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INTRODUCCION

1.1.- Sistemas de soporte de vida en el espacio

El término soporte de vida cubre basicamente todas las técnicas disponibles para
conseguir mantener la vida en un ambiente o situacion en la cua e cuerpo humano seria
incapaz de mantener sus funciones vitales sin ayuda externa. Su objetivo es, por tanto,
desarrollar aguellas técnicas necesarias para la autonomia biol 6gica del hombre cuando éste
es aislado de su biosfera original. El soporte de vida en € espacio parte de las técnicas de
soporte de vida practicadas en barcos (proporcionando alimento y agua fresca), estaciones
en los polos (proporcionando alimentos y energia) y submarinos (proporcionando aire,
aimentosy agua).

Cubrir las necesidades vitales de una tripulacion en misiones espaciales es uno de
los motivos por los que se han desarrollado estudios de sistemas de soporte de vida. Las
aportaciones necesarias para una tripulacion son oxigeno, aguay alimento; mientras que los
desechos a eliminar son principalmente, didxido de carbono, orinay heces. De este modo,
unavision general de los requerimientos de |0s sistemas de soporte de vida se presentaen la
figura 1.1.

Existen, principalmente, cuatro posibilidades para responder a las necesidades del
soporte vida en €l espacio:

Lamision parte con todas |as provisiones necesarias.

Aportes periddicos de provisiones durante el transcurso de la mision.
Reciclado de las materias durante lamision.

Utilizacién in situ de las materias locales (en el caso de bases planetarias).
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Figura 1.1.- Estructura de un ecosistema cerrado artificial (adaptado de Tamponnet y Savage, 1994)
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1.1.1.- Clasificacion de los sistemas de soporte de vida

L os sistemas de soporte de vida en el espacio se pueden clasificar en dos categorias:

Los sistemas no regenerativos. Son aquellos que no incluyen ningun tipo de
reciclado, como por gemplo los sistemas que controlan la presién interior,
eliminando el gas hacia el espacio exterior.

Los sistemas regenerativos. Son aguellos que utilizan ciertos elementos
susceptibles de ser reciclados como: el oxigeno, €l aguay el alimento.

L os sistemas potencialmente regenerativos pero que no integran esta capacidad de

reciclado de sus recursos, se denominan abiertos, al contrario que los que reciclan
total mente sus recursos, |os cuales se denominan cerrados.

Conseguir mayores porcentges de reciclado disminuye considerablemente los

aportes externos, tal y como puede observarse en latabla 1.1.

Tabla 1.1.- Reduccién de la masa a embarcar en una mision espacial en funciéon del aumento de

materias regeneradas (Von Puttkamer, 1987)

Nivel Tipo desistema de soportedevida Masarelativa

a embarcar (%)
0 Bucle abierto 100
1 Reciclado de agua 45
2 1+ absorcion del didxido de carbono 30
3 2+ reciclado del oxigeno a partir del diéxido de carbono 20
4 3+ produccién de alimento mediante reciclado de desechos 10
5 4+ eliminacion de fugas 5

Examinando la tabla 1.1, se observa que la reduccién del porcentaje de masa a

embarcar no varia acusadamente al conseguir producir alimentos a partir de los desechos.
Aungque en términos de masa pueda argumentarse que € impacto de regeneracion de
residuos no es muy significativo en porcentge (Eckart, 1999), en general estos son
considerados indispensables en misiones espaciales de largo recorrido, entre otras por
razones de tipo psicolégico, dado que se juzga necesario para la tripulacion observar “el
fenébmeno delavida’ para conservar un cierto equilibrio mental.

Por otra parte, los sistemas de soporte de vida pueden estar basados en métodos

fisicoquimicos 0 en métodos biolégicos, aungue también existen sistemas hibridos, que
combinan ambos métodos.
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Dentro de los sistemas de soporte de vida regenerativos basados en procesos
biol6gicos (también denominados biorregenerativos) es posible diferenciar dos extremos
opuestos: 10s que tienen por objetivo principal la regeneracion de la aimésfera, y los que
tienen como objetivo principal la produccion de alimento (habitualmente plantas
superiores), estos Ultimos se denominan sistemas ecoldgicos controlados de soporte de
vida.

1.1.2.- Seleccion de un sistema de soporte de vida. Herramientas de
comparacion

La eleccion de un sistema de soporte de vida u otro esta marcada, principalmente,
por dos variables: la duracion de la mision espacial y la distancia ala Tierra (Tamponnet y
Savage, 1994); tal y como se puede apreciar en lafigura 1.2.

Bases . Regeneraciones
planetarias in situ
Reservas cerrados
almacenadas artificiales
-
y residuos Biotecnologia Duracién de las
L misiones/distancia a
Técnicas la Tierra
fisico-quimicas
Misiones
espaciales
SISTEMAS REGENERATIVOS

Figura 1.2.- Eleccion del tipo de sistema de soporte de vida en el espacio en funcién de la duracién de
la misién y de su alejamiento de la Tierra.

Durante la Ultima década se han desarrollado ciertas conversiones para redlizar
cllculos y estimaciones sobre la autonomia de las misiones tripuladas, con e objeto de
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poder establecer comparaciones entre diferentes sistemas de soporte de vida. Estas
conversiones permiten transformar cualquier necesidad de la tripulacion en “masa
equivalente’. Para calcular esta masa equivalente, se puede utilizar la siguiente expresion
(Eckart, 1994):

i Cantidad de energia requerida x Factor de conversion

. : 1 Volumen ocupado x Factor de conversion
Masa equivalente = masadel sistema + |

i Calor requerido x Factor de converison
{ Mantenimiento requerido x Factor de conversion

Para gemplificar estos cdlculos, si se toma como referencia las estimaciones
realizadas por Drysdale (1994), los factores de conversion para e célculo de la masa
equivalente en sistemas de soporte de vida bioldgicos basados en un cultivo de plantas
superiores, son los que se presentan en latabla 1.2.

Tabla 1.2.- Factores de conversidon para conocer la masa equivalente en sistemas de soporte de vida
biolégicos (plantas superiores, Drysdale, 1994)

Reguerimiento Factor de conversion

Superficie de cultivo 69 kg/m?

Fuente de energia 1/211 kg/kWh (fotovoltaica)
1/369 kg/kWh (solar)
1/3900 kg/kWh (nuclear)

Sistema de refrigeracion 1/1590 kg/kwh

Mantenimiento 0.55 kg/hombre-hora

Durante 1999 Drysdale et al. desarrollaron inicialmente dicha métrica aplicada al
denominado Soporte de Vida Avanzado para ciertas misiones especificas. la Estacion
Espacia Internacional (laboratorio orbital de investigacién), y para diversos escenarios de
unamision aMarte. En la actualidad, dicho Sistema de Masa Equivalente, ha sido adoptado
por los investigadores de |as distintas agencias del Espacio (Samsonov, et al., 2000, Osburg
y Messerchsmid, 2000), con la base métrica para medir €l progreso del Soporte de Vida
Avanzado. De este modo dos sistemas o tecnologias que compitan por una determinada
funcién, pueden tener diferentes requerimientos de masa, volumen, potencia, refrigeracion
y mantenimiento (Drysdale et al. 2000). De entre estos factores, es interesante remarcar
como el tiempo requerido por la tripulacién para la operacion (mantenimiento) del sistema
de soporte de vida es uno de los aspectos més importantes (con mayor impacto) en la
determinacion de lamasatotal (Drysdale, 2000 y Goins, 2000).

10
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1.1.3.- Sistemas de soporte de vida fisicoquimicos

En este tipo de sistemas € Unico componente bioldgico es el hombre. Los procesos
fisicoquimicos pueden ser aplicados como solucién a una parte de las necesidades de un
sistema de soporte de vida, principa mente para:

Lagestion de la atmosfera.
El tratamiento del agua.
Lagestion de los desechos.

En cambio estos procesos no bioldgicos no pueden producir alimento. Todos los
sistemas utilizados hasta e momento en misiones tripuladas han sido de tipo fisicoquimico.
A continuacion se comentan los principales procedimientos disponibles en la actualidad
para realizar € tratamiento de la atmosfera, el agua y los desechos mediante procesos
fisicoquimicos (Eckart, 1994).

La regeneracion de la atmosfera se lleva a cabo mediante tres etapas diferenciadas
(Gustavino, 1994 y Eckart, 1994).

a)

b)

Concentracion del CO,. Los métodos habituales son: € uso de tamices
moleculares (zeolitas sintéticas), la concentracion por polarizacion electrénica
(en & anodo se acumula € CO,), e denominado procedimiento de SWAD
(Solid Amine Water Desorption) o el uso de hidréxido delitio.

Reduccion del CO,. Los métodos cominmente empleados son: procedimiento
Bosch (reaccion catalizada a mas de 700 °C en presencia de hidrégeno gas,
produciéndose carbono y agua); procedimiento de Sabatier (el didxido de
carbono reacciona con hidrégeno gas en presencia de catalizador en torno a
500 °C, para producir metano y agua); electrolisis del diéxido de carbono
(reduccion del dioxido de carbono y produccion de oxigeno); utilizacion de
superéxidos.

Generacion de O,. Electrdlisis simple del agua; electrdlisis del agua utilizando
como electrolito un polimero conductor; electrdlisis en fase gas (se utiliza
directamente el aire humedo de la cabina).

En € reciclado de agua pueden distinguirse dos tipos bien diferenciados de procesos
fisicoquimicos (Tamponnet et al., 1999):

a)

b)

Métodos basados en procesos de dedtilacion, los cuales se utilizan
frecuentemente para el tratamiento de la orina. Los métodos més usuales son: la
degtilacion a presion, la evaporacion mediante aire, la evaporacion de agua
combinada con una oxidacion de las impurezas (el amonio se oxida a nitrégeno
gasy oOxido de dinitrégeno, y los compuestos carbonados a diéxido de carbono e
hidrégeno).

Métodos basados en procedimientos de filtracion. Son utilizados para generar
agua potable y para la higiene, frecuentemente se utilizan para las aguas de
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condensaciéon. Los principales métodos son: la Osmosis inversa y la
electrodidisis.

Los desechos solidos son bésicamente heces, desperdicios alimenticios y posibles
residuos solidos provenientes de otros procesos fisicoquimicos. La secuencia que se realiza
para el tratamiento de estos residuos es.

Recogiday separacion

Fraccionamiento

Estabilizacién de los productos o almacenamiento
Reciclado (en funcion de la duracién de lamisiéon)

Para su tratamiento se utilizan principalmente los siguientes procesos. oxidacion
himeda (a temperatura y presiéon elevadas, se consume oxigeno y se produce didxido de
carbono, agua, hidrégeno gas, nitrdgeno gas y restos inorganicos); combustion/incineracion
(oxidacién completa de los elementos C, H, O, N, Sy P).

1.1.4- Sistemas de soporte de vida biorregenerativos

Al igua que en el caso de los sistemas de soporte de vida fisicoquimicos, los
sistemas bioldgicos permiten e tratamiento y reciclado de la atmdsfera, €l agua y los
desechos sdlidos, pero ademés, son capaces de generar materia comestible para la
tripulacion. Los principales organismos utilizados en los sistemas de soporte de vida
biorregenerativos son: microorganismos (bacterias, levaduras y hongos), algas y plantas
superiores.

Microorganismos

Los microorganismos son utilizados habitualmente para €l tratamiento de los
desechos (desechos sblidos y liquidos de la tripulacion, asi como partes no comestibles de
las plantas). Este campo esta relativamente desarrollado por |a Biotecnologia, y en muchos
de los casos, cuando se utiliza uno de estos procesos para sistemas de soporte de vida en €l
espacio, éste ya ha sido estudiado y desarrollado anteriormente en aplicaciones terrestres.

En general se podrian citar como ventagjas de los procesos bioldgicos que utilizan
microorganismos gque son procesos relativamente faciles de controlar, no generan apenas
residuos y suelen ser procesos de dindmica rdpida. Por € contrario, su biomasa no
acostumbra a ser comestible y contienen un elevado porcentaje de &cidos nucleicos (esto
podria provocar la aparicion de la enfermedad conocida como gota, Jassby 1988).

Algas

Lainvestigacion de la utilizacion potencia de algas en sistemas de soporte de vida
fue iniciada en los afios cincuenta por grandes compafias espaciales y de aviacion
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norteamericanas y soviéticas (Gitelson et al., 1976). Estos estudios estan orientados hacia
dos aplicaciones: la regeneracion del aire y la utilizacion con fines alimenticios. Se han
realizado estudios para desarrollar métodos de produccién de alimento a partir del cultivos
de algas en condiciones de microgravedad (Karel y Kamarei, 1984). Posteriormente, Karel
y Nakhost (1989) produjeron concentrados proteicos a partir de algas, con un nivel de
acidos nucleicos muy bajo, que se incorporaron a una serie de productos alimenticios,
concluyendo que la incorporacion de algas a la dieta no representa un problema, pero la
cantidad maxima gque puede consumirse depende principalmente del grado de purificacién
de los macronutrientes.

Las principales ventgjas de estos organismos Son que presentan un crecimiento
rapido, un metabolismo controlable y los intercambios de gases son compatibles con las
necesidades de la tripulacién (regeneracion de la atmdsfera). En cambio, no son suficientes
para cubrir las necesidades nutricionales de la tripulacion, y tienen un elevado contenido en
&cidos nucleicos.

Plantas superiores

Las plantas superiores se introducen como organismos en sistemas ecol6gicos
controlados de soporte de vida con la principal funcién de aportar alimento a la tripulacion.
Asi, estos organismos presentan una variedad muy importante de elementos nutritivos para
el ser humano: proteinas, lipidos, hidratos de carbono, etc.

No obstante, ademés de esta funcién, pueden ser utilizadas tanto como para la
gestién de la atmosfera como para la regeneracion del agua. Por otra parte, también
proporcionan un ambiente similar a de la Tierra, y esto colabora con la confortabilidad
psicoldgica de la tripulacidn, aspecto que se juzga de gran importancia en estancias
prolongadas en el espacio.

Los principales parametros a tener en cuenta en el estudio y desarrollo de las plantas
superiores son la superficie de cultivo, e volumen requerido (ya que las plantas cultivadas
creceran hasta cierta altura), laluz (exposicion, eficiencia de lafotosintesis, fotoperiodo), el
control de la atmésfera (temperatura, humedad, presion, composicién del aire) y los modos
de cultivo (semillas, cultivo sobretierra, cultivo hidropdnico, cultivo aeropdnico).

El sistema que se considera como més adecuado para e cultivo de plantas
superiores en el espacio es el hidropénico (Eckart, 1994).

Para la seleccion de las plantas que pueden ser utilizadas en un sistema ecol 6gico
controlado de soporte de vida se utilizan los siguientes criterios:

Produccién de biomasa.

Necesidades de |as plantas y condiciones de crecimiento.
Capacidad de regeneracion de la atmosfera.

Capacidad de regeneracion de los desechos.
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Capacidad de reutilizacion del agua.
Comportamiento en ambientes extraterrestres.
Interacciones con otros sistemas.

A partir de estos criterios las plantas que se acostumbran a utilizar se dividen en dos
grupos. El primero, es e que incluye a las especies de plantas superiores que pueden
proporcionar un mayor aporte nutricional para e hombre (maiz, arroz, patatas, boniatos,
cacahuetes, lechuga, soja, remolacha). Las especies pertenecientes al segundo grupo, en
cambio, poseen bajo valor nutritivo, pero elevado valor psicolégico (fresas, guisantes,
cebollas, brécol) (Wheeler, 1992).

1.1.5.- Evolucion de los sistemas ecoldgicos cerrados de soporte de
vida

La investigacion experimental de sistemas ecol dgicos de soporte de vida aunque ya
fue iniciado hace algunas décadas, se ha acentuado durante los Ultimos afios,
principalmente debido al interés de las principales agencias espaciales al plantearse como
objetivo a medio plazo misiones interplanetarias y viajes espaciales de larga duracion,
fundamentalmente misiones alalLunay a Marte.

A continuacion se presenta una breve descripcion de la evolucion de los sistemas
ecol 6gi cos cerrados de soporte de vida (Meleshko, 1991):

En los Estados Unidos de América, en 1961 se realizaron |0s primeros experimentos
con sistemas basados en cultivos de algas con laintencion de regenerar €l aire (el sistema se
mantuvo funcionando durante mas de 50 dias). En € mismo afio pero en la Unién
Soviética, se realizaron experimentos con sistemas del mismo tipo y se utilizaron primero
ratasy perrosy por ultimo hombres (proyectos BIOS 1y 2).

En 1977 se desarroll6 €l proyecto CELSSUS (Japon, USA), que estudiaba un
ambiente controlado para €l crecimiento de plantas superiores, regulando la luz, las
condiciones de humedad, concentracién de didxido de carbono, etc.

El proyecto BIOS 3 (Unién Soviética, 1972-1984) también utiliz6 plantas superiores
en un sistema cerrado para regenerar el agua, y produccion de alimento (30-50 % de las
necesidades) en un experimento con humanos que se prolongo seis meses.

El proyecto Biosphere 2 (USA, 1984) consistia en un sistema de soporte de vida con
un volumen de 18 000 m® estaba cerrado al flujo de materia, pero abierto a de energia. El
aguay € aire se regeneraban por completo mediante el sistema ecoldgico. Ocho personas
permanecieron en € sistema durante mas de dos afios.

El proyecto CEEF (Closed Ecology Experiment Facilities) se esta desarrollando

desde 1994, en Japon por e |ES (Ingtitut for Environmental Science). Este proyecto esta
constituido por tres médulos:
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CPEF (Closed Plantation Experiment Facility), constituido por cuatro camaras
de cultivo de plantas superiores de tipo hidropénico. La fraccion comestible de
las plantas producidas, se utiliza en el siguiente modulo, mientras que la
fraccion no comestible se trata mediante un proceso de oxidacion humeda.
Subsistemas: separador de fraccion comestible y no comestible.

CAB&HEF (Closed Animal Breeding & Habitation Experiment Facility),
alberga los experimentos de aimentacion tanto anima como humana
Subsistemas: regulador del flujo de materia entre modulos. tratamiento de aire,
aguay desechos.

CGHEF (Closed Hidrosphere Experiment Facility), integrado por dos acuarios,
los cuales permiten reconstruir diferentes tipos de ecosistemas marinos.
Subsistemas:. productor de fitoplancton (para la alimentacion de los ecosistemas
marinos), generador de lluvia artificial.

La NASA desarroll6 e proyecto LMLSTP (Lunar Mars Life Support Test Project)
durante 1995 y 1997. Como resultado se realizaron experimentos con un sistema de soporte
de vida regenerativo con un grupo de cuatro personas, durante noventa dias. Durante este
periodo de tiempo se regenerd la atmosfera respirable mediante sistemas fisicoquimicos y
biol 6gicos (Vodovotz, 1998).

En la actualidad la NASA est4 construyendo una instalacion donde se integraran
distintos avances dentro del campo del soporte de vida, dada su estructura modular. Se trata
sin duda del mayor esfuerzo en este campo y se denomina BIO-Plex, estando situado en €l
Johnson Space Center (Houston, USA). Actualmente, se ha ultimado su construccion y se
esta procediendo a su equipamiento (Barnes, 2000). El sistema esta compuesto por una
serie de médulos interconectados, y esta dimensionado para experimentar con cuatro
personas, durante periodos superiores a un afio. EIl médulo bioldgico principal para la
generacion de alimento sera de plantas superiores.

En cuanto a la Agencia Europea del Espacio (ESA), esta desarrollando un sistema
denominado MELISSA, desde 1989. Dado que € presente trabajo estd enmarcado dentro
de este proyecto, en €l siguiente apartado se describe con mas detalle.

1.2.- El proyecto MELISSA

MELISSA (Micro Ecological LIfe Support System Alternative) ha sido concebido
como un ecosistema basado en microorganismos y en plantas superiores cuyo objetivo
principal es €l de profundizar por una parte, en e estudio del comportamiento de los
ecosistemas artificiales y por otra, en € desarrollo de la tecnologia necesaria para un
sistema biol6gico de soporte de vida para misiones espaciales tripuladas de larga duracion,
como por g emplo, una base lunar o unamisién aMarte.
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Este proyecto esta dirigido por la Agencia Europea del Espacio (ESA) desde su
centro en ESTEC (European Space and Technology Center, Noordwijk, Holanda) y en su
desarrollo intervienen diferentes entidades:. CNRS/IBP Gif sur Yvette/Orsay (Francia),
Universidad de Ghent (Bélgica), Universidad de Clermont Ferrand (Francia), VITO Mol
(Bélgica), ADERSA (Francia), Universitat Autonoma de Barcelona (Espafia), Universidad
de Guelph (Canada).

El concepto MELISSA se deriva de la idea de reciclar los residuos (heces y urea,
dioxido de carbono, etc.) en biomasa comestible, junto con la recuperacion de agua y la
regeneracion de la atmésfera (oxigeno) para la respiracion humana, utilizando la luz como
fuente de energia para la fotosintesis (Mergeay et al. 1988). Para conseguirlo se utilizan
varios compartimentos, colonizados por microorganismos, con la excepcion del
subcompartimento de plantas superiores y el compartimento integrado por la tripulacion.
Asi, la figura 1.3. ilustra la estructura del concepto MELISSA, de sus compartimentos y
de los principales flujos de materia entre éstos. Como se puede observar, desde su misma
concepcion, € proyecto MELISSA se plantea separar de forma individual, por
compartimentos, las distintas fases primero hidroliticas, después transformadoras y
finalmente sintéticas. Se propone una aproximacion a los sistemas de soporte de vida que
permite un control directo sobre cada una de las etapas, para lograr una operacion
coordinaday eficiente de todo el bucle en su conjunto.

De este modo, uno de los objetivos que persigue €l proyecto es intentar cerrar dicho
bucle, 1o que significa, por tanto, conseguir un porcentagje de reciclado lo mayor posible,
reduciendo al minimo, |os aportes externos necesarios.

TRIPULACION

Compartimento |V
Plantas superiores

Compartimento |

Bacterias terméflas anaerobias

Bacterias fotoaut6trofas
Sirulina platensis

Acidos grasos volétiles
H2

Compartimento 111
Bacterias nitrificantes

Compartimento ||
Bacterias fotoauto/heter6trofas

Nitrosomonas  Nitrobacter

Rhodospirillum rubrum

Figura 1.3.- El bucle MELISSA (Albiol et al., 2000)
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Este bucle es el resultado de la conexion de varios compartimentos, cada uno de los
cuales tiene una funcion definida: degradacién anaerobia de los desechos (compartimento
1), nitrificacién (compartimento I11) y biosintesis (compartimentos 11 y 1V).

1.2.1.-Descripcién de los compartimentos

Primer compartimento: el compartimento digestor

El objetivo de este compartimento es la degradacién de los residuos solidos y
liquidos que constituyen la salida del compartimento principal (rotura de polimeros como
celulosa, hemicelulosa, proteinas...). Debido a que el consumo de oxigeno en el bucle se
intenta minimizar, se ha elegido la degradacion anaerobia. No es posible alcanzar la
completa degradacion de los diferentes elementos utilizando una sola especie de
microorganismo, por |o tanto deben utilizar diferentes cepas de bacterias.

En la figura 1.4. se muestra un esguema general de un proceso de biodegradacion
anaerobia de materia organica. A diferencia de un metabolismo aerobio en & que los
productos finales, agua y didxido de carbono, se alcanzan en una sola etapa, la digestion
anaerobia es un proceso multietapa en e que los substratos son secuencialmente
degradados por grupos de bacterias. Existen tres grupos de bacterias responsables de la
totalidad del proceso, que se compone de cuatro subprocesos.

Bacterias fermentativas (0 acidégenas): estas bacterias son responsables de los
primeros dos subprocesos. la hidrdlisis y la acidogénesis. Los polimeros organicos son
hidrolizados a monémeros solubles en agua, los cuales son nuevamente degradados
mediante procesos de oxidacion-reduccion. El resultado de esta degradacion es la
produccion de didxido de carbono, hidrégeno gas y principalmente acidos grasos volétiles
como propiodnico, isobutirico, valérico e isovalérico. Hasta cierto punto también existe la
formacién de formiato, lactato y alcoholes como butanol, etanol y metanol dependiendo de
las condiciones ambientales, asi como de |os substratos, pH, y la presion parcial de H; .

Bacterias acetogénicas. estos microorganismos rompen las cadenas de los
productos formados (&cidos grasos volétiles y acoholes) a, principamente, acetato, H, y
CO,. Se ha demostrado que las reacciones no estan termodindmicamente favorecidas a no
ser que €l H, formado fuese eficientemente eliminado por las bacterias metanogénicasy las
bacterias reductoras de sulfato y permaneciese asi, a concentraciones suficientemente bajas.

Bacterias metanogénicas. estas bacterias producen metano, diéxido de carbono y
agua a partir de acetato, hidrégeno y dioxido de carbono. Este tipo de bacterias se puede
dividir en dos subgrupos principales: acetotroficasy bacterias hidrogenotréficas.

En sistemas convencional es de digestion anaerobia de residuos solidos biol 6gicos se
intenta maximizar la produccion de metano. Dentro del concepto MELISSA la produccién
de &cidos grasos vol&tiles debe ser estimulada y no se debe formar metano porque no es un
producto valioso para €l resto de compartimentos,; es decir, la metanogénesis debe ser
inhibida (figura 1.5.): en estudios preliminares se ha demostrado que concentraciones de
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amonio superiores a 7 g/L en € reactor inhiben la metanogénesis (Demey y Van Meenen,
1998).

POLIMEROS

(no solubles en agua)

- polisacaridos

- lipidos

- proteinas

Bacterias ‘

fermentativas
hidroliticas

HIDROLISIS

MONOMEROS

(solubles en agua)
- monosacaridos
- é&cidos grasos
aminoacidos

hidolticss ) ————— * * ACIDOGENESIS

- Acidos grasos volatiles: 4cido butirico, &cido propidnico, &cido acético
- &cido lactico
- metanol, etanol, aminas, NH,"

H,S, CO,, H,

%—» * ACETOGENESIS

acido acético
CO,, H,

m—» * * METANOGENESIS

CH,+ CO,

Figura 1.4.: Esquema general de la digestion anaerobia

Después de varios experimentos para seleccionar las bacterias que colonizasen este
compartimento, se €ligio un inéculo que consistia en una seleccion de bacterias autoctonas
de las heces humanas. El andlisis de las cepas aisladas a partir del inéculo ha permitido
determinar que las especies predominantes son Ruminococcus bromii y Petrotoga mobilis
(Hermansy Demey, 1999).

Uno de los problemas que impiden obtener un elevado porcentaje de degradacion en
este compartimento es la presencia de compuestos como la celulosa, los xilanos y la
lignina. Para aumentar la eficacia en la degradacién de tales compuestos, se realiza un
pretratamiento enzimatico. Aplicando estos procesos, se consigue una degradacién de un
70 % para las proteinas y una eficacia de degradacion global del 50 % (Hermansy Demey,
1999). Los é&cidos grasos volétiles y € amonio producido durante la fermentacién
anaerobia son alimentados a segundo compartimento.
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Materia organica Minerales
1 : 1
» Materiaorganicano Materia organica
soluble soluble (MOs)
HECES
Inhibicion > ¢HIDROLISIS¢ < Urea
VIOs NP O . .. ORINA
ACIDOGENESIS .
v : INHIBICION
: AGV :
DIGESTION ,
ANAEROBIA METANOGENESIS [€=ssssssannnnnafaas
Y v
Materia organica no AGV NH," >
soluble Minerales

Materia organica no

v v

CENTRIFUGADO

soluble

Materiaorganicano |

v

v
NH,*

AGV
v

v

soluble

AGV

FILTRADO

_//

\

CONTENIDO DEL REACTOR

ZONA DE
SEPARACION

Minerales

PRODUCTO FINAL

Figura 1.5.- Digestion anaerobia desde el punto de vista del bucle MELISSA (AGV: acidos grasos

volatiles, MOs: materia organica soluble) .

Segundo compartimento: e compartimento fotoauto/heter 6trofo

El objetivo del segundo compartimento es metabolizar |os productos resultantes de

la degradaciéon del primer compartimento. Los componentes principales esperados en €l
flujo procedente del primer compartimento son: &cidos grasos volétiles, algunos a coholes,

aminoacidos, aminas, hidrogeno, diéxido de carbono, sulfuro, etc. (tabla 1.3.). Para
transformar estos productos en biomasa en condiciones anaerobias, fue elegida una bacteria
fototréfica. Con la actividad de esta bacteria se espera que la salida principal sea una

corriente rica en amonio. El consumo de sulfhidrico se propuso que fuese llevado a cabo
por otra cepa (por g emplo, Thiocapsa roseopersicina).
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De las cepas propuestas inicialmente, Rhodobacter capsulata y Rhodospirilum
rubrum se consideraron como las més apropiadas para el compartimento. Se realizaron
estudios de crecimiento fotoheterétrofo de las dos cepas, utilizando como fuente de carbono
&cido léactico, acido acético, butirico o etanol; como fuente de nitrégeno amonio, urea,
betainay glutamato.

En estudios en condiciones autétrofas ambas cepas crecieron, aunque Rhodobacter
capsulata mostré una velocidad de crecimiento mayor. Este tipo de crecimiento requiere la
ausencia completa de sustancias organicas en €l medio de cultivo; es por esta razén que €l
segundo compartimento se dividié en dos subcompartimentos (figura 1.6., Albiol, 1994).
En e primero de ellos, e subcompartimento fotoheterétrofo, |os &cidos grasos volatiles son
la fuente de carbono y dadores de electrones; mientras que en e segundo, €
subcompartimento fotoautétrofo, € hidrégeno se utiliza como €electrodonador para la
fijacion del didxido de carbono.

Tabla 1.3.- Composiciéon esperada de los afluentes al subcompartimento fotoheterétrofo, procedentes
del primer compartimento (Albiol, 1994)

Fuentesde carbono Fuentes de nitr 6geno Otros
Acido acético NH4" Hidrogeno
Acido lactico Urea Nutrientes minerales

Acido isovalérico Aminoéacidos Vitaminas
Acido propiénico Aminas H,S
Acido capréico

Acido isobutirico
Acido isocaproico
Acido valérico
Acido butirico
Acido etanol
Dioxido de carbono

El sulfuro puede ser consumido tanto como por Rhodobacter capsulata como por
Rhodospirilum rubrum, pero se produce una acumulacion extracelular de azufre (Hansen y
Gemerden, 1972; Kompatseva, 1981). Por lo tanto es necesario utilizar una cepa que
pudiese reducir € sulfuro a sulfato. Después de varios experimentos preliminares se opto
por Thiocapsa roseopersicina.

Actuamente, el compartimento fotoheterétrofo se encuentra en desarrollo. Se debe

optimizar el consumo de todos los componentes organicos de los afluentes para evitar la
inhibicion en e crecimiento fotoautétrofo del segundo subcompartimento.
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Compartimento |

Acido lactico
) Acido acético
Acidos grasos volétiles

Subcompartimento
fotoheter 6trofo (11a)
. CO,
NH, H,
Subcompartimento
fotoautotrofo (11b)
v l l

Biomasa NH," H,

Figura 1.6.: Esquema de los subcompartimentos del segundo compartimento
Tercer compartimento: el compartimento nitrificante

Después de realizarse las transformaciones descritas en e segundo compartimento,
los principales componentes de la fase liquida serian: una fuente de nitrégeno y nutrientes
minerales. En lafase gas existiria un exceso de didxido de carbono. La fuente de nitrégeno
Se espera que sea mayoritariamente amonio, pero no puede ser descartada la presencia de
otros compuestos de nitrogeno. Teniendo en cuenta que la fuente de nitrégeno necesaria
para e crecimiento de las microalgas que se utilizan en € cuarto compartimento es €
nitrato, € disefio incorpora un compartimento para realizar dicha transformaciéon. Los
microorganismos elegidos para esta biotransformacién son dos bacterias quimiolitotroficas:
Nitrosomonas europaea y Nitrobacter winogradskyi. Estas bacterias pueden utilizar el
diéxido de carbono como fuente de carbono, mientras que obtienen energia de la oxidacién
del amonio anitrito (Nitrosomonas sp.) y de nitrito a nitrato (Nitrobacter sp.).

Este compartimento es e que se desarrolla en €l presente trabgjo, por lo que en el
punto 1.3. se profundiza en su descripcion.

Cuarto compartimento: el compartimento fotoautétrofo

Este compartimento es el que se ha estudiado més profundamente y por tanto el que
mejor se conoce. La cianobacteria Spirulina platensis es e microorganismo autétrofo que
mejor se ajustd a los requisitos que exige este compartimento, es decir:
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Buen rendimiento energético de la fotosintesis.

Valor nutricional elevado.

Tiempo de generacion notablemente corto.

Baja sensibilidad a los microorganismos patdgenos y en general un bajo riesgo
de contaminacion debido a que su pH éptimo de crecimiento es bastante elevado
(entre 8y 10).

Buena digestibilidad. No toxica.

L os primeros experimentos de cultivos axénicos (realizados en frascos) permitieron
determinar las condiciones Optimas de crecimiento, y los efectos de limitacién de nitrégeno
y sulfuro. Se realizaron experiencias que demostraron que €l medio necesario tanto para el
cultivo de Nitrosomonas-Nitrobacter como parael cultivo de Rhodobacter capsulata y los
productos de las degradaciones realizadas por estos microorganismos no eran toxicos para
Spirulina.

Se redlizaron estudios del efecto que producia la cantidad de luz en €l crecimiento
de la cianobacteria. El crecimiento exponencial pasaba a ser lineal a disminuir la cantidad
de luz que se irradiaba a los cultivos;, mientras que con un exceso de la luz incidente
aparecia un porcentaje mayor de polisacarido extracelular que producen las células (EPS).
Este aumento de la acumulacién de polisacérido al aumentar la cantidad de luz sobre €l
fotobiorreactor permitia gjustar la composicién de biomasa a las relaciones éptimas para el
consumo humano.

Subcompartimento de plantas superior es

Como ya se ha comentado anteriormente, la presencia de productos vegetales en la
dieta humana, no sblo es conveniente, sSino necesaria. En un primer estudio, se han
seleccionado ocho especies de plantas superiores para ser cultivadas en este
subcompartimento: tomates, arroz, lechugas, patatas, soja, espinacas, cebollas y trigo. La
alimentacion de la tripulacién est4 entonces compuesta de plantas superiores (80 %), por
microorganismos (Spirulina y Rhodospirilum, 10 %) y una aportacion externa (10 %)
(Vernerey, 2000). Las simulaciones redlizadas permiten predecir que para cubrir las
necesidades alimenticias de una persona, se requieren biorreactores de un volumen total de
150 L y una superficie de cultivo de 81 m? (Vernerey, 2000).

Quinto compartimento: la tripulacion

Para € estudio del compartimento principal se ha elegido a las ratas como
organismo modelo. Dicha eleccion esta justificada debido al conocimiento de la fisiologia
gue se tiene de estos animales y a que se pueden utilizar facilmente en el laboratorio.

Se han realizado varios estudios para conocer la aceptacion gque estos animales

tienen respecto a consumo de Spirulina. En los primeros experimentos este alimento se
introdujo en un 50 % de su dieta durante dos semanas y |os resultados fueron positivos, sin
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observarse diferencias entre la salud de los grupos de ratas control y los sometidos a la
nuevadieta(Tranquille et al., 1994).

En e siguiente grupo de experimentos (17 semanas) se estudiaron niveles de
colesteral, triglicéridos, azlcar, etc., ademas del peso de los animales, a los que se
proporcionaba dietas con porcentgjes diferentes de Spirulina (5-40 %). Las diferencias
aparecieron en los niveles de triglicéridos asi como en la cantidad de azlicar en sangre. La
conclusion fue que Spirulina puede compensar dietas deficientes pero que puede llegar a
ser toxica s se consume como un elevado porcentgje de la dieta. Se realizaron estudios
posteriores que profundizaron en este punto, como ya se ha comentado en la descripcién
del cuarto compartimento, que consiguieron aumentar € porcentagje de la cianobacteria en
la dieta sin problemas de toxicidad (Tranquille et al., 1994).

1.2.2.- El sistema de control en el bucle MELISSA

La implementacién de un sistema ecol 6gico controlado de soporte de vida requiere
el desarrollo de un sistema de control capaz de mantener la estabilidad del bucle y asegurar
la supervivencia de la tripulacion en el compartimento principal. Este es también el objetivo
del sistema de control del bucle MELISSA. El planteamiento que se esta llevando a cabo se
basa en considerar el sistema dividido en subsistemas interconectados que representan
entidades fisicas, es decir |os compartimentos.

Para conseguir este objetivo, € sistema de control debe ser capaz de optimizar en
linea los valores de una serie de variables o pardmetros. Para construir este sistema de
control tienen que estar disponibles datos tanto actuales como histéricos para que éstos sean
tratados. El desarrollo de este sistema requiere la progresiva incorporacion del
conocimiento del comportamiento de cada uno de los compartimentos a modelos
matematicos, que deben ser evaluados por € sistema de control para decidir las acciones de
control.

El sistema de control del bucle MELISSA esta estructurado de forma jerérquica tal
y como Se puede apreciar en lafigura 1.7. (Lasseur y Binot,1991).

La configuracion actual del sistema de control consiste en una red Ethernet, con
varias estaciones de control que utilizan MS-DOS como sistema operativo. En la figura
1.8. se presenta un esquema general del sistema de control de la planta piloto. Se pueden
distinguir tres tipos de estaciones: la estacion del usuario, la General Purpose Station
(GPS) y la estacion de control/comando. La estacion de control/comando es la que esta
directamente conectada a los controladores de cada uno de los compartimentos mediante la
comunicacion vertical (SENSYCON VCC, Hartman&Braun, Nanterre, Francia). Los
controladores (SENSY CON P100, Hartman& Braun, Nanterre, Francia) son completamente
autonomos y programables. Cada uno de €ellos es capaz de gestionar dos o cuatro bucles de
regulacion (dependiendo de su configuracion interna). El programa que gestiona la
comunicacion y el amacenamiento de datos se basa en un sistema MCD100 (INDUSTAR,
M.1.C., Nanterre, Francia). La GPS esta integrada por una serie de programas (en lenguaje
C) y apartir de los datos histéricos y los datos actualizados en intérvalos de media hora, es
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capaz de evaluar |os model os matematicos de cada uno de los compartimentos y emprender
una accion de control para mantener la estabilidad de todo el bucle.

El sistema de control completo ya esta implementado para el compartimento IV
(fotoautétrofo) y se esta empezando a desarrollar para € compartimento |l
(fotoauto/heterétrofo) y parael compartimento I11 (nitrificante).

Gestion de datos Optimizacion

- Sistema tolerante
para el usuario global

de fallos Nivel 3:
| Ordenadores,
| T T prediccion a largo
s Network 2 plazo. Optimizacién
stacion global. Deteccion de

de
control fallos a largo plazo

I Network 1 \
' a9 | —_— TP
Reguladores y

R1 R2 R3 R4 R5 automatismos.

Estimacion de flujos.

. |‘ Field bus I T estacionarios.

‘ Analizadores

. Nivel 1: Sensores
computerizados
y actuadores.

Estimacion del estado
actual del sistema.
\V4 Control simple de

[ [
L L
alarmas.

TRIPULACION |

-

Muestre

o Nivel 0: proceso
fisico

Figura 1.7.- Estructura del sistema de control en el bucle MELISSA.
(I: compartimento digestor; Illa,b: compartimento heterétrofo/autétrofo; |IlIl:  compartimento
nitrificante ; IV : compartimento fotoautdtrofo)

1.2.3.-La simulacién en el bucle MELISSA

En e desarrollo de cualquier proyecto complejo, como lo es e proyecto MELISSA,
la posibilidad de simular su comportamiento y predecir |los resultados impulsa el desarrollo
del trabgjo, ya que permite evaluar diferentes configuraciones y condiciones de operacion
de una manera rapida, sencillay econdémica.

La eficacia de la smulacién de un proceso parte del conocimiento profundo del
comportamiento de cada uno de sus componentes en diferentes condiciones de operacion
gue conllevan ala elaboracion de un modelo matemético. Como el bucle MELISSA se basa
en procesos biol6gicos no totalmente descritos, la mayoria de lainformacion requerida para
la simulacion surge necesariamente, de los experimentos que se van realizando a lo largo
del proyecto. Es por esta razon que €l trabajo de simulacion es una tarea progresiva que se
debe megjorar continuamente.
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Figura 1.8.- Esquema general del sistema de control implementado en la planta piloto.

El enfoque béasico que se ha dado a la simulacion es la necesidad de que ésta sea
modular y secuencial; de manera que cada compartimento se modeliza por separado,
siguiendo las aproximaciones tradicional es utilizadas en |os procesos de disefio de reactores
quimicos.

La modelizacion del comportamiento de cada uno de los compartimentos y las
ecuaciones de transporte, se basa en considerar la estequiometria y la cinética de los
procesos de una forma separada (Noorman, 1991). Cada reaccion metabdlica principal se
caracteriza con la ecuacion estequiométrica y con la ecuacion cinética, que expresa la
velocidad de reaccion como funcién de las concentraciones de las diferentes especies en
disolucién o valores de las variables de operacion. La produccién o el consumo global de
cada una de las especies se evalla a partir de la suma de cada una de las velocidades de
reaccion.

La aplicacion de estas técnicas a metabolismo microbiano se lleva a término
teniendo en cuenta las rutas metabdlicas (anabdlicas y catabdlicas), junto con el
metabolismo de mantenimiento.

No hay que olvidar, sin embargo, que a pesar de toda la informacion que pueden

aportar la modelizacion matematica en el ambito de la simulacion, e control, la
optimizacion y e dimensionado, dentro de un ecosistema cerrado, la experimentacién es
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obligatoria para verificar la eleccion de las variables de estado, asi como €l efecto de las
variables no tenidas en cuenta inicialmente.

Este tipo de modelo estd actualmente disponible para e compartimento de
Soiruling, y esta siendo desarrollado para € segundo compartimento (fotoauto/heterétrofo)
y € tercer compartimento (nitrificante), por tanto el comportamiento de los otros
compartimentos esta descrito Unicamente a partir de las ecuaciones estequiométricas
basadas en sus respectivas rutas metabdlicas. Usando toda la informacién disponible, se ha
desarrollado un programa que permite el estudio de los balances de materia 'y energia del
bucle entero.

La aplicacion de esta simulacion, en la que se consideran hasta quince compuestos,
permite valorar distintos escenarios de operacion del bucle. De esta forma se ha podido
observar la sensibilidad del sistema a un pardmetro tal como e porcentgje de Spirulina
incluido en la dieta de la tripulacién. Asi pueden analizarse situaciones de operacion muy
distintas, desde aquellas que permiten reciclar un elevado porcentgje de biomasa, pero
generan poco oxigeno para respirar, hasta aguellas que permiten una regeneracion elevada
del oxigeno.

1.2.4.-El funcionamiento interno del proyecto

A menudo, después de conocer el nimero de colaboradores del proyecto y que éstos
estan diseminados por toda Europa, una inquietud habitual es conocer, exactamente, como
fluye la informacion entre los diferentes miembros. Pues bien, cada grupo debe presentar
unos informes técnicos en los que se presentan los resultados de los experimentos u
objetivos que se fijan anualmente con unas propuestas aprobadas por la ESA. Estos
infformes se insertan en la pagina de internet del proyecto MELISSA
(http://www.estec.esanl/tech/melissa) y son accesibles a todos |os miembros colaboradores.
Por otra parte un miembro oficial de la Agencia es €l encargado de coordinar todo €l
proyecto mediante reuniones periédicas (cada tres o cuatro meses). Ademés, unavez a afio
se celebra una reunién en ESTEC, € cuartel general de la ESA en Holanda. Resultado de
esta reunion son los informes anuales que confecciona e coordinador a partir de los
resultados obtenidos por todos |os grupos asociados a proyecto.

Por ultimo, aunque no menos importante, existe una comunicacion fluida entre
todos los grupos implicados, de forma que con una frecuencia elevada, se utiliza el correo
electrénico para resolver dudas que aparecen en € dia a dia, permitiendo de este modo,
realizar progresos a mas corto plazo, aprovechando la experiencia que en cada campo tiene
cada uno de los miembros colaboradores del proyecto MELISSA.

Cada uno de los mencionados grupos colaboradores tiene una funcion principal
definida: CNRS/IBP Gif sur Yvette/Orsay, encargados de la seleccion microbiolégica de
las cepas utilizadas; 1a Universidad de Ghent, encargados de desarrollar el compartimento ;
la Universidad de Clermont Ferrand, responsables del desarrollo de los modelos de cada
uno de los compartimentos asi como del bucle global; VITO Mol dedicada a estudio de
procesos de separacion; ADERSA, encargada de desarrollar € control aimplementar en €l
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bucle MELISSA; Universitat Autonoma de Barcelona, sede de la planta piloto del
proyecto; la Universidad de Guelph, responsable de desarrollar el subcompartimento de
plantas superiores.

1.2.5.-La planta piloto

La funcién principa que persigue esta instalacion es la implementacion
experimental de los avances realizados en e proyecto MELISSA. Para cumplir este
objetivo, se dispone de biorreactores a escalas piloto y laboratorio. Todos los datos
obtenidos son procesados por los grupos implicados en e proyecto. De esta manera se
consigue la respuesta necesaria que permite e continuo progreso del proyecto (Lasseur y
Fedele, 2000).

La planta piloto del proyecto MELISSA esta ubicada desde septiembre de 1995 en
la Universitat Autonoma de Barcelona, en el Departamento de Ingenieria Quimica. En este
laboratorio se esta estudiando experimentalmente la implementacién de los compartimentos
[, 1l y 1V, estando previsto en menos de dos afios la implementacién del quinto
compartimento y del subcompartimento de plantas superiores.

Durante estos afios principalmente, se han desarrollado los compartimentos 11 y 111,
gue habian sido los menos estudiados con anterioridad. En cambio, € compartimento que
habia sido investigado de forma mas intensa era el compartimento 1V, y uno de los Ultimos
avances en este compartimento ha sido el disefio y la construccion de un fotobiorreactor
airlift con recirculacion externa de 77 L de capacidad (diez veces mayor que €l
anteriormente utilizado, Vernerey, 2001).

Unavision general de la planta piloto se presentaen lafigura 1.9.

Prestaciones del laboratorio
Sistema de presion positiva (recirculacion de aire estéril)
Grupo electrégeno (que se pone en funcionamiento de forma automética ante
un corte en € fluido eléctrico)
Servicio de alimentacion ininterrumpida (SAI)
Aire acondicionado
Circuito de refrigeracion
Linea de vapor paralaesterilizacion in situ de los biorreactores
Lineas de gas (N, O,, CO,, Hey aire)
L inea de agua destilada

Estado actual de los compartimentos

En e compartimento |l (fotoheterétrofo), se han redlizado experimentos
preliminares para caracterizar la cinética de crecimiento de Rhodospirillum rubrum y de
Rhodobacter capsulata utilizando diferentes fuentes de carbono y nitrégeno (Albiol, 1994).
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Figura 1.9.- Vision general de la planta piloto del proyecto MELISSA, ubicada desde 1995 en la
Universistat Autonoma de Barcelona.

Un modelo matemético previamente establecido para describir € crecimiento de
Soirulina platensis a diferentes intensidades luminosas se ha adaptado al compartimento I1,
teniendo en cuenta las caracteristicas especificas de Rhodospirillum. Las principales
diferencias entre los microorganismos son el tamafio de las células, € espectro de absorcion
y el metabolismo (Cornet y Albiol, 2000).

Se han realizado experimentos en discontinuo para estudiar la influencia de la
naturaleza de la fuente de luz sobre la velocidad volumétrica de crecimiento de
Rhodospirillum rubrum, empleando iluminacion halégena e incandescente y dos fuentes de
carbono diferentes, acido acético y propidénico. De estos experimentos se concluye que las
células se pueden adaptar a tipo de radiacion, probablemente mediante la variacién de las
concentraciones relativas de las diferentes tipos de pigmentos fotosintéticos, creciendo con
la misma velocidad volumétrica, independientemente de la naturaleza de la fuente de luz,
siempre que €l flujo de radiacion incidente sea el mismo (Cabello, 2000).

Actualmente, en e laboratorio existen dos reactores en funcionamiento: el reactor
piloto de siete litros de volumen Util, inicialmente de tipo gas-lift (Bioengineering, A.G.,
wald, Suiza, figura 1.10.a.), fue modificado para convertirlo en un biorreactor con
agitacion mecanica (Cabello, 2000). Este reactor dispone ademés de la instrumentacién
basica (pH, temperatura, oxigeno disuelto y presion) de una sonda de biomasa en linea
(Monitek, Dusseldorf, Alemania). La iluminacion del reactor se realiza radialmente por
medio de |&mparas haldgenas regulables (Sylvania, BAB 12V, 20W, Bélgica). Por otra
parte, € segundo de los reactores dedicado a cultivo de Rhodospirillum rubrum a escala
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laboratorio, es un reactor agitado mecanicamente (Applikon, Schiedam, Holanda, figura
1.10.b.) detreslitros de volumen.

En compartimento 11 (nitrificante), se tratara en €l punto 1.3. de esta memoria méas
en profundidad, puesto que es & compartimento que se desarrolla en este trabagjo.

En el Compartimento IV (fotoautétrofo), a partir del modelo establecido por Cornet
(1992) para modelizar € crecimiento de Spirulina platensis, se ha validado un modelo
predictivo de crecimiento mediante experimentos en diferentes condiciones con cultivos en
continuo a diferentes velocidades de dilucion e incluso en condiciones de limitacién (por
luz y por nitrato) (Vernerey, 2000).

Posteriormente, se realizé el disefio de un fotobiorreactor de tipo gas-lift de 77 litros
para el cultivo de Spirulina platensis (figura 1.11.). Una vez construido (Bioengineering
A.G., Wald, Suiza), se llevd a cabo su caracterizacion fisica (estudios de distribucién del
tiempo de residencia, determinacion del tiempo de mezclay del coeficiente de transferencia
de materia de la fase gas a la liquida), y se redlizaron experimentos en continuo para
estudiar la limitacion por fuente de carbono (Vernerey, 2000).

Desde 1998 se empezaron a realizar en la planta piloto experimentos de conexion
entre los diferentes compartimentos. Para ello, se iniciaron los estudios experimentales a
escala laboratorio. Una vez se disponia de los diferentes biorreactores trabagjando
individualmente, se procedido a su conexion fisica. De este modo se conectaron los
compartimentos I, Il y V. Mediante estos experimentos se concluye que no se han
evidenciado efectos nocivos o toxicos en ninguno de los compartimentos y que la
biotransformaciéon en cada uno de los compartimentos se ha llevado a término
satisfactoriamente (Creus, 2000). Una vez realizada la conexion a escala laboratorio se
procedi6 arealizar un experimento de conexién en continuo de los compartimentos 11y 1V
aescalapiloto (Creus, 2000).

Un aspecto importante es el que concierne a tratamiento de Rhodobacter y
Soirulina (después de que hayan sido cultivados en biorreactor), es disefiar un proceso que
permita su utilizacion como alimento, y la recuperacion del agua. En los biorreactores estos
microorganismos Se encuentran en unas concentraciones de entre 1 y 2 g/L, por tanto su
utilizacion comporta la reduccién del contenido en agua. Para ello, €l sistema seleccionado
ha sido la centrifugacion en continuo y una posterior microfiltracién tangencial. Esta
configuracién ha permitido obtener una reduccién del contenido en agua aproximadamente
de un 90 % (Vernerey, 2000). Después de la eliminacién de agua, es necesaria una etapa
adicional para elaborar € producto final: una operacion de lavado y un tratamiento
adicional especifico (utilizacion de la biomasa liofilizada, pasteurizada, atomizada o
fresca), para su conservacion como alimento (Morist, 2000).
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Figura 1.10.- Compartimento Il fotoheterétrofo, a) reactor piloto; b) reactor a escala laboratorio.
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Figura 1.11.- Reactor piloto del compartimento IV
(fotoautoétrofo),, 77 L de volumen util.
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1.3.- ElI compartimento nitrificante. Criterios de disefio vy
antecedentes

Como ya se ha descrito anteriormente, €l tercer compartimento tiene como objetivo
principal transformar (con el méximo rendimiento) el amonio (que llega del compartimento
anterior) a nitrato, mediante dos poblaciones de bacterias. Nitrosomonas que transforma el
amonio anitrito y Nitrobacter, que convierte el nitrito a nitrato.

Las cepas que se seleccionaron fueron Nitrosomonas europaea (American Type
Culture Collection, ATCC 19718) y Nitrobacter winogradskyi (ATCC 25391) debido a que
eran las més estudiadas y por tanto las mas conocidas, en € campo de la nitrificacién
biologica. Por otra parte, una de las dificultades que desde su inicio hatenido el desarrollo
del compartimento nitrificante es que se ha optado por trabajar con cultivos axénicos. Esto
es debido a que en el abordaje a los soportes de vida en e espacio por parte de la ESA,
siempre se han impuesto fuertes restricciones a la introduccién de microorganismos no
determinados, por la posibilidad de que éstos sean potencial mente patégenos, puedan sufrir
mutaciones genéticas, o puedan, simplemente, provocar problemas desconocidos. Por otra
parte, un sistema susceptible de ser controlado y modelizado siempre debe ser [0 mas
definido posible, y en este sentido también es deseable que sea axénico, puesto que de otro
modo, parte del proceso podria quedar sin estar representado en los modelos (modelos
deterministicos), pudiendo provocar de este modo, imprevistos en € control del sistema.

En una fase del trabajo previa a la actual, se empezé a disefiar y seleccionar una
serie de aspectos de este compartimento.

Ladefinicion del tipo de biorreactor a utilizar en este compartimento esta gobernada
por dos aspectos fundamentales. por una parte, la baja velocidad de crecimiento de estas
bacterias, conocida de antemano, y por otra, laimposibilidad de que las células puedan ser
utilizadas como alimento. Por €ello, € sistema més apropiado en este caso es disponer de un
reactor con las células inmovilizadas en un soporte, que permita la biotransformacién
continua del flujo del bucle MELISSA, de amonio a nitrato, con una minima generacién de
nitrito.

En la seleccion del tipo de reactor a utilizar se partio, inicialmente, de tres posibles
tipos de biorreactores:

Reactor de lecho fijo.
Reactor de tanque agitado.
Reactor de lecho fluidizado.

El reactor de lecho fluidizado se descartd répidamente, debido a que € bucle
completo deberia funcionar en microgravedad. Para la eleccion entre los otros dos tipos de
reactores, se realizaron estudios previos para determinar cua de ellos era més adecuado
(Forler, 1994).
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En estos experimentos, durante cinco meses se realizaron dos cultivos no axénicos
de bacterias nitrificantes, fijadas en particulas de carbén activo de 300 mm de diametro en
dos tipos de biorreactores:

Una columna de lecho fijo con aeracién.
Un tanque agitado con un sistema de control actuando sobre la concentracién de
amonio, pH y pO..

L os principal es resultados obtenidos se muestran en latabla 1.4.

Aunque la eliminacion de amonio era similar en ambos reactores, en la columna
empacada se observé una mayor conversion a nitrato, cosa que se reflegja, ademas, en la
presencia de una menor concentracion de nitrito (producto intermedio del proceso).
Ademas, se observé también, que otro de los datos a tener en cuenta es la retencién de
nitrito por parte del soporte de la biomasa (carbon activo) y que podia llegar a ser un
problema debido a que, como ya es sabido, €l nitrito puede llegar a ser inhibitorio para €
proceso de nitrificacion. Ademés, otro problema importante de la presencia de nitrito es su
toxicidad en la dieta aimenticia. A la vista de estos resultados se opté por disefiar un
reactor de lecho fijo para desarrollar €l tercer compartimento.

Tabla 1.4.- Comparacion de la eficacia de un reactor lecho fijo y un tanque agitado.

Variables calculadas Lechofijo Tanque agitado
Eliminacion de N-NH,* 99 % 99 %
Conversion de N-NH4" en N-NOs’ 98 % 79%
Concentracién minima obtenida de N-NO,’ 0.05 mg/L 2.0 mg/L
Carga producida de N-NOg 0.041 kg/m*-dia  0.034 kg/m>.dia

El paso siguiente en el disefio del compartimento nitrificante fue la eleccion del
soporte para la biomasa. Los parametros méas destacables en |la seleccion de un soporte
(Zeghal, 1992) son:

Superficie especifica

carga eléctrica

Rugosidad y porosidad

Porosidad del lecho

Resistencia mecanica (ala compresion, fuerzas de cizalla,...)
Peso especifico

Estabilidad quimica

Envegecimiento

L os soportes que se probaron fueron |os siguientes:

Biostyr® (Anjou Recherche, Paris, Francia, particulas esféricas de poliestireno de
4 mm de didmetro)
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Limpor (espuma de poliuretano)
Kadness (anillo pléstico)
Carbédn activo (particulas de 2.5 mm)

Asi, se disefiaron una serie de experimentos, utilizando lechos fijos con el objeto de
estudiar la nitrificacion (Zeghal,1992) con €l uso de los diferentes soportes. Los resultados
obtenidos se presentan en la tabla 1.5. Dados los favorables resultados obtenidos, se opt6
por trabajar con las particulas esféricas de poliestireno (Biostyr®, Anjou Recherche, Paris,
Francia). Siguiendo estos estudios, se procedié a montgje de tres columnas de lecho fijo,
utilizando como soporte Biostyr®. Se realizaron experimentos con cultivos axénicos de
Nitrosomonas y Nitrobacter durante cinco meses (Walter, 1993). Después de este estudio
con cocultivos axénicos se concluyd que, en primer lugar se confirmaba la capacidad del
soporte para ser utilizado en procesos de nitrificacion axénicos. Otro hecho constatado fue
que e soporte no retenia nitritos, que como ya se ha mencionado, era una de las
consideraciones principales en la eleccion del soporte. Como principal inconveniente de
este soporte, sobre todo para su aplicacion en cultivos axénicos, se detectaron problemas
importantes a la hora de su esterilizacion, debido a que éste no resiste las condiciones de
esterilizacion con vapor, y retiene iones pesados de |as substancias esterilizantes comunes.

Tabla 1.5.- Principales resultados de la comparaciéon de diferentes tipos de soporte. Limpor: espuma de
poliuretano, Kaldness: anillos plasticos.

Carga maxima NH4" no eliminado NO, no eliminado

Material eliminadaen (cargade (cargade
del soporte N-NH." 1.5 kg/m°.dia) 1.5 kg/m®.dia)
Biostyr® 1.6 kg/m®.dia 0.1 mg/L 0.2 mg/L
Limpor 0.7 kg/m>.dia 2 mg/L 2.5 mg/L
Kaldness 0.5 kg/m°.dia 20 mg/L 12.5 mg/L
Carbon activo 0.3 kg/m>.dia 47 mg/L 30 mg/L

A partir de los estudios previos mencionados, se llevd a cabo e disefio preliminar
del reactor, teniendo en cuenta las restricciones derivadas de la eleccion del soporte. El
reactor de lecho fijo consta de tres partes diferenciadas: la seccién inferior, agitada
magnéticamente, que permite la homogeneizacién de la entrada de aimento y la
recirculacion; la parte principal o lecho, €l la cual se halla confinado el soportey las células
inmovilizadas, y por Ultimo, la parte superior, en la que se realiza la separacion de fases
gas/liquido, y al igual que en la seccion inferior se hallan los sensores de proceso (para méas
detalles véase €l capitulo de materiales y métodos).

Se estableci6 un protocolo de esterilizacion del biorreactor (Forler, 1994):

Esterilizacion de toda lainstalacion con vapor fluyente

Llenado del reactor con el soporte

Esterilizacién quimica del reactor: primero écido (hasta pH = 2) y luego base (hasta
pH = 12)

Lavado del reactor con agua destilada estéil
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De la discusién realizada sobre los antecedentes de este trabajo, se desprende €l
estado primitivo de desarrollo de este compartimento en e momento que se realizd su
traslado, como parte de la planta piloto MELISSA, a la Universitat Autdonoma de
Barcelona, y que se puede resumir en |os siguientes aspectos:

Se disponia de un reactor de lecho fijo con recirculacion externa con un soporte parala
inmovilizacion de la biomasa.

El reactor disponia de la instrumentacién bésica (electrodos de pH, oxigeno disuelto,
sondas de temperatura y analizadores automaticos de amonio y nitrato).

Con €l reactor no se habia realizado ningun cultivo ni en continuo ni en discontinuo.

Con este punto de partida, € presente trabgjo consiste en la puesta en marcha de
este compartimento, andlisis de su funcionamiento, caracterizacion, mejoray modelizacion,
como se explicard mas adelante en el capitulo de objetivos.

1.4.- La nitrificacion biologica

Laimportancia de la nitrificacion biol 6gica fue reconocida hace mas de un siglo. La
intensificacion de los procesos industriales y agricolas junto con el crecimiento exponencial
de la poblacion humana y la explosion de la urbanizacion en las Ultimas décadas han
llevado a un importante aumento de los vertidos de compuestos nitrogenados a medio
ambiente. Estos compuestos potencian el proceso de eutrofizacidn de aguas estancadas y se
piensa que estan asociados con la aparicion de crecimiento de algas en rios, lagos y costas.
Otros efectos del vertido de compuestos nitrogenados a la atmésfera o en acuiferos son la
lluvia acida, la desaparicion de la capa de ozono y la enfermedad infantil conocida como
metahemogl obinemia.

Debido a todos estos efectos negativos de los vertidos de compuestos nitrogenados,
paralelamente al crecimiento de la cantidad y frecuencia de dichos vertidos, se han
desarrollado procesos para su eliminacion. Clésicamente, en la depuracién bioldgica de
aguas, el proceso comunmente utilizado es el conocido como lodos activos (véase apartado
1.4.4).

La forma mas comin para representar el proceso de nitrificacion es mediante las
reacciones de oxidacién de amonio anitrito, y de éste a nitrato:

NH, +150, ® NO, +2H"+H,0 (1.2)
NO, + 050, ® NO3 (1.2)
Este tipo de representacion se ha utilizado para realizar estudios cinéticos del

proceso, (Hunik et al., 1994), o para describir los efectos de inhibicion por e pH
(Anthonisen et al., 1976).
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A menudo se incluye en las reacciones la expresién empirica de la biomasa
formada, asi se obtiene una representacion mas completa de este proceso. Debido a que la
velocidad de crecimiento de estos microorganismos es muy lenta, la produccion de biomasa
es costosa y es por esta razén que resulta dificil realizar andlisis de su composicion. Por
esta razon, en la mayoria de estudios se suele tomar como composicion de la biomasa
correspondiente a una media calculada para bacterias aerobias (Roels, 1983). Las
estequiometrias propuestas por varios autores estan basadas en la determinacion
experimental de la relacién media entre el CO, consumido y el N oxidado. Un gjemplo de
ello seriala estequiometria presentada por Kowalski y Lewandowski (1983):

NH," + 1.830, + 1.98HCO; ® 0.021 CsH;0,N" + 1.04 H,O + 0.98 NO; + 1.88 H,CO; (1.3)

L os microorganismos responsables de la nitrificacion biolbgica se pueden dividir en
dos grupos, los nitrificantes autétrofos y los heterétrofos. Esta clasificacion se basa en €l
modo de obtener energia para el crecimiento. Asi, las bacterias nitrificantes autotrofas
consiguen su energia a partir de la oxidacion de compuestos inorganicos de nitrégeno,
mientras que las heterétrofas oxidan materia organica como fuente de energia. En los
sistemas de depuracion de aguas residuaes, las bacterias autétrofas de la familia
Nitrobacteraceae son las principales responsables de la nitrificacion (Bock et al., 1991).
Dicha familia bacteriana comprende dos grupos: las bacterias que oxidan amonio y las que
oxidan nitrito, todas ellas Gram negativas. Los distintos géneros de bacterias que oxidan
amonio son Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobusy Nitrosovibrio;
mientras que las que oxidan nitrito son Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus y Nitrospira
(Campos, 2000). Los géneros detectados comUnmente en depuraciéon biolégica son
Nitrosomonas y Nitrobacter, aunque recientemente se ha asignado al género de las
bacterias nitrito-oxidantes a Nitrospira (Schramm, 1998), mediante técnicas de marcaje de
DNA.

1.4.1.- Aspectos bioquimicos de la nitrificacion

Oxidacion de amonio a nitrito

El primer paso de la oxidacién es la conversion a hidroxilamina por medio de la
enzima monooxigenasa, la cual esti asociada a proteinas de membrana. El substrato es
amoniaco y no amonio (Suzuki et al., 1974). La reaccidn requiere oxigeno y una fuente de
poder reductor.

NH;+2H*+ O, +26 ® NH,OH +H,O DG = 17 kd/mol (1.4)

El segundo paso es la oxidacion de la hidroxilamina a nitrito; siendo este paso el
gue permite extraer energia a las bacterias que oxidan amonio. Esta oxidacién se realiza por
medio de la enzima hidroxilamina éxidorreductasa (representada como E en las reacciones
1.5. a 1.9.), responsable de la deshidrogenacion catalitica de la hidroxilamina, formando

" Laférmula empirica de la biomasa para un &omo de carbono seria: CH1405.4No
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HNO, compuesto que espontdneamente se transforma en HNO, (Anderson y Hooper,
1983).

E + NH,OH = E-NHO + 2H" + 2¢ (1.5)
E-NHO= E-NO+H" +¢ (1.6)
E-NO = E-NO" + € (1.7)
E-NO' + H,O= E + HNO, + H* (1.8)
NH,OH + H,0= NO, + 4€ + 5H" (1.9)

La hidroxilamina éxidorreductasa esta localizada en € espacio periplasmético
(Olson y Hooper, 1983); e modelo de transporte seguido por los cuatro electrones
involucrados en las anteriores reacciones todavia no ha sido demostrado, pero se han
realizado algunas hipétesis. Una de las més recientes es |a planteada por Bock et al. (1991),
y Se presenta en la figura 1.12. Dos de estos cuatro electrones se requieren para la
formacion de hidroxilamina, por lo que dos electrones son los que aportan energia a la
cadena respiratoria durante la transformacién del amonio a nitrito. El salto de potencial de
amonio a nitrito es de +340 mV, o sea, menos de un ATP. El crecimiento de las bacterias
que oxidan amonio esta limitado termodinamicamente.

NH,OH »| HNO, | +4¢
NH," + OH' 4 EP
H,0+| NH;
Cit c554 >\Citc554
(073 H,0O
\ Y »
)/ 2¢e 2e
M i* ]

UQICit bl CCD MC

=

NAD' +2H" 2 NADH +H" \j CP
Y% O, + 2H —» H,0

Figura 1.12.- Modelo hipotético de transporte de electrones en Nitrosomonas adaptado de Bock et al.,
1991). EP: espacio periplasmatico, MC: membrana citoplasmatica, CP: citoplasma, HAO: hidroxilamina
reductasa, M: amonio monooxigenasa, UQ/ cit b/c: complejo ubiquinona-citocromo b/c. Las flechas
discontinuas son rutas alternativas de electrones.
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El color rojizo de las bacterias que oxidan amonio es debido a inusualmente
elevado contenido celular de citocromos que se encuentran en el espacio periplasmético y
en lamembrana.

Todas estas reacciones hacen posible la oxidacion de amoniaco a nitrito en
condiciones energéticamente favorables (-DG° = 250-350 kJmol), sin embargo, en
condiciones deficientes de oxigenacion estas bacterias pueden producir 6xidos de nitrégeno
(NO y N20O). Bock et al. (1991), observaron una evolucion de la produccion de N,O de
0.003 a 0.1 mol N,O / mol NO;, producido, a disminuir la concentracién de oxigeno
disuelto desde 7 a0.18 mg/L.

El diéxido de carbono se fija mediante € ciclo de Calvin, y sirve como fuente de
carbono primaria

Oxidacion de nitrito a nitrato

La oxidacion de nitrito a nitrato por parte de las bacterias que oxidan nitrito se
produce sin intermedios de reaccion, y se realiza mediante la enzima nitrito 6xidorreductasa
(reaccién 1.10.). El oxigeno usado para la oxidacion proviene del agua (reacciéon 1.11.)
(Aleem et al., 1965). La mayoria de estudios se han redizado utilizando €l género
Nitrobacter. Al contrario que en €l caso de Nitrosomonas, € género Nitrobacter utiliza
directamente laforma iénica como substrato.

NO, + H,O = NO3 + 2H" + 2¢ (110)
OH* + 26 +1% 0, = Hs0 (111)

Lareaccion global es:
NO, + H,0 + 2 cit ¢ (F€*") = NOs + 2H" + 2 cit ¢ (F€*) (1.12)

El sistema de oxidacion de nitrito en Nitrobacter estd asociado a membrana. En
metabolismo quimiolitotrofico, € nitrito tiene una funcidn doble: como dador de electrones
paralafosforilacion oxidativa, y por otra parte, como dador de electrones parala sintesis de
NADH. La reduccion del citocromo ¢ es termodindmicamente desfavorable. El par
nitrito/nitrato tiene un potencial redox de +420 mV, mientras que €l potencial redox del par
cit ¢ / cit ¢ es de +260 mV; por tanto la energia producida es también pequefiay a igual
gue en e caso de Nitrosomonas, esto influye en la bga velocidad de crecimiento de
Nitrobacter. Menos del 10 % de la energia producida se emplea para el crecimiento celular.
En lafigura 1.13. (Campos, 2000) se presenta un esquema de la ruta energética del género
Nitrobacter.

La enzima nitrito éxidorreductasa puede funcionar de forma reversible, y puede

reducir nitrato de forma anaerobia (Aleem y Sewell, 1984). Nitrobacter winogradskyi no es
capaz de convertir amoniaco o nitrito a N,O, pero s es capaz de producir NO gas
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(Blackmer et al., 1980). Efectivamente, bajo condiciones anaerobias estas células pueden
reducir nitrato a nitrito, por lo tanto la oxidacion del nitrito es un proceso reversible, como
ya se ha mencionado. En anaerobiosis Nitrobacter puede utilizar piruvato como sistema
dador de electrones y nitrato como aceptor de electrones. Los diferentes aspectos del
metabolismo del nitrégeno inorganico y de la generacién de energia en Nitrobacter se
resumen en el esquemadelafigura 1.14. (Bock et al., 1991).

1.4.2.- Factores que afectan a la nitrificacién biolégica

En este apartado se intenta enumerar y comentar los principales factores que
influyen en el proceso de nitrificacion bioldgica. Para ilustrar de una forma mas directa y
sencilla, se presenta en la figura 1.15. un esquema en € que se sintetizan estos factores.
Ademas, en ella se resaltan en negrita |os aspectos especificos de sistemas de nitrificacion
con biomasa inmovilizada (desarrollado en los puntos 1.4.5. y siguientes de este capitul 0).

Periplasma Membr ana citoplasmatica -
................. » NAD*

nH*

| : -
Citocromo ¢-550 2¢€ Nitvito
oxidorreductasa — ——— |

2¢€

NOs
150,
N Y
2H" < Citocromo
[ oxidasa
\
— ™ 4 H
H,O
- Transporte de

nitrito y nitrato

\

Figura 1.13.- Esquema de la ruta energética del género Nitrobacter (adaptado de Campos, 2000).
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Periplasma M embrana citoplasmatica Citoplasma

a Oxidacion ddl nitrito

NO, + H,0

NO3 <+ - cita NO3 + 2H+
XGit G citc—» oxidasa ——— 2H"+14 0, + H,0
b Reduccién del nitrito

*cit ¢*+NO, +2H* NAD + 2H*

NADH +H"

%Git ¢3*+NO + H,0 ¥

c Reduccion del nitrato

N ATPasa
J >

/ NO,+H,O+H"

NO; + 2H*

cadenadee -

NADH

Figura 1.14.- Metabolismo del nitrégeno inorganico en el género Nitrobacter (adaptado de Bock et al.,
1991)

Limitacion por substrato

CO;, . En crecimiento autétrofo esta limitacion se produce por fuente de carbono.
Bazin et al. (1982) estudiaron las causas potenciales de nitrificacion incompleta en una
columna de lecho fijo colonizada por cepas axénicas de Nitrosomonas europaea Yy
Nitrobacter agilis, y concluyeron que no existia limitacion por CO,. En € caso que
estudiaron, el CO; se aportaba por medio de la aeracion, alavez que el oxigeno. Debido a
la elevada solubilidad del CO, y a su bagjo rendimiento, el didxido de carbono no aparece
como factor limitante del crecimiento, ya que antes, se produciria una limitacion por
oxigeno. No obstante, si €l caudal de aeracion suministrado no contuviese CO,, se deberia
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asegurar cierto nivel de carbonatos en la fase liquida, para que no existiese limitacion por
fuente de carbono en crecimiento autétrofo.

O,. Debido a que las bacterias nitrificantes requieren una cantidad importante de
oxigeno, e efecto de limitacion del crecimiento debido a una falta de O, ha sido
ampliamente estudiado. Cuando no existe limitacion por substrato nitrogenado, €l efecto
del oxigeno disuelto se gjusta a una cinéticatipo Monod:

So, :
My = My Ko, + S0, ; (1.1.)
Donde, S, es la concentracion de oxigeno disuelto y K o, es la constante de saturacion para
el oxigeno. Las constantes de saturacion para cultivos puros de bacterias nitrificantes estan
en un rango aproximado de 0.25 - 2.5 mg/L de oxigeno disuelto (Painter, 1986). También
resulta un hecho constatado que las bacterias que oxidan amonio tienen una constante de
saturacion mayor que la de las bacterias que oxidan nitrito.

NH,", NO,". Son las fuentes de energia (dadores de electrones) de las bacterias que
oxidan amonio y de las que oxidan nitrito (respectivamente). Es por esta razon que se
consideran los factores limitantes del crecimiento mas importantes, junto con el oxigeno.
Generalmente, la constante de saturacion de las bacterias que oxidan amonio es mayor que
la de las que oxidan nitrito; sin embargo, |a bibliografia consultada presenta una variablidad
notable (recopilacién bibliogréfica realizada por Prosser, 1989, y por otra parte, Hunik,
1994).

( Concentracion de oxigeno disuelto

Concentracion de los substratos: HCO3", NH,", NO,"
Limitaciones <

Transferencia de materia: G/Ly L/S

pH
\ Condiciones de cultivo
Temperatura
Factores que
afectanala
nitrificacion [ Inhibidores “clasicos”: NH; y HNO,
bioldgica

Materia organica

Inhibicion X g . .
Concentracién de oxigeno disuelto

L Luz (inhibicion fisica)

\ Substancias toxicas

Figura 1.15.- Esquema de los factores que influyen en el proceso de nitrificacion. La transferencia de
materia de la fase liquida a la sélida so6lo afecta en el caso de células inmovilizadas.
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Limitacionesfisicas

pH. El pH Optimo de las bacterias nitrificantes esta entre 7.5-8.5, aunque la
nitrificacion biologica se puede llevar a cabo en un rango méas amplio (entre 6-10, segun
Prosser, 1989). En la limitacién del crecimiento de las bacterias nitrificantes debido a pH
se pueden diferenciar dos causas. La primera es que €l pH afecta a la actividad enzimética,
lo que provoca la consiguiente pérdida de actividad en las células. La segunda es que la
concentracion de protones afecta a los equilibrios &cido-base de los substratos: NH3/NH,4",
NO,/HNO; (lo cual, como se expondra seguidamente, puede provocar inhibicion), y afecta
también ala concentracion disponible de HCOs™ (fuente de carbono).

Temperatura. Al igual que para todas las bacterias, e crecimiento de las bacterias
nitrificantes varia con latemperatura; €l valor 6ptimo se sitliaen el rango 26-30 °C. El valor
de latemperatura afecta alos valores de las constantes de equilibrio &cido/base, gas/liquido,
alasolubilidad de las substancias, alos coeficientes de difusion y ala actividad enzimética.
La influencia de la temperatura en las diferentes constantes bioldgicas o fisicas se expresa
habitual mente mediante la ecuacion de Arrhenius.

Limitaciones de transferencia y difusién. En el caso de cultivos en suspension, la
transferencia de materia entre fases puede limitar el crecimiento: por g emplo, el oxigeno se
suministra en fase gas, y tiene que llegar alafase liquida para ser consumido. En el caso de
células inmovilizadas, no solo hay que tener en cuenta la transferencia entre lafase gasy la
liquida, sino que adquiere también importancia la transferencia entre la fase liquida y la
soliday la posterior difusion en el sélido (Garrido et al., 1997).

1.4.3.- Factores que inhiben el crecimiento

I nhibicion por substrato o producto

* NH4", NO,. Como resultado del estudio de la inhibicion de la nitrificacion por
NH3z y HNO; se propuso un diagrama (figura 1.16.) que combinaba e pH con € efecto
inhibitorio de los compuestos NHs y HNO, en los cocultivos de Nitrosomonas Yy
Nitrobacter (Anthonisen et al., 1976). En este diagrama se pueden observar diferentes
zonas, en las que existe inhibicion o no de alguna o de ambas especies debido a la
concentracion de las especies NHz y HNO, (verdaderos inhibidores), a ese pH.

* O, a elevadas concentraciones el oxigeno es inhibidor e induce a un aumento de
la acumulacién de polifosfatos (Prosser, 1989). No obstante, la inhibicion por oxigeno
parece mas importante en procesos en los cuaes se afiade oxigeno puro o una elevada
presién parcial de oxigeno, que en los que se aporta aire.
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* Materia organica: ya se ha comentado la posibilidad de crecimiento en medio
mixotréfico por parte de las bacterias que oxidan nitrito. Ademas, lejos de ser inhibidora
para estas bacterias, la presencia de materia organica acelerala velocidad de crecimiento de
Nitrobacter winogradskyi (Watson et al., 1989). La inhibicion por la materia orgénica
podria estar ligada més bien a hecho de que en poblaciones nitrificantes no axénicas, la
aparicion de una fuente de carbono organico altera los porcentajes de poblaciones relativas
de microorganismos, permitiendo € desarrollo de células que, dependiendo de la
disponibilidad de oxigeno estaran asociadas a uno u otro género, estableciéndose
competencias importantes. No obstante, se realizaron experimentos para intentar separar
este efecto del posible efecto inhibitorio sobre las bacterias que oxidan amonio (Hanaki et
al., 1990a,b). Las conclusiones de este estudio fueron, que la oxidacién de amonio por parte
de las bacterias amonio-oxidantes, presentaba un claro efecto inhibitorio debido a la
presencia de materia organica, mientras que no se observaba efecto en la oxidacion de
nitrito por parte de las bacterias nitrito-oxidantes.
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Figura 1.16.- Diagrama de Anthonisen. Zona 1 : inhibicién de Nitrosomonas
sp. y Nitrobacter sp. Zona 2 : inhibicién de Nitrobacter sp por NHz . Zona 3 :
nitrificacion. Zona 4 : inhibicién de Nitrobacter sp por HNO: .
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Inhibicion fisica

Inhibicién del crecimiento por la luz: la inhibicion por la luz es significativa en la
superficie del agua, donde se observa una reduccién del 50 % de la actividad de las
bacterias nitrificantes a intensidades de luz de un orden de magnitud tres veces menor que
laintensidad a plenaluz del dia. Nitrobacter parece ser més sensible a la fotoinhibicion que
Nitrosomonas (Prosser, 1989). En el crecimiento de las bacterias que oxidan amonio se
puede reducir la sensibilidad a la luz mediante ausencia de oxigeno o altas concentraciones
de amonio (Prosser, 1989).

Substancias téxicas

Al igual que en €l caso del pH o latemperatura, el efecto de |as substancias toxicas
sobre las bacterias nitrificantes depende de la concentracién de la substancia téxica y del
tiempo de exposicién a ésta. Las substancias toxicas mas referenciadas en el campo de las
aguas residuales son: tiourea, cianuro, fenoles, anilina (con efecto méas acusado sobre
Nitrosomonas), clorato y cianato (que producen una mayor toxicidad sobre Nitrobacter).

1.4.4.- Sistemas de nitrificacion biolégica en aguas residuales

Para llevar a cabo € proceso de nitrificacion de forma bioldgica se ha trabajado con
diferentes sistemas, entre |os cual es se distinguen principal mente dos tipos:

ad) Los sistemas con biomasa en suspension. Es € tratamiento biol6gico mas
extendido en la actualidad en el campo de las aguas residuales. Estos sistemas
consisten en biomasa suspendida en diferentes reactores en serie (un esquema de
la configuracion bésica que consta de un reactor y un sedimentador se presenta
en la figura 1.17.). Debido a la lenta velocidad de crecimiento de los
microorganismos implicados en el proceso (especialmente los responsables de la
oxidacién del amonio y del nitrito), se requieren grandes tiempos de residenciay
grandes tanques aerados para una eliminacion eficiente de los compuestos
nitrogenados. Por esta razén, se ha intensificado la investigacién y desarrollo de
sistemas compactos de nitrificacion-desnitrificacion tratando de minimizar €l
volumen requerido.

Afluente Reect Efluente
'y > et ———— > sedimentador ———

Purga de lodos
Recirculacion de lodos g

>

Figura 1.17.- Configuracion basica de un sistema de lodos activos.
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b) Los sistemas con biomasa inmovilizada. Los microorganismos responsables de
la nitrificacién se fijan en agun tipo de soporte, permitiendo de esta manera
trabgar con tiempos de residencia menores, y acanzar velocidades de
nitrificacion mas elevadas. Existen diferentes configuraciones y diferentes
formas de inmovilizacion.

1.4.5.- Sistemas de nitrificacion biolégica con biomasa inmovilizada

Como ya se ha comentado, |a concentracion de biomasa que se alcanza en sistemas
con células en suspension (sistemas de lodos activos), limita fuertemente la capacidad y la
efectividad del tratamiento. Una forma razonable de evitar esta limitacion seria concentrar
la biomasa en €l reactor. Esta concentracién puede realizarse mediante lainmovilizacion de
los microorganismos sobre un soporte solido o0 en su interior. La inmovilizacion se puede
definir como e confinamiento fisico de células en una region permitiendo que éstas
mantengan la actividad deseada. Mediante la inmovilizacion, el tiempo de residencia de la
fase liquida de un reactor que opera de forma continua, puede establecerse de forma
independiente de la velocidad de crecimiento especifico de los microorganismos que
intervengan en dicho proceso. También es posible obtener mayores concentraciones de
microorganismos para un mismo tiempo de residencia hidraulico, dado que éstos se
retienen en el reactor. De esta manera, se pueden alcanzar capacidades de nitrificacién
mayores, utilizando reactores menores, con la ventagja adicional de que las células pueden
separarse del efluente tratado mucho més facilmente, eliminandose la dependencia de
operaciones como la sedimentacion o la centrifugacion.

Por otra parte existen varios estudios que demuestran que bao numerosas
condiciones, |os procesos con células inmovilizadas tienen otras ventgjas sobre |os sistemas
de células en suspension. Como gemplos directamente relacionados con la nitrificacion
biol6gica se puede citar la disminucion de la sensibilidad ante bajas temperaturas (Tanaka
et al., 1996, Wijffels y Tramper, 1995) o e aumento de la tolerancia en presencia de
agentes inhibitorios (Tsai et al., 1986, Hunik et al., 1992). Esta disminucion de la
sensibilidad ante condiciones externas parece estar relacionada no con un efecto real de
proteccion, sino con una mayor profundidad de penetracién de los substratos limitantes en
las capas de biomasa, como resultado de un descenso en la actividad de la biomasa mas
cercana a la fase liquida. La biomasa mas interna posee por tanto, un papel importante
como “biomasa tampdn” gue permite a sistema enfrentarse mejor a condiciones adversas
(Martins dos Santos et al., 1998; Characklisy Marshall, 1990).

Antes de describir a grandes rasgos las configuraciones béasicas méas comunes de los
sistemas de nitrificacion con biomasa inmovilizada, es interesante diferenciar los posibles
tipos de inmovilizacion. De entre los distintos métodos de inmovilizacion de células, se
puede distinguir entre los que se basan en la adhesion o enlace sobre una superficie o los
que realizan una inclusién de las células en una particula sdlida. En procesos de
nitrificacion, las células inmovilizadas se acostumbran a dividir entre células adheridas de
forma natural (biopeliculas, adhesion sobre una superficie), y células inmovilizadas de
forma artificial. Aungue el segundo es un proceso mas reproducible, €l primero es mucho
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mas simple, lo cua es una ventgja importante, sobre todo en sistemas de depuracion de
aguas residuales. Un segundo aspecto importante a destacar de los sistemas de adhesién
sobre una superficie es que, dada la reversibilidad del proceso, un correcto disefio de la
operacion de los reactores permite gercer un control sobre la cantidad de biomasa
inmovilizada, sin necesidad de detener la operacion, caracteristica muy favorable en el caso
del compartimento |11 del proyecto MELISSA, como se comprobard més adel ante.

La inmovilizacion artificial se ha utilizado para estudiar mas en profundidad el
proceso de nitrificacion, ya que son sistemas mas controlables y mejor definidos (Wijffels,
1994). En los procesos de nitrificacion, la forma habitual de inmovilizar las células de
forma artificial es atrapandolas en una matriz polimérica. En genera, mediante este
procedimiento, una suspension celular se mezcla con una suspension del pre-polimero y la
mezcla se hace polimerizar en su formafinal (generalmente esferas de entre 0.5y 3 mm de
diametro), o en una forma que pueda ser posteriormente extrusionada (cubos o cilindros
para formar l&minas o fibras). Existen varios principios en laformacion del gel: gelificacion
ionotropica, gelificacion térmica, entrecruzamiento (‘cross-linking’) y polimerizacién entre
otros. Los materiales utilizados pueden ser tanto polisacéridos naturales (como alginato,
carragenato o agar), como polimeros sintéticos (acohol polivinilico, poliacrilamida,
poliuretano y sus derivados) (Martins dos Santos et al., 1998).

Uno de los métodos mas comunes utilizados para € estudio de procesos de
eliminacién de nitrégeno con células inmovilizadas artificialmente consiste en atrapar
microorganismos nitrificantes (desnitrificantes 0 mezclas de ambos) en cuentas de alginato
0 carragenato, formadas a partir de la extrusion de una mezcla de célulasy la suspensién de
gdl, y su posterior gelificacion por contacto con iones (calcio, potasio, etc.). En este tipo de
sistemas es posible trabgar con poblaciones de células perfectamente definidas,
cuantificadas y uniformemente distribuidas en la particula de biocatalizador (Wijffels,
1994).

Sistemas de nitrificacion bioldgica con células inmovilizadas mediante
biopelicula

En el caso de células inmovilizadas de forma natural, los sistemas més utilizados en
la actualidad, en € caso de la nitrificacion bioldgica, en el campo de las aguas residuales
son los filtros percoladores, los biodiscos o contactores rotatorios bioldgicos, filtros
sumergidos y lechos moviles (véase figuras 1.18.-21, y tabla 1.6.). Aungue inicialmente
estos sistemas fueron concebidos para redlizar Unicamente el proceso de nitrificacion,
actuamente todos ellos pueden incorporar variaciones que permitan €l crecimiento de
microorganismos desnitrificantes (Martins dos Santos et al., 1998). Debido a que € érea
especifica de este tipo de sistemas es relativamente baja, la capacidad de nitrificacion que
tienen es limitada. Para mejorar dicha capacidad es necesario aumentar €l &rea especifica
del soporte, aspecto que se consigue utilizando particulas méas pequefias. Este seria €l caso
de sistemas de lecho fijo y de lecho fluidizado. Estos reactores contienen particulas solidas
de diametro reducido, entorno a las cuales se adhiere y desarrolla la biopelicula integrada
por |os microorganismos nitrificantes.
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Efluente

Figura 1.18.- Esquema de un filtro percolador, (adaptado de Garrido, 1996).

Afluente Efluente
e T

Visalateral Vista frontra

Figura 1.19.- Esquema de un sistema de biodiscos o contactores rotatorios biolégicos, (adaptado de
Martins dos Santos et al., 1998).
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Figura 1.20.- Esquema de un filtro sumergido. A: flujo ascendente, B: flujo descendente, (adaptado de

Garrido, 1996).

Afluente
i .
P~ S
.
Particulas de ° *
poliestireno
Aeracion ? ? ?

Efluente

Rdilla
metdlica

Figura 1.21.- Esquema de un reactor de lecho mévil (adaptado de Martins dos Santos et al., 1998).
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De entre los distintos tipos de sistemas descritos, cuyas principales caracteristicas se
recogen en latabla 1.6., cabe destacar que dentro de los denominados filtros sumergidos, se
pueden diferenciar principal mente dos tipos de sistemas, dependiendo de la naturaleza del
soporte: filtros sumergidos convencionales y lechos flotantes. Los lechos flotantes reciben
esta denominacion debido a que e material del soporte utilizado (poliestireno,
polipropileno y polietileno) tiene una densidad menor que la del medio; este hecho
disminuye el consumo de energia necesario para bombear €l fluido através del lecho, y por
otra parte, facilita la limpieza en contracorriente. Los lechos fijos utilizados pararealizar la
parte experimental del presente trabajo son de este tipo: “flotantes’, ya que como ya se ha
mencionado, el soporte utilizado es poliestireno.

Tabla 1.6.- Caracteristicas principales de los sistemas de nitrificacién con células inmovilizadas a
modo de biopelicula. Comparacién con un sistema de lodos activos convencional. El area especifica es
antes del desarrollo de la biopelicula, (adaptado de Martins dos Santos et al., 1998).

Sistema de nitrificacion Didmetro delas Area Concentracion ~ Capacidad
particulas de especifica debiomasa  denitrificacion
soporte (mm) (m?md) (g/L) kg N.m® dia*
L odos activos = -- 05-6 0.2-0.6
Filtro percolador 2-5 150 - 300 5-15 04-0.8
Biodiscos -- 200 —400 5-15 0.2-05
Filtro sumergido 1-5 200-700 5-15 04-15
L echo movil 2-10 100 -500 3-10 0.3-0.6
L echo fluidizado 0.2-2 1500 - 3000 5-60 1-3
Reactor tipo Gas-lift 0.2-25 1500 - 3000 5-60 1-6
Reactor es de membrana -- 200 - 1500 3-40 05-3

Muchos de los sistemas convencionales basados en biomasa inmovilizada
anteriormente descritos han mejorado considerablemente la efectividad y la eficiencia de la
nitrificacién (y en general, la eliminacién de nitrogeno). Estos sistemas estan siendo
utilizados en la actualidad en el tratamiento de aguas residuales, como resultado de las
mejoras en € disefio de estas unidades de tratamiento. Al conseguir trabajar con una
concentracion relativamente elevada de biomasa, estos reactores son muy adecuados para
tratar caudales importantes de aguas residuales con una baja concentracion de compuestos
nitrogenados. Sin embargo, en e caso de afluentes con elevada concentracion de
compuestos nitrogenados, estos tipos de reactores no son todavia suficientemente
compactos, y tienen una limitacion en cuanto a la capacidad de nitrificacion volumétrica.
Esto es debido basicamente a dos causas: baja area especifica de biopelicula (200-500
m?/m?), y coeficientes de transferencia de materia relativamente pobres, como consecuencia
de una mezcla deficiente (Martin dos Santos et al., 1998). Ademas, con excepcién de los
lechos moviles, este tipo de sistemas tiene un importante inconveniente debido a la
necesidad de frecuentes lavados en contracorriente, para evitar la colmatacion del lecho.

Para mejorar estas limitaciones se han desarrollado otros sistemas con nuevos
disefios y concepciones, entre otros. lechos fluidizados, reactores tipo gaslift y
configuraciones compactas (véase tabla 1.6.), que integran nitrificacion y desnitrificacion
en zonas diferenciadas del sistema, combinando zonas aerobias con zonas anaerobias
(Martin dos Santos et al., 1998). Una aproximacion diferente a sistema es no dividir €l
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reactor en zonas diferenciadas, sino que las zonas diferenciadas (con especies de
microorganismos diferentes) estan incluidas en |as particul as de biocatalizador, asi surgio €l
concepto de las denominadas “cuentas mégicas’ (Tramper et al., 1984 y 1987). Estas
particulas de gel contienen dos estratos. € externo, que estd ocupado por las células
nitrificantes, mientras que el interno alberga a las células desnitrificantes. De este modo, €l
acceso a oxigeno queda favorecido para las primeras, y a ser consumido no alcanza €l
corazén de la particula, que se halla en anaerobiosis. Uno de los inconvenientes de este
sistema es que aparecia competencia por € oxigeno entre las células nitrificantes y los
heter6trofos aerobios que se adherian ala superficie del biocatalizador.

Por Ultimo, otro grupo de reactores con el que se hatratado de mejorar la eficacia de
los procesos de nitrificacion son los denominados reactores de membrana (véase también
tabla 1.6.). La configuracién més sencilla seria un reactor de células en suspension con un
modulo de membranas que permite extraer e efluente libre de biomasa (Brindle y
Stephenson, 1996). Otra concepcion diferente es la presentada por Timberlake et al. (1988),
denominado sistema de biopelicula de soporte permeable. En esta configuracion los
microorganismos se fijan en una membrana permeable y 1o hacen de forma estratificada: la
capa contigua a la membrana, por donde llegard el oxigeno, est4 colonizada por células
nitrificantes, contiguo a este estrato, se hallan los heterétrofos aerobios, y en dltimo lugar
los microorganismos desnitrificantes, en contacto directo con la fase liquida de biorreactor.
De forma que estas membranas estan sumergidas en un médulo en € que se suministra el
agua a tratar en el espacio exterior de las fibras en una zonay la aeracién en otra (figura
1.22.).

Capa
. desnitrificante
Membrana Capannitrificante
permeable a
oxigeno Transferenciade
//oxigeno
Biopelicula W
\
\
w4 /
Biorreactor

Capa heterétrofa
aerobia

1

Afluente Oxigeno Afluente

Figura 1.22.- Esquema de un sistema de biopelicula de soporte permeable, (adaptado de Martins dos
Santos et al., 1998).
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1.4.6.- Crecimiento en biopelicula

Aplicando ciertas condiciones (habitualmente una velocidad de dilucion en el
reactor que exceda la velocidad especifica maxima de crecimiento de las células, van
Loosdrecht y Heijnen, 1993), muchos microorganismos se adhieren a la superficie de un
solido (preferiblemente rugoso), formando una biopelicula.

Los sistemas de biomasa fijada mediante biopelicula son complejos debido a la
combinacion de factores como el crecimiento bacteriano, € consumo de substrato,
adherencia, transferencia de materia externa e interna de substrato y productos, muerte
celular, pérdida de biopelicula por la erosion, estructura del material de soporte,
competencia entre especies de bacterias (Wijffels, 1994), compresiéon y deformacién de la
biopelicula y/o soporte, etc.

Descripcion de la formacién de biopeliculas

La formacion de biopeliculas es un proceso que se ha descrito en profundidad por
varios autores (Nogueira et al., 1998; Wijffels, 1994; Tijhuis et al.; 1995 Capdeville, 1992
y Characklis y Marshall, 1990 entre otros). La descripcién més detallada de este proceso
(de las consultadas) es la propuesta por Characklis y Marshall (1990). Estos autores
distinguen entre dos tipos adhesién para describir e proceso de la formacion de
biopeliculas: inicialmente los primeros microorganismos se adhieren directamente al
soporte (adsorcion). Mientras el soporte disponga de superficie sin colonizar este proceso
se puede seguir produciendo, pero, simultaneamente, ocurre el segundo mecanismo de
adhesion: la adhesion de células o unidades formadoras de colonias que se unen a las
células que ya estén unidas a soporte, de forma que esta adhesién se lleva a cabo desde la
fase liquida ala biopelicula (y no directamente al soporte).

La adhesion de las primeras células a soporte, denominada proceso de adsorcién, se
puede llevar a término de forma quimica (generalmente irreversible, y que se produce
gracias a una interaccion quimica, como, por gemplo, enlace covalente o iGnico) o
mediante una adsorcion fisica (reversible, mas débil, mediante puentes de hidrégeno,
fuerzas de van der Waals, enlaces de coordinacion,...). Una posibilidad habitual de
adsorcion irreversible es la que se realiza mediante substancias poliméricas extracelulares
(EPS, véase figura 1.23.), producidas por |os microorganismos.

Tanto € proceso de adsorcion al soporte como la adhesion de biomasa a la
biopelicula, esta influenciado principalmente, por tres factores. e tipo de flujo existente
(laminar o turbulento), lamicrorrugosidad del soporte (o biopelicula) y el estado fisiolégico
de los microorganismos.
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EP_

Gram positivo Gram negativo

Figura 1.23.- Representacion esquematica de la pared celular de
las bacterias gram positivo y gram negativo. EPS: substancias
poliméricas extracelulares, ME: membrana externa, PG:
peptidoglicano, EP: espacio periplasmatico, MP: membrana
plasmética, CT: citoplasma.

Lamicrorrugosidad del soporte (y de la biopelicula), afecta directamente el proceso
debido a dos causas. la rugosidad aumenta el érea disponible (el érea especifica
soporte/fase liquida), y protege a las células ya adsorbidas frente a la turbulencia y las
fuerzas de cizalla

En e desarrollo de la biopelicula intervienen varios procesos (en la figura 1.24. se
esquematiza una vision global de los mismos): transporte y difusién de los substratos
(incluyendo el oxigeno) a través de la fase liquida y hasta la biopelicula; transporte de
células hasta el soporte; adsorcién/desorcion de células a/del soporte; crecimiento celular,
formacion de producto y muerte en la fase de la biopeliculay adhesi6n/desprendimiento de
células en lainterfase biopelicula/fase liquida. La evolucion del grosor de biopelicula sigue
normalmente una funcion sigmoidea (Characklisy Marshall, 1990).

La evolucién de la formacion de una biopelicula bacteriana se esquematiza en la
figura 1.25. La formacién natural de biopeliculas se inicia sobre un soporte debido al
crecimiento bacteriano; € espesor de la biopelicula se incrementa, siendo este crecimiento
contrarrestado Unicamente por e desprendimiento de biomasa (aunque podria afectar la
compactaciéon de la biopelicula, que alteraria su densidad y por tanto su espesor), 1o que
llegado € momento lleva a una situacién pseudoestacionaria en la que la velocidad de
formacion de biomasa esigual ala de desprendimiento (Garrido, 1996).
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Figura 1.24.- Representacion esquematica de los procesos que contribuyen al desarrollo de la
biopelicula (adaptado de Characklis y Marshall, 1990).

biopelicula

soporte

tiempo

Figura 1.25.- Representacion esquematica de la formacioén de la biopelicula. (Wijffels, 1994)

La formacién y desarrollo de biopeliculas sobre un soporte se puede describir
macroscopicamente, mediante varias etapas (Capdeville, 1992):

|. Fasedelatencia: € soporte no esta cubierto de biomasa.

Il. Crecimiento dindmico: el soporte se recubre de una biopelicula.

I11. Fase de crecimiento lineal: la biomasa se acumula proporcionalmente al tiempo.
IV. Desprendimiento: ocurre cuando la biopelicula se ha desarrollado plenamente.
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Otros autores, (Nogueira et al., 1998; Tijhuis et al., 1995), diferencian tres estadios
en el proceso de colonizacion del soporte por parte de las células (fases | y 1l en la anterior
descripcidn) (véase figura 1.26.):

l. Adhesion delas cdulas.

. Formacion de biopelicula en las concavidades del soporte (Ia biopelicula no
recubre el soporte de forma homogénea).

. Extension de la biopelicula desde |as areas colonizadas al resto de superficie
(hasta que €l soporte esta cubierto de forma completa u homogénea).

v v %

Soporte Soporte
Soporte, parcialmente recubierto
inicialmente cubierto de total mente por
sin colonizar células d biofilme

Figura 1.26.- Representacion esquematica de las fases en el
proceso de formacion de biopelicula (adaptado de Tijhuis et
al., 1995).

Existe una amplia variedad de materiales utilizados como soporte para la
inmovilizacion natural de células mediante biopelicula. Estos soportes (a menudo con
forma esférica o cilindrica y preferiblemente rugosos) incluyen arena, basalto, madera,
grava, arcilla, carbon activo, acero inoxidable, cerdmica, materiales plasticos (poliestireno,
poliuretano), entre otros.

Muchas de las biopeliculas naturales contienen diferentes grupos de bacterias, cada
una con sus propias necesidades y parametros de crecimiento especificos. Esto significa
gue en este tipo de procesos se estableceran gradientes de concentracion de substrato, y por
tanto aparecerd competencia entre especies por el espacio a ocupar en la biopelicula (cuanto
mas externa sea la posicion, mas substrato habra disponible) y por los tipos de substratos a
consumir (Martins dos Santos et al., 1998). Debido a la mencionada competencia entre
especies, las hiopeliculas se desarrollardn en estructuras estratificadas, en las cuales, las
células mas cercanas a la superficie serén las que tendran una mayor velocidad de
crecimiento.

1.4.7.- Biopeliculas frente a inmovilizaciéon por inclusion

La inmensa mayoria de sistemas descritos estdn basados en reactores con células
inmovilizadas, en algunos casos de forma natural (biopelicula), mientras que en otros
mediante inclusiéon de los microorganismos en gel. En ambos casos las células
experimentan restricciones similares en e transporte de substrato en la interfase liquido-
solido y a través de la fase sdlida (biopelicula 0 matriz de inmovilizacion). Sin embargo,
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existe una diferencia importante: en las particulas de gel existe inicidmente una
distribucion homogénea (definida) de biomasa, que termina concentrandose en la zona
préxima ala superficie de la particula.; mientras que en el caso de biopeliculas adheridas de
forma natural, €l crecimiento consiste en la acumulacion de células en la superficie de una
particula de soporte inicialmente no colonizada.

Por tanto, mientras que €l crecimiento celular provoca que la densidad de biomasa
aumente en € interior de las particulas de gel, en las biopeliculas disminuye € érea
especifica de la particula de biocatalizador. En estado estacionario, como ya se ha descrito,
parte de la biopelicula se desprende, fendmeno que depende en gran medida de la
turbulencia y las fuerzas de cizalla que actian sobre la estructura de la biopelicula. En €l
caso de particulas de gel, s éstas poseen una estructura mecanicamente estable no sufren
desprendimiento de células, sin embargo, en este caso también se produce liberacion de
células a medio liquido, una vez las particulas han alcanzado la maxima capacidad para
soportar células, €l crecimiento celular en la particula se traduce en la liberacion de células
al medio liquido del reactor (Wijffels, 1994). Por lo tanto, en ambos casos terminan
apareciendo células en suspension en € efluente.

De todo €ello se puede concluir que aungque se parta de metodologias distintas, la
estructura final de la particula que se consigue a nivel de distribucion espacial de células es
bastante parecida.

Como ventgjas y desventajas relevantes de |os procesos de inmovilizacion mediante
biopelicula aplicados a procesos de nitrificacion, se pueden citar:

El procedimiento de inmovilizacién en el caso de biopeliculas es mucho més simple y
con menor coste econoémico.

Los materiales empleados en la inclusidn artificial de células son méas caros que los
empleados como soporte en lainmovilizacion a modo de biopelicula.

Las particulas extrusionadas a partir de polimeros naturales (alginato y carragenato),
tienen una carencia importante de estabilidad mecanica y son biodegradables por
microorganismos presentes en las aguas residuales. En cambio, los materiales tipicos de
soporte en biopeliculas (basalto, silicatos o carbdn activo), son inertes, resistentes y
obviamente no biodegradables. No obstante, se han utilizado polimeros sintéticos que
han dado resultado positivos agran escala (Tanaka et al., 1996).

Los procesos de inmovilizacion natural en biopelicula, permiten trabajar con particulas
de diametro muy reducido (Tijhuis et al., 1996), lo cua aumenta de formaimportante el
area especifica disponible, permitiendo alcanzar velocidades de nitrificacion mas
elevadas que en e caso de |os microorgani smos encapsul ados.

Las biopeliculas no son sistemas completamente definidos. De hecho existen todavia
muchos interrogantes entorno a su formacion y crecimiento, su estructura, €l
desprendimiento de biomasa, las dindmicas de las poblaciones implicadas, €l
escalado,... Por esta razon estos sistemas son mas compl jos.

Debido a la falta de conocimiento profundo de los sistemas de biopelicula y a su
natural eza dinamica que se ve afectada por multiples factores, €l disefio, la optimizacién
y e control de estos reactores son dificiles de abordar de una forma perfectamente
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definida y los modelos matematicos que se desarrollan para describir este proceso
suelen ser muy compleos, con pardametros dificiles de ser evaluados, o deben incluir
necesariamente simplificaciones razonables, que permitan una descripcion satisfactoria
del sistema (en el caso de sistemas como el del proyecto MELISSA, en el que se trabga
con células axénicas, este inconveniente se puede evitar). Y por Ultimo laturbulenciay
las fuerzas de cizalla que aparezcan en el sistema van a terminar determinando tanto el
grosor como la densidad de la biopelicula.

La puesta en marcha de sistemas de inmovilizacion a modo de biopelicula es mucho
mas larga que en € caso de las células incluidas en una matriz polimérica (Tijhuis et al.,
1995).

En los procesos en biopeliocula existe la posibilidad de controlar € desarrollo excesivo
de ésta, de forma que es posible alargar la duracion de la operacion (caracteristica muy
relevante para e proyecto MELISSA), lo cual resulta imposible en e caso de la
inmovilizacion artificial.

1.5.- Modelos del proceso de nitrificacion biolégica en biopelicula

Los modelos matematicos utilizados para describir sistemas biol dgicos representan
tan s6lo una aproximacion alarealidad: “Incluso la més simple célulaviva es un sistema de
tan imponente complejidad que cualquier descripcion matematica es una aproximacion
extremadamente modesta’ (Bailey, 1998); o “todos los modelos son incorrectos, pero
algunos son Utiles’ (Brown, 1997).

La complicacion de cualquier sistema biolégico estd acentuada en el caso de las
biopeliculas. El desarrollo de modelos matematicos que describan los sistemas con
biopeliculas dispone de un valor afiadido importante. Debido a la complejidad de estos
sistemas y junto con las dificultades experimentales que comporta su estudio (acentuadas,
si cabe, en e caso de biopeliculas axénicas), |os model os mateméticos se convierten en una
herramienta casi indispensable para estudiar tanto el proceso bioldgico, fisico y quimico,
asi como €l sistemaen si mismo (Gujer y Wanner, 1990).

En general, la modelizacién de sistemas biolégicos pretende responder a una serie
de necesidades que deben ser definidas anteriormente a la formulacion del modelo:
organizar la informacién de una forma coherente, definir qué componentes e interacciones
son relevantes en e sistema, estudio de nuevas estrategias, profundizar en la comprension
de las caracteristicas fundamentales del sistema, permitiendo de este modo demostrar
incluso aspectos que difieren del conocimiento aceptado hasta el momento (Bailey, 1998).

En general los modelos de sistemas en biopeliculas se pueden dividir en dos
subsistemas: un subsistema que describiria las concentraciones de substrato y otro que
describiria las concentraciones celulares y la distribucién de cada una de las poblaciones.
Los tiempos caracteristicos de cada uno de estos subsistemas son muy diferentes. Por esta
razon, dependiendo del subsistema de interés, es habitual considerar que uno de €ellos se
encuentra en estado estacionario. De este modo, |os model os que se hallan en la bibliografia
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se pueden clasificar, principamente, en: modelos de estado estacionario y modelos
dindmicos.

En & proceso de nitrificacion biolégica mediante biopeliculas, una aproximacion
usual es considerar despreciable € crecimiento y solo tener en cuenta la degradacién que
producirdn las células, suponiendo que la biopelicula se halla en un estado
pseudoestacionario. Esta aproximacion, unicamente describird adecuadamente el estado
estacionario, y por tanto no permitira obtener informacion de los periodos transitorios de
respuesta del sistema a una determinada perturbacion cualitativamente importante. Otro
inconveniente de este tipo de modelos es que e grosor de biopelicula debe ser
perfectamente conocido. Para biopeliculas con dos poblaciones celulares e modelo
propuesto por Wik y Breitholtz (1996), aporta una aproximacion a la solucion en estado
estacionario.

En & caso de modelos dindmicos, éstos se caracterizan por describir € proceso
tanto en el caso de periodos transitorios como en el caso de estados estacionarios, por tanto,
tienen en cuenta & crecimiento de los microorganismos. En este tipo de modelos, el grosor
o la densidad de la biopelicula aumentard o disminuird en funcion del tiempo. Esta
variacion, sin embargo, debe tener una restriccion fisica o biologica, un méximo. En
general, la biopelicula se desarrollara mientras que la velocidad de crecimiento sea mayor
que la velocidad de muerte celular. Habitualmente, la pérdida de porciones de biopelicula
por la erosién o una limitacion en el crecimiento acota € grosor de la pelicula celular, en
caso contrario labiopelicula creceria de formainfinita (Chen et al., 1989).

La pérdida de porciones de hiopelicula es un proceso complejo, que no sblo
depende de la difusién de los substratos y de su consumo, sino también de la turbulencia
presente alrededor de la superficie de la biopelicula.

L os model os dinamicos son realmente complej0s, ya que se requieren ecuaciones en
derivadas parciales y dependiendo del modelo de flujo utilizado, una o0 dos variables
espaciales. Una de las descripciones mas exhaustivas es la propuesta por Wood y Whitaker
(2000), en la que se consigue describir los problemas difusionales y de reaccién en
biopeliculas y sistemas celulares en los que la velocidad de reaccion estd limitada
simultaneamente por €l substrato y por el aceptor de electrones.

La seleccidon del tipo de modelo estard, no obstante, ligada a las aplicaciones
posteriores. Es decir, en caso de que el modelo quiera ser utilizado pararealizar acciones de
control sobre el sistema, el tiempo de célculo es realmente una variable muy condicionante.
Ademas, a menudo, en este tipo de sistemas, la utilidad de los modelos mateméticos esta
sin duda enfocada a la descripcion de los resultados experimentales, y a menudo, una
descripcion cualitativa del comportamiento se considera satisfactoria. Desde este punto de
vista, las aproximaciones que permitan disminuir la complegjidad de las expresiones
matematicas, asi como la reduccion del niumero de parametros a optimizar son de vital
importancia.
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OBJETIVOS

El objeto principa del trabgo es desarrollar e tercer compartimento
(compartimento nitrificante) del proyecto MELISSA. Como se ha descrito en el apartado
1.3., este trabgjo parte de unos antecedentes en los que se definid € tipo de biorreactor para
este compartimento (lecho fijo con células inmovilizadas), €l tipo de soporte (poliestireno)
y se construyd un primer reactor a escala piloto (aunque de formaincompletay sin llegar a
ponerse nunca en marcha). A partir de este punto, y para alcanzar el objetivo de este
trabajo, se plantean las siguientes metas especificas:

Obtencién de suficiente biomasa de las dos cepas bacterianas (Nitrosomonas europaea
y Nitrobacter winogradskyi) como para poder inocular los diferentes reactoresy llevar
a cabo larealizacion de experimentos.

Configuracion del control bésico del reactor piloto (pH, temperatura, oxigeno disuelto,
sobrepresion 'y control de nivel).

Disefio y desarrollo de reactores de lecho fijo a escala laboratorio, que permitan
complementar €l trabgjo efectuado en el reactor a escala piloto.

Caracterizacion fisica de los reactores. estudio del tipo de flujo en el reactor mediante
experimentos de distribucion del tiempo de residencia, determinacion de volumenes de
cada una de las fases y transferencia de materia entre fases (coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno).

Experimentos de nitrificacion que permitan el estudio de las variables y condiciones
basicas que afectan a proceso, tanto en estado estacionario como en los periodos
transitorios: oxigeno disuelto, tiempo de residencia, temperatura, etc.

Construccion de modelos que permitan profundizar en el estudio del proceso de
nitrificacion biolégica en biopelicula, en la interpretacion del comportamiento de los
reactores y en la definicion de condiciones de operacion.
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MATERIALES Y METODOS

3.1.- Cepas utilizadas y medios de cultivo

Se utilizaron las siguientes cepas de bacterias procedentes de la American Type
Culture Collection:

Nitrosomonas europaea (ATCC 19718), bacteria capaz de oxidar €l amonio a
nitrito.

Nitrobacter winogradskyi (ATCC 25391), bacteria capaz de oxidar € nitrito a
nitrato.

Medios de cultivo

a.- Medios de recuperacion de las cepas

Las cepas se recibieron o bien liofilizadas (Nitrobacter winogradskyi) o en
suspensién (Nitrosomonas europaea). Para recuperarlas se utilizaron |as recomendaciones y
los medios propuestos por la ATCC. Para Nitrosomonas europaea se utilizd el medio
n° 221 (tabla 3.1.) y para Nitrobacter winogradskyi el medio n° 480 (tabla 3.2.).

b.- Medios de cultivo

Para |os cultivos de Nitrosomonas europaea se utilizé el medio que se muestraen la
tabla 3.3. (adaptado de Wijffels, 1994). Para los cultivos de Nitrobacter winogradskyi se
utilizaron principa mente dos medios:

Medio mixotrofico. La composicion de este medio (adaptado de Hendrikus et al.,
1993), se detalla en la tabla 3.4. Se utilizd iniciamente para acelerar €l
crecimiento de los cultivos. Ya se ha comentado en e primer capitulo la
capacidad de estas bacterias para consumir una fuente de carbono organica.
Crecer en estas condiciones aumenta de forma muy notable la velocidad de
crecimiento (en un medio con extracto de levadura, peptona y acido pirdvico
estas bacterias disminuyen el tiempo de duplicacion y aumenta el crecimiento
celular en un factor de 10 (Watson et al., 1989)).

Medio autétrofo. La composicion de este medio se especifica en la tabla 3.5.
(adaptado de Wijffels, 1994).

Para |los cocultivos se utilizo el medio que se muestra en la tabla 3.6. (adaptado de
Wijffels, 1994).
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Tabla 3.1.- Medio n°® 221 de la ATCC (recuperacién de Nitrosomonas europaea). Ajustar el pH a 8.2 con
K2COs3 (50 %). Autoclavar por separado sales de calcio y magnesio. ( * La soluciéon de Fe / EDTA se
prepara con 0.14 g de EDTA (sal disédica), 0.50 g de FeSO4-7H20, 0.05 ml de H2SO4 concentrado y 100

ml de agua destilada).

Componente Cantidad por litrode
agua destilada

(NH4)2S0O4 3.0¢g
K,HPO, 0.5 g

Fe/ EDTA’ 0.1 mL
NaH,PO,-2H,0 0.78 g

MgSO, 0.05¢

CaCl, 4010%g

Tabla 3.2.- Medio n° 480 de la ATCC (recuperacion de Nitrobacter winogradskyi). Ajustar el pH a 8.2
con Na2COs (50 %).La solucion de Fe / EDTA se prepara igual a la del medio de la tabla 3.1.Las

soluciones A, B, D, E y F se detallan en la tabla 3.2bis.

Componente Cantidad por litrode
agua destilada
solucién A 0.5mL
solucion B 0.5mL
Fe/ EDTA 1.0mL
solucion D 0.5mL
solucién E 0.5mL
solucion F 0.01 mL

Tabla 3.2bis.- Composicion de las soluciones A, B, C, D, E y F del medio n° 480 de la ATCC (recuperacion
de Nitrobacter winogradskyi).

Solucién Componente Cantidad
A CaCl, 2.0g
agua destilada 100 mL
B MgSO,-7H,0 20.0g
agua destilada 100 mL
D (N H4)6M 07054-4H,0 0.08 g
ZnS0y-7H,0 01lg
CuS0O,4-5H,0 0.02g
CoCl,-6H,0 0.002g
M nC|2'4H20 0.2 g
agua destilada 1000 mL
E NaNO, 4149
agua destilada 100 mL
F K2HPO, 1749
agua destilada 100 mL
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Tabla 3.3.- Medio para cultivos de Nitrosomonas europaea. Ajustar el pH a 8.2 con carbonato de sodio. (
* Compuestos que se esterilizaban por separado o se filtraban (0.22 mm) posteriormente a la

esterilizaciéon en autoclave).

Componente

Masa (g) por litrode
agua destilada

(NH3)2S04
FeSO,4-7H,0
CuS04-5H,0
NaHPO,
NaH,PO,-2H,0
MgSO,7H,0 "
CaCl,2H,0

1.32
0.0025
1.2.10*
0.71
0.78
0.052
7.410"

Tabla 3.4.- Composicion del medio mixotréfico utilizado en los cultivos de Nitrobacter winogradskyi.
Ajustar el pH a 8.2 con carbonato de sodio. ( * Compuestos que se esterilizaban por separado o se
filtraban (0.22 mm) posteriormente a la esterilizacién en autoclave). Solucién D: véase tabla 3.2bis.

Componente Cantidad por cadalitro
de agua destilada

NaNO; 0.691 g
NaCl 0.584 g
KH,PO, 0.150g
KCI 0.075¢g
Piruvato sddico (NaC3H30s3) 0.550¢
Extracto de levadura 15¢g

Peptona pancredtica 15¢9

MgSO,7H,0 0.049g
CaCl,-2H,0 " 0.147 g
solucion D (micronutrientes) 0.5mL

Tabla 3.5.- Composicién del medio inorganico que se utilizé en el cultivo de Nitrobacter winogradskyi.
Ajustar el pH a 8.2 con carbonato de sodio. ( * Compuestos que se esterilizaban por separado o se

filtraban (0.22 mm) posteriormente al autoclavado).

Componente Masa (g) por cada litro
de agua destilada

NaNO, 1.00
KH,PO4 0.68
NaHPO4-12H,0 1.79

(N H4)6M 07024'4H20 0.177
ZnS0,-7H,0 4.310°
CuS0,-5H,0 4.10°
NaHCO3; 0.0244
MgSO,-7H,0 0.0517
CaCl,-2H,0" 7.3410"
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Tabla 3.6.- Composicion detallada del medio del cultivo mixto de Nitrosomonas europaea y Nitrobacter
winogradskyi. ( * Compuestos que se afiadian filtrados (0.22 nm) posteriormente a la esterilizaciéon en
autoclave).

Componente Masa (g) por cada litro
de agua destilada

(NH4),SO0,4 1.32
FeS0,-7H,0 0.0025
CuS0,-5H,0 4-10°®
NaHPO, 0.71
KH,PO, 0.68
(NH.)6M 07054-4H,0 0.177
ZnS0,-7H,0 4.3-10°
MgSO,-7H,0 0.052
CaCl,-2H,0 " 7.4.10*
NaHCO; 0.8

3.2.- Andlisis de los compuestos nitrogenados

3.2.1.- Anédlisis de amonio (NH4")

El andlisis de la concentracion de amonio se rediz6 mediante dos métodos
diferentes:

Electroforesis capilar (Waters, Milford (MA) USA, Capillary lon Analyzer ).

Se trata de una técnica de separacion en la que la muestra es inyectada en un
extremo del capilar. En éste se separan los compuestos, segun su movilidad bajo el efecto
del campo €eléctrico que se aplica entre los dos extremos del capilar. El detector se sitlia en
el capilar. La deteccion de las especies separadas se realiza mediante la lectura de la
absorbanciaen laregion UV/Vis.

Para el catién amonio se utilizaban como condiciones analiticas, las presentadas en
latabla 3.7.

Meétodo colorimétrico quimico comercia: (Dr. Lange, Dusseldorf, Alemania,
cubetas test LCK 305, rango de andlisis 1-12 ppm).El principio de este andlisis se
basa en la reaccion de los iones amonio con iones hipoclorito y salicilato en
presencia de nitroferrocianida como catalizador (pH = 12.6) para formar azul de
indofenol. La medida de la absorbancia se realiza a 694 nm.

Los resultados de los dos métodos se contrastaron y aunque resultaban coherentes,

se ha utilizado més frecuentemente e método de reaccion quimica, debido a que los
andlisis se realizaban con una frecuencia poco elevada e interesaba conocer |os resultados
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rapidamente. Los andlisis mediante electroforesis capilar son més adecuados para analizar
un mayor nimero de muestras, ya gue, entre otras causas, es necesaria una calibracién
exhaustiva del aparato para obtener cierta precision. Esta consideracion se puede extender a
los andlisis de nitrato y nitrito, que se tratan a continuacion.

Tabla 3.7.- Condiciones analiticas que permiten analizar el amonio por electroforesis capilar en
presencia del catiéon potasio sin que éste sea una interferencia. ( * La composicion del electrolito es 30
mg de tropolona, 52 mg de éter 18-corona-6 y 60 mg de UV-Cat 2 por cada 100 ml de agua Milli-Q)

Electrolito UV-Cat 2, Tropolona, éter-18-corona-6 -
Capilar Silice fundida, 75 nm x 60 cm

Fuente de alimentacion Positiva

Potencial de andlisis 20KV

Intensidad de corriente aproximada | 12 nA

Modo de inyeccion Hidrostatico

Tiempo de inyeccion 30s

Tiempo de andlisis 6 min

Deteccion UV indirecta 185nm / |&mpara de mercurio
Temperatura 20°C

Tiempo de purga automatica 2min

Velocidad de adquisicion de datos | 10 puntos/s

3.2.2.- Andlisis de nitrato (NO3)

Al igual que en & caso del amonio se utilizaron dos métodos de andlisis:

Electroforesis capilar: en € caso del andlisis de nitrato se utilizaron como
condiciones analiticas las que se especifican en la tabla 3.8. En este mismo
analisis se consigue determinar la concentracion de nitrito en la muestra.

Método colorimétrico quimico comercia: (Dr. Lange, Dusseldorf, Alemania,
cubetas test LCK 339, rango de andlisis: 0.23 - 13.5 ppm).El principio de este
andlisis se basa en la reaccion de los iones nitrato, en soluciones que contienen
&cido sulfarico y fosforico, con 2,6-dimetilfenol para formar 4-nitro-2,6-
dimetilfenol, que se cuantifica mediante la absorbanciaa 370 nm.
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Tabla 3.8.- Condiciones de analisis mediante electroforesis capilar de iones nitrato y nitrito (‘se trata
de un electrolito comercial de la marca Waters)

Electrolito lonselect High Mobility Anion Electrolyte
Capilar Silice fundida, 75 nm x 60 cm

Fuente de alimentacion Negativa

Potencial de andlisis 15 KV

Intensidad de corriente aproximada | 14 nA

Modo de inyeccion Hidrostatico

Tiempo de inyeccion 30s

Tiempo de andlisis 5 min

Deteccion UV indirecta 254 nm / lampara de mercurio
Temperatura 25°C

Tiempo de purga automéatica 2min

Velocidad de adquisicion de datos | 20 puntos/s

3.2.3.- Andlisis de nitrito (NO3)

Al igua que en los casos anteriores, se utilizaron los mismos métodos para
determinar de la concentracion de nitrito:

Electroforesis capilar: en €l caso del andlisis de nitrito se utilizaron las mismas
condiciones que en e andisis de nitrato, ya que el andisis mediante
electroforesis era simultaneo.

Método colorimétrico quimico comercia: (Dr. Lange, Dusseldorf, Alemania,
cubetas test LCK 341, rango de andlisis: 0.015 - 0.6 ppm).El principio de este
analisis se basa en la reaccion de los iones nitrito en solucion écida, con aminas
arométicas primarias para formar sales de diazonio, que se cuantifican mediante
lalectura de la absorbancia a 524 nm.

64



Materiales y Métodos

3.3.- Reactores de nitrificacion

3.3.1.- Configuracién del reactor piloto

Como ya se ha comentado en € capitulo introductorio, el reactor piloto del tercer
compartimento del bucle MELISSA es un reactor de lecho fijo con células inmovilizadas
sobre un soporte.

El reactor consta de tres secciones o partes diferenciadas: la parte inferior agitada
mediante un agitador magnético, el lecho o parte central del reactor donde se halla €l
soporte y por tanto las célulasinmovilizadas; y por Ultimo, la seccién superior. En lafigura
3.1. se presenta un esquema del reactor piloto de nitrificacion. En la tabla 3.9. se detallan
cada uno de los instrumentos, sondas y deméas componentes del reactor piloto.

El reactor piloto tiene un volumen total aproximado de 8 L, pero los volumenes de
cada una de las partes y sus dimensiones se presentan en e punto 4.3.1.1. del presente
trabgo.

El reactor dispone de dos analizadores en linea: uno de amonio y otro de nitrato.
Estos instrumentos analizan muestras de la cabecera del reactor (salida) mediante un
dispositivo de extraccion de muestras libre de biomasa.

Principales caracteristicas del analizador de amonio Amtax LY X720 (Dr. Lange,
Dusseldorf, Alemania):

Método de medida: método del azul de indofenol (DIN 38406 E 5)
Sistema de medida: fotébmetro (la reaccion es colorimétrica), | = 694 nm.
Rango de medida: 0 - 30 mg/L N-NH,4"

Tiempo de respuesta: 12min

Calibracion: automatica (periodos programabl es)

Sefiad de medidade salida: 0- 20 mA 64 - 20 mA

Principales caracteristicas del analizador de nitrato Nitrax LPG 192 (Dr. Lange,
Dusseldorf, Alemania):

Sistema de medida: fotémetro (absorcion en el UV de NOs;™ y NOy)

Rango de medida: 0 - 100 mg/L N-NO3

Tiempo derespuesta: 20 s

Calibracion: cero automaético (periodos programables) y la pendiente con KNO3
(manual)

Sefiad de medidade salida: 0- 20 MA 64 - 20 mA
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del reactor piloto. Las referencias se detallan en la tabla 3.9. El color azul

on
indica sefales eléctricas entre los sensores de proceso y los controladores (linea discontinua), mientras que

el rojo indica sefiales eléctricas entre los controladores y los elementos actuadores (linea discontinua y

Figura 3.1a.- Instrumentaci
punteada).
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