04 a 12-05)

Estructura flocular: El fango presenta una estructura flocular abierta y disgregada. Los
floculos son de tamafio mediano y un poco mas consistentes que en el periodo anterior.

Microfauna: Solo al inicio del periodo los ciliados reptantes (chilodonella sp) y metazoos
(rotiferos sp) son los microorganismos mayoritarios disminuyendo hasta desaparecer al
final del periodo mientras que vorticellas sp aumentan a lo largo de este.

Filamentosas: Aumentan mucho al principio del periodo alcanzando 110 m/ml,
posteriormente disminuyen en torno a 30m/ml.

Cambio 4:

Crecen los ciliados reptantes (chilodonella sp) asociados a la alta proliferacion de
bacterias filamentosas e implica sistemas no nitrificantes. También crecen metazoos
(rotiferos sp) que indican edad de fango alta y carga débil. Siendo estos dos tipos los
microorganismos mayoritarios al inicio del 5° periodo. Después disminuyen y dominan las
vorticellas sp mostrando que tenemos condiciones medias de depuracion. La alta
presencia de filamentos indica baja carga organica.

6° Periodo (12-05 a 11-06)

Estructura flocular: El fango presenta una estructura flocular abierta y disgregada. Los
floculos son de tamafio pequefio y de aspecto débil.

Microfauna: Las vorticellas sp son el microrganismo mayoritario y van disminuyendo
hasta el final del periodo.

Filamentosas: Empiezan el periodo con = 45 m/ml, aumentando progresivamente hasta
136,5 m/ml.
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Cambio 5:

Dominan las vorticellas sp mostrando que hay condiciones medias de depuracion.
Posteriormente estas disminuyen mientras que las bacterias filamentosas aumentan
muchisimo indicando baja carga organica.

7° Periodo (11-06 a 30-06)

Estructura flocular: El fango presenta una estructura flocular abierta y disgregada. Los
floculos son de tamafio pequefio y de aspecto débil.

Microfauna: Las vorticellas sp son el microrganismo mayoritario y van aumentando y
disminuyendo sin tendencia observable. Ademéas en este periodo aparecen multitud de
ciliados nadadores (del tipo uronema sp) que dominan el fango el dia 224: 20-06 con
5175 ind/ml, este tipo de microorganismo esta asociado a fendmenos transitorios con
sobrecarga organica. Al final del ciclo aparece otro tipo de ciliado sésil (opercularia sp),
este suele estar presente en fangos de calidades mediocres.

Filamentosas: Disminuye a lo largo de esta Ultima fase, terminando con 66 m/ml.

Cambio 6:

Disminuyen las bacterias filamentosas a la mitad, aunque la abundancia de esta sigue
indicando baja carga organica. La presencia o aparicién de vorticellas sp, opercularias sp
y de uronema sp implica que hay fenédmenos transitorios mostrando variacion en la carga
organica con sobrecarga y baja carga organica y se tienen condiciones medias de
depuracion.
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de la industria azucarera.

Olmedo
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llustracion 1. Evolucién de la Microfauna y Bacteri  as filamentosas.
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4.4. Microfauna vs Parametros de operacion

Una vez finalizada la campafa, se ha procedido a estudiar el histérico de datos de
operacién recibidos de la campafia de la planta azucarera de Olmedo.

El objetivo de este estudio se centra en establecer una correlacién entre el histérico de
datos y el andlisis de la microfauna que se realizé periédicamente durante la campafia,
de forma que permita establecer pautas de comportamiento en las instalaciones de
tratamiento de aguas.

De esta manera se pretende establecer una relacion entre los pardmetros de operacion y
los microrganismos de forma que se puedan prever posibles problemas de depuracion,
mediante un sencillo seguimiento microscépico y por tanto mejorar el rendimiento y el
funcionamiento de las EDARs de las plantas azucareras.

1°) Problemas asociados a la ausencia de Nitrificac ___ion

Los problemas asociados a la falta de nitrificacion, tienen lugar cuando la concentraciéon
de iones amonio (NH4") aumenta en la corriente de salida del decantador. Esto es debido
a que las reacciones de nitrificacion no tienen lugar en la zona aerobia del sistema de
tratamiento, ya que no se observa desaparicion del ibn NH4".

NH; +3/20, —— NO; +2 H"+H,0

NO, +1/20, — 3 NO;

NH,+20, ——» NO; +2H" +H,0

Para estudiar este fendémeno, en la ilustracion 2 se presentan los datos de
concentraciones de nitrato y amonio a la salida del decantador a partir de Febrero (20-02
al 30-06) Se observa en esta ilustracion (puntos cuadrados azules) que tenemos un
periodo donde la concentracion de NH4* es muy baja, presentando valores en torno a 0.5
mg/l, y dos periodos de tiempo en que la concentracion de NH4" aumenta.
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El primer periodo se extiende desde el dia 20-02 al 24-03, alcanza valores elevados
comprendidos entre 25 y 30 mg/l. Finalmente decrece volviendo a valores bajos
mencionados anteriormente. El segundo problema de nitrificacion es méas pronunciado
que el anterior. Este tiene lugar entre el 13-05 y el 26-06, durante el que se alcanzan
concentraciones maximas comprendidas entre 35y 40 mg/l de NH,4".

NH,* NO;- Decantador

100 H @ - 50

NOjz (mg/L)
NH,* (mg/L)

20-2 18-3 13-4 9-5 4-6 30-6

©NO3-(mg/l) & NH4+(mg/l)

llustracién 2. Concentraciones de NH 4y NOj a la salida del decantador. Problema de nitrificac  ién.

En estos periodos en que se supone que hay problemas de nitrificacion (porque aumenta
mucho la concentracién de NH.*), se atiende a la microfauna hallada en el reactor
biolégico, como se observa en la ilustracion 3.
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llustracion 3. Abundancia de la microfauna. Problem as de nitrificacion.

Durante el primer periodo (20-02 a 24-03) se observa un fuerte crecimiento de ciliados
sésiles y la aparicibn de amebas testaceas. También se observa una ligera disminucion
en el nimero de bacterias filamentosas.

- Amebas testaceas ( Arcella sp ): Habitualmente estos organismos en general,
son indicadores de buenos rendimientos de depuracion. A elevadas concentraciones
indican baja carga organica, buena oxigenacion y buenas condiciones de nitrificacion.

Este microrganismo es un buen bioindicador ya que revela informacion sobre el proceso
de nitrificacion. Cuando aparece en grandes abundancias muestra que el proceso de
nitrificacion se esta produciendo con buenos rendimientos, mientras que cuando aparece
en baja cantidad no significa que no haya nitrificacion.

No habia presencia de este microorganismo al inicio del periodo, aparece y comienza a
crecer hasta ser el microrganismo mayoritario con 1075 ind/ml (dia 07-03, llustracién 3) y
posteriormente disminuye y desaparece al final del periodo.



TRABAJO FIN DE MASTER .
Pag. 19
mpm | Bioindicacion microscopica como herramienta para el
t QAP Rl | tratamiento de aguas residuales de la industria azu  carera. Vidal Gémez Rojo

En este caso cabria pensar que no habria problema de nitrificacion puesto que como
vemos en la llustracibn 3, aparecen amebas testaceas, llegando a ser este
microrganismo el predominante en la muestra, aunque haya poca abundancia. Pero por
otra parte se observa en la llustracién 2 que se tienen elevadas concentraciones de NH.*
en este periodo a la salida del decantador. Este hecho hace pensar todo lo contrario, es
decir, que si que haya problema de nitrificacion.

Esta contradiccion se resuelve porque tenemos un aporte extra de aguas amoniacales al
reactor biolégico durante este periodo. Esta corriente posee altas concentraciones de
NH.*, haciendo que la alimentacion del reactor aerobio sea distinta.

Tabla 3. Concentracion de NH ;" en aguas amoniacales a la entrada del Reactor Aero  bio.

Fecha 20/02 | 21/02 | 22/02 | 23/02 | 24/02 | 25/02 | 26/02 | 27/02 | 28/02 | 01/03 | 02/03 | 03/03 | 04/03 | 05/03

Q (m¥h) 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 25,0 | 20,0 | 13,4 | 13,4

NH; " (mg/L) | 26,9 | 28,1 | 279 | 23,9 | 33,1 | 3355 | 41,4 | 40,3 | 422 | 41,2 | 469 | 37,8 | 385 | 16,8

Se observa en ese periodo que se ha introducido una alimentacibn con una
concentracion elevada de NH.*, superior a 40 mg/l a la mitad del periodo (Tabla 3),
haciendo que aparezcan las amebas testaceas (llustracion 3 — dia 07-03 se alcanza el
maximo: 1075 ind/ml,), demostrando por tanto, una buena nitrificacién. Al haber una
buena nitrificacion no se deberia encontrar altos valores de NHs* a la salida del
decantador. Lo que ocurre es que a las bacterias nitrificantes no les da tiempo a
transformar todo este nuevo aporte de aguas amoniacales en la alimentacion (Tabla 3) y
por eso se observan esas altas concentraciones a la salida del decantador (llustracion 2).

Posteriormente se observa que se va reduciendo la concentracion a la salida de NH4*
hasta valores proximos a 2 mg/L (dia: 24-03), y por tanto la abundancia de amebas va
disminuyendo y desaparece totalmente después de ese dia), ya que se consigue nitrificar
ese aporte extra de NH,4".

- Ciliados sésiles: ( vorticella sp ): Estos microorganismos en funcion del tipo que
sea (especie) estaran asociados a unas condiciones especificas, y dan una vision de las
calidades del efluente y rendimiento de operacion. Durante este periodo se ha
identificado que aparecen sobre todo vorticella convallaria y vorticella aquadulcis.
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- Vorticella convallaria: cuando aparece de forma dominante est4 asociado a
condiciones de buena aireacion y funcionamiento estable del reactor. Si aparece
con baja densidad poblacional se asocia a condiciones transitorias. Indicador de
ausencia de nitrificacion en el reactor bioldgico.

- Vorticella aquadulcis: indica condiciones medias de depuracion.

Al principio del periodo, justo cuando se inicia el aporte de aguas amoniacales, se
observa una gran abundancia de vorticella sp (microrganismo mayoritario con =10000
ind/ml). Esto indica que hay un buen rendimiento de depuracion y ausencia de
nitrificacion. Segun se avanza en el periodo vemos como se reduce rapidamente la
cantidad de vorticella sp (dia 07-03 hay 675 ind/ml, Ilustracion 3) esto implica que se va
nitrificando y hay condiciones poco estables ya que va desapareciendo este
microrganismo. (75 ind/ml dia: 15-03; llustracién 3).

Al final cuando se ha nitrificado totalmente el aporte de NH4*, este microrganismo vuelve
a aumentar indicando que hay un buen rendimiento y condiciones estables de
depuracion. Indicando la ausencia de nitrificacion.

- Bacterias filamentosas: Son bacterias que se presentan unidas formando
cadenas o filamentos en el fango. Estas bacterias pueden ser de diferentes tipos (en
funcién de la especie a la que pertenezca). En funcién del tipo que aparezca indicara o
dara informacion distinta del proceso de depuracion. En el periodo considerado aparecen
los siguientes morfotipos:

* Tipo 0041: Asociado a altas edades de fango y bajas cargas maéasicas.
Deficiencia de nutrientes (N y P) favorecen su crecimiento.

* Tipo 021N: Indica bajas cargas masicas, acompafados de sustratos facilmente
degradables. Influentes deficientes en nutrientes (N). Aguas residuales que contienen
azucares o acidos organicos facilmente utilizables.

Por tanto la apariciébn de estos filamentos en general sobre todo indicara que estan
asociados a baja carga masica e influentes deficitarios en nutrientes (N, P).
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En el periodo considerado empieza con un nimero moderado de bacterias filamentosas,
60 m/ml. Disminuyendo al final del periodo a 30 m/ml. Por lo que se considera que el
reactor esta bien en cuanto a cantidad de filamentos ya que no superan los 30 m/ml que
es un valor aconsejable en la depuracion biologica.La baja presencia de bacterias
filamentosas al final del periodo, indica que se esta operando con una buena carga
masica.

En conclusion se tiene que este aporte de aguas amoniacales aumenta mucho la
concentracion de NH4* en la alimentacion. Este aporte hace que se reduzcan mucho el
namero de vorticella sp (indicadoras de buenos rendimientos de operacién y ausencia de
nitrificacion), y que aparezcan las amebas testdceas (arcella sp) mostrando que se
produce una buena nitrificacion. Al final se recupera la abundancia de vorticella sp que
indica que se ha eliminado esa elevada cantidad de NHs*introducida en el reactor como
aguas amoniacales. Durante este periodo se funciona con una buena carga masica.

Durante el segundo periodo (13-05 a 26-06) se observa un fuerte disminucion de

ciliados sésiles (vorticella sp) y también se observa un intenso crecimiento en el nimero
de bacterias filamentosas.

- Ciliados sésiles: ( vorticella sp ): Estos microorganismos en funcién del tipo que
sea (especie) estaran asociados a unas condiciones especificas, y dan una vision de las
calidades del efluente y rendimiento de operacion. Durante este periodo se ha
identificado que aparecen sobre todo vorticella convallaria y vorticella aquadulcis.

- Vorticella convallaria: cuando aparece de forma dominante est4 asociado a
condiciones de buena aireacion y funcionamiento estable del reactor. Si aparece
con baja densidad poblacional se asocia a condiciones transitorias. Indicador de
ausencia de nitrificacion en el reactor bioldgico.

- Vorticella aquadulcis: indica condiciones medias de depuracion.

Al principio del periodo, se observa una gran abundancia de vorticella sp (microrganismo
mayoritario con = 4000 ind/ml). Esto indica que hay un buen rendimiento de depuracion y
ausencia de nitrificacion.
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Segun se avanza en el periodo se observa que se va reduciendo paulatinamente la
cantidad de vorticella sp hasta el final del periodo (dia 26-06 hay 525 ind/ml, llustracién 3)
esto implica que ya no hay ausencia de nitrificacion al desaparecer muy lentamente este
microorganismo y que hay condiciones poco estables de depuracion.

Al final cuando desaparece el NHs* a la salida del decantador, este microrganismo vuelve
a aumentar indicando que vuelve a darse un buen rendimiento y unas condiciones
estables de depuracion.

- Bacterias filamentosas: Son bacterias que se presentan unidas formando
cadenas o filamentos en el fango. Estas bacterias pueden ser de diferentes tipos (en
funcién de la especie a la que pertenezca). En funcién del tipo que aparezca indicara o
daréd informacién distinta del proceso de depuracion. En el periodo considerado aparecen
los siguientes morfotipos:

* Tipo 0041: Asociado a altas edades de fango y bajas cargas masicas.
Deficiencia de nutrientes (N y P) favorecen su crecimiento.

* Tipo 021N : Indica bajas cargas masicas, acompafados de sustratos facilmente
degradables. Influentes deficientes en nutrientes (N). Aguas residuales que contienen
azucares o acidos orgénicos facilmente utilizables.

* Nostocoida limicola : Asociado a baja carga masica. Niveles bajos de oxigeno
Disuelto.

Por tanto la aparicion de estos filamentos en general, sobre todo indicara que estan
asociados a baja carga masica e influentes deficitarios en nutrientes (N, P)

En el periodo considerado hay un gran crecimiento de bacterias filamentosas. Aumentan
desde los 45m/ml a 120 m/ml. Por lo que se considera que las muestras tienen
muchisimos filamentos ya que superan ampliamente los 30 m/ml que es un valor
aconsejable en la depuracién bioldgica. La presencia de bacterias filamentosas es muy
importante ya que indica que se esta operando con una carga masica muy baja, ademas
se distingue claramente que aparece en grandes cantidades en este periodo.

En conclusion se tiene un problema de nitrificacion, ya que se observa el aumento de
NH.* a la salida del decantador. Esto se correlaciona con la reduccion del nimero de
vorticella sp (indicadoras de buenos rendimientos de operacibn y ausencia de
nitrificacion), mostrando que se esta produciendo una escasa nitrificacion.
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Al final se recupera la abundancia de vorticella sp que indica que se ha eliminado esa
elevada cantidad de NH.*. La aparicion de filamentosas indica que durante este periodo
se funciona con una baja carga masica.

2°) Problemas asociados a la ausencia de Desnitrifi___cacidn

Estos problemas se presentan cuando la concentracién del ion nitrato NOs” aumenta en la
corriente de salida del decantador. Ya que la reaccion de desnitrificacion no tiene lugar en
la zona andxica puesto que los iones NOs™ no desaparece en forma de No.

6NO; +5CH;OH —» 5C0;+3N;+7H,0+60H

Se observa en la llustracién 4 que tenemos un periodo bastante extenso donde varia la
concentracion de NOjs (puntos redondos rojos), lo que lleva a pensar que hay problemas
con la desnitrificacion.

En este periodo (del dia 09-04 al 21-05) la concentracion pasa de valores estables de 50
mg/l NO3™ bajando hasta 7,6 mg/l NOs™ (dia 21-05). A partir de aqui disminuye a valores
proximos a 0,1 mg/L de NOs'.

NH,* NO;  Decantador
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llustracion 4. Concentraciones de NH 4+ yNO; a la salida del decantador. Problemas de desnitrif  icacion.
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Para estudiar este fendmeno se atiende a la microfauna hallada en el reactor biolégico,
por tanto se puede observar lo que sucede en ese periodo de crecimiento. (llustracion 5):
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llustraciéon 5. Abundancia de la microfauna. Problem as de desnitrificacion.

- Reptantes bacterivoros ( Chilodonella sp ): Este microorganismo esta asociado
a la proliferacion de bacterias filamentosas, al alimentarse de ellas. Presente en sistemas
no nitrificantes.

Se observa la disminucion de este microorganismo. Pasaron de 2650 ind/ml (llustracion
5: triangulos rojos) a 100 ind/ml.

- Metazoos ( Rotiferos sp ): Suelen ser indicativos de edades del fango y tiempos
de retencion elevados, asi como de cargas débiles. Fundamentalmente tienen que ver
con la edad del fango. Elevadas abundancias indican edades de fango superiores a 5
dias.
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Se observa la disminucion de este microorganismo. Pasaron de unos 2100 ind/ml
(llustracion 5: cruces negras) a tan solo 25 ind/ml.

- Ciliados sésiles: ( vorticella sp ): Estos microorganismos en funcion del tipo que
sea (especie) estaran asociados a unas condiciones especificas, y dan una vision de las
calidades del efluente y rendimiento de operacion. Durante este periodo se ha
identificado que aparecen sobre todo vorticella convallaria y vorticella aquadulcis.

- Vorticella convallaria: cuando aparece de forma dominante est4 asociado a
condiciones de buena aireacion y funcionamiento estable del reactor. Si aparece
con baja densidad poblacional se asocia a condiciones transitorias. Indicador de
ausencia de nitrificacion en el reactor bioldgico.

- Vorticella aquadulcis: indica condiciones medias de depuracion.

Vorticella sp aumenta en este periodo. Pasan de 1200 ind/ml a 3925 ind/ml. Esto indica
gue hay un buen rendimiento de depuracién y ausencia de nitrificacion.

- Bacterias filamentosas: Son bacterias que se presentan unidas formando
cadenas o filamentos en el fango. Estas bacterias pueden ser de diferentes tipos (en
funcién de la especie a la que pertenezca). En funcién del tipo que aparezca indicara o
daré informacién distinta del proceso de depuracion. En el periodo considerado aparecen
los siguientes morfotipos:

* Tipo 0041: Asociado a altas edades de fango y bajas cargas maéasicas.
Deficiencia de nutrientes (N y P) favorecen su crecimiento.

* Tipo 021N Indica bajas cargas masicas, acompafiados de sustratos facilmente
degradables. Influentes deficientes en nutrientes (N). Aguas residuales que contienen
azucares o acidos organicos facilmente utilizables.

* Nostocoida limicola : Asociado a baja carga masica. Niveles bajos de oxigeno
Disuelto.

Por tanto la apariciébn de estos filamentos en general sobre todo indicara que estan
asociados a baja carga masica e influentes deficitarios en nutrientes (N, P)

En el periodo considerado hay un gran nimero de bacterias filamentosas. Se detectan
variaciones entre los 110 - 40 m/ml. Por lo que se considera que las muestras tienen
muchos filamentos ya que superan los 30 m/ml que es un valor aconsejable en la
depuracioén biolégica.
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La presencia de bacterias filamentosas es muy importante ya que indica que se esta
operando con una carga masica baja, ademas se distingue claramente que aparece en
grandes cantidades en este periodo.

En este periodo, al inicio se observa un fango envejecido (rotiferos sp), ademas tenemos
un sistema no nitrificante (chilodonella sp y vorticella sp). Esto evoluciona,
desapareciendo rotifero sp y chilodonella sp y aumentando vorticella sp, lo que significa
que se tiene un buen rendimiento de depuracion y nitrificacion. Ademas la gran cantidad
de filamentos indica que se esta operando con una carga masica baja. Por tanto
desaparece por completo el NO3', eliminandose el problema de desnitrificacion.

Asimismo estos resultados los podemos fundamentar también en la evolucién que
presenta la eliminacion de materia organica (DQO) y de nitrogeno total (no se tienen
datos de Ny) en el sistema de nitrificacién-desnitrificacion.
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llustracion 6. Porcentaje eliminaciéon de DQO y N . en sistema N/DN

Se observa en la llustracion. 6 que los porcentajes de eliminacion de DQO disminuye por
debajo del 60% en la segunda zona de ausencia de nitrificacion (zona azul), solapada
con la zona de ausencia de desnitrificacion (zona roja), esto ocurre al haber poca materia
organica (mostrado por el gran aumento de bacterias filamentosas) haciendo que se
elimine menos DQO, obteniendo rendimientos muy bajos.
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5. Conclusiones

En este trabajo se ha realizado un seguimiento y control del tratamiento de aguas
residuales procedentes de una industria azucarera. Se ha evaluado, identificado y
cuantificado la microfauna existente en diferentes muestras pertenecientes a distintos
periodos y se estableci6 una relacidn entre los microorganismos hallados y su
abundancia, y los problemas de operacion en la eliminacion de nutrientes en la planta.
Las principales conclusiones obtenidas, para cada una de las etapas son:

1. Fue posible identificar y cuantificar la Microfauna existente en todas las muestras
analizadas. Los principales grupos hallados fueron:

a. Amebas: Con testa como por ej. Arcella sp. Sin testa como por ej Amebas
desnudas.

b. Ciliados Nadadores, por ej.: Uronema sp, Paramecio sp y Acineria sp.

c. Ciliados Reptantes, por ej.: Euplotes sp, Chilodonella sp, y Aspidisca sp.
d. Ciliados sésiles, por ej.: Vorticella sp, Opercularia sp, Vaginicola sp.

e. Ciliados suctores, por €j: Tokophrya sp

f. Metazoos, por ej: Rotiferos y Gastrétricos.

2. También fue posible identificar y cuantificar las bacterias filamentosas. Las
principales especies halladas fueron: Tipo 021N, tipo 0041, Haliscomenobacter
Hydrossis y Nostocoida Limicola.

3. Fue posible observar la evolucion de la estructura y tamafio floculo desde una
estructura flocular agregada y estructurada de gran tamafio y compacta al inicio
de la campafia a una estructura flocular disgregada y abierta con fléculos débiles
y de pequefio tamafio durante gran parte de la campafa.
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4. Fue posible contrastar la evolucion de la microfauna con el histérico de los datos
de operacién obteniendo relaciones entre ambos. Finalmente se consiguié trazar

dos asociaciones entre la biodiversidad y los rendimientos operacionales:

a. Se puede asociar una fuerte disminucién de ciliados sésiles (vorticella sp) y

b.

un pronunciado crecimiento en el numero de bacterias filamentosas
cuando operacionalmente se observa el aumento de NH." a la salida del
decantador, es decir, cuando hay una ausencia total o parcial del proceso
de nitrificacion. Esto se correlaciona con la reduccion del numero de
vorticella sp ya que con bajas abundancias indican condiciones transitorias
y ausencia de nitrificacion. También se demuestra con el gran aumento de
bacterias filamentosas que con altas cantidades indican baja orgénica y
por tanto una escasa nitrificacién. Al final se recupera la abundancia de
vorticella sp y disminuyen los filamentos observandose que la
concentracion de NHs* disminuye indicando que la nitrificacion vuelve a
tener lugar.

Se puede asociar la aparicidon de rotifero sp y chilodonella sp cuando
operacionalmente se observa el aumento de NOs a la salida del
decantador, es decir, cuando hay ausencia parcial o total del proceso de
desnitrificacion. También se correlaciona con la gran presencia de
bacterias filamentosas que indican baja carga orgénica y por tanto esto
ocasiona una mala desnitrificacién. Al ir evolucionando, desaparece
chilodonella sp y rotifero sp y disminuyen los filamentos observandose que
la concentracibon de NOs; desaparece, produciéndose una buena
desnitrificacion.

El uso generalizado de este tipo de analisis en las estaciones depuradoras con

tratamiento biolégico, permitird una optimizacion de los procesos, asi como un mejor
control del vertido, lo cual repercutird en la mejora del medio ambiente, tanto a nivel de

ahorro energético, como de mejora sustancial de la calidad del agua tratada en las
estaciones de tratamiento de aguas residuales.
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ANEXO A

Imagenes de los microorganismos presentes en las muestras.

Figura 1. Suctor sp. 40x

Figura 2. Vorticella sp 40x
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Figura 5. Uronema sp. 40x
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Figura 8: Rotifero sp. 20x
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Figura 9: Arcella sp. 20x

L
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Figura 10: Arcella sp. 40x

Figura 11. Vaginicola sp 10x
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Figura 14.

Nostocoida limicola. 40x
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Figura 15. Bacteria filamentosa  tipo 021N. 40x

Figura 16. Bacteria filamentosa tipo 0041. 40x
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Figura 17. BF tipo 021N 40x Figura 18. BF tipo 0041 40x

Figura 19. A. Tipo 021N. B. Tipo 0041. C. Haliscomenobacter hydrossis . (40x)




