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RESUMEN

En la ensefianza de las Ciencias, tanto a nivel Universitario como en Secundaria, el medio
ambiente es un tema de gran importancia que siempre despierta un gran interés por parte de
los alumnos. En nuestra Region de Murcia, donde el agua cobra una especial relevancia, el
tratamiento de las aguas residuales y su posible reutilizacién permite ofrecer un gran nimero
de actividades de ensefianza-aprendizaje a los alumnos con gran variedad de contenidos

transversales.

En este sentido presentamos una practica de laboratorio sencilla en la que los alumnos van a
comprender los fundamentos de un sistema bioldgico de depuracién de aguas residuales en el
que se basan las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR). La préactica consiste
en trabajar con una planta piloto de tratamiento biolégico de efluentes. Un esquema del
sistema bioldgico de depuracion de aguas residuales se presenta en la Figura 1, y consiste en
un reactor bioldgico alimentado de forma continua con un agua residual procedente de
vertidos urbanos o industriales, que se inocula con un fango activo, y esta sometido a aireado
continua. Los fangos sedimentan y se recirculan al reactor biol6gico de forma que el agua sale

depurada. Esta practica es util para comprender el proceso de degradacion bioldgica de la



materia organica, la microbiologia de los fangos activos, y los fundamentos del

funcionamiento de los reactores biologicos.
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Figura 1. Sistema bioldgico de depuracion de aguas residuales

La practica se estd realizando con éxito desde el curso 2003/2004 en la asignatura de
“Tratamiento del agua en la Industria Agroalimentaria” impartida en la Escuela Técnica
Superior de Ingenieria Agrondmica, de la Universidad Politécnica de Cartagena. Se organizan

grupos de trabajo de 10 alumnos para el desarrollo de la préactica

1. Innovando en la actividad docente: la practica de laboratorio
Las practicas de laboratorio ofrecen al profesor una gran variedad de opciones para realizar un

proceso de ensefianza-aprendizaje completo.



enumerando y describiendo las nuevas metodologias docentes enmarcadas en el EEES y su
implementacion en las asignaturas especificas reformulando las clases teoricas, las practicas
de laboratorio, , la nueva dimensién de la tutoria universitaria, el empleo de las tecnologias de

la informacion y la comunicacion y que redunden en una mejora de la docencia.

A diferencia de lo que es habitual den las précticas de laboratorio en las que se suele dedicar
una sesion a una 0 mas practica, la practica que aqui se propone implica trabajar en varias
sesiones sucesivas, en las que se realiza la puesta en marcha, control y seguimiento del reactor
bioldgico. Asi, la innovacidn en la préctica de laboratorio supone un nuevo reenfocar la forma
de realizar la practica, fomentando el empleo de técnicas cooperativas y de nuevas estrategias
evaluativas. Vamos a presentar una alternativa frente al enfoque de un profesor que explica en
la pizarra del aula laboratorio la practica a realizar, indica los pasos que el alumno debe
realizar, y a continuacion deja que los alumnos desarrollen el protocolo experimental,
esperando hasta el final de la sesion de practicas para que realicen las actividades practicas

propuestas.

Proponemos un nuevo enfoque del aula laboratorio en el que el alumno interviene en le
montaje y puesta en funcionamiento de la practica, se motiva y se implica en su aprendizaje
participando de forma activa. Ademas el hecho de tener que hacer el seguimiento del
desarrollo de la préactica durante varios dias, en los que el reactor debe estar funcionando de
modo continuo, tanto en el suministro de agua residual como en el flujo de aire, lo hace
responsable del control del proceso durante un tiempo largo, a la vez que lo obliga a resolver
los posibles problemas o imprevistos que puedan surgir durante la operacion. Asi, el profesor
queda con una labor de tutor, colaborando con las necesidades de los alumnos, y como

supervisor del correcto uso y funcionamiento del laboratorio, asi como de la seguridad del



mismo. Los alumnos aprenden a trabajar en equipo de forma colaborativa, por turnos,
incentivando el aprendizaje entre iguales y la responsabilidad. Finalmente, deben recopilar los
datos, presentarlos correctamente y sacar conclusiones de los resultados obtenidos de forma
conjunta, lo que les exige una labor de coordinacion, y puesta en comun de los resultados,
como actividad final de la préactica realizada.

Este enfoque implica que las précticas planteadas deben ser sencillas y realizables,
motivadoras, que abordan temas transversales, y cumplan con todas las condiciones de

seguridad necesarias.

2. La préctica de laboratorio: El tratamiento bioldgico de efluentes

2.1. Actividades previas de motivacién

El profesor planteara en el aula clase la practica que se propone, la cual se centra en plantear
la importancia y la necesidad de agua para el desarrollo de todas las actividades humanas:
domeésticas (consumo humano, ocio, etc.), agricolas e industriales. Por otra parte, e
intimamente ligado a estas actividades humanas, aparece el problema de la contaminacién del
agua y la importancia del cuidado del medio ambiente que posibilite un desarrollo sostenible.
Una de las acciones para conseguir la sostenibilidad medio ambiental es el obligatorio
tratamiento de las aguas residuales: urbanas o industriales. Este proceso va a permitir disponer
de caudales de agua depurada que podran tener gran interés para su uso en la agricultura,

riego de jardines, etc.

2.2. Objeto de la practica
Conocer como tiene lugar el proceso de depuracion de un agua residual mediante un porceso
bioldgico aerobio (con fangos activos) y ser capaz de entender como funciona una planta de

tratamiento de aguas residuales de funcionamiento continuo.




Este funcionamiento en continuo hace necesario que esta practica tenga que realizarse durante
un periodo largo de tiempo (minimo dos semanas), por tratarse de un sistema bioldgico, debe
estar bajo unas condiciones que permitan el crecimiento de los microorganismos responsables
de la depuracion; de manera que de la misma manera que se cuida a un ser vivo (una mascota
0 una planta) con alimento y carifio, se tiene que “cuidar” la planta biolégica de tratamiento
de efluentes con su efluente y controlando las condiciones de operacion.

Los objetivos que se plantean en esta practica son:

Montaje y puesta en marcha de un reactor bioldgico de tratamiento de agua residual.

Caracterizacion de un fango activo por observacion con microscopio optico.

Seguimiento y control del proceso de depuracion biol6gica de un agua residual.

Elaboracién de un informe que recoja el desarrollo del proceso y las conclusiones.

2.3. Fundamentos

Entre las técnicas empleadas para reducir la concentracién de materia organica de las aguas
residuales son especialmente importantes los tratamientos de oxidacion bioldgica [1,2]. El
fundamento de estos tratamientos consiste en la asimilacion aerobia de la materia organica
degradable biol6gicamente (Demanda Bioldgica de Oxigeno: DBO) por microorganismos, en

presencia de oxigeno y nutrientes, a través de procesos bioldgicos de oxidacion, sintesis y

endogénesis (Figura 2). Los productos finales del metabolismo son CO, y HO,
produciéndose un incremento de la biomasa de microorganismos a expensas de parte de la
materia organica consumida. Cabe decir que en funcion de los pardmetros de operacion,
mediante los sistemas de fangos activos es posible también la transformacién del nitrogeno

amoniacal en nitratos (nitrificacion).
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Figura 2. Metabolizacion de materia orgénica: (1) Oxidacion, (2) Sintesis y (3) Endogénesis

Uno de los procesos de oxidacion biolégica mas empleados es el denominado “fangos
activos”, la Figura 3 recoge un esquema del proceso. El sistema consiste en desarrollar un
cultivo bacteriano disperso en forma de floculo en un reactor biolégico, aireado y alimentado

de forma continua con el agua a tratar.
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Figura 3. Sistema bioldgico de depuracion de aguas residuales



La aireacion tiene por finalidad suministrar al cultivo el oxigeno necesario para el desarrollo
de los procesos bioguimicos aerobios. En la oxidacion bioldgica con fangos activos se
establece un tiempo de contacto suficiente entre el agua residual y los microorganismos, de
manera que éstos degraden la materia organica; y mezcla se envia a un clarificador donde se
separa por sedimentacion la biomasa, constituida por los fangos activos, del agua. Una
determinada fraccién de esta biomasa separada es generalmente recirculada al reactor para
mantener la adecuada concentracion de microorganismos, que permita continuar con el
proceso de depuracion, mientras que el exceso es extraido del sistema para un tratamiento
posterior. El fango activo, que esta constituido basicamente por material celular (Figura 4),

sera sometido a un proceso de estabilizacién a fin de reducir su capacidad de fermentacion.
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Figura 4. Composicion de un fango activo

El nivel o poblacion al cual se debe mantener la masa bioldgica depende de la eficiencia
deseada del tratamiento y de la materia organica en el agua residual. Dependiendo de los
niveles de materia organica de un agua residual los procesos metabolicos que tienen lugar en
el fango activo seran diferentes, como se muestra en la Figura 5. Normalmente, la poblacion
de biomasa utilizada en el proceso es aquella que conlleva que en unos tiempos reducidos
tenga lugar la eliminacion de cantidades importantes de materia organica.

Por otro lado, del mismo modo que es importante que los microorganismos asimilen la

materia organica tan rapidamente como sea posible, también lo es que formen un fléculo



adecuado, puesto que ello es un requisito previo para la separacion de los sélidos bioldgicos

en la instalacion de sedimentacion.
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Figura 5. Procesos metabdlicos predominantes en funcion de la carga de
materia organica en el agua residual

Las experiencias de crecimiento de microorganismos muestran que la velocidad de

crecimiento varia con el tiempo y esta influenciada por muchos factores ambientales fisico-

quimicos y bioldgicos como: concentracion de sustrato (S), concentracion de biomasa (X),

concentracion de productos (P), pH, temperatura (T), concentracion de oxigeno disuelto (So),

intensidad luminosa y varios inhibidores del crecimiento microbiano.

Los principales organismos presentes en un proceso aerobio de fangos activos son [3]:

- Bacterias: Constituyen el 95% de la biomasa (formadoras de floculos, filamentosas,
nitrificantes, etc.) Son los microorganismos que realmente degradan el residuo organico del
influente.

- Hongos: Son poco comunes en los sistemas de tratamientos de aguas residuales urbanas. Su
presencia en abundancia se asocia, por lo general, a condiciones de pH demasiado bajos.
Pueden ser usuales en procesos industriales.

- Protozoos: Son eucariotas unicelulares heterétrofos. Consumen las bacterias dispersas que
no han floculado. Distinguimos entre: Flagelados, Rizépodos (Amebas) y Ciliados

(pedunculados, libre nadadores, libres reptantes, suctores, etc.).



- Algas: Su importancia estriba, no tanto por su capacidad de depuracion sino por su
capacidad fotosintética, aportando oxigeno. Por ser autotrofas permiten el aumento de la
materia organica consumiendo el carbono mineral.

- Metazoos: Son animales pluricelulares, muy abundantes en los sistemas de depuracion que
emplean soporte fijo. Se alimentan de sustrato y consumen cualquier particula bioldgica
pequefia que no haya sedimentado (Rotiferos, Nematodos, Oligoquetos, etc.).

La Figura 6 muestra imagenes y tamafos de estos organismos. Entre ellos se establece una

cadena trofica como se muestra en la Figura 7
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Figura 7: cadena trofica que se establece en los fangos activos




En la evolucion temporal de un reactor con fangos activos la sucesion de microorganismos

ocurre de la siguiente manera:

Flagelados ----

Ciliados nadadores ----
4 T Bacterias dispersas ----
e 7 o Ciliados reptantes ----

Figura 8. Evolucion de microorganismos en el crecimiento del fango activo

Asi, el estado de la depuradora se puede determinar en funcién del tipo de organismos que se

encuentre:

Los protozoos flagelados son organismos poco frecuentes en sistema de depuracion
maduros bajo condiciones estables de funcionamiento. Suelen observarse en las fases de
puesta marcha del proceso en compafiia de rizopodos (protozoos), para seguidamente ser
reemplazados por los ciliados (protozoos). Una poblacion de flagelados abundante indica
la presencia de algun tipo de “alteracién” en el sistema.

Los protozoos rizopodos, al igual que los flagelados, son poco frecuentes en sistemas de
depuracién maduros. Pueden aparecer durante las fases de arranque junto con los
flagelados, siendo sustituidos posteriormente por los ciliados. Sin embargo, las amebas
testdceas pueden aparecer de forma estable junto con algunos ciliados en sistemas que

funcionan a elevados tiempos de retencion celular (TRC) y en los que las condiciones de
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oxigenacion son favorables. Con frecuencia, las amebas testaceas estan asociadas a estados
de nitrificacion en el reactor.

- Los ciliados nadadores (protozoos) son mas abundantes en las fases de puesta en marcha
que en fangos maduros. En las fases maduras de colonizacion, la presencia del floculo de
fango activo, sustrato de los ciliados seésiles, asegura la presencia de éstos, claros
competidores con los nadadores por las bacterias en disolucion.

- Los ciliados reptantes y sésiles (protozoos) dominan de forma conjunta la microfauna de
un fango activo maduro bajo condiciones estables de funcionamiento. Esta situacion se
debe a la dependencia de ambos grupos por la presencia de fléculos de fango activo y a la
falta de competencia por el alimento. La relacién entre ambas poblaciones estd en

dependencia con ciertas condiciones ambientales como la concentracion de carga organica.

Normalmente, un fango activo en un sistema estable presenta estas 3 caracteristicas:

e Lapoblacién de protozoos se presenta en una densidad superior a 106 individuos L™

e La microfauna se compone principalmente de ciliados reptantes y sesiles, sin apenas
presencia de flagelados

e Las especies y grupos de ciliados estan muy diversificadas, de manera que ningin grupo

supera huméricamente a otro con un factor superior a 10
En el caso de que estas premisas no se cumplan, la identificacion del grupo dominante

permitird obtener informacion sobre la situacién particular del sistema (ver Tabla 1). Asi se

puede determinar el estado del sistema con la simple observacion microscopica.
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Tabla 1. Estado del nivel de depuracion atendiendo a la observacion microbiologia

Grupo Dominante

Nivel de Depuracién

Posibles Causas

Pequerios flagelados Bajo Oxigenancion insuficiente,
sobrecarga organica, susatancias
en fermentacion

Pequefios nadadores Mediocre Fango con aiereacion isnufuciente

(ciliados)

Grandes nadadores Mediocre Sobrecarga orgénica; fango

(ciliados) pobremente aireado

Ciliados reptantes Bueno

Ciliados sesiles y reptantes Bueno

Ciliados sésiles

En descenso

Transitoriedad en la carga
orgénica, extraccion de fangos
reciente, etc

Amebas desnudas y Pobre Carga organica muy alta poco
flagelados degradable
Amebas testaceas Bueno

2.4. Actividades previas: preparacion del material

Material

e Microscopio Optico (portaobjetos y cubreobjetos)

e Material de laboratorio: bidén de 25 I, vaso de precipitado de 2 I, probeta de 2 |, pipetas y

propipetas, espatula, frasco lavador, tubos de ensayo, tubos eppendorff, gradilla

¢ Balanza granatario, pH metro, conductivimetro

e Centrifuga, espectrofotometro, estufa

¢ Reactor biologico para el tratamiento de aguas residuales (3 litros)
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El profesor en presencia de los alumnos monta el reactor bioldgico utilizando el esquema de
la Figura 9. Las condiciones aerobias necesarias para el desarrollo del tratamiento se

mantienen mediante suministro de aire a través de un difusor.
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Figura 9. Planta piloto de estudio de tratamiento bioldgico de efluentes

Reactivos

¢ Fango activo fresco

e Agua residual simulada: peptona de carne, urea, NaCl, CaCl, 2H,0, K;HPO, MgSO, 7H,0
e Colorantes para tincion de protozoos

Colorantes vitales:

- Azul de metileno (1: 10000 = 0,01g en 100 ml de agua destilada)

- Rojo neutro (1: 1000= 100 ml de agua destilada + 0,01g de colorante o 1: 3 000 = 0,03g de

colorante en 100 ml de agua destilada)
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Colorantes no vitales:

- Verde de metilo pironina: El reactivo se prepara con verde de metilo al 1% a partir de una

solucién de acido acético al 1%.

- Liguido de Noland: Fenol saturado en agua (80 ml), formol al 40% (20 ml), glicerina (4

ml), violeta de genciana (20 mg).

- Tincion de Ferndndez-Galiano: El procedimiento a seguir es el siguiente: mezclar 1 gota
de formol y 1,7 ml de cultivo y agitar durante 2 minutos. Después, adicionar 3 gotas de
piridina, 0,7 ml de carbonato de plata amoniacal, 6 gotas de peptona al 4%, 5 ml de agua
destilada. Se pone todo a calentar hasta que la mezcla alcance los 60 °C y vire de color
blanco lechoso a color cofiac. Entonces, afiadir rdpidamente 5 ml de hiposulfito o de
tiosulfato de sodio al 2,5%. Preparacion del carbonato de plata amoniacal: 50 ml de nitrato
de plata al 10%, 150 ml de carbonato sddico al 5%, se forma un precipitado de color
blanco que se agita y al que se le va afiadiendo amoniaco gota a gota hasta la dilucion para

posteriormente afiadir 550 mL de agua destilada. Se guarda en una botella oscura.

2.5. Instrucciones del profesor a los alumnos: Organizacion del trabajo en grupo

El profesor explicara en el aula clase brevemente las tareas a realizar en la practica, instruye
sobre las condiciones de seguridad que se deben mantener en el laboratorio, y reparte a los
alumnos en grupos de trabajo de 4 0 5. Se ensefia a utilizar la libreta de laboratorio, que sera
comun para todos los grupos de trabajo y es la clave en cualquier trabajo o investigacion, pues
en ella se anotaran todos los resultados y observaciones que se obtengan a lo largo de la
practica. Cada grupo debera realizar, con la periodicidad que plantee el profesor (1 o 2 dias),
las siguientes tareas: 1) preparar un nuevo bidon de agua residual, 2) seguimiento de la
depuracién bioldgica: tomar muestras del interior y de la salida del reactor bioldgico,

determinar el caudal de salida, comprobar el buen funcionamiento del sistema, etc., 3)
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observar y analizar los microorganismos presentes en el reactor biologico 4) procesar,

etiquetar y almacenar las muestras para su analisis posterior.

2.6. Realizacién de la préactica

Preparacion del agua residual sintética (25 litros)

Peptona (medio carbonado): 7 g; urea: 0,75 g; NaCl: 0,175 g; CaCl, 2 H,0: 0,1 g; Sulfato
magnésico heptahidrato : 0,05 g; K;HPO,4: 0,7 g.

Funcionamiento y puesta en marcha del reactor biolégico

Se sugiere empezar con el grupo de alumnos que han mostrado mas interés para realizar la
puesta en marcha del sistema, que consiste en Ultima instancia en inocular el reactor bioldgico
con el fango activo. Inicialmente se llena la cuba de aireacién C y el decantador D con agua
residual sintética (ver Figura 9). El decantador D debera fijarse a la altura precisa para que el
volumen contenido en la cuba de aireacion C sea de 3 litros. Seguidamente se pondra en
funcionamiento el dispositivo de aireacion G, la bomba de aire comprimido E, y la bomba
dosificadora B. El agua residual sintética debera pasar a través de la cuba de aireacion C a
razon de 1 litro por hora, lo que equivale a un tiempo medio de retencion de 3 horas. La
inoculacion se hard introduciendo 3 ml de efluente secundario de buena calidad recién
extraido de una planta de tratamiento que trabaje con aguas residuales. El efluente debe
mantenerse bajo condiciones aerobias. Las condiciones aerobias necesarias para el desarrollo
del tratamiento se mantienen mediante suministro de aire a traves de un difusor.

Seguimiento de la depuracion bioldgica

Se van tomando muestras del efluente con el tiempo (al menos una cada dia, durante el

tiempo que dure la practica). En las muestras de agua residual depurada se analizan los
siguientes parametros: el pH, la conductividad, o la cantidad de fango (peso seco, secando

hasta peso constante, o midiendo la absorbancia a 660 nm). La cantidad de fangos en
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suspension debe estar entre 2 'y 3 g/l. Los datos finales obtenidos se presentaran en forma de
gréficos donde se represente la evolucion temporal de cada parametro medido.

Estudio microbioldgico de un fango activo

Consiste en observar microscopicamente que especies habitan en el reactor biologico a
estudiar (bacterias, protozoarios, rotiferos). Para ello se recogen muestras de 100 mL y se
dejan destapadas para que el oxigeno difunda. Las muestra han de ser observadas al
microscopio lo antes posible ya que las condiciones en el bote cambian y con ellas las
poblaciones de microorganismos. Las muestras se observan en vivo pues el tipo de
movimiento de los organismos te indica bastante sobre el grupo al que pertenecen. Se pone
una gota en el portaobjetos y se le pone un cubreobjetos, posteriormente se observan bajo el
microscopio Optico de menor a mayor aumento teniendo en cuenta que para utilizar el
objetivo de mayor aumento es necesario el aceite de inmersion. También se puede concentrar
una pequefia muestra de 1 ml por centrifugacion y utilizar el precipitado para la visualizacion
al microscopio. Para la determinacion de ciertos organismos es necesario observar sus
estructuras internas: nucleo, vacuolas pulsatiles, flagelos, patrones de ciliacion, etc. Siendo

necesario hacer tinciones. Colorantes vitales: azul de metileno evidencia nucleo y granulos

citoplasmaticos eventualmente vacuolas, rojo neutro se acumula en vacuolas digestivas.

Colorantes no vitales: verde de metilo pironina: se utiliza para poner de manifiesto los

nucleos de protozoos, liquido de Noland: se utiliza para poner de manifiesto los flagelos en

aquellos organismos que son flagelados, tincién de Ferndndez-Galiano: se utiliza para poner
de manifiesto los patrones de ciliacion de los organismos ciliados.
Claves simplificadas de protistas:

- FLAGELADOS: un flagelo (euglénidos, crisomonéadidos, coanoflagelados), dos flagelos

(criptomonédidos, volvécidos, crisomonadidos, euglénidos, Kinetopléstidos,

cercomonédidos), mas de dos flagelos (vahlkampfidae, diplomonadidos)

16



- SARCODINOS: Rizépodos (amebas desnudas, amebas testaceas) y heliozoos

- CILIADOS: nadadores, reptantes o sesiles - heterotricos, espirotricos, oligohimend6foros

(peritricos), prostomidos, litostomados, filofaringeos (suctores)

APENDICES LOCOMOTORES:

. --‘:'%--_._
B et

CILIADOS

FLAGELADOS
PSEUDOPODOS-

AMEBAS DESNUDAS AMEBAS TESTACEAS HELIOZOOS

RIZOPODOS

Figura 10. Grupos de protistas en funcion del tipo de movimiento

En la Figura 11 se puede ver un ejemplo de la diversidad microbiolégica que podria

observarse en una toma de muestra del interior del reactor bioldgico.

Figura 11. Microfotografias de fangos activos: se observa un rotifero cercano al floculo
principal, y en la inferior un ciliado mévil alimentandose de células bacterianas

sueltas en la periferia del fléculo.
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2.7. Discusién y exposicion en el aula clase de los resultados

Una vez que todos los grupos han participado en la realizacion de la practica serd el momento
en el que los alumnos tengan que poner en comun los resultados obtenidos. Para ello se deja
un tiempo para que realicen y compartan los datos, realizando calculos y comparando
resultados y elaboren un informe para hacer la presentacion de los resultados obtenido. En la
sesion de presentacion cada responsable de grupo explicara los resultados mas relevantes que
se han obtenido de la practica, incluyendo comentarios y discusion de los mismos. Se
establece un debate en el que se puede plantear alguna posibilidad de mejora en el desarrollo
del experimento y/o manejo de aparatos. Finaliza esta sesiébn comentando lo que han

aprendido.

2.8. Evaluacion

En la sesion de presentacion de resultados el profesor entregara un cuestionario de evaluacion
para que sean los propios alumnos los que califiquen el trabajo realizado por sus comparieros.

El profesor evaluara a los alumnos de forma global, segun el informe final presentado, y
también de modo individual, segln su grado de participacién e implicacion en el desarrollo de
la practica. Esta la evaluacion de los alumnos, junto con la propia evaluacion del profesor,

serviran como elementos de calificacion.
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