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34 2.1 Introduccié

2.1. Introduccio

S’ha desenvolupat un sistema experimental per al mostreig i la monitoritzacié de la formacié de biofilms en sistemes aquatics.
Amb aquest sistema, biofims model es formen a la superficie d’'un suport inert de caracteristiques ben definides. Un dels
requisits fonamentals es troba en el fet de mostrejar comunitats ambientals complexes, on sovint es produeixen interaccions
entre espécies diferents de microorganismes que acaben definint la composicié i estructura del biofilm.

El sistema model s’ha dissenyat per obtenir el maxim de mostra -biofilm- en el minim espai possible i, al mateix temps, simular
les condicions hidrauliques i ambientals que es poden produir a qualsevol xarxa de distribucié d’aigua. En aquest sentit, s’ha
optat per utilitzar un mostrejador format per un reactor ple amb un medi pords com a material de suport. Aquesta configuracio en
llit empacat fix permet la produccié de biofilms controlant el gradient de velocitats i obtenint el maxim de superficie de mostreig
en el minim espai possible. Aixd és especialment important per als experiments de camp, on I'espai és un factor clau la majoria
de les vegades.

211, Hidrodinamica de medis porosos: Reactors de Llit Empacat

El creixement dels biofilms a les interfases solid-liquid esta fortament influenciat per les condicions hidrodinamiques d’aquest
ultim, les quals determinen el transport de nutrients al biofilm i la preséncia de forces fisiques que actuen sobre la superficie. Per
tal d'obtenir el maxim de biofilm en el minim espai possible s’ha triat un reactor de llit empacat format per un medi pords amb
esferes de vidre de 5 mm de diametre. En aquest sistema, les variables hidrauliques més importants sén la permeabilitat (k),
que descriu les propietats conductives del medi por6s, i el factor de friccid (f), que ens quantifica la resisténcia a la friccio.
Respecte a la geometria del sistema la variable més important és la porositat (€). La porositat mesura la quantitat d’espai de
porus lliure, i es pot definir com la relacié entre I'espai que ocupen els porus dins d'un volum definit, essent la seva expressio
(Bear 1972):
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(2.1)

on Vp és el volum de porus, Vr és el volum total, R és el radi del reactor, rest &s €l radi de les esferes de vidre i N, correspon al
nombre d'esferes dins del reactor. Quan s'utilitzen elements solids esférics de radi homogeni, la porositat és funcid del tipus
d’empaquetament. En el nostre cas, al conéixer el volum total es treballa amb el nombre d'esferes que 'omple. A partir
d’aquestes equacions, trobem I'expressio final de la porositat pel reactor de llit empacat:

DAV C

0 (2.2)
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La porositat del sél o d'una roca determina la capacitat d'emmagatzematge d’aigua, la qual no coincideix amb la de drenatge,
que sera més petita. Aixi, cal diferenciar entre la porositat total o la relaci6 entre el volum de buits i el volum total de la roca, i la
porositat efectiva que determina la capacitat de drenatge i que és l'accessible als fluids lliures, excloent la porositat no
connectada i I'espai ocupat per I'aigua d’adsorcio6 o I'aigua lligada a les argiles.

La conductivitat hidraulica ens déna la mesura de la facilitat amb que I'aigua es mou a través dels porus o espais buits, i
depén de la grandaria dels mateixos, de la tortuositat dels conductes i de la forma dels grans i dels porus, aixi com de la
viscositat i la densitat de I'aigua. D’altra banda, la permeabilitat és un parametre semblant amb les dimensions d'una velocitat,
dependent del tipus de fluid que en el nostre cas és l'aigua. Una vegada coneguda la porositat, es pot determinar la
permeabilitat del sistema, amb la segiient expressio:
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on K és la permeabilitat, Q és el cabal que circula pel reactor, L és la longitud del reactor, h és la pérdua de carrega en la
longitud L i Ap és l'area de pas efectiva disponible pel flux o area de porus efectiva. Per determinar l'area de pas efectiva,
realitzem la suposicié de que la porositat volumeétrica és igual a la porositat en area. Es a dir, suposem que el percentatge de
porus en el total del medi poros és igual al percentatge de porus que es troben en una secci6 transversal a aquest medi.

A, = e, = eln7 (2.4)

Substituint, ens queda la seglient expressid de porositat, on Acs és I'area de la seccio transversal al medi porés:

™
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Finalment, al substituir Ap a I'expressi6 de la permeabilitat (equaci6 2.3) ens queda I'expressio final:

e [, '
Dos conceptes geomeétrics de la seccié del reactor son molt importants pel calcul de la perdues per friccio: el radi hidraulic (R,
o relacio AplPp) és la relacio entre 'area de pas per on circula 'aigua (&€ LM, ), i el perimetre mullat. Aquest ultim és el
perimetre de la secci6 transversal del reactor on hi ha contacte del liquid amb la paret i el medi poros (perimetre solid on l'aigua
frega):

P, = dj, i, e 2.7)

3
43 o

En el nostre cas, el perimetre esta format pel perimetre de la seccid de la canonada de 1/2” del reactor, més el perimetre de les
esferes de 5 mm de diametre que hi han en aquesta seccid. En medis porosos pero, és més convenient definir un radi hidraulic
mitja per un volum unitari de medi porés, de la forma que segueix (Bear 1972):

B EDVZ
Ry = 6(1-¢€) 2.8)

Per coneixer el tipus de regim hidraulic s’acostuma a utilitzar el nombre de Reynolds (Munson et al. 1990), que ens descriu la
importancia relativa de les forces d'inércia sobre les forces viscoses. Genéricament aquest nombre adimensional que defineix la
relacié de forces viscoses i d'inércia, s'escriu com:

v[p[D

Re= 2.9
e=— (2.9)

on D és una longitud caracteristica del sistema (com el radi hidraulic, Rn), mentre que Wi p sén caracteristiques del fluid. Aqui,
p és la densitat de I'aigua (998 kg m3) i 1 és la viscositat de I'aigua (1,005x10-3 kg m-! s, a 20°C). Finalment, v és una velocitat
caracteristica del flux, la velocitat mitiana de circulaci6 del liquid per la tuberia, que en termes del cabal volumétric s'expressa
com segueix:

(2. 10)
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Generalment s'accepta que en canonades de seccio circular, els valors de Re<2.000 sén representatius del flux laminar estable,
mentre que el flux turbulent esta present quan es troben valors de Re>4.000 (Crane 1989, Sotelo 1994). Entremig es troba una
zona de transici6 on les condicions poden alternar entre el flux laminar i el turbulent en funcié de les condicions ambientals, la
rugositat de la canonada o les condicions d'entrada a la tuberia, aixi com d'altres factors externs i interns (Characklis et al.
1990). Considerant qualsevol secci6 perpendicular al flux, la velocitat mitjana es pot basar en I'area total de la secci6 transversal
de la canonada. En aquest cas s'acostuma a parlar de velocitat superficial (Bear 1972, de Nevers 1991, Middleman 1998):

Vo vy LE (2 11)
Daltra banda, la velocitat mitjana es pot basar en I'area oberta al flux, anomenant-se en aquest cas velocitat intersticial. En

termes del cabal volumétric, la velocitat superficial (vo) i la velocitat mitjana o intersticial (vm) a través del llit empacat son,
respectivament (Bear 1972, de Nevers 1991, Middleman 1998):

v(} :2
A
2.12)
Vi = Q
" e

Des d'un punt de vista practic s'acostuma a utilitzar la velocitat superficial, ja que es pot mesurar més facilment o es pot
relacionar directament amb el cabal. Per analogia, es pot definir també un nombre de Reynolds modificat pel flux a través de llits
empacats, substituint la velocitat superficial a 'equacié de Reynolds (Leva 1959, Middleman 1998):

'—Mjﬂ (2.13)

MNP eY

En aquest cas, s'accepta que pel flux a través de medis porosos, valors de Re’'<10 sdn representatius del flux laminar, mentre
que el flux turbulent esta present quan es troben valors de Re’>1000 (Middleman 1998).

Tanmateix, s’ha de considerar que part de I'energia del flux, el que es coneix com a pérdua de carrega, es transforma en un
altre tipus d'energia que no és utilitzable pel moviment. Aixo és degut basicament, als efectes viscosos i a les forces de friccio
originades per la propia turbuléncia i pels canvis de geometria al llarg del medi (canvis de direcci6, ampliacions, reduccions,
valvules, etc.). En general, el factor de friccid es pot definir a partir de la velocitat superficial i del radi hidraulic expressat com
proporcio6 o fraccio de dp (Leva 1959):

2
_(arL)F o, 214

S 3pEZML-o)

En régims de flux laminar a través de llits empacats s'acostuma a utilitzar el factor de friccié modificat (equacié de Carmen-
Kozeny), un factor de friccié adimensional relacionat amb la porositat i el nimero de Reynolds (Tchobanoglous 1969), del tipus:

AP0, 150[{1- &)
LpG2[{1-¢  Re

f= (2. 15)

Tenint en compte que entre la pérdua de carrega expressada i la caiguda de pressi6 existeix la segtient relacié (Crane 1989):
AP=glph (2.16)

en un regim laminar es defineix la perdua de carrega a través d’'un medi porés de longitud L amb 'equacié de Carmen-Kozeny
(Characklis & Marshall 1990, Cunningham et al. 1991):
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Per flux turbulents el factor de fricci6 acostuma a ésser independent de Reynolds, especialment quan existeix una rugositat
suficient a l'interior del reactor, produida per I'acumulacié del biofilm i d'altres dipdsits. En aquestes condicions, el factor de
friccio és constant:

AP T
——————— =constant (2.18)

AV )

Sovint s'acostuma a utilitzar un valor per a la constant de 1,75. Amb aquest coeficient, 'equaci6 2.18 s'anomena equaci6 de
Burke-Plummer, i permet ajustar les dades per valors de Reynolds superiors a 1.000 (Middleman 1998).

Quan ens trobem amb valors de Reynolds entre 10 i 1.000, el model més simple que es pot adoptar és sumar els factors de
friccid de l'equaci6 de Carmen-Kozeny (eq. 2.17) i de Burke-Plummer (eq. 2.18), en el que s'anomena I'equacio d’Ergun (Ergun
1952, Middleman 1998):

AP, _150{1-¢)
LpG2[l-¢)  Re

f= 1,75 (2.19)

D’altre banda, un dels parametres hidrodinamics més importants i basic per determinar el potencial de formacié de biofilms en
qualsevol sistema, I'esforg o estrés de cisalla (To), depén de la velocitat del flux: velocitats elevades produeixen un esforg de
cisalla alt, amb una influéncia negativa en la formacié del biofilm (Characklis & Marshall 1990). En el nostre cas, ha estat
necessari determinar la magnitud de I'esforg de cisalla que es produira a linterior del reactor amb el medi porés. L'esforg de
cisalla a la superficie del biofilm i a la superficie del substrat es va obtenir de la formula general, a partir de la velocitat
superficial (equacié 2.11) i el factor de friccié modificat segons el tipus de régim del flux (equaci6 2.17, 2.18 0 2.19):

f
To =5 (P0G (2.20)

Assumint que la velocitat mitjana és proporcional a la velocitat superficial, es pot realitzar l'estudi tedric de com influeix la
variacié de la porositat en la corba de velocitat-esforg de cisalla. A la Figura 2.1 s’ha mantingut el mateix rang de cabals (0,1-
1.200 L/h) i velocitats (0-1,7 m/s), variant la porositat. Com s’aprecia, a mesura que disminueix la porositat es necessita més
velocitat per aconseguir el mateix esforg de cisalla. Per tant, és evident que la porositat influeix en el régim hidraulic del reactor
de llit empacat.
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Figura 2.1. Influéncia de la porositat en la corba velocitat-esforg de cisalla, mantenint el
mateix rang de cabals i velocitats.
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2.1.2.  Similitud hidrodinamica

En el disseny del reactor o mostrejador es va optar per utilitzar un medi poros, ja que la gran superficie de deposicidé que
presenten les esferes que constitueixen el medi porés augmenta la capacitat de formaci6 dels biofilms dins del reactor de llit
empacat. Alhora, es poden obtenir mostres més grans que les obtingudes amb els sistemes fins ara emprats, especialment si es
compara amb un tros de paret de canonada normal.

Per poder coneixer millor els avantatges que presenta el mostrejador format per un reactor de llit empacat fix amb un medi
poros al seu interior i poder comparar-lo amb un mostrejador de canonada, és imprescindible conéixer els parametres hidraulics
caracteristics per a cada cas. En aquest sentit, s’ha establert la similitud hidrodinamica entre una canonada i el reactor de lit
empacat format per esferes com a medi porés. A la Taula 2.1 s’observen les equacions que defineixen els principals parametres
hidrodinamics que s’estableixen en una tuberia, tant per flux laminar com per un regim turbulent (Sotelo 1994, Mayol 1997a,b).
Amb aquestes equacions s’han establert els valors per a cada un d'aquests parametres hidrodinamics en canonades de
diametre i velocitats de pas de I'aigua diferent (veure Taula 2.2 i Taula 2.3), per comparar-ho després amb els valors obtinguts
per un reactor amb medi poros al seu interior. Els diametres emprats, entre 1/4” i 14”, sén els que s'utilitzen tant en edificis com
en xarxes urbanes de distribucié d'aigua.

En primer lloc, s’ha calculat el cabal necessari per aconseguir una velocitat determinada segons els diferents diametres de
canonada. En segon lloc, s’ha obtingut el nombre de Reynolds caracteristic per a cada situacio, per coneixer si ens trobem amb
un regim laminar (Re<2.000) o turbulent (Re>4.000), o bé en zona de transicio (2.000< Re < 4.000). Una vegada es coneix
Reynolds es calculen els altres parametres hidrodinamics com la pérdua de carrega, la variacié de pressio, el factor de friccié i
I'esforg de cisalla, escollint les férmules caracteristiques per a cada tipus de regim (veure Taula 2.1). Les férmules utilitzades pel
flux turbulent sén valides també per a la zona de transicio (Sotelo 1994, Daugherty & Ingersoll 1954, Mayol 1997a).

2.1.3.  Influencia del biofilm en el regim hidraulic

S'ha de considerar que el desenvolupament del biofilm en el reactor de llit empacat i la seva acumulaci6 en el medi porés
resulta en la reduccio de I'espai de porus lliures, afectant de retruc a les caracteristiques hidrodinamiques del medi (Bryers &
Characklis 1981, Lewandowski & Stoodley 1995). La influéncia del biofilm en el régim hidraulic es pot calcular mesurant la
porositat en les diferents etapes del seu desenvolupament (Cunningham et al. 1991). En primer lloc, es mesura volumétricament
la porositat mitjana pel llit net sense biofilm, amb I'equaci6 2.1. Després es calcula la porositat del llit empacat amb biofilm, €,
utilitzant la seglient expressio (Alonso et al. 1997):

& =1-(1- &) EHH Ly/R,) ‘f oz Y, +3E (2.21)

on €o és la porositat inicial del llit empacat net, Ls és el gruix mitja del biofilm, mesurat per microscopia confocal (veure 4.2.3), Ry
és el radi de les particules, esferes en el nostre cas i n és el nombre d’esferes en contacte amb una determinada esfera.

Assumint que la biomassa només pot créixer en la superficie banyada per l'aigua a les esferes i a la paret del mostrejador, la
porositat i I'area especifica — o superficie on el biofilm pot créixer per unitat de volum del reactor - dependran del nombre
d'esferes en contacte amb una determinada esfera, i variaran amb el creixement del biofilm. Per un empaquetament regular, el
nombre de punts de contacte entre una esfera determinada i les esferes adjacents s’anomena nombre de coordinacio. Els
sistemes més freqiients d’empaquetament regular sén els clbics, amb un valor de n=6 i els romboedrics 0 compactes, amb
n=12. Aquests valors extrems s’engloben en la porositat real del llit empacat, mesurada de forma volumétrica (veure 2.2.3).

L'area especifica del biofilm al reactor, ar, es pot calcular a partir de la seglient relacid, essent €o el valor de la porositat per al llit
empacat net sense biofilm:



Capitol 2 Sistema experimental per a la colonitzacié microbiana de superficies

39

ar= 3(21_&;02 /R, )l m LR, +2)

2.22)

Taula 2.1. Equacions hidrodinamiques que descriuen el flux per una tuberia (Sotelo 1994, Daugherty & Ingersoll 1954, Mayol

1997a).

Parametre Hidrodinamic Equacié N° Unitats
Cabal O =vlH; (2. 23) m3 s-!
v ol
Nombre de Reynolds Re= DZ (2.24)

Perdua de carrega per friccio
(Darcy-Weibach)

A
h =155 (2. 25) m

Flux laminar (Re<2.000)

64
Factor de friccié (Poiseuille) Siam = Re (2. 26)
i 32u L
Pérdua de carrega = m
J. f o) @ D:l’z (2 27)
8uby
Esforg de cisalla Tiam = DUT (2.28) N m?
Flux turbulent (Re>4.000)
Factor de fricci6 (Colebrook- 025
White), tubs rugosos en zona Tt = ’ > (2.29)
de transicio o régim turbulent [l og((a)/ d)I371+ 2,51/(Re Frurt ))] '
(Re>2.300)
Pérdua de carrega en régim _ L y?
rugés turbulent establert P = S 5 g (2.30) m
f 2
Esforg de cisalla Ty = —LAI:L QQE% (2.31) N m-2
v Velocitat mitjana ms
Acs Area de la secci6 transversal de la tuberia m?2
d Diametre de la tuberia m
L Longitud de la tuberia m
sl Viscositat de I'aigua (u=1,005 x 103 Kg m' s, a 20°C) Kgm's
p Densitat de I'aigua (p=998,23 Kg m3, a 20°C) Kg m3
g Constant gravitacional (g=9,8 m s ms"
w Rugositat absoluta de la tuberia (« = 4,6 x 10-> m, per tuberies noves d'acer) M
f Factor de friccio (sense dimensions)

Peérdua de carrega per friccio m
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Taula 2.2. Principals parametres hidrodinamics per canonades d'instal-lacions interiors i petits sistemes de distribucié. (Longitud =
0,069 m). La linia discontinua separa el régim laminar (part superior) de la zona de transici6. La linia continua separa aquesta de la
zona de régim turbulent (part inferior).

Q (Lh) V (mis) Reynolds  Factor friccié ()~ hr (m) AP (Pa) ESf?hrf nfig)a”a
\ 1/4" (0,00869 m) \

214 0,01 86,31 0,74 3,00E-05 2.04E-01 9,25E-03

2135 0,10 863,15 0,07 3,00E-04 2,.94E+00 9,25E-02
______ 970 020 69 004 BOIE0L  58E00  ASSE0T

64,06 030 2589,44 0,02 9,01E-04 8,82E+00 2,78E-01
66,18 032 2756,37 0,02 9,50E-04 9,38E+00 2,95E-01
74,73 035 3021,01 0,02 1,05E-03 1,03E+01 3,24E-01
85,41 040 3452,58 0,02 1,20E-03 1,18E+01 3,70E-01
106,76 0,50 431573 0,01 1,50E-03 1,47E+01 4,63E-01
160,14 075 6473,60 0,03 7,06E-03 6,90E+01 217E+00
21352 1,00 8631,46 0,03 1,25E-02 1,23E+02 3,86E+00
266,90 1,25 1078933 0,03 1,96E-02 1,92E+02 6,03E+00
320,28 1,50 12947,19 0,03 2,82E-02 2,75E+02 8,67E+00
373,65 1,75 15105,06 0,03 3,83E-02 3,75E+02 1,18E+01
427,03 2,00 17262,92 0,03 5,00E-02 4,90E+02 1,54E+01
533,79 250 2157865 0,03 7,82E-02 7,65E+02 2 41E+01

172" (0,0158 m)
7,06 001 156,94 041 9,09E-06 8,89E-02 5,09E-03

- o0 196936 0% 90E05  BROEOT  509E02

141,17 0,20 3138,71 0,02 1,82E-04 1,78E+00 1,02E-01
211,75 0,30 4708,07 0,01 2,73E-04 2,67E+00 1,53E-01
225,40 032 501,58 0,01 2,90E-04 2,84E+00 1,62E-01
247,04 035 5492,75 0,03 711E-04 6,95E+00 3,98E-01
282,34 040 6277,43 0,03 9,28E-04 9,07E+00 5,19E-01
352,02 0,50 7846,78 0,03 1,45E-03 1,42E+01 8,11E-01
529,38 075 177017 0,03 3,26E-03 3,18E+01 1,82E+00
705,84 1,00 15693,57 0,03 5,78E-03 5,66E+01 3,24E+00
882,30 1,25 19616,96 0,03 9,04E-03 8,84E+01 5,06E+00
108,76 1,50 23540,35 0,03 1,30E-02 1,27E+02 7,20E+00
1235,22 1,75 2746374 0,03 1,77E-02 1,73E+02 9,92E+00
1411,68 2,00 31387,13 0,03 2,31E-02 2,26E+02 1,29e+01
1764,60 250 39233,92 0,03 361E-02 3,53E+02 2,02E+401

34’ (0,02093 m)

12,39 0,01 207,89 031 5,18E-06 5,07E-02 3,84E-03
123,86 0,10 2078,90 0,03 5,18E-05 5,07E-01 3,84E-02
247,72 020 415780 0,02 1,04E-04 1,01E+00 7,68E-02
371,58 030 6236,70 0,02 3,65E-04 3,57E+00 271E-01
395,53 032 6638,76 0,02 4,13E-04 4,04E+00 3,06E-01
43351 035 727615 0,02 4,96E-04 4,85E+00 3,68E-01
495,44 0,40 8315,60 0,02 6,48E-04 6,34E+00 4,80E-01
619,30 0,50 10394,50 0,02 1,01E-03 9,89E+00 7,50E-01
928,95 075 15591,76 0,02 2,27E-03 2,20E+01 1,69E+00
1238,60 1,00 20789,01 0,02 4,04E-03 3,95E+01 3,00E+00
1548,25 1,25 25986,26 0,02 6,31E-03 6,18E+01 4,68E+00
1857,90 1,50 31183,51 0,02 9,09 E-03 8,89E+01 6,74E+00

2167,55 1,75 3638077 0,02 1,24E-02 1,21E+02 9,18E+00
2477,20 2,00 41578,02 0,02 1,62E-02 1,58E+02 1,20E+01

3096,50 2,50 51972,52 0,02 2,52E-02 2,47E+02 1,87E+01
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Taula 2.3. Principals parametres hidrodinamics per canonades de xarxes de distribucié d’aigua potable i abastament. (Longitud =
0,069 m). La linia discontinua separa el régim laminar (part superior) de la zona de transici6. La linia continua separa aquesta de
la zona de regim turbulent (part inferior).

Q (Lh) V (mis) Reynolds ~ Factorfriccié ()~ hs(m) AP (Pa) ESf?hff rﬁizs)a”a

| 17 (0,0264m) |

197,06 0,10 2622,22 0,02 3,25E-05 318E-01 3,05E-02

394,12 020 5244,43 0,02 1,21E-04 1,18E+00 1,13E-01

591,18 030 7866,65 0,02 2,72E-04 2,66E+00 2,54E-01

629,29 032 8373,78 0,02 3,08E-04 3,01E+00 2,88E-01

689,71 035 9177,76 0,02 3,70E-04 3,62E+00 3,46E-01

788,24 0,40 10488,86 0,02 4,83E-04 4,72E+00 4,52E-01

985,30 0,50 13111,08 0,02 7 54E-04 7,37E+00 7,05E-01
147796 075 19666,62 0,02 1,69E-03 1,66E-+01 1,59E-+00
197061 1,00 26222,16 0,02 3,01E-03 2,95E+01 2,82E+00
2463,26 1,25 3277770 0,02 4,71E-03 4,60E+01 4,40E+00
2955,91 1,50 39333,24 0,02 6,77E-03 6,63E+01 6,34E+00
348,56 1,75 45888,78 0,02 9,22E-03 9,02E+01 8,63E-+00
3941,22 2,00 52444,32 0,02 1,20E-02 1,18E+02 1,13E+01
4926,52 250 65555,40 0,02 1,88E-02 1,84E+02 1,76E+01

1" (0,05m)

I oot %2 04 QUEQT  BREQ)  1H1EQ
706,86 010 2622,22 0,02 9,07E-06 8,88E-02 1,61E-02
141372 020 5244,43 0,02 5,42E-05 5,30E-01 9,60E-02
2120,58 0,30 7866,65 0,02 1,2E-04 1,19E+00 216E-01
2257,28 032 837378 0,02 1,38E-04 1,35E+00 245E-01
2474,00 035 9177,76 0,02 1,66E-04 1,62E+00 2,94E-01
282743 0,40 10488,86 0,02 2,17E-04 2,12E+00 3,84E-01
3534,29 0,50 13111,08 0,02 3,39E-04 3,31E+00 6,00E-01
5301,44 075 19666,62 0,02 7,62E-04 7,45E+00 1,35E+00
7068,58 1,00 26222,16 0,02 1,35E-03 1,32E+01 2 40E+00
8835,73 1,25 3277770 0,02 2,12E-03 2,07E+01 3,75E+00
10602,88 1,50 39333,24 0,02 3,05E-03 2,98E+01 5,40E+00
12370,02 1,75 45888,78 0,02 4,15E-03 4,06E-+01 7,35E+00
14137,17 2,00 52444,32 0,02 5,42E-03 5,30E+01 9,60E+00
17671,46 2,50 65555,40 0,02 8,46E-03 8,28E-01 1,50E+01

4(0,1m)

282,74 0,01 993,26 0,06 22707 2,22E-03 8,04E-04
282743 0,10 932,64 0,02 5,77E-06 5,64E-02 2,04E-02
5654,87 020 19865,27 0,02 231E-05 2,26E-01 8,18E-02
8482,30 030 29797,91 0,02 5,19E-05 5,08E-01 1,84E-01
9029,13 032 31718,88 0,02 5,88E-05 5,75E-01 2,08E-01
9896,02 035 34764,23 0,02 7,06E-05 6,91E-01 2,50E-01
11309,73 0,40 39730,55 0,02 9,23E-05 9,03E-01 3,27E-01
1413717 0,50 49663,18 0,02 1,44E-04 1,41E+00 5,11E-01
2120575 075 7449478 0,02 3,24E-04 317E+00 1,15E+00
28274,33 1,00 99326,37 0,02 5,77E-04 5,64E+00 2,04E+00
35342,92 1,25 124157,96 0,02 9,01E-04 8,81E+00 3,19E+00
4241150 1,50 148989,55 0,02 1,30E-03 1,27E+01 4,60E+00
49480,08 1,75 173821,14 0,02 1,77E-03 1,73E+01 6,26E+00
56548,67 2,00 198652,74 0,02 231E-03 2,26E+01 8,18E+00

70685,83 2,50 248315,92 0,02 3,60E-03 3,53E+01 1,28E+01
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(Continuacio)
Q (Lh) vV (mis) Reynolds  Factor friccio ()~ hs (m) AP (Pa)  Esforg nfij)a“a (N
\ 127(0,3m)
L oA 000 . 29788 021 . 252809 247TE-05 288E-05
2544.69 0,01 2979,79 0,02 2,52E-08 2,47E-04 2,68E-04
25446,90 0,10 29797,91 0,01 1,53E-06 1,49E-02 1,62E-02
5089380 0,20 59595,82 0,01 6,11E-06 5,97E-02 6,49E-02
76340,70 0,30 89393,73 0,01 1,37E-05 1,34E-01 1,46E-01
81262,13 0,32 95156,65 0,01 1,56E-05 1,52E-01 1,66E-01
89064,15 0,35 104292,69 0,01 1,87E-05 1,83E-01 1,99E-01
101787,60 0,40 119191,64 0,01 2,44E-05 2,39E-01 2,60E-01
127234,50 0,50 148989,55 0,01 3,82E-05 3,73E-01 4,06E-01
190851,75 0,75 223484,33 0,01 8,59E-05 8,40E-01 9,13E-01
254469,00 1,00 29797910 0,01 1,53E-04 1,49E+00 1,62E+00
318086,26 1,25 372473,88 0,01 2,39E-04 2,33E+00 2,54E+00
381703,51 150 446968,66 0,01 343E-04 3,36E+00 3,65E-+00
44532076 175 521463,43 0,01 4,68E-04 4,57E+00 4,97E+00
508938,01 2,00 505958,21 0,01 6,11E-04 5,97E+00 6,49E-+00
636172,51 2,50 744947,76 0,01 9,54E-04 9,33E+00 1,01E+01
147 (0,5m)
706,86 0,00 496,63 0,13 8,02E-10 7,85E-06 1,61E-05
7068,58 0,01 4966,32 0,01 8,02E-09 7,85E-05 1,61E-04
70685,83 0,10 49663,18 0,01 8,30E-07 8,12E-03 1,47E-02
141371,67 0,20 99326,37 0,01 3,32E-06 3,25E-02 5,88E-02
212057,50 0,30 148989,55 0,01 7 A7E-06 7,31E-02 1,32E-01
225728,14 0,32 158594,41 0,01 8,46E-06 8,28E-02 1,50E-01
247400,42 0,35 173821,14 0,01 1,02E-05 9,94E-02 1,80E-01
282743,34 0,40 198652, 74 0,01 1,33E-05 1,30E-01 2,35E-01
353429,17 0,50 248315,92 0,01 2,07E-05 2,03E-01 3,68E-01
530143,76 0,75 372473,88 0,01 4,67E-05 4,57E-01 8,27E-01
706858,35 1,00 496631,84 0,01 8,30E-05 8,12E-01 1,47E+00
883572,93 1,25 620789,80 0,01 1,30E-04 1,27E+00 2,30E+00
1060287,52 150 744947,76 0,01 1,87E-04 1,83E+00 3,31E+00
1237002,11 1,75 869105,72 0,01 2,54E-04 2,49E+00 4,50E+00
1413716,69 2,00 993263,68 0,01 3,32E-04 3,25E+00 5,88E+00
1767145,87 2,50 1241579,60 0,01 5,19E-04 5,07E+00 9,19E+00
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2.2. Material i Métodes

2.21.  Caracteristiques del sistema; disseny, construccio i muntatge.

Apart d'obtenir les condicions adequades per a la similitud hidraulica, és important tenir present que ens interessa un reactor el
suficientment petit com per facilitar la seva manipulacié i instal-lacié en experiments de camp, aixi com per reduir al maxim els
cabals d'aigua a utilitzar. La grandaria de la mostra a obtenir es garanteix amb el nombre d'esferes dins del reactor i I'esforg de
cisalla, adequant el cabal a la seccié i porositat del reactor.

La pérdua de carrega obtinguda en aquest reactor no és significativa enfront de les condicions reals existents als sistemes de
distribucié d’aigua, on es recomana una pressié de 4-5 kg/cm? per mantenir pressions de sortida a les aixetes de 5 mca (Steel
1972, Mayol 1983). D'altra banda, aquesta pérdua de carrega tampoc resulta un valor limitant per les bombes d’extraccid
d'aigua disponibles al mercat.

Per tots aquests motius esmentats, s’ha decidit realitzar la installacié principal amb tuberies llises de 1/4” (0,00869 m), mentre
que per a cada un dels mostrejadors s’ha escollit la configuracié de reactor de llit empacat, format per una tuberia de 1/2"
(0,0158 m) plena d'esferes de vidre com a medi porés de suport.

Els reactors estaven formats per tubs cilindrics d'acer inoxidable austenitic AISI 316. Es tracta d'un acer al crom-niquel
(Cr=18%, Ni=10%, Mo=3, C=0,08%), molt utilitzat en la industria quimica per les seves propietats, essent la varietat més
resistent a la corrosio, a 'oxidacié en general i presentant les millors caracteristiques mecaniques a temperatures elevades,
resistint temperatures de 350°C. De fet, és un material molt apte per a les condicions d’Us en els mostrejos de camp amb aigiies
d'origen divers. També suporta bé les condicions d’esterilitzacié per calor amb l'autoclau. En el nostre cas, el reactor també
havia de presentar el maxim de resisténcia a la corrosié, degut a que tant les parets internes com les externes entren en
contacte permanent amb l'aigua. A més, el material havia de presentar un elevat grau de resisténcia a agents quimics,
especialment el clor.

Aixi mateix, és important que el material a utilitzar no alteri la formacié natural dels biofilms. S'han desestimat la majoria de
materials plastics pels problemes que presenten en alliberar particules organiques que poden ser utilitzades per
microorganismes del biofilm, augmentant de forma significativa el seu desenvolupament (Petzoldt 1993, Keevil et al. 1995).
D’altra banda, el material també hauria d’estar exempt de productes toxics que perjudiquessin el propi creixement dels biofilms.
En aquest sentit, alguns materials com el coure presenten un cert efecte antimicrobia, especialment sobre les poblacions de
bacteris coliformes (Domek et al. 1984), reduint I'habilitat d’aquests bacteris per adherir-se i multiplicar-se a la superficie
d’'aquest material (Assanta et al. 1998).

Una vegada seleccionat el material, el disseny s’ha centrat en el dimensionat del reactor de llit empacat (veure Figura 2.2). En
aquest aspecte, la premissa general ha estat obtenir un sistema que ocupés el minim d’espai, per facilitar la seva instal-lacio i
utilitzacio.

Els reactors, formats per tubs de 1/2” (1,580 cm) de diametre i una longitud total de 6,9 cm, contenien esferes de vidre de 5 mm
de diametre com a medi de suport estandard. D'aquesta forma s'obté un mostrejador petit i manejable, que es pot esterilitzar
facilment a I'autoclau i que es pot situar en espais reduits i que, alhora, presenta una gran superficie de mostreig (90,321 cm?
per mostrejador, tenint en compte només el material de suport). La Taula 2.5 (veure 2.3.1) resumeix les principals
caracteristiques de disseny, aixi com els principals parametres hidrodinamics per cada reactor de llit empacat.
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ESCALA
1:2

‘-‘ Denominacio m Observacions ‘

Malla Grupinox n° 20 AlSI 316 Sup. Util aprox. =68,2 %
Llum=1,14 mm
O filferros = 0,24 mm
2 Material de suport (esferes de vidre) Vidre 0=5mm
3 Femella superior roscada AISI 316 g=12
4 Tub d’acer roscat AISI 316 0 =1/2" L=60 mm
5 Pega reductora AlSI 316 O 1/2"a1/4”
6 Malla Grupinox n° 20 AISI 316 d. 1
7 Tub d’acer roscat AISI 316 O =1/4" L=60 mm
8 Te d'acer amb rosca AISI 316 O=1/4
9 Connexio rosca exterior AISI 316 0 =1/4" =38 mm

Figura 2.2. Esquema del reactor de mostreig (llit empacat fix) utilitzat al sistema experimental i descripcié
dels seus components. A la dreta (pagina seglient), esquema detallat del reactor de mostreig (Esc. 2:1).
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La Figura 2.3 ens indica com s’han disposat els diferents reactors per formar el sistema experimental complert, mostrant (a la
part inferior) detalls de les unions entre cada reactor. El nombre de reactors per sistema experimental pot ser variable, encara
que inicialment el sistema dissenyat preveu 5 mostrejadors, un per cada dia “laborable” de la setmana, situats en una o dues
linies (part superior, Figura 2.3). Es evident, que el nombre de mostrejadors no pot ser molt elevat, de cara a reduir les
dimensions del sistema experimental. D'altra banda, I'increment en el nombre de mostrejadors augmenta el cabal necessari per
mantenir les mateixes condicions hidrodinamiques. La uni6 entre les dues linies de 5 reactors s’ha realitzat gracies a elements
d’'acer inoxidable AISI 316, de 1/4”. En primer lloc, un element T distribuia I'aigua d’entrada que circulava a través d’un tub
roscat i un colze, fins a cada una de les linies formades per 5 reactors, tal com es veu a la part superior de la Figura 2.3.

Tal com s’especifica a la mateixa Figura 2.3, el sistema experimental s’ha alimentat amb aigua, generalment bombant des del
proveiment utilitzat. Els reactors s’han operat en mode ascendent, sortint I'aigua per la seva part superior. D’aquesta forma
I'aigua cobria tot el sistema, fet que ajudava a aconseguir una millor regulacio de la temperatura. El flux de l'aigua a través del
medi pords es mantenia durant un temps predeterminat, després del qual el reactor es treia i es transportava al laboratori per
analitzar el contingut de microorganismes adherits al medi poros.

Per facilitar els canvis de mostrejadors o reactors s’han escollit unions del tipus roscades. Alhora, la majoria de les vegades s'ha
procurat utilitzar accessoris normalitzats per abaratir el cost. Per mantenir el material de suport utilitzat dins del reactor de llit
empacat s’han utilitzat dues malles d’acer inoxidable AlISI 316, tal com es detalla a la Figura 2.2 (elements 1 i 6, malla Grupinox
n° 20, Acimetal, Terrassa).

Les connexions entre el proveiment d'aigua i el sistema experimental s’han realitzat utilitzant tuberies que alteressin el minim les
condicions de 'aigua, ja sigui pel lixiviat de nutrients o ions metal-lics. En general, s'han utilitzat canonades acreditades per a la
conduccié d'aigua, com la tuberia flexible “Hidrotubo 32" (Espiroflex 13, 14019703) o tuberies de nylon (Neoplast Ultravinil
transparent).

2.2.2.  Operacié i Optimitzacio del sistema experimental

Abans de la seva utilitzacio al sistema experimental, cada reactor ple de medi pords (esferes de vidre), s’ha esterilitzat a
l'autoclau, a 1 atm i 125°C durant 35 min. En el cas d'utilitzar materials polimérics com a suport, s’han esterilitzat netejant-los
amb una soluci6 d’hipoclorit sodic (250 mL/1.000 L) al 12,5% , durant 2 hores.

El proveiment d’aigua que ha alimentat el sistema experimental s’ha portat a terme, en alguns casos, amb I'ajuda d'un sistema
de bombament. Degut a que la majoria d’experiments s’han realitzat a cabal constant, el principal parametre a controlar ha estat
el cabal. Per tant, les bombes necessaries son les que presenten menors oscillacions brusques de cabal a variacions grans
d’algada manométrica. S'ha optat segons el cas, entre una bomba submergida o una bomba de superficie, tenint en compte que
les bombes de superficie no poden bombar aigua des de qualsevol profunditat, ja que es poden produir problemes de cavitacio,
o formaci6 de vapor d'aigua al seu interior. Per tant, per escollir una bomba de superficie s’ha de tenir en compte I'energia
minima a I'entrada de la bomba per evitar la cavitacid. Les bombes submergides no presenten aquests problemes, encara que
el seu preu és forga més elevat.

El cabal que circula per la installaci6é s’ha controlat amb una valvula d'esfera (valvula Tajo 2000, FontGas). Apart, en alguns
experiments, s'ha controlat de forma independent el cabal per cada un dels mostrejadors o reactors, amb una valvula d'esfera
situada just abans de I'entrada del reactor o bé gracies a col-lectors comercials que incorporen reguladors individuals per a cada
reactor (Figura 2.4), com el col-lector Barbi (Barbi-Santiago, Bilbao).
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Figura 2.3. Uni¢ dels diferents reactors que formen el sistema experimental. A) Bomba centrifuga, B) Entrada d'aigua al

sistema, i C) Sortida de I'aigua. Dades en mil-limetres.
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Valvula
d’esfera

Figura 2.4. Components del sistema experimental amb la configuracié on es controla el cabal de cada reactor de forma
independent. Part superior, utilitzant el col-lector Barbi i, part inferior, amb valvules d'esfera a cada reactor.
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2.2.3.  Mesures in situ

Els parametres ambientals més importants com la temperatura, pH, potencial redox, contingut d’oxigen i conductivitat, s’han
mesurat in situ amb una sonda multiparametrica ECM Multi (Neurtek Medio Ambiente S.A., Zarautz).

D'altra banda, també es van mesurar alguns dels parametres que afecten el rendiment dels reactors del sistema experimental.
Aixi, es va mesurar el cabal de cada un dels reactors del sistema, abans i després de realitzar cada mostreig. La mesura del
cabal es va fer de forma volumetrica.

Igualment, es va mesurar la porositat de forma volumétrica a cada reactor de llit empacat, abans que aquests fossin colonitzats
pel biofilm (Bear 1972). La porositat es pot quantificar coneixent el volum de porus del reactor (Vp) i el volum total del reactor
(V1), segons ja s’ha vist a l'equacio 2.1. Per fer la mesura, es va tancar 'extrem inferior del reactor (pega reductora) amb un tap
de rosca de 1/4” (veure Figura 2.5). Després es va afegir aigua destillada amb una micropipeta, mesurant la quantitat
necessaria per enrasar amb la part superior del reactor (exactament a sota de la malla superior).

Afegir
aigua

Figura 2.5. Muntatge experimental per mesurar volumeétricament la porositat dels reactors. 1) Malla superior, 2) Medi porés, 3)
Malla inferior i, 4) Tap.

2.24.  Proveiment d'aigua: zones de mostreig

Per poder avaluar el sistema per al desenvolupament de biofilms model en experiments de camp, s’han utilitzat tres estacions
experimentals. EI mostrejador de biofilms s’ha provat en dues estacions experimentals que aprofiten aigua subterrania i en una
tercera, corresponent a una xarxa interna de distribucié d’aigua potable. Els reactors es van deixar durant periodes de temps
predeterminats, després dels quals es treien del sistema per analitzar-los al laboratori, on es quantificava la formacié del biofilm
a la superficie de les esferes de vidre (veure 3.2.4).
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La primera estacio utilitzada per avaluar el desenvolupament dels biofilms al camp ha utilitzat I'aigua d'un pou situat a
Barcelona, al carrer d’Alfons el Magnanim, en unes instal-lacions del Ferrocarril Metropolita de Barcelona (FCMB). Aquest pou
recull les aigiies de drenatge del metro de Barcelona barrejades amb aportacions de I'aqtifer al-luvial de la conca del riu Besds,
localitzat al nord de Barcelona, Catalunya (veure Figura 2.6 i apartat 3.2.1). La construcci6 d’un dipdsit de reserva i d'una xarxa
de distribucié per part de I'Institut Municipal de Parcs i Jardins, ha permes la seva reutilitzacio per a la irrigacio de parcs i jardins
de la Vila Olimpica a Barcelona.

SABADELL

TERRASSA

Figura 2.6. Localitzacio de les tres estacions experimentals per al treball de camp, marcades amb un punt negre sobre el mapa
de Catalunya. Les dues ampliacions mostren la zona de Barcelona (Sant Marti, Besos).
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La segona estacié s’ha situat en unes instal-lacions de la Companyia d'Aigiies de Sabadell (CASSA) al barri de Can Oriac, al
nord de Sabadell (veure Figura 2.6 i 3.2.2). En aquest lloc es troba un dipdsit que acumula les aiglies que provenen de la mina
de Ribatallada, de la mateixa companyia i d'aproximadament 3 km de longitud. Actualment, aquesta instal‘lacié només s'utilitza
en l'extincié d'incendis i per altres usos no potables, com la irrigaci6 de camins de zones en construccié. No obstant, la
urbanitzacié del barri de Can Llong situada ben a la vora i amb una ocupacié de 642.700 m2 podria accelerar la seva reutilitzacio
per la important preséncia de zones enjardinades (4000 m2).

La tercera estaci6 utilitzada ha estat la xarxa de distribuci6 interna d’aigua potable del laboratori de Microbiologia de I'Escola
Universitaria d'Optica i Optometria de la Universitat Politécnica de Catalunya (veure Figura 2.6 i 3.2.3). Aquesta tercera i uftima
zona de mostreig s’ha escollit per poder comparar les dades obtingudes en xarxes de distribucié on no es realitza cap tipus de
tractament amb les xarxes d'aigua potable.

2.2.5.  Calibratge al laboratori: mesura de la pérdua de carrega

Per poder determinar les condicions hidrauliques reals dels reactors de llit empacat es van realitzar una série d'assaigs al
laboratori. Amb aquestes proves es va quantificar la pérdua de carrega que es produeix al sistema experimental format pels
reactors de llit empacat, determinant les caracteristiques generals de la seva hidrodinamica. Aixd s’ha realitzat amb el sistema
buit (sense medi poros) format per reactors de 1/2” de diametre, aixi com afegint-hi esferes de vidre de 5 mm de diametre com a
medi pords. Les dades obtingudes es van comparar amb les dades tedriques.

En el primer assaig de calibratge s'ha mesurat la pérdua de carrega que es produeix al sistema utilitzant un captor de pressio

Wika (WIKA 909.40.500, Klingenberg, Germany). Per fer-ho, s’ha utilitzat un reactor de llit empacat fix de les mateixes
caracteristiques que els utilitzats en tots els experiments, ple igualment d’esferes de vidre de 5 mm de diametre com a medi
por6s. Amb una clau d'esfera s’ha variat el cabal que circula pel sistema, graduant I'entrada d’aigua. Gracies al captor de
pressio situat perpendicularment a I'entrada del reactor amb un element-T d'acer inoxidable (veure Figura 2.7), s’ha mesurat la
variacio de pressid produida al variar els cabals d’entrada (de 0 a 800 L/h). La pressié mesurada amb el captor Wika ens permet
determinar la pérdua de carrega del mostrejador o reactor (Ahess), a partir de I'equacié de pérdua de I'energia o equacio de
Bernoulli. Partint d’aquesta equacio s'arriba a I'expressio que ens descriu la pérdua de carrega del nostre sistema:

Op, 2 O Op 2 O
M+ =L 4+ = = +—= + [+ h 2.32
Bo, "2 " Hp, 3 T2 T &3

on z1 és la cota o algada de la tuberia d’entrada del sistema, z2 és l'algada de la tuberia de sortida del sistema, p1 i p2
representen la pressié manométrica a I'entrada i a la sortida del reactor respectivament, v1 i v2 representen la velocitat en cada
un d’aquests punts respectius i, finalment, hr és la perdua de carrega. Tenint en compte que s’ha disposat el reactor en posicio
horitzontal (veure Figura 2.7), z1 és igual a zz, per la qual cosa les dues cotes s'anullen. D'altra banda, en els casos on el
sistema no esta cobert per aigua no es té en compte la pressié manomeétrica a la sortida, perqué s'agafa com a valor zero de
referéncia la pressio6 atmosférica local. Finalment, I'equacié de Bernoulli es converteix pel nostre sistema en:

P. y2 =2
Ay =——+—1—=2 2.33
o ol% 2% (2.33)

on P¢ és la pressio mesurada amb el captor Wika, v1es la velocitat de I'aigua a I'entrada i v21a velocitat a la sortida.

Per calcular la perdua de carrega es determina volumétricament el cabal, mesurant en una proveta mil-limetrada un volum
determinat durant un temps controlat, i es calcula la velocitat del fluid a I'entrada (v1) i a la sortida (v2), de la forma segiient:
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Figura 2.7. Mesura de la pérdua de carrega gracies a un captor de pressio Wika. 1) Lector de les dades, 2) Captor de pressio, 3)
Clau de pas d’entrada de I'aigua, 4) T-adaptadora, 5) Reactor de llit empacat i 6) Sortida de I'aigua.

En un segon assaig de calibratge s'ha mesurat la pérdua de carrega amb I'ajuda del sistema representat a la Figura 2.8, partint
també de I'equaci6 de perdua de I'energia. Després de realitzar les mateixes simplificacions, tenint en compte que el reactor
també s’ha disposat en posicio horitzontal, 'expressi6 es converteix per aquest sistema, en:

2 .2
Amﬁzh—@+x?ﬁi (2.35)

on hy és la perdua de carrega expressada en metres (m o mca) produida a I'entrada del reactor i h2 és la pérdua de carrega a la
sortida del reactor. Després de mesurar el cabal volumétricament, agafant en una proveta mil-limetrada un volum determinat
durant un temps controlat, s’ha calculat v1 i v2 a partir de 'equacié 2.34. D'aquesta manera, I'assaig s’ha realitzat de la forma
que es detalla:

O S'obre l'entrada d'aigua al diposit i es tanquen totes les sortides, excepte una que anomenarem sobreeixidor. La missio del
sobreeixidor és la d’expulsar del dipdsit tota I'aigua que entri de més al sistema, per poder tenir-hi un nivell constant.

U Es posa el reactor a una certa algada per sota del nivell del diposit. Es deixa la valvula d'entrada (valvula de comporta)
oberta al maxim, deixant un temps fins que s’hagi purgat tot el sistema.

U Es mesura el cabal de la forma indicada, amb la proveta i el cronometre.
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U Es mesura la diferéncia d'algada en metres entre h1 i hz, que correspondra a la perdua de carrega entre I'entrada i la
sortida, en metres de columna d'aigua (m).

U Es tanca la valvula d'entrada 1/4 de volta i es repeteix el pas anterior, i una altra vegada es torna a tancar la valvula
d'entrada 1/4 de volta.

O Esfael mateix, tancant cada vegada 1/4 de volta la valvula d’entrada.
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Figura 2.8. Determinacié de la pérdua de carrega dels reactors. 1) Diposit d'aigua, 2) Sobreixidor, 3) Tuberia de
desguas, 4) Entrada d’aigua, 5) Sortida d’aigua del dipésit, 6) Valvula de comporta, 7) Reactor de llit empacat.

Una vegada caracteritzat amb aquest sistema el comportament hidrodinamic d’un sol reactor de llit empacat, s’ha determinat la
influéncia de connectar diferents reactors en paral-lel. Per aixd, s’ha utilitzat el mateix muntatge pero afegint el sistema
experimental format per 5 reactors de llit empacat (veure Figura 2.9). Per aquest sistema, tenint en compte que el reactor s'ha
disposat en posici6 horitzontal, 'expressio es converteix en:

2 _.2
Ay = (- hz)+11ﬁZ (2.36)
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Després d'obrir I'entrada d'aigua al dipdsit de la mateixa manera que s'ha explicat anteriorment, s’han disposat tots els reactors
a una mateixa algada per sota del nivell del diposit. Amb la valvula d'entrada oberta al maxim s’ha mesurat el cabal que surt pel
primer reactor, al mateix temps que l'algada en metres entre h1 i hy, valor que correspondra a la pérdua de carrega entre
I'entrada i la sortida del primer reactor, en metres (m).

En segon lloc, i procedint de la mateixa forma s’ha mesurat el cabal que surt pel segon reactor i 'algada entre hz i hs, valor que
correspondra a la pérdua de carrega entre el primer i el segon reactor, en metres (m). S’ha fet el mateix per a cada un dels
reactors del sistema, mesurant cada vegada el cabal de sortida de cada reactor i la pérdua de carrega corresponent.
Posteriorment, després de tancar la valvula d’entrada 1/4 de volta s’han repetit cada un dels passos anteriors. El procediment
sencer s’ha repetit tancant cada vegada 1/4 de volta la valvula d’esfera.

A partir de les dades obtingudes en aquests experiments de calibratge s’han realitzat les grafiques que ens relacionen el cabal
amb la perdua de carrega. Els valors mesurats s’han comparat a la mateixa grafica amb els estimats a partir de les equacions
descrites anteriorment (veure 2.1.1). En cada cas, sha determinat una funcié que ens doni el valor de la perdua de carrega en
funcid del cabal, ajustant les dades a una aproximacié quadratica amb suport informatic (Kaleidagraph, v. 3.0.1, 1994, Abelbeck
Software).

2
—_ ( 1 _
\
= A A T hy
Ah;
h
h2
hs
Ahg
4 —— h4
\\\ | | | L vAh4
h
3 Ahsg °
b 4 he
5
N Z
e
AN
6

Figura 2.9. Determinacié de la pérdua de carrega connectant 5 reactors en parallel. 1) Diposit d’aigua, 2)
Sobreixidor, 3) Tuberia de desguas, 4) Entrada d’aigua, 5) Sortida d'aigua del dipdsit, 6) Valvula de comporta, 7)
Reactors de llit empacat.
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2.26.  Efecte del material de suport en el desenvolupament del biofilm

Després d’haver-se decantat per la configuracié de reactor de llit empacat fix amb medi porés com a suport de colonitzacié, per
tal d’obtenir el maxim de superficie de mostreig en el minim espai possible, s’havia d’escallir el tipus de material que formaria
part dels reactors com a medi por6s. Tenint en compte els experiments previs del Grup Europeu d’Estudi de les Biomasses
Adherides (Levy 1997), ens vam decidir per utilitzar esferes de vidre de 5 mm de diametre. Les caracteristiques d’aquest
material no afavoreixen el creixement dels microorganismes, especialment si ho comparem amb materials molt més idonis en
aquest sentit, com el PVC (Petzoldt 1993, Keevil et al. 1995). No obstant, es tracta d'un material molt assequible i econdmic,
molt adequat com a suport per poder comparar el desenvolupament dels biofilms formats. D’altra banda, el vidre ha estat un
dels materials més utilitzats per estudiar I'adheréncia microbiana a superficies (Costerton et al. 1995), i un dels que es tenen
més dades bibliografiques.

S’ha realitzat un experiment per calibrar el sistema experimental i comprovar I'efecte del material de suport sobre el creixement
dels biofilms, comparant la capacitat de diferents materials de suport per afavorir el desenvolupament de biofilms. L'estudi sha
centrat en avaluar l'impacte dels materials en el desenvolupament del biofilm. Els materials test s’han utilitzat com a medi porés
dins dels reactors de llit empacat fix de la mateixa forma que les esferes de vidre, determinant la influéncia que la seleccio dels
materials presenta en la colonitzaci6 i el creixement bacteria.

A més del vidre, utilitzat com a material de suport estandard per a la realitzacié dels experiments de colonitzacié microbiana,
s’han escollit materials de suport metal-lics en forma d'esferes de 5 mm de diametre d’aliatge d’acer al crom (AISI 52100-ASTM
A 295, NSK, FEYC, S.A., Barcelona) i acer inoxidable austenitic (AISI 316, FEYC, S.A., Barcelona).

Els aliatges de ferro-carboni es classifiquen en acers quan es tracta d'un aliatge forjable amb un contingut de carboni comprés
entre el 0,1 i el 1,76%, mentre que s'anomena fundicié als aliatges no forjables que presenten del 2,5 al 4% de carboni (Mayol
1997a). Els acers al carboni estan constituits fonamentalment per ferro i carboni, mentre que els acers aleats contenen altres
elements d'aliatge en quantitats significatives, com el crom, niquel, cadmi, molibde o altres. De fet, els tubs d’acer s’han utilitzat
des de fa molts anys per a la conduccio de liquids, com en canonades de desguas de fundicio grisa (DIN1172) o tuberies d’acer
dolg al carboni (“mild steel”) en linies de conduccié d’aigua i altres aplicacions industrials, malgrat que avui en dia la seva gran
utilitat es centra en aplicacions on es requereixen tuberies de pressié. Tanmateix, canonades d'acer desenvolupades inicialment
per aplicacions industrials com el transport de gas i petroli, s’estan aplicant amb éxit per a la conduccié d’aigua, especialment en
linies de distribuci6 d'aigua potable de seguretat (Europipe, Sollac, Dunkerque). En aquest cas, les bones propietats dels acers
es milloren amb un revestiment intern de morter de ciment, que compleix amb les normes alimentaries i garanteix la potabilitat
de l'aigua i alhora, amb un revestiment extern de polietilé que protegeix I'acer dels impactes, 'envelliment i I'agressio del sol.

Els tubs d’acer inoxidable estan fabricats amb aliatges basades en el ferro que presenten una gran resisténcia a la corrosio,
degut a la formaci6 d'una capa superficial d'0xid de crom molt fina. Encara que el crom - present com a minim en un 10,5% -
configura la gran resisténcia a la corrosid dels acers inoxidables, la presencia d'altres elements en modifica de forma
substancial les seves caracteristiques fisico-quimiques. Aixi, la presencia de niquel millora encara més la resisténcia a la
corrosio, augmentant I'estabilitat de la capa d'oxid superficial. L'acer inoxidable AISI 316 (Fe/Cr18/Ni10/Mo3) amb un baix
contingut en carboni (0,08 max, densitat = 7,96 g cm3) pertany a la familia dels acers austenitics (Goodfellow 1996), els més
resistents a la corrosié atmosferica i a certs acids. Sén els que presenten millors caracteristiques mecaniques a temperatures
elevades, i per aixd s'utilitzen especialment com a elements de forns, calderes, torres de refrigeracio, intercanviadors i, en
general, tot tipus d'instal-lacions industrials.
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A part de les canonades de fibrociment per sanejament i pressio (UNE-41080, UNE-88203), actualment les tuberies plastiques
o de resines s’han introduit definitivament en la distribucié d'aigua potable, ocupant la part més important del sector. Tuberies
fabricades amb resines de diferents families s’han intentat aplicar per a la conduccié d'aiglies residuals, aigiies potables i
productes quimics industrials, amb més o menys éxit.

Cal citar el PVC (clorur de polivinil) utilitzat ampliament en la distribucié d’aigua potable en les seves diferents variants,
especialment el PVC rigid per conduccions d'evacuacié d'aigua potable i aigiies residuals (UNE-53114), canonades de
sanejament per col-lectors i xarxes de clavegueram (UNE-53332), xarxes de drenatge i sistemes de canonades al sol, collectors
d’aiglies pluvials i conductes d'aire i gas (Mayol 1997a).

També s'utilitza ampliament el PE (polietilé), en les seves dues variants de polietilé de baixa densitat 0 LDPE (UNE-53142) i
polietile d'alta densitat o HDPE (UNE-53133), en canonades d’aigua potable, aiglies brutes i aplicacions industrials i irrigacio. El
polietilé reticular PE-R (UNE-53381) permet temperatures d'utilitzacié en régim permanent de 100-110°C, per la qual cosa
s'utilitza per a la circulacié d’aigua calenta, en calefaccions (terra radiant) i aigua sanitaria (Mayol 1997a).

D’altra banda, les canonades de poliéster reforgades amb fibra de vidre o PRFV (UNE-53323), s'utilitzen especialment per a
usos industrials i tuberies a pressio de gran diametre.

Finalment, caldria citar el PP (polipropile) en preséncia de temperatures elevades, en installacions a pressié d’aigua freda,
calenta, hidrosanitaria, calefacci6 i d'aire condicionat refrigerat per aigua i en baixants per instal-lacions de sanejament.

Degut a la importancia de les canonades plastiques s’han escollit esferes de 6 mm de diametre d’ABS (ABS-STAREX, densitat
= 1,05 g cm3, Unasa, Barcelona), com a control positiu de colonitzacié microbiana, per comparar amb I'efecte produit en els
altres materials. Aquesta resina de la familia dels estirens és un copolimer d'acrilonitril, butadié i estire, que pel seu bon aspecte
superficial s'utilitza en camps ben diversos com l'eléctric, la industria de I'automobil i la indUstria en general, per exemple en la
construccio6 d'aixetes i en el sector hidrosanitari.

Les mostres de cada material shan empaquetat dins dels tubs d'acer inoxidable dels reactors i s’han esterilitzat de la forma
adient en cada cas. Els materials metal‘lics i el vidre s’han esterilitzat amb l'autoclau de la forma habitual, mentre que els
materials plastics s’han esterilitzat amb una solucié d'hipoclorit sodic (250 mL/1.000 L) al 12,5% durant 2 hores. Els reactors de
medi poros (10 reactors amb materials diferents) es van exposar a l'aigua freatica de forma simultania, mantenint un flux
constant aixi com les mateixes condicions ambientals per als reactors al llarg de tot I'experiment, com la temperatura, cabal,
velocitat de 'aigua o el carboni organic biodegradable. Els reactors plens amb esferes de vidre, ABS, acer o acer-inox en funcié
de cada cas es van deixar 14 i 37 dies en contacte amb l'aigua subterrania — a cabal constant -, de I'estaci6 experimental de
CASSA a Sabadell. Finalment, es va realitzar el recompte de viables dels biofilms desenvolupats, de la forma habitual (veure
3.24).

2.2.7.  Processat de les mostres: rentat i sonicacio

Les mostres per analitzar el biofilm requerien un processat al laboratori per separar els microorganismes adherits al material de
suport (veure Figura 2.10, i PNT-1 a I'annex). El primer pas en el processat de les mostres al laboratori ha estat sempre el rentat
dels reactors de llit empacat fix, per separar els microorganismes planctonics que no estaven adherits de forma irreversible a la
superficie del material de suport.

S'ha estudiat la idoneitat de tres tipus diferents de rentats: A, B i C (veure Figura 2.11). Després d'instal-lar 10 reactors, s’ha
comparat els rentats A i B en 5 experiments independents analitzant els reactors per parelles (rentat A i B), després de 2,415
dies de contacte amb I'aigua subterrania —a cabal constant- del pou de I'estacié experimental de Sant Marti. Tots els reactors
han estat sotmesos a les mateixes condicions ambientals durant tot 'experiment, com la temperatura, cabal, velocitat de I'aigua
0 el carboni organic biodegradable.
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Posteriorment, s'ha realitzat el recompte de viables dels biofims desenvolupats de la forma habitual (veure 3.2.4). El mateix
experiment s’ha repetit de la mateixa forma explicada abans amb 10 reactors més, comparant aquesta vegada el rentat B amb
el C. Les caracteristiques generals dels tres rentats analitzats es resumeixen a la Figura 2.11:

Rentat A, abocant 200 mL de solucié salina estéril (0,9% NaCl) al reactor de llit empacat.

Rentat B, on després de fer-se el rentat A, les esferes de vidre es transferien dins d’un recipient de plastic esteéril, ple amb
15 mL de s.s. estéril (0,9% NaCl), i després s'abocava tot el contingut dins d'una xeringa de 10 mL buida. Les esferes
contingudes dins de la xeringa es rentaven amb 100 mL més de s.s. esteril (0,9% NaCl) i es posaven dins d'un altre
recipient ple amb 15 mL de s.s. a la mateixa concentracio.

U Rentat C, on a diferéncia dels anteriors, les esferes de vidre es transferien directament dins d'un recipient de plastic ple
amb 15 mL de s.s. estéril (0,9% NaCl). Posteriorment, es realitzaven tres rentats consecutius amb una micropipeta, traient
els 15 mL de s.s., afegint-ne 15 més cada vegada i realitzant una lleugera agitacié per rotacié, sense donar la volta al
recipient.

També s’ha analitzat la quantitat de microorganismes presents als lixiviats resultants de la realitzacié de cada un dels rentats.
Les aiglies de rentat s’han recollit en ampolles Schott estérils i s’han filtrat segons la metodologia habitual (veure 3.2.4) per
determinar-ne el nombre de microorganismes.

Una vegada s’ha realitzat el rentat les mostres es sotmeten a un bany d'ultrasons (Selecta 3000513, 150 w, 1-50 Hz), per
separar els microorganismes del material de suport, analitzant-se el liquid resultant de la forma habitual. Seguint els treballs del
Grup Europeu d'Estudi de les Biomasses Adherides (Levy 1997, Piriou 1997), s’ha realitzat una Gnica sonicacié de les mostres,
durant 3 minuts. Altres factors importants a tenir en compte (veure Taula 2.4) sén la posicid del recipient dins del sonicador
sense tocar el fons i el nivell de I'aigua del sonicador, 1 cm per sobre respecte al nivell intern del recipient amb les esferes.
Després de la sonicacié la mostra s’agita al vortex (Heidolph Reax 2000) a la maxima velocitat durant 30 segons i, finalment, de
forma manual unes 30 vegades per assegurar la seva homogeneitzacio.

Rentat Sonicacio Dilucio

NacCl
0,9% v/

NacCl 0,9%

P

T Filtracié de membrana

/0
Recompte total Q Q Q
(AODC)

Recompte de viables (ufc)

Figura 2.10. Processament previ i analisi de les mostres de biofilm.
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Figura 2.11. Tipus de rentats de les mostres per separar els microorganismes planctonics no adherits de forma irreversible.
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Taula 2.4. Principals recomanacions del Grup Europeu d’Estudi de les Biomasses Adherides, respecte a la sonicaci6 de
biofilms adherits en esferes de vidre.

PROTOCOL SONICACIO
Temps de sonicacid 1 sonicaci6 de 3 min.
Bany d'ultrasons Proporci6 constant (10-15) entre potencia (W) i volum del bany (L).
Nivell de l'aigua dins el bany Treballar amb un nivell minim dins del bany d'ultrasons (5-6 cm.).
Situacié del recipient No reposar sobre el fons. Deixar reposar sobre pega de vidre.

Ha d'existir un volum minim a partir del fons del bany d’ultrasons

El nivell del bany d'ultrasons ha de superar en 1 cm el nivell intern del
recipient

Material del recipient Preferible en vidre, degut a la millor transmissio de les ones d'ultrasons.

Esquema

8888888 56 an

<

2.2.8.  Avaluacio de la reproductibilitat de la formacié de biofilms

S’ha intentat assegurar al maxim la reproductibilitat dels diferents experiments realitzats, procurant que el desenvolupament i la
recuperacio dels biofilms es produis sempre sota les mateixes condicions. Tot i aix0, és inevitable que es produeixin certes
variacions, atribuibles sobretot a canvis en les condicions ambientals de laigua al llarg de l'any i, en menor mesura, a
oscil-lacions minimes de cabal entre els mostrejadors.

Els efectes acumulatius dels diferents errors s’han mesurat comparant, en primer lloc, la recuperacioé de bacteris de reactors
exposats de forma simultania al contacte amb l'aigua subterrania, durant el mateix periode de temps i en les mateixes
condicions ambientals. Per aix0, un total de 10 mostrejadors es van exposar a l'aigua subterrania del pou d’Alfons el Magnanim,
a l'estacio experimental de Sant Marti (Besos), durant 65 dies. Passat aquest temps, es va realitzar el recompte dels bacteris
presents al biofim de la forma habitual, utilitzant 'agar R2A i filtracié per membrana (veure 3.2.4). Aquest experiment no ens
permet atribuir els errors a cap factor en particular, malgrat que ens déna una idea de la importancia relativa dels errors produits
durant tot el procés.
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2.29.  Efecte de I'esforg de cisalla en el desenvolupament del biofilm

S’han realitzat dos experiments per determinar com influeix la variacié de I'estrés de cisalla en el desenvolupament dels biofims
al sistema experimental. L'esforg o estrés de cisalla augmenta amb la velocitat de I'aigua que circula pel reactor (veure Figura
2.1) fet que repercutira negativament sobre la formacié dels biofims (Zelver et al. 1984, Lewandowski & Stoodley 1995). A més,
aquest parametre afecta a altres processos que contribueixen a la formacié dels biofilms, com sén el transport de nutrients, la
uni6 i separacio de céllules a la superficie (Peyton & Characklis 1993), i fins i tot la propia estructura dels biofilms (Bryers &
Characklis 1981, Stoodley et al. 1993). També és important saber de quina forma es produeix la variacié de I'esforg de cisalla.
Alguns estudis remarquen que canvis progressius afecten molt menys al desenvolupament dels biofilms que si es produeixen
variacions brusques (Peyton & Characklis 1993). Per tots aquest motius, s’ha agafat I'esforg de cisalla a la interfase superficie-
biofilm determinat a partir de I'equaci6 2.20, com a factor basic per determinar el potencial de formaci6 de biofilms.

En el primer experiment realitzat s’han sotmés 10 reactors de llit empacat d’igual porositat (plens d’esferes de vidre de 5 mm de
diametre) a diferents velocitats del flux. Després d'esterilitzar el sistema a l'autoclau s’han deixat els reactors en contacte de
forma simultania amb l'aigua de la mina de Ribatallada durant 16 i 25 dies. Els diferents cabals es van ajustar simultaniament
gracies a claus d’esfera situades just abans dels reactors (veure Figura 2.12). Tots els reactors han estat sotmesos a les
mateixes condicions ambientals al llarg de I'experiment. S'ha realitzat el recompte de viables dels biofilms desenvolupats, de la
forma habitual.

Material: Esferes vidre 5 mm [J

- X
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5D | 130

1E [ 130

S5E 4E 3E 2E 1E 2E 160
(NN R— — — 3E | 165
4E | 215

5E | 215

Figura 2.12. Experiment per determinar la influencia de I'esforg de cisalla sobre el desenvolupament del biofilm variant el cabal i a
porositat constant.
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Tenint en compte que el sistema experimental esta basat en reactors de llit empacat fix, la porositat del medi de suport influira
d’'una forma important sobre la velocitat del fluid, I'esforg de cisalla i, per tant, sobre el desenvolupament dels biofilms. Per
aquest motiu, s’ha realitzat un segon experiment (veure Figura 2.13) on s’ha variat la porositat del medi de suport, afegint
esferes de diferent diametre dins dels reactors, tenint en compte que com més gran sigui el diametre de les esferes que
utilitzem major sera la porositat i menor la velocitat mitjana del flux. Les diferents porositats s’han aconseguit adaptant 4
mostrejadors en serie, cada un d’ells amb una porositat caracteristica diferent. Es van afegir esferes de vidre de 8 mm de
diametre al primer reactor, 6 mm al segon reactor, 5 mm al tercer i 4 mm al quart.

Despreés d'esterilitzar tot el sistema de la manera habitual es van deixar 30 dies en contacte amb I'aigua subterrania de l'estacio
experimental de CASSA a Sabadell, a cabal constant (200 L/h). Passat el temps d’exposici6 a I'aigua es va realitzar el recompte
de viables dels biofilms desenvolupats, de la forma habitual.
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Figura 2.13. Experiment per determinar la influéncia de I'esforg de cisalla sobre el desenvolupament del biofilm variant la
porositat de 4 reactors de llit empacat i mantenint el cabal constant a I'entrada.

2.2.10.  Influéncia del biofilm en la hidrodinamica del medi poros

La influencia del biofilm en el régim hidraulic es pot calcular mesurant la porositat en les diferents etapes del seu
desenvolupament (Cunningham et al. 1991). En primer lloc es mesura la porositat mitjana del llit net (sense biofilm), de la
manera explicada anteriorment (veure 2.2.4). Posteriorment es calcula la porositat del llit empacat amb biofilm, €, amb I'equaci6
2.30, coneixent el gruix mitja del mateix a partir de les mesures realitzades amb microscopia confocal (veure 4.2.3).

Finalment, la influéncia del biofilm en el regim hidraulic també s’ha determinat mesurant in situ la pérdua de carrega que es
produeix al reactor de llit empacat degut a la propia formaci6 del biofilm. Per aixo, s'ha realitzat un muntatge identic al descrit a
la Figura 2.7, instal-lant al reactor un element-T d’acer inoxidable amb rosca per poder adaptar el captor de pressié. Mantenint el
cabal constant a I'entrada del reactor durant la duraci6 sencera de I'experiment (100 dies), s’ha mesurat la variaci6 de pressid
produida amb la colonitzacié del medi pords gracies a un captor de pressio Wika (WIKA 909.40.500, Klingenberg, Germany).
Les mesures s’han procurat realitzar en les mateixes condicions i a la mateixa hora (10:00 a.m.), als 15, 25, 35, 50 i 100 dies.
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Totes les dades obtingudes de porositat i perdua de carrega, junt amb les mesures del cabal s'han utilitzat per calcular la pérdua
de carregai el factor de friccid del medi pords (Cunningham et al. 1991). S’han comparat els valors mesurats del factor de friccio
(f) amb els corresponents valors tedrics calculats a partir de les equacions corresponents segons el tipus de régim del flux
(veure 2.1.1).

2.2.11. Analisi estadistica de les dades

Totes les dades que s’han obtingut al llarg d’aquest treball es van entrar en un full de calcul (Microsoft Excel 98). S'han realitzat
comparacions estadistiques amb un test-t o mitjangant una prova d’analisi de la varianga (ANOVA), considerant les diferéncies
significatives a partir d’'un nivell del 5%. La majoria d'analisis de la varianga s’han realitzat amb el paquet estadistic SPSS
(SPSS v.9.0.1, 1999) a través del model lineal general. Les dades dels recomptes i densitats cellulars s'han transformat
logaritmicament, de forma prévia a la realitzacié de les ANOVA, per estabilitzar les seves variances al llarg del temps.

D'altra banda, el nombre de reactors que es pot situar a cada sistema experimental esta limitat per diferents factors, com el
cabal que ha de circular per l'interior de cada un d’ells. Aixd ha estat un factor limitant important en les cinetiques de colonitzacié
al llarg del temps, perqué no permetia realitzar el nombre adequat de répliques per cada variable estudiada.

Per aquest motiu s’ha utilitzat un disseny experimental que tracta d'optimitzar al maxim el nombre de répliques utilitzades al llarg
del periode de duracié de I'experiment i, al mateix temps, assegura la disposicié aleatoria de cada reactor dins del sistema
experimental, de forma que els resultats no depenguin de la posicié dels reactors.

Coneixent els factors estudiats aixi com la duracié de I'experiment, s'ha assignat a cada un dels reactors un nombre correlatiu
ordenat del primer a l'Ultim reactor (série ordenada). Posteriorment, es genera una seqiiéncia de nombres aleatoris (serie
aleatoria) amb el modul d'analisi de Microsoft Excel. Els nombres aleatoris generats substitueixen la sequéncia original i
serveixen per situar definitivament cada un dels reactors en el sistema experimental definitiu.

Si els reactors es sotmeten a tractaments diferents que impliquen variacions en les condicions experimentals (per exemple,
canviant el flux), també s'aleatoritza el tractament que correspon a cada un dels reactors.

Una vegada les mostres s’han processat de la forma habitual (veure 2.2.7 i Figura 2.10), es quantifica el nombre de
microorganismes presents als biofilms desenvolupats al medi de suport dels reactors, a partir del recompte de viables (veure
3.2.4). Les dades dels recomptes de viables en placa han representat generalment la mitiana de 3 plaques per cada dilucid
apropiada, expressant els resultats en Ufc mL' per les mostres planctoniques i en Ufc cm2 per les mostres del biofim. En els
grafics s'acostuma a indicar, a més de les mitjanes, I'error estandard associat a la mitjana (SE) en forma de barra.

Els resultats per als recomptes microscopics s'han obtingut a partir de I'observaci6 de 10 camps microscopics. Quan el nombre
totals de cél'lules era inferior a les 400, s'examinaven més de 10 camps.
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2.3. Resultats

2.3.1.  Rendiment del reactor de llit empacat

Les especificacions del reactor, les condicions d'operacid i el seu rendiment es detallen a la Taula 2.5, calculats després de
mesurar volumetricament el volum de porus del reactor (8,45+0,13 mL), i determinar la porositat segons I'equacié 2.1:

El sistema s’ha dissenyat de cara a aconseguir un flux turbulent a cada una de les estacions experimentals utilitzades en la
monitoritzacié del desenvolupament de biofilms, ja que el régim turbulent és forga més rellevant hidrodinamicament que el flux
laminar en sistemes de distribuci6 d’aigua i a la industria.

Taula 2.5. Principals parametres del reactor de medi porés (llit empacat fix) de 1/2” de diametre (ple
d'esferes de 5 mm com a medi poros) utilitzat per a I'experimentacié de camp.

Parametres Valor Unitat
Longitud del reactor de mostreig 6,900 cm
Diametre del reactor de mostreig 1,580 cm
Area de la secci6 transversal del reactor, Acs 1,961 cm2
Volum del reactor, Viot 15,974 cm3
Diametre de les esferes de vidre, dp 0,500 cm
Nombre d’esferes de vidre per reactor 115
Area total del medi porés (esferes de vidre) 90,321 cm?
Area de deposicié del tub del reactor 34,249 cm?
Area de deposicié total 124,57 cm?
Volum del medi poros (esferes de vidre) 7,527 cmd
Volum de buits, Vv 8,448 cm3
Porositat, € 0,5288
Area de Pas, A 1,04 cm2
Perimetre mullat, Pp 11 cm
Radi Hidraulic (Relacio Ap/Pp) 0,094 cm
Permeabilitat, k 11,73 cm/s
Nombre de Reynolds porés, Re 1493,28
Esforg de cisalla, T 4,38 N/m?2
Factor de friccio, f 1,75
Cabal volumétric, Q 100000,0 cmdh
Velocitat superficial del fluid, vo= Q / Acs 51e4 cm/h
Temps de residéncia, 8 =V\/Q 0,005 min
Taxa de dilucié, D=Q/V=1/8 11837,87 h-t

A partir de la porositat i I'area transversal del reactor es determina 'area de pas o area hidraulica, el perimetre total de pas de
l'aigua i el radi hidraulic mitja o relacid Ao/Pp (veure 2.1.1). Coneixent el diametre de les tuberies del reactor, la porositat, la
velocitat i les caracteristiques del medi por6s, és possible determinar els diferents valors per I'esforg de cisalla, la perdua de
pressié i la pérdua de carrega a través d'un reactor de llit empacat.
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A la Taula 2.6 s'observa com varien els principals parametres hidrodinamics tedrics del reactor de llit empacat fix utilitzat al
sistema experimental, en funci6 del cabal utilitzat. En primer lloc s’ha determinat el tipus de régim del flux a través del reactor de
llit empacat, a partir del nombre de Reynolds modificat (Re’, eq. 2.13).

En condicions de flux turbulent (Re’>1.000) s’ha calculat el factor de friccié i la pérdua de carrega corresponent a partir de
I'equacié de Burke-Plummer (eq. 2.18), mentre que en un regim de transicid (valors 10<Re’<1.000) s’ha utilitzat I'equacio
d’Ergun (eq. 2.19). Finalment, s’ha obtingut I'esfor¢ de cisalla a partir de la velocitat superficial caracteristica.

Si observem els parametres hidrodinamics calculats per cada un dels reactors de llit empacat utilitzats, veurem que en les
condicions d'utilitzacio al camp a partir de 'aigua subterrania (cabal de 125 L/h i velocitat mitjana de 0,335 m/s), s’ha establert
un flux turbulent a través del medi porés, amb un nombre de Reynolds pords de 1867, un factor de friccié modificat de 1,75 i una
perdua de carrega de 0,25 m. Les condicions hidrodinamiques utilitzades resulten en un esforg de cisalla de 6,85 N m2 per a
cada reactor de llit empacat utilitzat.

Taula 2.6. Principals parametres hidrodinamics pel reactor de llit empacat fix de 1/2” de diametre i amb esferes de 5 mm
com a medi porés (model teoric).

Vo Q Vm Reynolds  Factor Friccid h Esforg cisalla
(ms™) (L/h) (ms™) (poros) (m) (Nm?)
0,001 1 0,003 14,93 6,48 0,0001 0,002
0,007 5 0,013 74,66 2,70 0,0006 0,017
0,014 10 0,027 149,33 2,22 0,0020 0,056
0,071 50 0,134 746,64 1,84 0,0415 1,155
0,106 75 0,201 1119,96 1,75 0,09 2,47
0,142 100 0,268 1493,28 1,75 0,16 4,38
0,156 110 0,295 1642,61 1,75 0,19 5,30
0177 125 0,335 1866,60 175 0.25 6.85
0,213 150 0,402 2239,92 1,75 0,35 9,86
0,283 200 0,536 2986,56 1,75 0,63 17,53
0,354 250 0,670 3733,20 1,75 0,98 27,39
0,425 300 0,804 4479,84 1,75 1,42 39,45
0,708 500 1,340 7466,40 1,75 3,94 109,57
1,063 750 2,009 11199,61 1,75 8,86 246,54
1,417 1000 2,679 14932,81 1,75 15,76 438,29

Es pot establir que la preséncia en el medi porés de zones amb porus estrets i velocitats elevades, i zones amb porus amples i
baixes velocitats, permet simular en geometria i flux continu el comportament d'una canonada al llarg del temps, amb les
oscillacions de cabal estacionals i diaries. Entre els diferents parametres hidrodinamics importants, la velocitat i 'esforg de
cisalla son els que estableixen la similitud hidraulica. En el cas d'una tuberia llisa i per a un sol fluid, l'aigua, els Unics
parametres que afecten el valor de I'esforg de cisalla son la velocitat del flux i el diametre, a partir dels quals es calcula el cabal.
En aquest sentit, un esforg de cisalla de 6,85 N m2 al medi pords (veure Taula 2.6) ofereix unes condicions hidrodinamiques
que engloben les que es poden trobar a les canonades de les xarxes de distribucié urbanes i domiciliaries, amb uns valors de
velocitat de 'aigua entre 1,25-1,50 m s, tal com es pot veure a la Taula 2.2.
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Referent a la similitud cinematica, el gradient de velocitats no és homogeni en el medi porés com ho és a la canonada. No

obstant, en un sistema de distribucio real tampoc s'estableix un gradient homogeni de velocitats al llarg del temps. Es evident
que la velocitat i el gradient de velocitats canvien segons I'hora del dia i també segons I'epoca de I'any (o els dies de la
setmana). En el disseny de canonades d’abastament d’aigua s’acostumen a utilitzar velocitats al voltant de 1 m s, entre 0,51 2
m s (Mayol 1983) en funcié del diametre, la llargada i el tipus de servei que realitzi la canonada, recomanant-se valors
superiors a 0,6 m s (Steel 1972) per evitar la formacié de diposits de fang. Tanmateix, el funcionament real al llarg de les 24
hores del dia i dels diferents dies de la setmana fa que els valors encara presentin majors oscil-lacions. Aixi, no és gens estrany
observar valors propers a 0 m s a la nit quan el consum es redueix, i puntes de I'ordre de 2,5 m s durant els maxims de
demanda del dia. En aquest sentit, sistemes com les petites xarxes de reg per jardins poden estar durant periodes forga grans
de temps amb valors propers als 0 m s

Referent a la similitud geomeétrica el medi por6s ofereix una superficie de creixement forga més gran que una canonada, ja que

a la superficie mullada del reactor s’ha d'incloure la superficie de totes les esferes que integren el medi de suport. Suposant que
les condicions hidrodinamiques sén analogues en el medi pords i la tuberia del reactor, la superficie del reactor de llit empacat
equival a una longitud equivalent de tuberia. De fet, es pot calcular la longitud necessaria en una tuberia llisa per obtenir la
mateixa superficie que amb el reactor de medi pords (veure Figura 2.14). Per a cada un dels reactors estandards utilitzats
(tuberia de 1/2” i esferes de 5 mm de diametre com a medi por6s), s'obté una mostra de 124,57 cm2, dels quals uns 90,32 cm?
corresponen a l'area de les esferes i 34,25 cm? a I'area de la paret de la tuberia de 1/2". Tanmateix, de cara a optimitzar el
procés de separacio dels microorganismes adherits al material de suport només s’ha realitzat la sonicacié del medi porés del llit
empacat, separant préviament les esferes de la tuberia que les conté. Per aquest motiu, 'area de deposicio 0til aprofitable
correspondria només a I'area de les esferes del medi pords del llit empacat (90,32 cm?). Coneixent 'area de deposici6 util s’ha
calculat la longitud de tuberia equivalent, és a dir, s’ha calculat quina longitud de tuberia equival a la superficie obtinguda amb
un reactor de llit empacat format per una tuberia del mateix diametre més un medi pords al seu interior. A la Figura 2.14
s'observen els valors obtinguts utilitzant medis porosos formats per esferes de diferent diametre (4, 5, 6 i 8 mm), empaquetades
dins d'un reactor de 1/2” de diametre. Per poder realitzar la comparaci6 es representa amb una linia la longitud escollida pel
reactor (0,069 m.). El reactor estandard utilitzat amb esferes de 5 mm de diametre i tuberia de 1/2”, presenta una longitud
equivalent de 25,1 c¢m tenint en compte tot el reactor, i de 18,2 cm quan s’agafa només I'area de deposicio util, és a dir, la
superficie de les esferes. Per tant, entre els avantatges fonamentals de la utilitzacié dels reactors de llit empacat cal destacar la
gran superficie que presenten en un espai molt reduit.
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Figura 2.14. Longitud de tuberia equivalent a la superficie obtinguda amb un reactor de llit
empacat. Calculs realitzats a partir de la superficie total del reactor, 0 només amb el medi porés
que conté. La barra negra indica la longitud escollida pel reactor (L=0,069 m).
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2.3.2.  Calibratge en laboratori del sistema

En el primer assaig de calibratge s'ha caracteritzat el comportament hidrodinamic d'un sol reactor de llit empacat, i s’ha

comparat amb el que passa amb un reactor de tuberia sense medi por6s. La Figura 2.15 mostra la variacié de la pérdua de
carrega en funcié del cabal, al sistema experimental format per un reactor de llit empacat de 1/2” de diametre, mesurant amb un
captor de pressié Wika (veure Figura 2.7). L'experiment s’ha repetit amb el reactor ple del material de suport (esferes de 5 mm
de diametre), amb el reactor sense el medi poros i, finalment, amb el reactor sense medi pords i sense les dues malles que el
retenen. Les dades obtingudes s’han ajustat a una funcié quadratica tal com es mostra a la mateixa Figura 2.15i a la Taula 2.7.
Aix6 permet calcular la importancia del medi poros i altres components del reactor de llit empacat, com les malles o I'efecte de
I'ampliaci6 de la tuberia, en la perdua de carrega total del reactor. En primer lloc, s’ha determinat la pérdua de carrega produida
per les dues malles presents a cada reactor, coneixent la pérdua de carrega mesurada en el reactor sense medi porés:

My =k D
Ahmb +malles = Ahtub + (2 |]khma]]a)

_ _ _ _ 2
2 mhmalla - Ahrub+ma]]cs Ahmb - (ktub+ma]]cs ktub )@

Substituint a I'equaci6 anterior els valors de k obtinguts al mesurar la perdua de carrega del reactor sense medi porés (veure
Taula 2.7), es determina la pérdua de carrega produida per les dues malles del reactor de llit empacat:

2 uXhmalla = (kmh +malles kmb )@2 = (2669)610_6 _1353”610_6 )@2

Ahma]]cs—mavtor =2[Ah =1.316x10 - @2

malla

Coneixent I'efecte de les malles en la pérdua de carrega total del reactor de llit empacat es pot determinar I'efecte del medi
poros, de la manera que segueix:

JAY] =A0h +ADh,, + Ak

reactor ‘medi — poros tub malles

— - 2
Ahmedi— porés — Ahreaclor - Ahlub - Ahma//es = (kreaclar - klub - kma//es)@

Dy - porss = (1. 758x10~° - 1.353¢10 ° - 1.316x10°° )EQ2 =1.491x10"° *

A la Figura 2.15 es representa I'efecte dels diferents factors estudiats en la pérdua de carrega del sistema, afegint les dades
mesurades (Ahreactor, Ahtup+maties, Ahtub), aixi com les dades calculades a partir d'aquestes (Ahmedi-poros, Ahmaies). Les dades de
perdua de carrega mesurades de la forma descrita anteriorment (veure Taula 2.7), s’han comparat amb els valors teorics
calculats. La Taula 2.8 resumeix les principals equacions utilitzades en el calcul tedric de la pérdua de carrega produida en els
reactors de llit empacat fix (de Nevers 1991, Sotelo 1994, Middleman 1998).
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Taula 2.7. Ajust dels valors obtinguts de la perdua de carrega a una funci6 quadratica®, i calcul del coeficient k per
determinar I'efecte del medi poros i de les malles en la pérdua de carrega del reactor.

k R X2
1er. Assaig (EUOOT)
Ah reactor (tedrica) 9,539%-06+3,646e-08 0,99986 0,00076
AR reactor (Mesurada) 1,758e-5+2,016e-07 0,99878 0,02318
Ah tup +malies (Mesurada) 2,669e-06+1,638e-08 0,99934 0,01136
Ah wb (mesurada) 1,353e-06+1,138e-08 0,99872 0,00471
Ah males (calculada) 1,316e-06
Ah medi-poros (Calculada) 1 ,491 e-05
2on. Assaig (EUETIT)
Ah reactor (Mesurada) 2,653e-5+2,611e-07 0,99946 0,00114
AR b +males (Mesurada) 3,923e-06+1,727e-07 0,99021 0,00738
Ah medi-pores (Calculada) 2,261e-05
*Nh =k D
3.5
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Figura 2.15. 1er. assaig de calibratge del reactor de 1/2” amb medi porés: variacié de la pérdua de carrega en funcio

del cabal i de cada un dels components del reactor.
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Taula 2.8. Férmules utilitzades per al calcul tedric de la pérdua de carrega del reactor de llit empacat ple d’esferes
de vidre de 5 mm de diametre.

Parametre Formula utilitzada Descripcio
hy medi porés ot L1l-€)& 2 Burke-Plummer (eq. 2.18)
4 d,Fg Ergun (eq. 2.19)
hrtuberia 172" 2 Eq. 2.30 pel flux turbulent
hf—tur :fturb Bg B‘é_
g
ht ampliacio f
2
(Borda-Carnot) hy = Eﬁz ~ f Vs IA1 o I
| ! ]H 2 \

on Az=0,0158 i A1=0,00869

A part de les pérdues de carrega originades pel medi pords i per la canonada del reactor de 1/2”, s’han intentat quantificar les
perdues locals més importants. Aquestes péerdues locals poden originar-se per canvis en la geometria del sistema, com en el
cas de les ampliacions o per alteracions del flux provocades, entre d'altres, per les malles que retenen el medi poros. La Taula
2.9 mostra els valors mesurats de la pérdua de carrega del reactor de llit empacat, aixi com els de cada component del reactor
(medi porés, tuberia de 1/2" i malles). A la mateixa taula es mostren els valors tedrics calculats pels principals components del
reactor, aixi com pel reactor sencer, segons les formules descrites a la Taula 2.8. Aquestes dades es representen a la Figura
2.16 (part superior), on es mostra la influéncia del reactor modificant la pérdua de carrega en funcié del cabal. A la mateixa
Figura 2.16 (part inferior), s'observa el mateix efecte pels dos components més importants del reactor, el medi porés i de la
tuberia del reactor.

Els valors de pérdua de carrega mesurats pel reactor han concordat en gran mesura amb els valors calculats (r= 0,9988 a la
Figura 2.17a) dels 0 als 400 L/h. La concordanga ha estat especialment bona en el rang de cabals utilitzats, dels 0 als 150 L/h,
on les diferéncies entre els valors mesurats i els tedrics de la pérdua de carrega mai han superat els 0,05 m. Si s’agafa només
el medi porés com a referéncia, els valors de perdua de carrega mesurats també han concordat en gran mesura amb els valors
calculats (r= 0,9999 a la Figura 2.17b). En aquest cas, les diferéncies entre els valors mesurats i els teorics de la perdua de
carrega mai han superat els 0,1 m. entre els 0-400 L/h. En el cas de la tuberia del reactor (r= 0,99936 a la Figura 2.17¢) la
concordanga ha estat lleugerament inferior, encara que en el rang de cabals utilitzats entre 0 i 150 L/h les diferéncies no han
superat mai els 0,05 m.

En un segon assaig de calibratge es va utilitzar el sistema experimental representat a la Figura 2.8 per calcular la pérdua de

carrega a partir de I'equacié 2.35. La Figura 2.18 (part superior) mostra la variacié de la pérdua de carrega en funcié del cabal
en el sistema experimental format per un reactor de llit empacat de 1/2” de diametre. L'experiment s’ha repetit amb el reactor ple
del material de suport (esferes de 5 mm de diametre) i amb un reactor sense el medi poros. Les dades obtingudes s’han ajustat
a una funcié quadratica de la mateixa forma que en 'assaig anterior, obtenint els valors de k que es mostren a la Aixd permet
calcular la importancia del medi por6s en la pérdua de carrega total del reactor.

Cal destacar que les diferéncies entre els valors teorics i els mesurats pel medi pords han resultat superiors en aquest segon
assaig. Mentre que en el primer assaig les diferencies no superaven els 0,1 m durant tot el rang de cabals determinats (0-400
L/h), en aquest segon experiment les diferéncies arriben a 0,15 m als 150 L/h, i @ un maxim de 0,25 m als 200 L/h (veure Figura
2.18, part superior).
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Taula 2.9. Variaci6 de la pérdua de carrega (m) del reactor en funci6 del cabal, segons les dades mesurades

(1) o tedriques (2).
(1) DADES MESURADES

Cabal (L/h) Re(pOFOS) Anmedi-poros Ahtyberia Ahmalies Suma Ah Ahreactor
31,3 466,9 1,46E-02 1,32E-03 1,29E-03 1,72E-02 9,94E-04
66,7 996,4 6,64E-02 6,03E-03 5,86E-03 7,83E-02 3,68E-02
77,2 1153,1 8,89E-02 8,07E-03 7,85E-03 1,05E-01 8,58E-02
93,6 1398,2 1,31E-01 1,19E-02 1,15E-02 1,54E-01 1,53E-01
121,9 1820,8 2,22E-01 2,01E-02 1,96E-02 2,61E-01 2,67E-01
139,3 2080,2 2,89E-01 2,63E-02 2,55E-02 3,41E-01 3,36E-01
197,2 29443 5,80E-01 5,26E-02 5,12E-02 6,83E-01 7,40E-01
261,5 3904,2 1,02E+00 9,25E-02 9,00E-02 1,20E+00 1,26E+00
300,8 4491,6 1,35E+00 1,22E-01 1,19E-01 1,59E+00 1,64E+00
342,2 5110,4 1,75E+00 1,58E-01 1,54E-01 2,06E+00 2,11E+00
409,8 6120,1 2,50E+00 2,27E-01 2,21E-01 2,95E+00 2,86E+00

(2) DADES TEORIQUES

Cabal (L/ h) Re(pOFOS) Ahmedi-porbs Ahtuberia Ahampliacit’) Ahreactor
31,3 466,9 0,02 4,02E-05 6,70E-05 0,017
66,7 996,4 0,07 8,59E-05 3,05E-04 0,073
77,2 1153,1 0,09 9,94E-05 4,09E-04 0,095
93,6 1398,2 0,14 1,21E-04 6,01E-04 0,139
121,9 1820,8 0,23 1,57E-04 1,02E-03 0,236
139,3 2080,2 0,31 1,79E-04 1,33E-03 0,307
197,2 29443 0,61 4,52E-04 2,67E-03 0,616
261,5 3904,2 1,08 7,95E-04 4,69E-03 1,083
300,8 4491,6 1,43 1,05E-03 6,20E-03 1,433
342,2 5110,4 1,85 1,36E-03 8,03E-03 1,855
409,8 6120,1 2,65 1,95E-03 1,15E-02 2,661
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Figura 2.16. Influencia del medi porés i de la tuberia en la variacio de la perdua de carrega (m) en funcié del cabal, en el primer
assaig de calibratge. Comparaci6 dels valors mesurats en 'assaig de calibratge (linies continues) i els valors teodrics (linies

discontinues). A la dreta es representen els mateixos grafics agafant una escala de cabals de 0 a 200 L/h.
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D'altra banda, les diferencies obtingudes entre el reactor i el medi porés han estat similars en els dos assaigs. Tanmateix, tant
en un cas com en l'altre, a igual cabal els valors de pérdua de carrega han estat sempre superiors en el segon assaig, encara
que les difereéncies no han estat notables (menys de 0,35 m). Indubtablement, I'assaig 1 (Figura 2.16) ha donat uns valors més
propers al model teoric.

Una vegada s’ha caracteritzat el comportament hidrodinamic d’un sol reactor de llit empacat, s’ha determinat la influéncia de
connectar diferents reactors en paral-lel. Per fer-ho, s'ha utilitzat el sistema experimental descrit a la Figura 2.9, connectant en
primer lloc 5 reactors alhora i mesurant-ne la perdua de carrega. A la part inferior de la Figura 2.19 s'observa la variaci6 de la
perdua de carrega en funci6 del cabal quan es connecten 5 reactors de llit empacat amb el seu medi poros a la vegada i en
paral-lel, mentre que a la part superior s'observa la variacié de la perdua de carrega en funcié del cabal quan s’obre un sol
reactor cada vegada. En aquest ultim cas, tots els reactors s’han comportat de la mateixa manera sense apreciar-se diferencies
significatives entre ells. En aquest sentit, el sistema experimental assegura una bona homogeneitat en el comportament
hidrodinamic entre els diferents reactors.
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Figura 2.18. Segon assaig de calibratge del reactor de 1/2” amb medi poros: variacio de la pérdua de carrega
en funcié del cabal. Part Superior, Comparaci6 entre els valors mesurats i els valors tedrics pel medi poros.
Part Inferior, Variacié de la pérdua de carrega en el reactor de llit empacat amb i sense el medi poros.
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Quan el pas de l'aigua s’obre alhora per a tots els 5 reactors, les diferéncies han augmentat molt lleugerament (veure Figura
2.19, part inferior). En aquest cas, el sistema utilitzat per mesurar la pérdua de carrega ha permes mantenir als 5 reactors
alhora, un cabal maxim de 100 L/h. El fet de trobar-se en el limit maxim d'utilitzacio del sistema, pot haver afectat les mesures
realitzades. Tot i aixi, les diferéncies sdn practicament negligibles en tots els reactors, exceptuant el segon reactor, on a igual
cabal s’ha produit una perdua de carrega lleugerament superior a la resta.
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Figura 2.19. Assaig de calibratge quan es connecten en parallel 6 reactors de 1/2” amb medi porés:
variacié de la pérdua de carrega en funcié del cabal. A dalt, quan s’obre un sol reactor cada vegada; a
sota, quan s'obren els sis reactors alhora.
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2.3.3.  Efecte del material de suport

S’ha investigat I'efecte del material de suport dels reactors de llit en la colonitzacié dels biofilms. Tots els materials esférics es
van colonitzar rapidament després de la seva inserci6 dins dels reactors de llit empacat. La Figura 2.20 mostra el
desenvolupament del biofilm al llarg del temps, a les superficies d'esferes de vidre, acer inoxidable 316, acer-crom i ABS
(copolimer d'estiré, butadié i acrilonitril).

Observant la grafica del recompte de bacteris viables incubats en R2A (Figura 2.20- part superior), s'observen diferéncies
significatives en la colonitzacio dels diferents materials (P<0,01), encara que aquestes depenen també del temps de contacte
(P=0,001). Aixi, als 14 dies 'ABS ha presentat una colonitzacio significativament superior a la resta, arribant a 9,14x103 ufc cm2,
La resta de materials ha mostrat valors quasi 2 log inferiors, presentant el vidre el minim amb 1,83x102 ufc cm2.

Dels 14 als 36 dies s’ha produit un augment significatiu de colonitzacié en tots els materials, exceptuant el cas de I'acer inox.
316. Aixi, I'acer-crom ha augmentat de forma considerable — una mica menys de 2 log -, passant a ser el material més colonitzat
als 36 dies, amb 1,41x104 ufc cmr2, Curiosament, 'ABS amb 1,36x104 ufc cm-2 practicament no ha augmentat respecte del valor
obtingut als 16 dies d’exposicio. Per la seva part, el vidre ha augmentat quasi 1 log, arribant a un maxim de 1,13x10° ufc cm2,
mentre que I'acer inoxidable ha experimentat una molt lleugera disminucio, passant dels 2,60x102 ufc cm2 als 1,31x102 ufc cm-2,

Quan s'analitzen els bacteris del grup Pseudomonas (Figura 2.20, part inferior) s’han observat diferéncies significatives de
colonitzacié en els diferents materials test utilitzats (P=0,01). El material més colonitzat ha estat 'ABS (4,0x1® ufc cm2), seguit
amb valors similars del vidre (2,70x102 ufc cm2). Tant I'acer al crom (2,46x10! ufc cm2) com l'inoxidable (1,57x10! ufc cm-2)
s’han mostrat com els materials menys idonis per a facilitar la colonitzacié dels bacteris del grup Pseudomonas, presentant
valors 1 log inferiors als del vidre. D'altra banda, en general s’ha observat un augment de la colonitzacié en tots els materials al
llarg del temps, encara que els valors al final del periode de contacte no han estat significativament més alts (P=0,095).

En el cas dels coliformes totals (Figura 2.20, centre), la manca d’homogeneitat de les variances ha impedit realitzar I'analisi
corresponent. Tanmateix, sembla clar que els coliformes han disminuit al llarg del temps en tots els materials, exceptuant en el
cas del vidre, on ha augmentat fins arribar a un maxim de 1,91x10° ufc cm2 al final del periode de contacte.

Per poder comparar entre els diferents materials i determinar la facilitat de colonitzacié microbiana de cada un d'ells, s’ha
obtingut una ratio de colonitzacié. Aquesta proporcié s’ha obtingut a partir del recompte de bacteris viables mesurat per cada
material al final del periode d’exposicio a I'aigua, i es compara amb el mateix valor que han presentat les esferes de vidre. Sha
agafat el vidre com a material estandard i amb un valor de referencia de 1, per poder comparar la capacitat de colonitzacio entre
els diferents materials. A la Figura 2.20 s'observa com I'ABS i I'acer-crom han presentat una proporcié de colonitzacié semblant,
més elevada que el vidre (12,50 per I'acer-crom i 12,02 per I'ABS). Pel contrari, I'acer-inox ha presentat un valor de la ratio
inferior al del vidre (0,12).

Tanmateix, si s'agafen les dades de colonitzacié pels coliformes totals els resultats han estat completament diferents. En les
condicions experimentals d’aquest cas, el vidre ha estat sens dubte el material que més ha facilitat la colonitzacié dels
coliformes totals, amb una ratio de colonitzacié 200 vegades més gran que I'acer-inoxidable, 30 vegades major que 'ABS i fins i
tot 20 vegades major que I'acer-crom.

Malgrat que la colonitzacio del vidre pels bacteris heterotrofs ha estat aproximadament 10 vegades inferior a la produida a 'ABS
0 a l'acer-crom, els nivells observats en aquest material sén suficientment alts (1,13x103 ufc cm2) com per poder quantificar el
desenvolupament del biofim. D’altra banda, I'elevat ratio de colonitzacid del vidre respecte dels coliformes totals augmenta
encara més el valor d'aquest material, com a suport amb una sensibilitat adequada per a I'estudi del desenvolupament de
biofilms en reactors de llit empacat.
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Figura 2.20. Desenvolupament del biofilm a les superficies d’esferes de vidre, acer
inoxidable 316, acer-crom i ABS (copolimer d’estire, butadie i acrilonitril).

Taula 2.10. Comparacié de la capacitat de colonitzacié exhibida pels diferents materials utilitzats.

Material Recompte viables  Ratio colonitzacié  Coliformes totals ~ Ratio colonitzacid
(ufc cm2) (ufc cm?)
Vidre 1,13E+03 1,00 1,91E+00 1,00
ABS 1,36E+04 12,02 5,50E-02 0,03
Acer-crom 1,41E+04 12,50 1,00E-01 0,05

Acer-Inox 1,31E+02 0,12 1,00E-02 0,005




Capitol 2 Sistema experimental per a la colonitzacié microbiana de superficies 75

2.3.4.  Processat de les mostres: rentat i sonicacio

S’ha comparat la idoneitat dels tres tipus de rentats utilitzats per separar els microorganismes planctonics no adherits de forma
irreversible (veure Figura 2.11), de les mostres obtingudes a partir de cada reactor de llit empacat. En 10 experiments
independents i exposant els reactors a l'aigua del pou d’Alfons el Magnanim (Sant Marti), s’ha comparat el nombre de
microorganismes que seguien adherits formant biofiims al medi de suport. Agafant els reactors en parelles es va quantificar el
nombre de microorganismes presents als biofilms, segons si es realitzava el rentat A o el B (experiments 1 a 5), i el rentat B o el
C (experiments 6-10).

Comparant els tres tipus de tractament entre si és evident que el rentat B és forga més complert que el rentat A, ja que inclou
més passos i la seva capacitat per separar els microorganismes no adherits de forma irreversible ha estat significativament
superior (P=0,029). Aixi, en els experiments realitzats comparant el nombre de microorganismes que creixen en placa
(recompte de viables en R2A, 22 °C durant 7 dies), els recomptes més baixos s’han obtingut amb el rentat B (veure Figura
2.21).
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Figura 2.21. Recompte dels microorganismes presents al biofilm a la superficie de les esferes de
vidre, en 10 experiments independents (incubacié en R2A a 22°C i 7 dies).

Respecte els tractaments B i C les metodologies forga diferents presenten avantatges i desavantatges per cada cantd, malgrat
que la major rapidesa del rentat B el fan preferible. Quan es comparen entre si els tractaments B i C (experiments 6 a 10, Figura
2.21), els recomptes de viables han estat sempre menors en el primer cas, encara que les diferéncies no han estat significatives
(P=0,779). Per tant, el rentat B és capag de separar més microorganismes no adherits que els altres dos tipus de tractaments,
alhora que és un tractament forga senzill i rapid d’executar.

Agafant el rentat B com a tractament control s’ha comparat amb els altres dos tipus de tractaments, calculant la proporci6 o ratio
del recompte de viables per a cada un dells - en ufc/cm? -, D'aquesta forma s’han trobat diferencies significatives (P<0,001)
entre els rentats A-B i A-C (Taula 2.11) després de realitzar un test-t-Student. Aixi, amb el rentat A s’han aconseguit valors de
recomptes de viables 10 vegades superiors (mitjana de 12,28+1,51 Ufc/cm?) als obtinguts amb el rentat B.
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Comparant el rentat B amb el rentat C s’han observat recomptes lleugerament superiors en aquest Ultim, encara que les
diferéncies existents no han estat significatives (P=0,779). Per tant, el rentat C ha presentat una menor capacitat per separar els
microorganismes adherits de forma reversible al medi pords. A més, la complicacié i el temps necessari per a realitzar aquest
métode desaconsellen la seva aplicacio, com ho demostra el major coeficient de variacio en el rentat C (veure Taula 2.11).

Taula 2.11. Comparaci6 de les tres tecniques de separacié dels microorganismes adherits al medi
pords dels reactors, on es representa la proporcié de ufc/cm? del tractament experimental comparat
amb el tractament control (rentat B).

N°. EXP. RENTAT A RENTAT B RENTAT C

1 13.63 1.00 2.38

2 12,91 1,00 1,12

3 12,45 1,00 1,25

4 9,70 1,00 2,00

5 12,69 1,00 1,27
Mitiana + S.D. 12.28 + 1,51 1,00 1.60 +0.55

cv 12,29 % 34,38 %

Per tant, el rentat B és el que ha presentat una major capacitat per separar els microorganismes planctonics no adherits de
forma irreversible. Per aquests motius, ha estat el tractament control escollit per aplicar de forma rutinaria en el processament
previ de cada mostra de biofilm.

Despreés de descartar el rentat C es va analitzar la quantitat de microorganismes presents als lixiviats resultants de la realitzacio
dels rentats A i B. Les aigiies de rentat es van recollir amb ampolles Schott estérils, se'n va determinar el contingut de
microorganismes realitzant el recompte de viables en R2A de la forma habitual. Les mostres es van sotmetre al rentat B, tal com
s'especifica a la Figura 2.11, incubant-se de la forma habitual per quantificar-ne el recompte de viables. Al mateix temps es va
incubar el lixiviat resultant del final del rentat B, i el lixiviat resultant del segon pas del rentat B (que equival al Rentat A).
Aquestes tres mostres es van incubar en paral-lel per calcular els percentatges de cada una de les fraccions i poder comparar la
seva importancia relativa.

Assumint que durant algun dels passos del processament es pot produir una petita reducci6 en el nombre de viables, com en el
procés de sonicacio (Camper et al. 1985), les dades de la Taula 2.12 mostren com el nombre de microorganismes que es
perden degut al rentat no ha superat de mitjana el 6% respecte del total de viables present a la mostra.

Taula 2.12. Percentatge de microorganismes presents als lixiviats resultants dels rentats A i B, i al final del
procés (percentatge del nombre de ufc/cm?), respecte del total de viables presents al biofilm desenvolupat
(creixement en Agar R2A, 22°C).

N°. EXP. % Lix. Rentat A % Lix. Rentat B % Adherits

1 2,08 21 95,81

2 0,99 1,86 97,16

3 0,79 4,72 94,49

4 3,00 5,41 91,59
Mitiana £ S.D. 1,71+1,03 3,52+ 1,80 94,76 + 2,38

cv 60,23 % 51,14 % 2,51%
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23.5.  Reproductibilitat de la colonitzaci6 del material de suport.

La diferéncia en el recompte dels microorganismes a partir de les diferents répliques de les mostres de biofilm o de mostres
planctoniques ha estat minima en la majoria dels casos, suggerint que la variacié del mostreig en placa després de la dilucié
seriada i posterior filtracié va ser minima (veure 3.2.4). La Figura 2.22 mostra la distribucié del recompte de bacteris totals en
placa en la colonitzacio de les esferes de vidre a partir de I'aigua freatica del pou d’Alfons el Magnanim (Sant Marti, Besos). El
recompte després de 65 dies ha oscillat de 1.18x105 ufc cm2 fins a 2.62x10° ufc cm2 amb un rang de 1.45x10° ufc cm2 (0.14
log), amb una mitjana de 1,72x105 ufc cm2, una desviacié tipica de 4,48x104 ufc cm2 i un error estandard de 1,29x10* ufc cm2,
Despreés de la transformacié logaritmica de les dades s'observa com la poblacio segueix una distribucié normal (Figura 2.22).

Amb aquest experiment es demostra que la variacié en la formacié de biofilms al medi pords (esferes de vidre) dels reactors de
llit empacat és suficientment petita. Per tant, els nivells de reproductibilitat sén acceptables i es pot utilitzar el sistema
experimental en la comparacio del desenvolupament de biofilms en aiglies d’origen diferent, per comparar la colonitzacio de
diferents materials o variant certes condicions ambientals o hidrodinamiques.
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Figura 2.22. Distribucio dels recomptes de viables transformats logaritmicament (R2A, 22°C-7 dies) dels
biofilms formats al medi porés dels reactors de llit empacat, després de 65 dies de contacte amb I'aigua del
pou d’Alfons el Magnanim (Sant Marti, Besos). La linia marca la corba normal.

2.3.6.  Efecte de I'estrés de cisalla

S’ha estudiat la influencia de diferents régims del flux en la colonitzacid microbiana del material de suport. S'han sotmés 10
reactors de llit empacat d'igual porositat a diferents velocitats del flux a partir de I'aigua subterrania de la mina de Ribatallada, a
I'estacid de CASSA a Sabadell, gracies al sistema experimental descrit a la Figura 2.12. La progressié del desenvolupament del
biofilm s’ha quantificat realitzant recomptes de viables en diferents medis de cultiu de la forma habitual (veure 3.2.4), per
determinar el nombre de bacteris totals (Agar R2A-22°C), coliformes totals (Agar Chromocult-35°C), Pseudomonas (Agar GSP-
22°C) i fongs filamentosos (Agar Sabouraud + gentamicina).
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En biofilms joves I'increment del cabal ha afavorit la colonitzacié microbiana del material de suport dels reactors (Figura 2.23-
part superior). De fet, després de 16 dies de contacte amb l'aigua freatica la colonitzacié del medi de suport dels reactors ha
estat significativament més gran en augmentar el cabal en els bacteris totals (P<0,001), Pseudomonas (P=0,008), coliformes
totals (P<0,001) i fongs filamentosos (P<0,001).

De forma coincident en tots els grups de microorganismes s’ha observat un increment del desenvolupament del biofilm en
augmentar el cabal de 100 a 160 L/h. Posteriorment, s’ha observat un valor llindar de cabal (160 L/h-11,22 N m-2), per sota del
qual s'afavoreix el desenvolupament del biofilm. Per sobre d’aquest valor llindar s’ha produit un periode desfavorable per a la
colonitzacié (0,5 log de reducci6). Aquesta etapa ha desaparegut posteriorment en augmentar encara més el cabal fins a 210
L/h (variant I'esforg de cisalla de 11,22 N m2 a 19,33 N m2), restituint els valors de colonitzaci6 presents a nivells inferiors de
cabal, per sota del punt d'inflexio als 160 L/h.

El cabal no ha presentat el mateix efecte en biofilms desenvolupats després de 25 dies de contacte amb l'aigua freatica (Figura
2.23-part inferior). En les mateixes condicions hidrodinamiques i amb el mateix esforg de cisalla, I'efecte d’aquest en contra de
la colonitzacié microbiana i el desenvolupament dels biofilms ha estat major en augmentar el temps d’exposicio. Aixi, en el rang
de cabals estudiats no s’han observat increments significatius en la colonitzacio, més aviat els nivells han tendit a mantenir-se o
a disminuir lleugerament.
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Figura 2.23. Efecte del régim del flux (variaci6 del cabal) en la colonitzacio
microbiana del medi de suport dels reactors de llit empacat.
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Taula 2.13. Variacié dels parametres hidrodinamics als reactors de llit empacat (porositat = 0,5288, esferes de 5 mm
de diametre com a medi de suport), al variar el cabal.

Cabal Permeabilitat Reynolds ht (m) Esforg Cisalla
(L) (cms) (Nm2)
100 11,73 1493,28 0,16 4,38
120 9,78 1791,94 0,23 6,31
135 8,69 2015,93 0,29 7,99
160 7,33 2389,25 0,40 11,22
210 5,59 3135,89 0,69 19,33

D'altra banda, en alguns grups microbians estudiats els nivells maxims han estat forga diferents en els dos casos (16 i 25 dies).
Cal destacar la disminucié observada en els bacteris heterotrofs (de 1,59x104 ufc cm2 als 16 dies a 1,83x10° ufc cm2 als 25
dies), i en els coliformes totals (6,37x103 ufc cm-2 als 16 dies, per 1,00x10° ufc cm-2 després de 25 dies).

En segon lloc, s’han adaptat 4 reactors de llit empacat amb porositats diferents en un sistema en série (Figura 2.13), i shan
deixat 30 dies en contacte amb I'aigua de la mina de Ribatallada, a I'estacio experimental de CASSA a Sabadell. La Taula 2.14
mostra la variacid dels principals parametres hidrodinamics a cada un dels 4 reactors disposats en série.

El nombre de bacteris heterdtrofs (incubacié en R2A, 22°C) ha mantingut uns valors similars a tots els reactors, exceptuant una
lleugera disminucio al tercer reactor (Figura 2.24) que no ha estat significativa (P>0,5). EI mateix ha passat en els altres grups
microbians estudiats, com Pseudomonas i coliformes totals, on tampoc s’han observat diferéncies significatives entre els
diferents reactors, malgrat que els nivells més alts s’han presentat al segon reactor, format per esferes de 6 mm de diametre
com a medi de suport.

Sembla clar que el rang de porositats utilitzat en aquest sistema (de 0,5206 a 0,6001) no ha estat el suficientment ampli com per
variar de forma significativa les condicions hidrodinamiques del sistema, tal com s'aprecia a la Taula 2.14. D’altra banda les
condicions experimentals utilitzades en aquest cas han mantingut un mateix esfor¢ de cisalla a tots els reactors. Per aquest
motiu, no era d'esperar I'existéncia de diferéncies significatives entre els diferents parametres microbiologics estudiats.

Taula 2.14. Variaci6 dels parametres hidrodinamics als reactors de llit empacat connectats en série.

Reactor O esferes Porositat K Reynolds hr (m) Esf. cisalla
(mm.) (cms™) (Nm2)
1 8 0,6001 8,89 3518,88 0,37 17,53
2 6 0,5677 7,37 3255,16 0,47 17,53
3 5 0,5288 5,86 2986,56 0,63 17,53
4 4 0,5206 5,59 2935,35 0,67 17,53
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Figura 2.24. Desenvolupament de biofilm en reactors connectats en série de diferent porositat, als 30 dies
d'exposicié a l'aigua freatica de la mina de Ribatallada (estaci6 experimental de CASSA, a Sabadell).

2.3.7.  Influéncia del biofilm en la hidrodinamica del medi porés

A partir de les dades obtingudes amb microscopia confocal també ha estat possible determinar I'area especifica del biofilm al
reactor (veure 2.1.3 i eq. 2.31). Per fer-ho, és necessari coneixer el gruix mitja del biofilm (L) mesurat microscopicament (veure
4.2.3), la porositat mitjana pel llit empacat net sense biofilm (o) determinada volumétricament (veure 2.1.3), el radi de les
esferes (Rp) i el nombre d'esferes en contacte amb una determinada esfera (n). S’han realitzat els calculs de I'area especifica on
el biofilm pot créixer per unitat de volum del reactor (Taula 2.15), agafant els valors per als dos sistemes més freqiients
d’empaquetament, amb n=6 per a un empaquetament regular i n=12 per a un empaquetament romboedric (veure 2.1.3). Daltra
banda, utilitzant 'equacié 2.30 es pot determinar la porositat mitjana del llit empacat amb biofilm, €r.

Taula 2.15. Area especifica del biofilm i porositat mitjana del reactor de llit empacat ple d'esferes de 5 mm de diametre
com a medi de suport (Estacio experimental de Sant Marti, porositat = 0,5288).

Temps exp. Gruix (m) Nombre de Area especifica Porositat amb biofilm
(dies) Coordinaci6
27 4,46E-06 6 282,47 0,52754
65 6,04E-06 6 282,38 0,52709
92 1,02E-05 6 282,14 0,52593
27 4,46E-06 12 281,71 0,52754
65 6,04E-06 12 281,35 0,52710

92 1,02E-05 12 280,42 0,52594




Capitol 2 Sistema experimental per a la colonitzacié microbiana de superficies 81

L'acumulacié del biofilm en els reactors de llit empacat ha resultat en una disminuci6 significativa (P=0,03) de la porositat
mitiana (Taula 2.15). Agafant el nombre de coordinacié per a un empaquetament compacte (n=12), a partir d'un valor inicial
mesurat volumétricament de 0,5288, la preséncia del biofilm ha fet disminuir la porositat del seu valor inicial fins a 0,5275 als 27
dies, 0,5271 als 65 dies i 0,5259 al final del temps d’exposicid de 92 dies.

En segon lloc, es va mesurar el cabal i la pérdua de carrega produida en un reactor de llit empacat, en un experiment que es va
realitzar durant 100 dies amb aigua de la mina de Ribatallada (estacié experimental de CASSA a Sabadell), de la mateixa forma
que el muntatge experimental de la Figura 2.7. La metodologia emprada ha estat el suficientment sensible com per captar
diferéncies al llarg del temps en la pérdua de carrega.

En primer lloc cal observar que el cabal ha sofert una disminuci6 al llarg del temps, encara que aquesta no ha estat significativa
(P=0.05). Durant els primers 25 dies el cabal s’ha mantingut practicament sense variacions (de 91,75 a 91,50 L/h). A partir
d’aquest moment en canvi, el cabal ha anat davallant fins a 64,31 L/h als 35 dies, 55,25 L/h als 50 dies, arribant als 45,97 L/h al
final de 'experiment (100 dies). Es evident que mantenint la baixada del cabal de sortida del reactor s’ha d'atribuir a la formacié
del biofilm, el qual ajuda a produir I'obturaci6 dels reactors disminuint la seva capacitat de transport. Considerant que el captor
de pressié permet la mesura de diferéncies de pérdua de carrega en les condicions experimentals utilitzades, un augment en la
perdua de carrega mesurada ens podria indicar l'increment de la colonitzacié microbiana dels reactors, sempre que es pugui
assegurar un mateix cabal tant a I'entrada com a la sortida del reactor.

En aquest sentit, sembla evident que la colonitzacid microbiana als reactors de llit empacat pot arribar a modificar el seu régim
hidraulic, incrementant la pérdua de carrega que es produeix al sistema. Aixi, en els periodes on el cabal s’ha mantingut
practicament constant (veure Figura 2.25), durant els primers 25 dies de I'experiment i dels 50 als 100 dies de contacte, s’ha
observat com la pérdua de carrega ha augmentat.

Es evident que la reduccié del cabal pot haver afectat a la pérdua de carrega, disminuint-ne el seu valor (r= 0,836). Aixi, dels 25
als 35 dies d’exposici6 a I'aigua freatica la pérdua de carrega va disminuir 0,1 m (de 0,19 a 0,09 m), arribant a un minim de 0,06
m als 50 dies (veure Figura 2.25).
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Figura 2.25. Evolucio al llarg del temps de la perdua de carregai el cabal. Variaci6 d’aquests parametres amb el
desenvolupament del biofilm, al llarg del temps d’exposicid a I'aigua freatica de I'estacio experimental de CASSA
a Sabadell.
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Idoneitat de la técnica utilitzada

El sistema experimental per al mostreig i la monitoritzacié de la formacio de biofilms en sistemes aquatics ha permés el

desenvolupament de biofilms model a la superficie de suports inerts de caracteristiques ben definides. L'aplicacidé d’aquest

sistema en experiments de calibratge al laboratori i en experiments de camp en diferents zones de mostreig, ha permes

analitzar els avantatges i limitacions de I'aplicaci6 de la técnica in situ:

1.

El sistema experimental permet obtenir el maxim de mostra de biofilm amb el minim espai necessari. La configuracié en llit
empacat fix permet la produccio de biofilms obtenint el maxim de superficie de mostreig en el minim espai possible. Aixo és
especialment important per als experiments de camp, on I'espai es converteix sovint en un factor limitant. En aquest
aspecte, la premissa general ha estat obtenir un sistema que ocupés el minim d’espai, per facilitar la seva instal-lacié i
utilitzacié. Per aquest motiu, s'ha triat un reactor de llit empacat format per un tub de 1/2” (1,580 cm) de diametre i una
longitud total de 6,9 cm, ple d'esferes de vidre de 5 mm de diametre com a medi de suport estandard. D’aquesta forma
s’obté un mostrejador petit pero alhora amb una gran superficie de mostreig, manejable, que es pot esterilitzar faciiment a
l'autoclau i que es pot situar en espais reduits. La gran superficie de deposicio que presenten les esferes que constitueixen
el medi de suport (90,321 cm? per mostrejador, tenint en compte només el material de suport), augmenta la capacitat de
formacié dels biofilms dins del reactor de llit empacat, alhora que s'obtenen mostres més grans que les obtingudes amb
sistemes similars formats per sistemes de canonada. De fet, el medi porés ofereix una superficie de creixement forga més
gran que una canonada, ja que a la superficie mullada del reactor s’ha d'incloure la superficie de totes les esferes que
integren el medi de suport. El reactor estandard utilitzat, amb esferes de 5 mm de diametre i tuberia de 1/2”, presenta una
longitud equivalent de 18,2 cm quan s’agafa només l'area de deposici6 util, és a dir, la superficie de les esferes. D'altra
banda, I'establiment d’'un temps de residéncia el suficientment curt impedeix el creixement de cél-lules planctoniques dins
del reactor, a no ser que s'adhereixin a la superficie del medi de suport.

Les caracteristiques especifiques del sistema s’han optimitzat pel treball de camp. Una de les especificacions clares del
sistema experimental havia d'ésser la limitaci6 en quan a la grandaria. S’ha dissenyat i construit un reactor el suficientment
petit com per facilitar la seva manipulacié i instal-lacié en experiments de camp, aixi com per reduir al maxim els cabals
d’aigua a utilitzar. De fet, el nombre de mostrejadors no pot ser molt elevat perque augmentarien les dimensions del
sistema aixi com el cabal necessari per mantenir les mateixes condicions hidrodinamiques.

La configuracio en llit empacat fix permet la produccié de biofilms controlant el gradient de velocitats. El gradient de
velocitats no és homogeni en el medi por6s com ho és a les canonades, malgrat que en un sistema de distribuci6 real
tampoc s’estableix un gradient homogeni de velocitats al llarg del temps, variant segons 'hora del dia i 'epoca de I'any (0
els dies de la setmana). En petites xarxes de reg per jardins, les oscil-lacions de la velocitat al llarg del temps encara poden
ser més importants. En el nostre sistema, la variaci6 del cabal d'entrada permet obtenir el gradient de velocitats adequat
—-semblant al que s’estableix en una canonada -, una vegada s’ha escallit la porositat del reactor. En les cinetiques de
colonitzacié, una vegada conegut el regim de flux necessari per obtenir una velocitat determinada dins del reactor, s’ha
mantingut fix el cabal d’entrada durant tot el temps de I'experiment. En aquests experiments realitzats a cabal constant, el
principal parametre a controlar ha estat el cabal. S’ha optat per escollir el medi de bombament idoni utilitzant les bombes
que presentaven menys oscil-lacions brusques de cabal. Aixi mateix, s'ha controlat el cabal del sistema i el de cada reactor
amb valvules d’esfera, mesurant-se de forma volumeétrica.
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Les condicions hidrodinamiques dins del reactor/mostrejador no s’han d’allunyar de les que es troben habitualment a
I'interior de canonades. El sistema experimental havia de simular al maxim les condicions que es poden produir a qualsevol
xarxa de distribucié d’aigua. De forma rutinaria s’ha mantingut un régim de flux turbulent dins del sistema experimental,
perqué aquest regim és forga més rellevant hidrodinamicament que el flux laminar en sistemes de distribucié d'aiguai a la
industria. Les condicions d'utilitzacié al camp habituals per cada reactor (cabal de 125 L/h i velocitat mitjana de 0,335 m/s),
han establert d'entrada un flux turbulent a través del medi por6s, amb un nombre de Reynolds pords de 1866,6 i una
perdua de carrega de 0,25 m, condicions que resulten en un esforg de cisalla de 6,85 N m-2 per cada reactor de llit empacat
utilitzat. La preséncia del medi de suport a l'interior del reactor de llit empacat amb zones on es troben de forma simultania
porus estrets i velocitats elevades, i zones amb porus amples i baixes velocitats, permet simular en geometria i flux continu
el comportament d’'una canonada al llarg del temps. En aquest sentit, la velocitat -expressada generalment com a velocitat
superficial- i 'esforg de cisalla son els que estableixen la similitud hidraulica. Aixi, un esforg de cisalla de 6,85 N m-2 al medi
poros ofereix unes condicions hidrodinamiques que engloben les que es poden trobar a les canonades de les xarxes de
distribuci6 urbanes i domiciliaries, amb uns valors de velocitat de 'aigua entre 1,25-1,50 m s1. D’altra banda, la pérdua de
carrega obtinguda en els reactors de llit empacat no és significativa enfront de les condicions reals existents als sistemes
de distribucié d'aigua, ni resulta un valor limitant per les bombes d'extraccio d’aigua disponibles al mercat.

El sistema experimental ha d’assegurar al maxim la reproductibilitat en la recuperacié del biofilm del medi de suport. S'ha
procurat dissenyar el sistema i la metodologia experimental utilitzada de forma que la recuperacié dels biofilms es produis
sota les mateixes condicions. Tot i aix0, és inevitable que es produeixin certes variacions, atribuibles sobretot a canvis en
les condicions ambientals de l'aigua al llarg de I'any. La diferéncia en el recompte dels microorganismes a partir de les
diferents répliques de les mostres de biofilm —de reactors exposats de forma simultania durant el mateix periode de temps,
i en les mateixes condicions ambientals- ha estat minima en la majoria dels casos, suggerint que els efectes acumulatius
dels diferents errors produits durant tot el procés son practicament negligibles. Per tant, els nivells de reproductibilitat sén
acceptables i es pot utilitzar el sistema experimental en la comparaci6 del desenvolupament de biofilms en aigiies d'origen
diferent.

Shan ajustat les dades hidrodinamiques obtingudes a partir dels reactors de llit empacat a un model tedric. Per poder
determinar les condicions hidrauliques reals dels reactors de llit empacat es van realitzar una serie d’assaigs de calibratge
al laboratori, quantificant la perdua de carrega que es produeix al sistema experimental format pels reactors de llit empacat.
Els valors de pérdua de carrega mesurats pel reactor i pel medi por6s han concordat en gran mesura amb els valors
teorics. D’altra banda, la connexio6 de diferents reactors en paral‘lel practicament no varia el comportament de cada un dels
reactors individuals.

El medi de suport i els altres elements del reactor i del sistema experimental no han de modificar de manera significativa el
desenvolupament del biofilm. En aquest sentit, el material a utilitzar no ha dalterar la formacié natural dels biofilms
incrementant el desenvolupament dels biofilms o perjudicant el creixement microbia per la preséncia de productes toxics.
Per aquest motiu, s’han desestimat la majoria de materials plastics pels problemes que presenten en alliberar particules
organiques que poden ser utilitzades per microorganismes del biofilm, augmentant de forma significativa el seu
desenvolupament. Tampoc s’han utilitzat elements de coure, ja que poden presentar un cert efecte antimicrobia i redueixen
la capacitat d’adherencia (Assanta et al. 1998). Com que tant les parets internes com les externes estan en contacte
permanent amb l'aigua, s’ha escollit I'acer inoxidable austenitic AISI 316 com a material dels reactors per la seva gran
resistencia a la corrosié, a agents quimics com el clor, per suportar bé les condicions d’esterilitzacié per calor amb
l'autoclau i per tractar-se d’'un material relativament hidrofilic (Sommer et al. 1999). D’altra banda, el vidre no afavoreix
especialment el creixement dels microorganismes, malgrat que es tracta d'un material assequible, econdmic i molt adequat
per poder comparar el desenvolupament dels biofilms, ja que ha estat un dels materials més utilitzats per estudiar
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I'adheréncia microbiana a superficies. En I'experiment de calibratge realitzat, la colonitzacié pels bacteris heterotrofs en el
vidre ha estat aproximadament 10 vegades inferior a I'obtinguda en I'ABS o I'acer-crom, i lleugerament superior a I'acer
inoxidable, encara que els nivells trobats en el vidre han estat el suficientment alts (1,13x10° ufc cm2) com per poder
quantificar el desenvolupament del biofilm. D’altra banda, I'elevat ratio de colonitzacié del vidre respecte dels coliformes
totals -200 vegades més gran que I'acer-inoxidable, 30 vegades major que I'ABS i fins i tot 20 vegades major que I'acer-
crom-, augmenta encara més el valor d’aquest material com a suport amb una sensibilitat adequada per a 'estudi del
desenvolupament de biofilms en reactors de llit empacat.

8.  El processat previ ha de recuperar el maxim de biofilm sense alterar les mostres. En primer lloc, s’ha realitzat un rentat per
separar els microorganismes planctonics que no estaven adherits de forma irreversible a sobre del material de suport. Dels
tres tipus de rentats que s’han provat s’ha escollit el tractament més senzill i rapid d’executar i, alhora, el que ha presentat
una major capacitat per separar els microorganismes planctonics adherits de forma reversible. Tanmateix, el nombre de
microorganismes no adherits que es perden degut al rentat no ha superat en cap cas el 6% respecte del total de viables
adherits al medi de suport. Després del rentat, les mostres s’han sotmés a un bany d'ultrasons per separar els
microorganismes del material de suport, analitzant-se el liquid resultant de la forma habitual. Shan seguit les
recomanacions del Grup Europeu d’Estudi de les Biomasses Adherides, realitzant una unica sonicacié de les mostres
durant 3 minuts.

24.2. Efecte de I'estrés de cisalla

L'esforg o estres de cisalla augmenta amb la velocitat de I'aigua que circula pel reactor, influint negativament sobre la formacio
dels biofilms i afectant el transport de nutrients i la uni6 i separacié de les céllules damunt la superficie. Amb 16 dies de
contacte amb 'aigua i de forma coincident en tots els grups de microorganismes s’ha observat un valor llindar de cabal (160 L/h-
11,22 N m2), per sota del qual s'afavoreix el desenvolupament del biofilm. Per sobre d'aquest valor llindar s’ha produit un
periode desfavorable per a la colonitzacio, que ha desaparegut posteriorment en augmentar encara més el cabal fins a 210 L/h
(variant I'esforg de cisalla de 11,22 N m2 a 19,33 N m2).

Es evident que 'augment inicial del cabal produeix un increment en el nombre de céllules planctoniques que es poden adherir
al material de suport, aixi com en els nutrients que arriben al biofilm. De fet, ja s’ha comentat anteriorment com I'acci6 del flux
ajuda a mantenir la reposicid de nutrients necessaris per sostenir el creixement de les cél-lules que formen part del biofilm.
Sovint I'esforg de cisalla incrementa de forma significativa la utilitzacio de diferents macromolécules (Confer & Logan 1991).

Tanmateix, és indubtable que en les condicions experimentals utilitzades on ha predominat el flux turbulent, en biofilms joves o
pioners el transport de nutrients és el factor limitant primordial. En aquest sentit, 'augment del cabal per sobre d’'un determinat
nivell incrementara indubtablement el transport de substancies nutritives, perd alhora incrementara de forma important la
separacio de céllules que ja formen part del biofilm. El punt d’inflexié trobat podria respondre per tant a un augment de la
separacié cel'lular del medi de suport. L'increment del cabal per sobre del llindar incrementa o manté els nivells de colonitzacio,
perqué el major nombre de cel-lules i nutrients que arriben al biofilm podrien contrarestar I'efecte de la separacié cel-lular.

Aquests valors no s’han obtingut amb 25 dies de contacte. L'efecte continuat de la velocitat del flux sembla haver presentar un
major efecte reduint la colonitzacid microbiana als 25 dies que no pas als 16. Per tant, en les mateixes condicions
hidrodinamiques i amb el mateix esforg de cisalla, I'efecte d’aquest en contra de la colonitzacié microbiana i el desenvolupament
dels biofilms ha estat major en augmentar el temps d’exposicié. Per tant, en biofims que ja han passat la fase pionera de
colonitzacid, I'efecte del flux afavorint 'erosid passa a ser el factor limitant principal en el desenvolupament dels biofilms.
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2.4.3. Influencia del biofilm en la hidrodinamica del medi poros

El desenvolupament del biofilm en el reactor de llit empacat i la seva acumulacié en el medi porés ha resultat en una disminuci6
significativa de la porositat mitjana al llarg del temps. Aquesta reduccié de I'espai de porus lliures pot afectar les caracteristiques
hidrodinamiques del medi.

De fet, la influéncia del biofilm en el régim hidraulic també s’ha determinat mesurant in situ la pérdua de carrega que es produeix
al reactor de llit empacat per la propia formacio del biofilm. Sempre que es mantingui el mateix cabal tant a 'entrada com a la
sortida del reactor, un augment en la pérdua de carrega mesurada del reactor ens podria indicar l'increment de la colonitzaci6
microbiana dels reactors. En I'experiment realitzat a I'estacio de CASSA (Sabadell) a partir de 'aigua freatica de la mina de
Ribatallada, la pérdua de carrega s’ha incrementat durant els primers 25 dies de contacte, quan el cabal s’ha mantingut
practicament constant. També ha augmentat posteriorment dels 50 als 100 dies de contacte, malgrat una lleugera reducci6 del
cabal.

En aquest sentit, sembla evident que la colonitzacié microbiana als reactors de llit empacat pot arribar a modificar el seu régim
hidraulic, incrementant la pérdua de carrega que es produeix al sistema. La deteccié d’aquest fenomen és possible de forma
relativament simple, mesurant la pérdua de carrega amb un captor de pressio.

Tanmateix, la formacio del biofilm també pot arribar a alterar el cabal inicial, disminuint-lo al produir-se I'obturaci6 dels reactors.
Altres autors ja han comentat préviament com els biofilms tenen un efecte directe en el flux incrementant el fregament del
sistema i disminuint el flux a les canonades (Brading et al. 1995). Aixo pot suposar un problema quan es pretenen realitzar
cinétiques de colonitzaci6 a temps llargs. Seria interessant poder establir un temps determinat, per sota del qual el reactor
manté el mateix régim de flux malgrat la colonitzaci6. Aixd implicaria segurament, establir aquest temps de saturaci6 estandard
pel reactor i mostrejar sempre en aquestes condicions, malgrat que no s’hagi arribat a la fase estacionaria de desenvolupament.
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