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1. INTRODUCCIÓN

La utilización de microorganismos por el hombre para la preparación de bebidas, alimentos y abonos orgánicos ha sido frecuente a lo largo de la historia, incluso antes de que se tuviera conocimiento de la existencia de los mismos.

Una vez determinados cuales eran los agentes de dichas transformaciones y, a medida que se fueron delimitando las bases moleculares que las regían, se pudo entrever el inmenso campo de aplicación que suponía la utilización de estos microorganismos industrialmente.

Hoy en día, procedimientos biológicos son utilizados ampliamente en gran número de industrias: de fermentación, de producción de proteínas, químicas, farmacéuticas, de transformación y reutilización de subproductos y deshechos, . .  siendo uno de los campos más importantes  el de la aplicación de la actividad microbiana a la detoxificación y degradación de aguas residuales y, más concretamente, de compuestos xenobióticos.

2. LA BIOAUMENTACIÓN
2.1. Aspectos teóricos
El proceso de selección natural que se desarrolla en los sistemas de depuración biológica no siempre conlleva que la biomasa obtenida tenga la información genética necesaria para poder llevar a cabo la degradación de determinados compuestos especialmente difíciles o tóxicos.

Como complemento a esta adaptación natural de la biomasa depuratoria, existe un método para poder controlar la información genética de una población bacteriana: la Bioaumentación.

La Bioaumentación es un procedimiento que incluye la siembra de bacterias no indígenas a un biorreactor para inducir o mantener reacciones específicas de degradación en una población bacteriana.

De hecho, al inocular estas cepas bacterianas bioaumentadas en un sistema depuratorio dado se establecen unas relaciones con los microorganismos presentes naturalmente en el sistema depurador, de manera que determinados subproductos de deshecho de las bacterias inoculadas son asimilables por otras especies, estableciéndose así paulatinamente un equilibrio biológico en base a estas asociaciones.

Por otra parte, hemos de tener presente que la competencia por un mismo sustrato es siempre favorable a la célula biológica que tiene una Ks menor, siendo Ks la constante de velocidad mitad según la expresión de Monod: 
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Siendo ( la tasa de crecimiento específico, (m la tasa de crecimiento máxima, S la concentración de sustrato limitante y Ks la concentración de sutrato para la mitad de la tasa máxima de crecimiento.

Esto aporta las ventajas de una demanda de sustrato menor y una respuesta de crecimiento más rápida.

Para una concentración de sustrato no restrictiva, todos los microorganismos en competencia crecerán y se multiplicarán a velocidades diferentes, pero si la concentración de sustrato pasa a ser limitante, las células con una Ks mayor dejarán de ser competitivas, mientras que las que la tengan menor pasarán a dominar.

Estos son los procedimientos en que se basa la bioaumentación, un proceso biológico destinado a optimizar el tratamiento de vertidos en base a la siembra de los microorganismos apropiados para afrontar la descomposición de la materia orgánica.

2.2. Técnicas de obtención de microorganismos adaptados
Varias son las técnicas que suelen utilizarse para obtener microorganismos adaptados a la descomposición de ciertos compuestos:

• Técnicas genéticas de recombinación de DNA y de introducción directa en un microorganismo de material heredable  preparado fuera del microorganismo.

• Mutagénesis, utilizando diversas técnicas/sustancias mutágenas y posterior selección de individuos.

•  Transferencia de material genético no incluido en la molécula de DNA (plásmidos).

Este tipo de técnicas suelen restringirse a aplicaciones muy específicas y en condiciones controladas, debiéndose adaptar en muchos casos a las directivas respecto a la utilización confinada de microorganismos modificados genéticamente.

En otros casos, como el de los microorganismos desarrollados por GAMLEN/BIOGENETIC, se parte de un conocimiento específico de las diversas cepas bacterianas que intervienen en cada etapa de la degradación de los elementos contaminantes.

Posteriormente, se seleccionan del medio natural aquellos microorganismos no patógenos que ya potencialmente tienen la capacidad (información genética) de llevar a cabo las reacciones deseadas, efectuándose a partir de entonces una adaptación selectiva de los mismos hacia determinados compuestos químicos.

Finalmente, con el proceso fermentativo se obtienen bacterias específicas altamente resistentes a los elementos tóxicos y altamente eficaces en cuanto a su descomposición.
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Por otra parte, señalar que este proceso de obtención lleva aparejadas dos consecuencias directas:

• Las bacterias no son peligrosas si son liberadas al medio ambiente.

• Es necesario efectuar dosificaciones periódicas de mantenimiento para fortalecer y complementar a las generaciones que van perdiendo capacidad degradatoria.

3. APLICACIONES PRINCIPALES DE LOS MÉTODOS BIOAUMENTATIVOS

El procedimiento biológico de la Bioaumentación, que se inició de cara a solventar problemáticas específicas que se desarrollan en el campo de la depuración de aguas residuales industriales, tiene también un amplio marco de aplicación en el caso del tratamiento de aguas residuales urbanas, no tan sólo en el caso de que éstas presenten aportes industriales accidentales o en continuo, sino también en la resolución de determinados problemas que suelen presentarse en dicho tratamiento  y, en definitiva, para conseguir un funcionamiento optimizado de la depuración.

Pero, además, el desarrollo de estos procesos biológicos ha permitido abrir nuevos campos de aplicación, abarcando campos tan dispares, en principio, como:


• Tratamiento de aguas continentales (eutrofización)


• Tratamiento de residuos sólidos urbanos y compost


• Biorremediación de suelos contaminados


• Tratamiento de purines

• Tratamientos a escala "doméstica" (fosas sépticas, tanques de grasas, limpieza y desinfección enzimática, . . . )

4. POLUCIÓN NITROGENADAPRIVADO 

4.1. El ciclo del nitrógeno en las aguas residuales e instalaciones de saneamiento
Salvo algunos casos particulares, el nitrógeno contenido en las aguas residuales se presenta bajo forma orgánica (proteínas, aminas, . . ).

En una primera etapa, este nitrógeno orgánico es transformado por bacterias heterótrofas conduciendo a la formación de iones amonio (NH4+), según la siguiente reacción global:
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R-NH + H+ + O2                 NH4+ + CO2 + H2O

Esta reacción recibe el nombre de amonificación.

El amonio así liberado puede potencialmente consumir oxígeno disuelto en el medio receptor (aguas superficiales) para ser degradado, por lo que es importante la necesidad de tratarlo a nivel de la propia estación depuradora de aguas residuales.

El objetivo sería el de oxidar los iones amonio a nitratos y, aún mejor, conseguir la transformación de estos en nitrógeno gas, que se escaparía del sistema evitando la aparición de problemas derivados del vertido de nitratos: eutrofización de las aguas continentales, contaminación de aguas subterráneas, . . .

Este sería el objetivo de las transformaciones biológicas de nitrificación y desnitrificación.

4.2. La nitrificación, generalidades
El nitrógeno inorgánico reducido (amonio) es oxidado biológicamente en dos etapas llevadas a cabo por bacterias autótrofas (utilizan carbono inorgánico en vez de orgánico), según las siguientes reacciones:

Nitrosomonas:
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NH4+ + 3/2O2                     NO2- + 2H+ + H2O

Nitrobacter:
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NO2- + 1/2O2                   NO3-
La reacción global quedaría pues como sigue:
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NH4+ + 2O2                   NO3- + H2O + 2H+
De esta reacción global pueden extraerse dos primeras consecuencias importantes:

   •
La nitrificación es una transformación biológica que consume oxígeno, siendo pues estrictamente aerobia.

   •
La nitrificación conduce a una acidificación del medio (liberación de H+).

4.3. La desnitrificación generalidades

Al contrario que la nitrificación, la desnitrificación es una reacción biológica que puede ser llevada a cabo por gran número de bacterias heterótrofas presentes habitualmente en las aguas residuales y en los sistemas de saneamiento.

Estas bacterias heterótrofas, en ausencia de oxígeno disuelto, son capaces de utilizar el oxígeno combinado de los nitratos, utilizándolos como aceptores finales de electrones. Se trata, por lo tanto, de bacterias anaerobias facultativas.

La reacción general de la desnitrificación es la siguiente:
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4H+ + 5C + 4NO3-                   5CO2 + 2N2 + 2H2O

Así como visto para la nitrificación, de esta reacción también se pueden extraer varias conclusiones importantes:

• La desnitrificación consume iones H+, lo que a nivel del sistema depurador evitará un acusado descenso del pH.

• Durante la desnitrificación se oxida bioquímicamente materia orgánica (carbono orgánico).

4.4. Recordatorio de condiciones óptimas de depuración
En las condiciones que imperan normalmente en un sistema depuratorio por fangos activos, las bacterias heterótrofas y las autótrofas actúan y viven de forma, en cierto modo complementario, ya que las primeras generan el amonio necesario para que las segundas puedan llevar a cabo su actividad.

Sin embargo, hemos de tener en cuenta que, desde un punto de vista competitivo, las bacterias heterótrofas (o depuradoras) se desarrollarán mucho más velozmente que las autótrofas (aproximadamente 50 veces) siempre y cuando existan sustratos factibles de ser degradados por ellas (DQO, DBO5).

Así, la proporción de microorganismos nitrificantes desarrollados en unos lodos biológicos dependerá de las cantidades relativas de sustratos carbonados y nitrogenados presentes en las aguas y eliminados. Esta proporción relativa de carbonados y nitrogenados sería la DBO5/NTK, de manera que valores bajos de esta relación favorecerían en general el desarrollo de nitrificantes, mientras que valores elevados apuntarían en un mayor desarrollo de la microflora heterótrofa.

Según esto, para estimar la fracción global de nitrificantes en la biomasa puede utilizarse la siguiente expresión empírica:
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A partir de estas consideraciones previas, podemos reflejar las siguientes condiciones óptimas para llevar a cabo estas transformaciones, comparándolas con las necesarias para la polución carbonada. 

* Polución carbonada

- pH


:
comprendido entre 5,5 y 9 / óptimo 7

- Temperatura
: 
entre12 y 35ºC/ óptimo 25 – 30ºC

- Salinidad

:
inferior a 7g/L Cl-

- O2


:
superior a 0,5 mg O2/óptimo 1-2,5 mg O2/L 

- Edad celular

:
muy variable (de 1 a 30 días)

- Bacterias

:
numerosas (heterótrofas)


- Presencia de Nitrógeno total y Fósforo ( 100 DQO/3 N/0,8 P)

* Nitrificación

- pH


:
óptimo de 7,8 a 8

- Temperatura
: 
rigurosamente superior a 12ºC

- O2


:
superior a 2 mg O2/L

- DQO


:
inferior a 200 mg O2/L

-Inhibidores
:
numerosos (fenoles, alcoholes, 



organosulfurados, amoníaco, nitritos)

- Edad celular
:
superior a 25 días

- Bacterias

:
autótrofas (Nitrosomonas y Nitrobacter)

* Desnitrificación
- pH


:
óptimo de 7 a 8,3

- O2


:
ausente (medio anóxico)

- DQO


:
necesaria

- Inhibidores

:
cianuros, ditioles, cloratos

- Edad celular
:
de 1 a 2 días

- Bacterias

:
numerosas (heterótrofas)

De estas condiciones, es importante destacar, además del factor de la DQO/DBO5 ya comentado, la existencia de numerosos compuestos inhibidores de la reacción nitrificante, algunos de los cuales se han resumido en la tabla adjunta. 

De entre ellos, señalar la importancia del grupo de los fenoles, de los alcoholes ligeros y de los compuestos orgánicos en base azufre, como la tiourea, los tiocianatos, . . . 

Esto, a nivel de depuración industrial, nos lleva a la necesidad de tener que descomponer estos inhibidores para que la nitrificación natural pueda desarrollarse.

Este es uno de los principales campos de aplicación de la biotecnología ambiental, al conseguir la detoxificación del fango activo y, por lo tanto, la reinstauración de condiciones óptimas para la nitrificación.

Pero entre los inhibidores de la nitrificación están también los iones amonio y los nitritos, sustratos propios del proceso nitrificante. 

En este aspecto juega un papel importante el pH del medio, ya que, por ejemplo, a medida que desciende el pH se forma más ácido nitroso no ionizado a partir de los nitritos. Según algunos autores, esta inhibición de los nitritos se iniciaba a partir de una concentración de este ácido de 0,22 mg/L. Este nivel, a efectos prácticos, estaría presente en una solución de 200 mg/L de nitritos a pH 7, pero de sólo 20 mg/L de nitritos a pH 6. 

Estos microorganismos seleccionados podrán después, tras su cultivo, ser empleados para resembrar con bacterias nitrificantes un medio depurador que, por ejemplo, haya sufrido una sobrecarga, disminuyendo de esta manera el tiempo de recuperación del sistema.

4.5. El caso de los purines

Los purines presentan una concentración muy elevada en nitrógeno orgánico, así como de DBO5 y DQO.

Por ello, el purín "bruto" presenta una relación DBO5/NTK elevada, lo que, como visto va a incidir en la dificultad para poder llevarse a cabo una nitrificación del mismo.

A esta dificultad, se añadiría la derivada de las necesidades de oxígeno disuelto para llevar a cabo la nitrificación.

Efectivamente, en las condiciones ambientales que imperan en una fosa de almacenamiento, no cabe esperar la presencia de oxígeno disuelto. En esta situación, sí que se produce un paso del nitrógeno orgánico a nitrógeno amonio.

En el comportamiento de los compuestos nitrogenados en estas condiciones juega un papel importante el pH del medio, ya que el nitrógeno amonio es liberado a la atmósfera bajo forma de amoníaco (NH3) a partir de un pH de 8 unidades, según la siguiente reacción:


NH4+ + OH-             NH3 + H2O

A un pH de 9,25 (pKa) la mitad del nitrógeno amoniacal se libera en forma de NH3.

Así, como queda reflejado en la figura, en un medio anaerobio el purín permanece estable al principio, iniciándose a continuación una hidrólisis del nitrógeno orgánico que provoca un incremento de la concentración de iones amonio que hacen elevar lentamente el pH. En este sentido, recordar que es frecuente que en digestores anaeróbicos, la concentración de amonio en salida sea superior a la de entrada.

En un medio aeróbico, se presenta la evolución característica del nitrógeno, con hidrólisis hacia amonio por las bacterias aerobias naturales, aumento del pH y consiguiente liberación de amoníaco.

Nos encontramos pues con una eliminación de nitrógeno pero no relacionada con una nitrificación del medio, ya que la misma se iniciaría en el momento en que se dieran las condiciones necesarias para ello.

4.6. Aplicación de métodos bioaumentativos

La aplicación de procedimientos bioaumentativos de cara a la depuración de purines se basa en la siembra de microorganismos especialmente adaptados a la descomposición de los principales componentes de las aguas residuales a depurar, lo que acelera la conversión de la materia orgánica carbonada y, en consecuencia, la posibilidad de llevar a cabo una nitrificación de las aguas.

Esta siembra de microorganismos seleccionados se acompaña de enzimas específicas que inician rápidamente las reacciones de descomposición.

Esto, puede complementarse, según el tipo de aplicación y el objetivo de la misma, con la siembra paralela de una serie de soportes minerales que presentan como características principales:

• Poseer una gran superficie específica y una gran porosidad, lo que facilita su función de soporte bacteriano para las bacterias naturales y las sembradas en el medio.

• Poseer una capacidad físico-química de adsorción molecular de iones y de intercambio catiónico. De entre estos iones que pueden ser "captados" de un medio acuoso, destacar la capacidad selectiva de estos soportes para retener los iones amonio.


• Potenciar el tamponamiento del medio.

Según esto, tendríamos dos aplicaciones principales de este tipo de procedimientos:

1.- Tratamiento en fosas de almacenamiento (anaeróbicas o aireadas)

En la figura adjunta aparece reflejada la evolución de los parámetros pH y amonio en un purín mantenido en condiciones anaeróbicas y aeróbicas tratado con producto biológico.

Comparando dichas evoluciones con las encontradas en el purín no tratado, cabría destacar:

• En medio anaeróbico, se aprecia una liberación más rápida e importante de amonio, fruto de la mayor actividad descomponedora de las bacterias sembradas. De la misma manera, el pH del purín tratado aumenta, a pesar 





del tamponamiento llevado a cabo por los soportes, debido a la degradación paralela de los ácidos orgánicos.

• En medio aeróbico se observa un importante incremento de la liberación de iones amonio respecto a un purín no tratado como consecuencia de una mayor actividad biológica descomponedora, mientras que el aumento correspondiente de pH es tamponado, lo que disminuye la pérdida de nitrógeno bajo forma amoniacal.

Esto, a nivel de las fosas de almacenamiento es importante por la menor liberación de amoníaco que, como queda reflejado en la tabla adjunta es responsable, no tan sólo de problemas de malos olores, si no también, de problemas de salud para los propios animales estabulados.

Por otra parte, en muchos casos puede interesar mantener un alto contenido en nitrógeno en los purines para su posterior utilización como fertilizante.

2. Depuración biológica de los purines
Dada la elevada carga orgánica que presentan los purines, su depuración completa debe pasar, inevitablemente, por la aplicación de fases consecutivas en las que la carga orgánica carbonada irá disminuyendo progresivamente dando pie a una progresiva eliminación de la carga nitrogenada.

Ello, se conseguiría por la actuación combinada de sistemas físico-químicos (separación de sólidos), anaeróbicos y/o aeróbicos.

Distintas experiencias realizadas con purines de cerdo muestran los efectos conseguidos por la aplicación de sistemas combinados físico-químicos/aeróbicos junto con la siembra de microorganismos seleccionados de cara a conseguir una reducción de los valores de DQO/DBO5 y del contenido en nitrógeno orgánico y amoniacal de los purines.

4.7. Recapitulación de aplicaciones de métodos bioaumentativos

• En tratamientos industriales (industria química, agroalimentaria, refinerías, . . . )


- Degradación de compuestos químicos inhibidores de la nitrificación.


-Siembra de microorganismos nitrificantes cuando el sistema depurador ha sufrido una sobrecarga (pérdida de nitrificación) o cuando no se dan todas las condiciones necesarias (por ejemplo bajos niveles de oxígeno disuelto).


• En tratamiento de purines


-Degradación acelerada de la materia orgánica carbonada.


-Potenciación de los mecanismos de nitrificación de las aguas en un medio aerobio.


-Reducción de la emisión de amoníaco (efectos negativos sobre los animales) por los mecanismos de intercambio/tamponamiento.

-Fluidificación y homogeneización de los purines almacenados, lo que facilita su posterior tratamiento.

EJEMPLO DE APLICACIÓN DE BIOLEN PRO A LA DEPURACIÓN DE PURINES

-Tipo de explotación:



porcina

- Nº de animales:




650 cerdos (15 a 100 Kgs)

- Caudal de purín
:



10 m3
/día

- Capacidad de la fosa:



1.000 m3

- Tiempo de llenado:



90 días

- Tratamiento previo:



desbaste con filtración (500()

- Aireación:





moderada (turbina 11 HP al 40%)

- Contenido en oxígeno:



1 mgO2/l

- Problemática principal:



malas olores







homogeneidad de los purines

Valores finales del purín obtenido


- DQO:


2.800 mgO2/l


- MES:


2.360 mg/L


- N-NTK:


160 mg/L


- N-NH4+:


8 mg/L


- P-Pt:



53 mg/L 

REDOX POTENTIAL
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