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Study of the influence of different carbon sources on the behavior
of filamentous bacteria in a sequencing batch reactor

Abstract

The effect of two different readily biodegradable substrates (RBSs) and two slowly
biodegradable substrates (SBSs) on activated sludge microorganisms was evaluated
through the response of sludge volume index (SVI), removal efficiency of organic matter
and nutrients, storage vyield coefficient (Ygo), biomass yield coefficient (Yqps), and
identification and quantification dominant filaments in each system evaluated. Acetate and
sucrose were used as model RBSs, and starch and egg albumin as model SBSs. A
laboratory-scale sequencing batch reactor (SBR) was fed with synthetic wastewater (SW),
successively containing each substrate as sole carbon source. The experimental period
was one month for each RBS and two months for each SBS.

The systems fed with acetate, sucrose and egg albumin presented filamentous bulking
with mean IVL values of, respectively, 335, 471 and 113 mL/g. Microscopic observations
indicated that bulking in RBS systems was caused by the growth of filaments Type 1701,
Nostocoida limicola y Sphaerotilus natans, while in the system fed with egg albumin
bulking was caused by Type 0041, Haliscomenobacter hydrossis and Type 0803.

Chemical oxygen demand (COD) removal efficiencies around 90% in both systems
indicated that filamentous bacteria (FB) were able to compete with floc forming bacteria
(FFB) for RBS and SBS. Furthermore, values of the specific oxygen uptake rate (SOUR)
—lower in the bulking systems than in the starch-fed system—, indicated that FB had
lower oxygen requirements than FFB.

Yo Values in the bulking systems —similar to those in the full-scale system— indicated
that storage was the mechanism used by FB to predominate over FFB and to resist the
low substrate concentrations prevailing in all systems, as a low influent COD was used in
this research (150 mg/L).



Estudio de lainfluencia de diferentes fuentes de carbono en el
comportamiento de los microorganismos filamentosos en un
reactor biolégico secuencial

Resumen

Se evalu6 el efecto de dos sustratos facilmente biodegradables (SFB) y dos sustratos
lentamente biodegradables (SLB) sobre los microorganismos del lodo activado,
estudiando la respuesta del indice volumétrico de lodos (IVL), rendimientos de eliminacion
de materia organica y nutrientes, rendimientos de almacenamiento (Yam) Y crecimiento
(Yos), € identificando y cuantificando los microorganismos predominantes en cada
sistema evaluado. El acetato y la sacarosa fueron usados como modelos de SFB, y el
almidoén y la albumina de huevo como modelos de SLB. Se empled un reactor biologico
secuencial (RBS) a escala laboratorio, alimentado con agua residual sintética (ARS)
conteniendo sucesivamente cada uno de los sustratos a evaluar como Unica fuente de
carbono. El periodo de prueba para cada uno de los sustratos fue de un mes para cada
SFB y de dos meses para cada SLB.

Los sistemas alimentados con acetato, sacarosa y albumina de huevo desarrollaron
esponjamiento filamentoso, presentando valores medios de IVL de 335, 471 y 113 mL/qg,
respectivamente. Las observaciones al microscopio mostraron que el esponjamiento en
los sistemas alimentados con los SFB fue debido al crecimiento de los microorganismos
filamentosos (MF) Tipo 1701, Nostocoida limicola y Sphaerotilus natans, mientras que en
el sistema alimentado con albimina de huevo los MF causantes del esponjamiento fueron
el Tipo 0041, Haliscomenobacter hydrossis y Tipo 0803.

Los rendimientos de eliminacién de la demanda quimica de oxigeno (DQO) alrededor del
90% en todos los sistemas, indicaron que los MF no Unicamente fueron capaces de
competir con los FF por el SFB, sino también por los SLB. Ademas, valores inferiores de
la velocidad especifica de consumo de oxigeno (VECO) en los sistemas que presentaron
esponjamiento filamentoso, e inferior a la VECO obtenida en el sistema con almidén,
mostraron que los MF tuvieron menores requerimientos de OD que los FF.

Los valores de Yuyn obtenidos en los sistemas con esponjamiento filamentoso,
comparables al valor de Y,n, obtenido en el sistema a escala real, indicaron que el
almacenamiento de productos de reserva fue el mecanismo empleado por los MF para
predominar sobre los FF y resistir las bajas concentraciones de sustrato que se
favorecieron en todos los sistemas al utilizar en esta investigacion una baja DQO afluente
(150 mg/L).
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CAPITULO 1

Introduccidn

El proceso de lodos activados se emplea frecuentemente en México para el tratamiento
de medianos y grandes caudales de aguas residuales en zonas con terreno escaso y/o
caro, especialmente en aplicaciones de reutilizacion del agua en uso publico urbano, ya
que proporciona una calidad adecuada del efluente (Escalas, 2006).

Segun la CNA (2005), en diciembre del 2004, 22% de las 1300 plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) municipales en operacién en México eran procesos de lodos
activados que, sin embargo, sumaban 43% del caudal instalado en las plantas en
operacion (caudal instalado promedio de 136 L/s). El proceso de lodos activados se ha
perfilado como un proceso apto en México para cumplir con los limites mas estrictos de la
NOM-001-SEMARNAT-1996 y la NOM-003-SEMARNAT-1997 (Escalas, 2006).

Muchos de los problemas que se presentan en este proceso tienen que ver con la
correcta sedimentacién de los lodos. Un efluente que se obtiene de una PTAR con
problemas de sedimentacion, contiene frecuentemente valores de demanda bioquimica
de oxigeno (DBO) y de sélidos en suspensién (SS) por encima de los limites de vertido
que marca la normativa.

Los problemas de sedimentacion de los lodos activados derivan principalmente de una
desestabilizacion en la estructura del componente bidtico principal del lodo activado: el
floculo. El fl6culo esta constituido por microorganismos que en su mayor parte son
formadores de floculo (FF) y microorganismos filamentosos (MF). Estos constituyen entre
el 90-95% de la biomasa del sistema de tratamiento.

El adecuado balance entre MF y FF es de gran importancia en el control del proceso de
los lodos activados. De este balance depende la adecuada compactacion y sedimentacion
de los sdlidos del agua residual a tratar. La mayoria de los problemas de sedimentacion
del lodo son causados por los MF. En el esponjamiento filamentoso se presentan
elevados niveles de MF (>25 m/mL), lo cual es un problema para la compactacion de la
estructura flocular generando efluentes no clarificados con alta concentracién de SS (>30
mg/L).

Aunque se han identificado diversos factores que favorecen el crecimiento excesivo de los
MF, por ejemplo, la concentracién de oxigeno disuelto (OD), bajas concentraciones de
sustrato y deficiencia de nutrientes (Jenkins et al. 1993), se tiene poco entendimiento en
cudles son los mecanismos que benefician que los MF proliferen sobre los FF.
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El proposito de este trabajo de maestria es evaluar el grado de esponjamiento filamentoso
por efecto de diferentes sustratos facilmente (SFB) y lentamente biodegradables (SLB),
asi como la capacidad de los MF para almacenar productos de reserva, con el fin de
determinar si el tipo de sustrato y la capacidad de almacenamiento tienen alguna
influencia en el desarrollo excesivo de los MF.

Planteamiento

La eliminacion de materia organica disuelta y nutrientes de las aguas residuales tiene
lugar durante el tratamiento bioldgico del agua. Normalmente se caracteriza por la
interaccion de distintos tipos de bacterias y otros microorganismos que requieren oxigeno
y materia organica para vivir, crecer y multiplicarse. El lodo resultante se llama lodo activo.
Generalmente este lodo esta en forma de fléculos que contienen biomasa viva y muerta
ademas de partes minerales y organicas adsorbidas y almacenadas.

La eficiencia de la sedimentacion de un lodo activado depende directamente de la
consistencia y estructura del fléculo. Asimismo, el equilibrio entre el numero de FF y de
MF que forman la estructura flocular es fundamental. La sedimentacion de un lodo
activado es medida, en tratamiento de aguas residuales a partir del indice volumétrico de
lodos (IVL). Este parametro se define como el volumen en mililitros que ocupa un gramo
de sélidos en suspensién del licor mezclado (LM) después de 30 min. de sedimentacién
en una probeta de 1000 mL.

Se ha reportado en la literatura (Jenkins et al. 1993) que un IVL entre 75 y 125 mL/g es
caracteristico de un lodo constituido por fléculos compactos y resistentes con una
proporcion equilibrada entre el numero de FF y MF propio de un sistema de tratamiento
con buena sedimentabilidad de sus lodos bioldgicos. Valores de IVL superiores a 150
mL/g son caracteristicos de sistemas que presentaran fléculos disgregados de superficies
irregulares y estructura abierta. En este tipo de lodo el numero de MF se incrementa
considerablemente llegandose a encontrar valores por encima de 10’ filamentos/(mg
SSV) (Sezgin et al. 1978).

El incremento en el desarrollo de MF en una PTAR tiene consecuencias tanto economicas
como ambientales. En una PTAR genera dos tipos de fenomenos indeseables:
esponjamiento de lodos y flotacion de lodos (Figural.l).

El término de esponjamiento de lodos es referido a lodos con muy bajas propiedades de
sedimentacion y espesamiento, por lo que presentan valores de IVL altos o muy altos. En
la mayoria de los casos, los lodos esponjados se acumulan en el sedimentador
secundario donde se forma una capa espesa y densa que debe ser separada para evitar
el rebose del sistema.

Un sistema de tratamiento con un lodo activado que presenta esponjamiento generara
baja calidad del agua tratada (valores de DBO y SS elevados, patégenos) y altos costos
de operacién en la solucion del problema. Por ejemplo, se requiere utilizar mas cantidad
de productos quimicos como cloro empleado para controlar los MF y la desinfeccion del
agua gque contiene gran cantidad de patégenos. Por otro lado, el alargar la fase de
sedimentacion provoca una menor produccion de agua tratada y, ademas, disminuir el

Claudia Margarita Martinez Rodriguez



INTRODUCCION

desbordamiento del decantador (en procesos continuos) requiere mayor gasto de energia
por el aumento de la recirculacion del lodo.

El término de flotacion de lodos es generalmente provocado por exceso de actinomicetos
y otros MF caracterizados por una superficie celular hidrofébica. Esta superficie celular
hidrofébica adsorbe burbujas de aire y nitrdgeno que llevara al lodo a la superficie,
provocando de esta forma un desbordamiento en el reactor que implicara de igual forma
una mala calidad del agua tratada y como consecuencia, las mismas medidas correctivas
que generaran altos costos de operacion.

A nivel ambiental, un deficiente proceso de tratamiento favorece la contaminacion de
algunos cuerpos receptotes como suelo y agua debido a la descarga del agua residual
tratada con alto contenido de SS, DBO, nutrientes y patdogenos.

Desbordamiento
Espumasynatas ="  |eactor

Exceso j
filamentosos

\ . Pobre Efluente con Agua tratada de
Lodo esponjad0 ——pgedimentacion ——>  altos SS mala calidad

|

Aumento consumo Aumento enla — Correcciones

Lot C— . v
energético recirculacion l
/ Tratamiento con
productos quimicos

Alargar fase de
sedimentacion 1

Costos

Ciclos largos

Menos produccién de
agua tratada

Figura 1.1. Impactos ambientales y econédmicos del esponjamiento filamentoso en el
tratamiento de aguas residuales.

Justificacion

El proceso de lodos activados es el tratamiento biolégico del agua residual mayormente
empleado y el problema mas comun en este tipo de procesos a nivel mundial (Martins et
al. 2004) es el esponjamiento filamentoso, donde un excesivo crecimiento de MF altera
las caracteristicas de sedimentacion y compactacion del floculo del lodo activado.
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Con la necesidad de encontrar una solucion al esponjamiento filamentoso, se crearon
técnicas de identificacion que permitieron caracterizar a los microorganismos causantes
del esponjamiento. Aunque con varias limitaciones, estos métodos de identificacion
proporcionaron una herramienta que permitio identificar a los MF. El siguiente paso, fue
encontrar la relacion entre la aparicion de cada MF con problemas de operacién en las
PTAR. Jenkins et al. (1993) ha sido uno de los autores que ha reportado algunas de estas
causas con la aparicion de determinado tipo de MF (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Condiciones asociadas con el crecimiento de MF
en el lodo activado (Jenkins et al. 1993).

Causa MF

Concentraciones bajas de OD S. natans
Tipo 1701
H. hydrosis

Baja carga organica Tipo 0041
Tipo 0675
Tipo 1851
Tipo 0803

Elevada concentracion de acidos Tipo 021N
organicos de bajo peso molecular Thiothrix 1y 1l

N. limicola I, II, 1ll

Tipo 0914

Tipo 0411

Tipo 0961

Tipo 0581

Tipo 0092

Sulfuro de hidrégeno Thiothrix 1y I
Tipo 021N
Tipo 0914
Beggiatoa ssp.

Deficiencia de nutrientes Tipo 021N
Nitrogeno Thiothrix 1'y 1l
Fosforo N. limicola lll

H. hydrosis

S. natans

Bajo pH Hongos
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INTRODUCCION

Sin embargo, se sigue teniendo poco entendimiento de cuéles son las condiciones que
favorecen que los MF predominen sobre los FF, de esto, se han planteado diversos
mecanismos para encontrar una explicacién al problema del esponjamiento filamentoso.
Por ejemplo, su seleccion basada en la difusion del sustrato y el OD, la efectividad para
almacenar productos de reserva y el efecto del monéxido de nitrégeno (NO).

Aunque el estudio en dichos mecanismos ha ampliado el conocimiento en el
comportamiento de MF y FF, hay ciertas respuestas de los MF en las cuales aln se tiene
poco conocimiento y falta profundizar. Por ejemplo, saber si el tipo de sustrato contribuye
al desarrollo de un tipo de microorganismos en particular, el papel que juega el SLB en el
desarrollo de los MF y conocer si hay o no diferencia en la capacidad para almacenar
productos de reservar entre MF y FF, ya que la mayoria de los estudios han sido
enfocados en la cuantificacién de los polimeros de almacenamiento.

Por lo tanto, en la presente tesis de maestria se profundiza en el papel que juegan los
SFB y SLB (este ultimo dada su importancia por representar aproximadamente el 60 %
del contenido del agua residual doméstica), enfatizando en el efecto que tienen para
favorecer el esponjamiento filamentoso. Para ello, se evaluaran las eficiencias de
eliminacion de nutrientes y la predominancia en el desarrollo de un tipo de
microorganismo en particular, asi como determinar los rendimientos de almacenamiento
(Yam) Y crecimiento (Yops) que desarrollan dichos microorganismos al asimilar cada uno de
los sustratos evaluados.

Objetivo general

Caracterizar la respuesta de los microorganismos del lodo activado, profundizando en el
papel que juegan los SFB y SLB en el desarrollo del esponjamiento filamentoso.

Objetivos particulares
1. Definir las condiciones de trabajo y operacién del reactor biol6gico secuencial (RBS)
2. Evaluar el efecto de SFB y SLB en el desarrollo del esponjamiento filamentoso.

3. Caracterizar microbiolégicamente cada sistema evaluado bajo los diferentes tipos de
sustrato.

4. Evaluar las eficiencias de eliminacion de materia orgéanica y nutrientes en cada sistema
de tratamiento

5. Determinar la Yam Y Yobs del lodo activado predominante con cada uno de los sustratos
evaluados.
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CAPITULO 2

Marco tedrico

2.1 El proceso de lodos activados

El proceso de lodos activados es el tratamiento aerobio del agua residual mayormente
empleado en todo el mundo, donde un cultivo en suspensién de microorganismos (lodo
activado) tras un aporte de oxigeno, lleva a cabo procesos de biodegradacion y
biosintesis para producir un clarificado bajo en DBO, SS y turbidez, adaptado de
EMASESA, (1997).

2.2 Microbiologia del lodo activado

Un lodo activado se puede considerar como un cultivo en suspensién enriquecido de
microorganismos, cuya unidad ecoldgica y estructural se denomina fléculo (Figura 2.1),
constituyendo éste el nucleo alrededor del cual se desarrolla el proceso de depuracién
biolégica (EMASESA, 1997).

Figura 2.1. Fotografia en microscopio optico 100X. Fl6culo
compacto con pocos MF y presencia de V.
convallaria (Barajas, 2002).
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ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN EL
COMPORTAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS EN UN
REACTOR BIOLOGICO SECUENCIAL

Para lograr una mejor descripcion del componente biético de los lodos activados, Wagner
(1994) los divide en grupo 1y grupo 2:

2.2.1 Microorganismos del grupo 1 de lodos activados

El grupo 1 esta constituido principalmente por bacterias FF y MF que en conjunto
representan el 95% de los microorganismos que integran el lodo activado.

Formadores del fléculo (FF)

Las bacterias FF son consideradas las mas importantes en un lodo activado para la
depuracién del agua residual. Son predominantemente heterétrofas y no tienden a crecer
separadamente, sino que lo hacen en agregados llamados floculos. Dichos agregados
son formados gracias a los biopolimeros extracelulares de las bacterias (polisacaridos y
proteinas principalmente) que forman puentes entre los microorganismos (Figura 2.2).
Este mecanismo de agregacion puede ser considerado como un mecanismo de seleccion,
ya que los microorganismos en fléculos pueden ser retenidos dentro del sistema de
tratamiento, mientras que las células individuales no adheridas se pierden con el flujo de
agua depurada (Jenkins et al. 1993).

Proteina

-4
Polisacaridos~a
@)

OO0

.’_'.
MF Cationes
divalentes

Figura 2.2. Forma de agregacion de los microorganismos
que forman el floculo del lodo activado (Jenkins
et al.1993).

Algunos géneros de FF son: Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Alcaligenes,
Arthromobacter, Citromonas y Zoogloea.
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Microorganismos filamentosos (MF)

Una bacteria es un organismo unicelular procariota de 1 a 5 ym de tamafio que se
multiplica por division celular. En determinadas especies bacterianas o bien, en diferentes
condiciones especificas del medio de cultivo, no se observa separacion de las células
después de su divisién, de forma que las células individuales quedan asociadas entre
ellas formando filamentos largos, en consecuencia, cada filamento se encuentra formado
por una cadena de células bacterianas que se conocen con el nombre de MF (Oliveras,
1998).

Los MF son componentes normales de los lodos activados y proporcionan una buena
estructura y resistencia al fléculo. En determinadas condiciones pueden entrar en
competencia con los FF, sin embargo, su presencia es necesaria ya que contribuye a una
mayor calidad del lodo formando fléculos resistentes a las turbulencias del sistema.
(Jenkins et al. 1993).

La clasificacion de los MF esta basada principalmente es su morfologia. Algunos MF se
encuentran caracterizados a nivel taxonémico, recibiendo su denominacién de género y
especie. Otros tan soélo se registran como integrantes de un género. No obstante, la
mayoria de ellos recibe una identificacion alfanumérica atendiendo a caracteristicas
morfologicas. Ello principalmente se debe a que muchos de estos microorganismos
muestran en cultivos puros de laboratorio una morfologia celular diferente a la que
presentan en los lodos activados (EMASESA, 1997). Entre 30 y 40 tipos de MF han sido
identificados en PTAR municipales e industriales (Wagner y Loy, 2002).

Algunos géneros de este tipo de MF son: Beggiatoa, Flexibacter, Leucothrix, Microthrix,
Thiothrix entre otros.

Eikelboom (1975) propone claves para caracterizar morfolégicamente e identificar los MF
presentes en el lodo activado. Estas claves se basan es observar microscopicamente las
siguientes caracteristicas.

Movilidad
Presencia ausencia de vaina
Ramificacion, falsa verdadera

Forma y longitud del filamento

Positivo negativo a diferentes tinciones aplicadas (Gram, Neisser, entre otras)

2B T o

Diametro, longitud y forma de la célula
7. Presencia ausencia de inclusiones celulares (PHB, polifosfato, azufre)

Siguiendo dichas caracteristicas, Eikelboom distingui6 26 especies de MF los que clasifica
en los siguientes grupos (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Grupos de identificacion de MF (Eikelboom, 1975).

Grupo Caracteristica Tipo de MF

Grupo 1 Presencia de vaina, Gram negativo  S. natans, S. discophorus, H. hydrossis,

Tipo 1701, 1702 y 0321
Grupo 2 Presencia de vaina, Gram positivo Tipo 0041, 1851 y 0675

Grupo 3 Curveadas, multicelulares, N. limicola, Tipo 021N y Cyanophycea
Apariencia de alga azul verdosa

Grupo 4 delgado y enrrollado M. parvicella, Tipo 0581 y 0192

Grupo 5 Recto, multicelular, Gram negativo Tipo 0803, 0092, 0961 y 1091

Grupo 6 Movil y brillante Beggiatoa, Tipo 0914 y 1501

Grupo 7 Tipos adicionales Nocardia spp, hongos, Tipo 1863 y 0411

Con base al interés de caracterizar correctamente a los MF mas alla de una numeracion
alfa numérica, autores como Seviour, (1999) aplicaron técnicas de biologia molecular para
agrupar a los MF en base a su taxonomia. La Tabla 2.2 resume algunos MF que han sido
identificados empleando dichas técnicas y a partir de las cudales ha sido posible su
clasificacion.

Tabla 2.2. Ejemplos de MF que han sido identificados a partir de la utilizacién de
técnicas moleculares, adaptado de Seviour (1999).

Tipo de MF Implicacién taxonémica

Tipo 021N Miembro del grupo y-Proteobacteria

Tipo 0092 Miembro del grupo Cytophaga Flavobacterium
Tipo 0041 Miembro del grupo Cytophaga Flavobacterium
Tipo 0803 Miembro del grupo B-Proteobacteria

Tipo 1863 Miembro del grupo y-Proteobacteria

2.2.2 Microorganismos del grupo 2 de lodos activados

El grupo 2 esta constituido por protozoarios y metazoarios que representan el 5 - 10%
restante de los microorganismos que integran el lodo activado.

El grupo de los protozoarios esta formado en su mayoria por flagelados y ciliados, los
cuales son indicadores de edades de lodo menor a 4 dias en el caso de los flagelados, vy
edades de lodo entre 4 y 11 dias en el caso de los ciliados. La abundancia de los ciliados
en este periodo de tiempo es indicador de un lodo estable.

Los metazoarios, son indicadores de un lodo estable. Sin embargo, cuando se observa
una gran cantidad de estos microorganismos en el lodo, son indicadores de un lodo
superior a 11 dias y que necesita ser remplazado.
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En la Figura 2.3 se presenta de forma esquematica la composicion bidtica de un lodo
activado.

Microflora Microfauna
Grupo 1 Grupo 2
95% 5-10%
Metazoarios
Bacterias Y
Protozoarios l
v v Rotiferos
Formadores del fléculo Flagelados Nematodos

Microorganismos filamentosos Ciliados

Figura 2.3. Composicién biotica del lodo activado, adaptado de EMASESA, (1997).
2.3 Estructura del fléculo del lodo activado

Segun Jenkins et al. (1993) la estructura del fléculo se clasifica en dos niveles:
microestructura y macroestructura.

Microestructura

La microestructura es determinada por los procesos de agregacion microbiana y
biofloculacién de los FF, resultado de la interaccion entre polimeros extracelulares
microbianos que actuan a modo de polielectrolitos.

Macroestructura

La macroestructura la proporcionan los MF que forman una red o microesqueleto en el
interior del fléculo que permite la adhesion de los FF. Sezgin et al. (1978) mencionan que
las Optimas caracteristicas de un lodo en cuanto a decantacién, consistencia y estructura
del fléculos, se deben a una presencia equilibrada de FF y MF.

2.4 Disfunciones en la estructura del fléculo del lodo activado

Las principales disfunciones del floculo del lodo activado dependen directamente del
balance entre MF y FF. Ambos tipos de microorganismos son esenciales para la
integridad del fléculo del lodo activado. Los MF forman el pilar del floculo al cual se unen
los FF. Si no hay suficientes MF el fléculo tenderd a romperse por las turbulencias del
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reactor en pequefos agregados. Este tipo de problema es conocido como pin floc o
fléculos en punta de alfiler (Sezgin et al. 1978).

Un lodo activado con pin floc presentara un IVL menor de 75 mL/g, ya que los floculos
grandes sedimentaran y compactaran rapidamente produciendo un sobrenadante turbio
con alto contenido de SS en el efluente (Jenkins et al. 1993).

Cuando la cantidad de MF es superior a la de FF tanto que existe un excesivo crecimiento
de MF dentro y fuera del fléculos que favorecen la formacion de puentes interfloculares,
predominara un lodo poco compacto que sedimenta lentamente y con un sobrenadante
claro debido a que los puentes interfloculares atraparan cualquier particula suelta
presente en el reactor. Este tipo de problemas se conoce como esponjamiento filamentos
y es caracteristico por presentar un IVL superior a 150mL/g (EMASESA, 1997). Por otra
parte, Sezgin et al. (1978) al proponer un método para medir la longitud total de filamentos
extendidos en el lodo activado (TELF), correlacionaron el TELF con el IVL y la velocidad
de sedimentaciéon, encontrando que el IVL se incrementaba rapidamente por encima de
100 mL/g cuando los valores del TELF aumentaban por encima de 10 m/mL.

Cuando FF y MF crecen en equilibrio predominara un lodo con las caracteristicas de
sedimentacion y compactacion requeridas para producir un efluente de calidad cuyo valor
de IVL oscilara entre 75y 125 mL/g (Jenkins et al. 1993).

El crecimiento disperso, esponjamiento viscoso y la formacion de espumas, son otros
tipos de problemas de separacion de lodos que al igual que el pin floc y el esponjamiento
filamentos impactaran con la sedimentacion y compactacion del lodo activado.

La Figura 2.4 esquematiza la micro y macroestructura del floculo ideal y algunas
disfunciones en su estructura.

Esponjamiento filamentoso

Pin floc Fléculo ideal
(0]

R
7
PR

K

IVL<75 mL/g IVL 75-125 mL/g IVL>150 mL/g

Figura 2.4. Macro y microestructura del fléculo ideal y algunas disfunciones en su
estructura, adaptado de Sezgin et al. (1978).
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2.5 Esponjamiento filamentoso

Diversas investigaciones referentes a los problemas de sedimentacién de sélidos han
encontrado que el esponjamiento filamentoso es el problema mas comunmente
encontrado en las PTAR de lodos activados. Tomlinson y Chambers (1979) reportaron
que este tipo de problema se presentaba en la mitad de las PTAR del mundo. En estudios
realizados por Tomlinson (1976), 27 de 65 PTAR de lodos activados en el Reino Unido
tuvieron un promedio anual de IVL mayor de 200 mL/g. Wagner (1984) y Blackbeard et al.
(1986) reportaron que alrededor de la mitad de las PTAR de Alemania y 32% de 111
PTAR de Sudafrica habian experimentado esponjamiento filamentoso. Similares estudios
realizados por Switzenbaum et al. (1992) en Massachusetts, Rossetti et al. (1994) en ltalia
y Seviour et al. (1994) en Australia revelaron que alrededor del 50% de las PTAR
analizadas en cada estudio habian presentado esponjamiento filamentoso. Por otro lado,
también se han identificado los microorganismos predominantes en las PTAR que han
experimentado esponjamiento filamentoso (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Predominio de MF en PTAR con esponjamiento filamentoso, adaptado de
Martins et al. (2004).

Pais MF predominante Referencia
Africa M. parvicella, Tipo 1851, 0041/0675, 0914 Blackbeard et al. (1986,
1988)
Asia
Japon Tipo 021N, 0041/0675, S. natans, Thiothrix ~ Mino (1999)
Tailandia Tipo 021N, 1701, 0092,0041/0675 Mino (1995)
Europa
R. Checa M. parvicella, Tipo 0092 Krhutkova et al. (2002)
Dinamarca M. parvicella, Tipo 0041/0675, 021N, 0092  Kristensen et al. (1994)
0914, 1851
Francia M. parvicella, Tipo 0041/0675, 0092 Pujol y Canler (1994)
N. limicola
Alemania M. parvicella, Tipo 1701, 0041/0675, 0092  Kunst y Reins (1994)
Italia M. parvicella, Tipo 0092, 0041/0675 Rossetti et al. (1994),
Madoni et al. (2000)
Holanda M. parvicella, H,hydrosis, Tipo 021N, 0092  Eikelboom (1977, 1994),
Kruit et al. (1994)
Reino Unido M. parvicella, Tipo 021N, N. limicola, Foot (1992), Lavender et al.
(2003)
Norte América
EUA M. parvicella, Tipo 1701, 021N, 0092, Strom y Jenkins (1984),
0041/0675 Switzenbaum et al. (1992)
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2.5.1 Causas del esponjamiento filamentoso del lodo activado

Se han relacionado diversas condiciones existentes en los sistemas de tratamiento que
favorecen el desarrollo de MF sobre los FF. Por ejemplo, concentracion OD, carga masica
(F/M), SFB, deficiencia de nutrientes, pH, temperatura, y edad del lodo (TRC).

ODy F/M

Wilen y Balmer (1999) quienes probaron el efecto del OD sobre los fléculos, encontraron
que a concentraciones de OD de 2 mg/L fléculos grandes y regulares predominaron,
mientras que cuando las concentraciones de OD fueron de 0.5 mg/L, fléculos porosos e
irregulares con crecimiento de S. natans y Thiothrix predominaron. Ademas, Eikelboom
(2000) indica que a concentraciones de 2 mg/L de OD, no predomina el crecimiento de
MF fuera de los floculos de 400 um de diametro. Por tanto, es recomendable mantener
concentraciones de 2 mg/L de OD en las fases aireadas para favorecer niveles de OD que
impidan el crecimiento de MF.

Eikelboom (2000), también relaciona la aparicion de algunos MF con determinada carga
masica (F/M) (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Efecto de la F/M sobre el desarrollo de los MF del lodo activado,
adaptado de Eikelboom (2000).

MF Niveles de F/M (kg DBO/kg SSV.d)

<0.1 0.1-0.2 >0.2

M. parvicella +++ +++ +

Tipo 0041 ++ +

Tipo 0092 ++ +

Tipo 0803 + +

Tipo 0914 +

Tipo 0581 +

Tipo 1851 + +

Actinomicetos +

N. limicola + ++ +

Tipo 021N ++ ++ -+

H. hydrosis + ++ +++

TIpO 1701 +++

S. natans F++

Thiothrix spp + 4

TIpO 1863 ++

Tipo 0411 i
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Deficiencia de nutrientes

La deficiencia de nutrientes es otro factor que favorece el crecimiento de algunos MF.
Para que un sistema biolégico funcione correctamente, es necesario que se hallen
presentes cantidades adecuadas de nutrientes. Los principales nutrientes son el nitrégeno
(N) y el fésforo (P). Basandose en una composicion media del tejido celular representable
como CsH;NO,, se necesita del orden de un 12.4% de N (en peso), y normalmente se
suele suponer que las necesidades de P son de una quinta parte de este valor (Metcalf y
Eddy, 1996). Jenkins et al. (1993) asocia el crecimiento de Tipo 021N y Thiothrix spp con
deficiencia de Ny a S. natans, H. hydrossis y N. limicola con deficiencia de P.

Temperaturay pH

Las condiciones de temperatura y pH también tienen un papel importante en la
supervivencia y crecimiento de las bacterias. A pesar de que las bacterias pueden
sobrevivir en un intervalo amplio de valores de temperatura y pH, el crecimiento éptimo se
suele producir en un intervalo muy restringido de valores de estos dos parametros.
Jenkins et al. (1993) menciona que M. parvicella y Tipo 0092 son dominantes a
temperaturas inferiores de 15°C, y que temperaturas superiores de 35°C favorecen el
crecimiento de los MF. Lo anterior correlaciona con los resultados obtenidos por Krishna y
van Loosdrecht (1999) quienes encontraron que a temperaturas entre 15 - 20°C, fléculos
grandes con una cantidad apreciable de protozoos y pocos MF predominaron, mientras
que a temperaturas superiores de 30°C, fléculos pequefios con pocos protozoos y
presencia de MF fueron los predominantes.

Por otro lado, rangos de pH entre 6.5 y 8 favorecen la actividad de diversas bacterias del
lodo activado. Por ejemplo, bacterias nitrificantes y desnitrificantes (Eikelboom, 2000). La
presencia de una cantidad considerable de Hongos en el lodo activado es indicativa de
valores de pH inferiores a 6.

TRC

Jenkins et al. (1993) relacionan la aparicion de los MF con determinado TRC, indicando
que la mayoria de los MF aparecen en un amplio rango de edad del lodo (Tabla 2.5).

Claudia Margarita Martinez Rodriguez
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Tabla 2.5. Efecto del TRC sobre el desarrollo de los MF del lodo activado
(Jenkins et al. 1993).

TRC (d) 19 22 25 3 4 5 8 20 50

Tipo 1701 I I
S. natans | |

H. hydrosis
Thiothrix spp I |

Tipo 021N I I
Actinomicetos I |
Tipo 0411 I
N. limicola I |
Tipo 1863 I

Tipo 0041 | I
Tipo 0675 [ |
M. parvicella | I
Tipo 0092 [ |
Tipo 1851 —— |
Tipo 0914 [— [

2.6 Mecanismos que explican el predominio de los MF sobre los FF

Varios mecanismos sobre el esponjamiento filamentoso han sido propuestos en espera de
encontrar una solucién a este problema. Desafortunadamente, ninguno de ellos ha dado
una respuesta definitiva por la falta de verificacion experimental (Martins et al. 2003b).

2.6.1 Seleccién basada en la difusién de OD y sustrato

Investigaciones realizadas por Sezgin et al. (1978) y Martins et al. (2003b) han
demostrado que la difusién limitada de oxigeno y sustrato al interior del fléculo del lodo
activado pueden favorecer el esponjamiento filamentoso. Segun Sezgin et al. (1978) la
concentracién de OD en el interior del foculo puede ser significativamente mas baja que la
concentracién de OD en la solucion. Postula que a concentraciones de OD menores a la
concentracién critica de oxigeno disuelto (OD.), los MF creceran mas rapido que los no
filamentosos, mientras que concentraciones de OD mayores que la critica, predominaran
los no filamentosos (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Efecto de la concentracion de OD sobre el
crecimiento de los microorganismos del
lodo activado, adaptado de Sezgin et al.
(1978).

En las condiciones del caso | de la Figura 2.5 todo el fléculo del lodo activado desde el
borde hasta el centro tendra concentraciones de OD menores a la critica. El caso Il
representa lo contrario, todo el floculo tiene una concentracion de OD mayor que la critica.
En el caso I, el crecimiento de los MF sera mayor en el interior del fléculo y el de los no
filamentosos predominara en la periferia. En estas condiciones, el fléculo tendera a tener
un crecimiento equilibrado de MF y FF.

Pipes (1967) encontrd que la relacion superficie - volumen (a/v) era mayor en los MF que
en los FF. A bajas concentraciones de sustrato esta da a los MF una ventaja competitiva,
debido a que habra difusidon de nutrientes a través de la célula y, por lo tanto, un mayor
crecimiento y predominancia de los MF sobre los FF.

2.6.2 Mecanismos de seleccidn cinética

La seleccién cinética como un mecanismo de competencia entre MF y FF fue formulada
por Chudoba et al. (1973a, 1973b, 1973c) y se basa en las diferentes velocidades de
crecimiento maxima (Jmax) que muestran los MF y FF para un sustrato soluble.

La velocidad de crecimiento (u) de los microorganismos depende de la concentracion de
sustrato. Por este motivo, la seleccidon cinética utiliza la concentracion de sustrato con la
que se alimentan los microorganismos como elemento de presion selectiva para que el
numero de FF sea superior a los MF.
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La expresién matematica de la funcién de saturacion mostrada en la Ecuacion 2.1, se
conoce como ecuacion de Monod. En la que umax representa el valor maximo de la tasa de
crecimiento a concentracion de sustrato infinita. La constante Ks se calcula a partir del
valor medio de la pmax Y representa la constante de saturacion o la afinidad de los
microorganismos por el sustrato o cualquier elemento relacionado con su crecimiento.

M= Mo (Ecuacion 2.1)

Ks+S

Por tanto, en funcion de la concentracion de sustrato, la seleccién cinética debe
considerarse desde dos perspectivas de crecimiento:

a) Crecimiento en presencia de sustrato
b) Crecimiento en ausencia de sustrato

a) Crecimiento en presencia de sustrato

En presencia de sustrato la competencia entre MF y FF por el sustrato se basa en la
velocidad de utilizacién del mismo (Figura 2.6). Segun Chudoba et al. (1973a), los FF
tienen Pmax Y Ks elevadas, mientras que los MF tienen pnax y Ks bajas. Esto implica que los
FF presentan mayores u que los MF a concentraciones elevadas de sustrato, mientras
que los MF presentan mayores |y a bajas concentraciones de sustrato. En consecuencia,
los MF predominaran a bajas concentraciones de sustrato y los FF a altas
concentraciones de sustrato.

FF

Hmax

W (1/d)

Ks (MF) Ks (FF) Sustrato (mg/L)

Figura 2.6. Crecimiento de MF y FF en presencia de
sustrato, adaptado de Chudoba et al
(1973a).
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b) Crecimiento en ausencia de sustrato

En periodos de inanicién, la fase de captura de sustrato y de sintesis de material celular
estan separadas en el tiempo, por lo que puede darse un fendmeno de competencia (por
seleccion cinética) a nivel de la capacidad que muestran los microorganismos de resistir
periodos prolongados en metabolismo enddgeno utilizando sus reservas.

Chiesa e Irving (1985) en su hipotesis integrada utilizan esta clase de seleccion cinética.
Para ellos el periodo de metabolismo endégeno es un periodo de inanicion y que
conseguir resistir la inanicion precisa que los microorganismos:

-Tengan bajas necesidades energéticas para mantenerse vivos durante la
inanicion.
-Sus células estén bien cargadas de productos de reserva.

En base a lo anterior, dividen a los microorganismos del lodo activado en tres grupos:

a) FF de crecimiento rapido
b) MF sensibles a la inanicion y de crecimiento rapido.
c) MF resistentes a la inaniciéon y de crecimiento lento

2.6.3 Fendmeno de almacenamiento

Recientes estudios han sugerido que el fendmeno de almacenamiento es un mecanismo
importante en la seleccidn de los microorganismos. (Khono et al.,, 1991; Majone et al.,
1996; van Loosdrecht et al., 1997; Goel et al., 1998).

Los microorganismos del lodo activado son capaces de almacenar la materia organica en
forma de polimeros de almacenamiento (Cech y Chudoba, 1983; Matsuzawa y Mino,
1991). Segun dichos autores, estos compuestos intracelulares juegan un importante papel
en el metabolismo de los microorganismos que participan en los procesos de remocién de
nutrientes. Algunas de estas bacterias son: bacterias Bio-P y bacterias “G” acumuladoras
de glucogeno y PHB (Wentzel et al., 1986; Satoh et al., 1992).

Varios tipos de polimetros de almacenamiento han sido reportados en la bibliografia,
como son: poli-B-hidroxibutirato (PHB), glucégeno y polifosfato (Poli-P) (Zevenhuizen y
Ebbink, 1974). Al parecer, el PHB es el polimero dominante en la mayoria de los
microorganismos debido a que se toma a partir de un metabolito central, Acetil-CoA (van
Loosdrecht et al. 1997). El glucégeno se forma probablemente sélo cuando hay azucares
presentes en el afluente o cuando el glucogeno juega un papel esencial en el
metabolismo de las bacterias.

En un proceso de lodos activados, aquellos microorganismos capaces de almacenar
rapidamente el sustrato y utilizarlo, tendran una ventaja competitiva sobre aquellos
microorganismos que no tengan dicha capacidad (Figura 2.7) (van Loosdrecht et al.
1997).
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Bacterias capaces de almacenar Bacterias no capaces de
sustrato almacenar sustrato

Son capaces de crecer
independiente de la
concentracion de sustrato
externo.

Invierten mayor energia para
crecer rapidamente cuando la
concentracion de sustrato es
deficiente.

Tienen bajos requerimientos de
crecimiento y por tanto,
mantienen viable su célula
cuando la concentracién de
sustrato es deficiente

Cuando no hay sustrato externo
disponible, enfrentan problemas
para mantener su estructura y
forma celular.

Figura 2.7. Ventajas y desventajas de los microorganismos con capacidad de almacenar
sustrato.

Los microorganismos no filamentosos presentan una gran habilidad para almacenar
productos de reserva a altas concentraciones de sustrato, lo cual les da una ventaja
competitiva sobre los MF (Van de Eynde et al., 1983; Van de Eynde et al., 1984; Chiesa et
al., 1985; Krishna y van Loosdrecht, 1999). Van de Eynde et al. (1984) mostraron que la
bacteria FF Arthroobacter sp tiene una mayor capacidad de almacenamiento que el
filamentoso S. natans. Sin embargo, estudios recientes han mostrado que un lodo con
esponjamiento puede tener la misma capacidad de almacenamiento que un lodo con
buenas caracteristicas de sedimentacién y compactacion (Beccari et al., 1998; Martins et
al., 2003a) especialmente a bajas concentraciones de sustrato.

Cultivos de microorganismos puros y mezclados mostraron que el MF M. parvicella,
puede tener una alta capacidad de almacenamiento bajo diversas condiciones
ambientales (aerobio, andxico, anaerobio) (Andreasen y Nielsen, 2000; Nielsen et al.,
2002; Rossetti et al., 2002). Por tanto, aunque FF y MF tienen alta capacidad para
almacenar productos de reserva, se ha demostrado (Beccari et al. 1998) que los MF
tienen la misma capacidad que los FF para competir eficientemente con los FF cuando la
concentracion de sustrato externo es baja, mecanismo que utilizan bajo dichas
condiciones para proliferara sobre los FF.

Daigger y Gradi (1982) proponen que cuando los microorganismos estan en contacto con
SFB, el fendbmeno que predomina ya sea crecimiento o almacenamiento, depende de la
naturaleza de la biomasa, del sustrato y de las condiciones de operacion (Figura 2.8).
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Que la biomasa se adapte al sustrato y

/' aumente su crecimiento

Biomasa

Naturaleza del sustrato,

biomasa y de las
condiciones de

operacion

+

SFB

Almacene rapidamente el SFB

Figura 2.8. Respuesta de los microorganismos a un SFB.

Dircks (1999) propone que al recibir una cantidad de SFB, su remocion por parte de los
microorganismos se lleva a cabo en dos etapas (Figura 2.9).

Respiracio
exbégena

etapa |

VCO (mgQ2/L.h)

etapa Il

A
L Sustrato Respiracion
externo enddégena
| ] | b
Tiempo (h)

Figura 2.9. Ejemplo de un respirograma. Etapas de la
remocién de un sustrato (Dircks et al. 1999).

En la etapa | de la Figura 2.9, los microorganismos disponen de concentraciones elevadas
de sustrato que rapidamente consumen y mayoritariamente almacenan en su interior,
aunque una parte puede emplearse para el crecimiento. La caida de la curva de la
velocidad de consumo de oxigeno (VCO) en esta etapa, se debe a la eliminacion del
sustrato disponible en el medio. Cuando éste practicamente se ha terminado, empieza la
etapa Il, en la que los microorganismos consumen lentamente el sustrato almacenado en
su interior. Al ser este consumido mas lento, también lo es la VCO.
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Evidencia experimental ha probado que el almacenamiento y el crecimiento de los
microorganismos se dan al mismo tiempo y compiten por el sustrato externo (Karahan-Gul
et al. 2002). Cuando la concentraciéon de sustrato disponible es baja (bajas F/M), el
mecanismo predominante es el crecimiento, mientras que un incremento en la
concentracién de sustrato externo (alta F/M) después de un periodo de inanicion, el
almacenamiento predomina.

Diversas investigaciones experimentales (Beccari et al., 1998; Goel et al., 1998; Dircks et
al., 1999; Dircks et al., 2001; Karagan-Gul et al., 2002) han sido realizadas a partir de
medidas respirométricas para comprender la forma en la cual los microorganismos del
lodo activado asimilan los sustratos. Dichas investigaciones, han sido principalmente
enfocadas a comparar la Yos ¥ Yam que muestran los microorganismos con diferentes
tipos de sustratos, principalmente SFB. Beccari et al. (1998) quienes midieron la
respuesta del almacenamiento de un lodo con esponjamiento, concluyeron que los MF
fueron capaces de remover el acetato y almacenarlo tan rapido como los FF concluyendo
que los MF son capaces de competir con los FF bajo condiciones de alimentacién
intermitente por el sustrato disponible.

2.6.4 Monoxido de nitrogeno como causante del esponjamiento
filamentoso

Casey et al. (1999) han estudiado en condiciones de nitrificacion (NT) y desnitrificacion
(DN) la competencia entre FF y MF.

El proceso de NT es la conversion u oxidacion de amonio (NH4*) a iones nitrito (NOy) y
nitrato (NO3;) o N-NOx. Este proceso se lleva a cabo en dos etapas nitritacion y
nitratacion. En la nitritacion las bacterias Nitrosomonas convierten el NH," a NO,".

NH, " +1.50, - 2H" + H,0+ NO, (Ecuacion 2.2)
En la nitratacion, las bacterias Nitrobacter convierten el NO,” a NO3
NO, +0.50, - NO," (Ecuacién 2.3)

El proceso de DN es la conversion del NO3; formado en las etapas aerobias, a nitrégeno
molecular (N,). Este proceso es llevado a cabo por diferentes microorganismos
heterétrofos facultativos que en ausencia de oxigeno, utilizan el NO3 como aceptor de
electrones para su respiracion celular.

6NO, +5CH,;0H — 5CO, +3N, T 4+7H,0 + 60H - (Ecuacion 2.4)

Casey et al. (1999) mencionan que las vias de DN de FF y MF son muy diferente, ya que
para que los FF reduzcan el NO3; a N, en condiciones andxicas, lo hacen a través de
varios intermediarios del nitrégeno, diferentes de los MF que unicamente reducen el NO3’
a NO..
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Via de DN de FF
NO,” —NO, — NO->N,0 N, (Ecuacion 2.5)
Via de DN de MF
NO, — NO, (Ecuacion 2.6)

Esta diferencia les da a los FF una desventaja sobre los MF, ya que en ausencia de o en
presencia de poco sustrato, el intermediario NO se acumula dentro de los FF (zona o fase
anoxica) y posteriormente, en la zona aerobia el NO intracelular impide la utilizacion del
OD por parte de los FF al inhibir la enzima citocromo oxidasa y, por tanto, los MF no
pueden oxidar la materia organica y van reduciendo su crecimiento. Por otra parte, al no
acumular los MF el NO en las fases andéxicas, no son inhibidos en la respiracién celular en
la fase aerobia (Casey et al. 1999).

Por lo tanto, en sistemas en los cuales el lodo activado es expuesto al cambio de zonas o
fases anoxicas-oxicas y, ademas, el NOj3 esta presente a alta concentracion, los FF
tienen una desventaja sobre los MF para competir por el sustrato bajo condiciones
aerobias. Para que se pueda mantener la inhibicion de los FF bajo las condiciones
aerobias, se requiere una concentracion extracelular de NO,” >1.0 mg/L para mantener
concentraciones intracelulares de NO a niveles a los cuales se inhiba la enzima citocromo
oxidasa.

2.7 Sustrato lentamente biodegradable y esponjamiento filamentoso

De acuerdo a Ekama y Marais (1984), el sustrato organico expresado como demanda
quimica de oxigeno (DQO), puede dividirse como sigue:

-DQO biodegradable: facilmente biodegradable soluble vy lentamente
biodegradable particulada.
-DQO no biodegradable: no biodegradable soluble y no biodegradable particulada.

Segun Orhon et al. (2002), el SLB representa la mayor fracciéon del complejo organico del
agua residual doméstica e industrial. Manka y Rebhun (1982) demostraron que el 61% de
la materia organica de un efluente doméstico contenia compuestos de peso molecular
mayor de 20,000 unidades de masa atomica (uma) y que carbohidratos y proteinas eran
los compuestos predominantes. Otras investigaciones realizadas (Logan y Jiang, 1990)
concluyeron que el 50-60% de la DQO de un agua residual doméstica (ARD) contenia
compuestos mayores de 1000 uma. Metcalf y Eddy (1996) proponen que la composicion
del ARD es, 40-60% proteina, 25-50% carbohidratos y 10% lipidos.

La predominancia del SLB en el ARD desperté el interés en conocer sus mecanismos de
degradacién (McLoughlin y Crombie-Quilty, 1983; Haldane y Logan, 1994; Confer y
Logan, 1997; Jimenez et al., 2005; Jimenez et al., 2007). Segun Dold y Marais (1986) el
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SLB debe ser hidrolizado por una o mas enzimas hidroliticas para ser transportados a
través de la membrana celular y que los microorganismos del lodo activado puedan
utilizarlos. Kamio y Nikaido (1977) consideran macromoléculas los compuestos de peso
molecular mayor de 1000 uma o polimeros de aminoacidos y azucares con mas de 5 0 6
monomeros en su estructura.

Confer y Logan (1997) al estudiar la biodegradacién de la proteina albumina de suero
bovino (ASB) proponen un mecanismos de degradacion macromolecular (Figura 2.10).

1.

2.

hidrolizados.

Las moléculas de alto peso molecular difunden a la superficie de la célula, ya sea
células en suspension, agregados o biofilms.
La hidrdlisis en la superficie celular resulta en la liberacion de fragmentos

Los fragmentos hidrolizados que son producidos de la degradacion incompleta de
macromoléculas difunden fuera de la célula.
Se repiten los pasos 1 al 3 hasta que resulten fragmentos lo suficientemente

pequenos para poder atravesar la célula (polimeros de aminoacidos y azucares
menores de 5 0 6 mondmeros en su estructura).

o
Q P
50

a) Células dispersas

b) Agregados

%

c¢) Biofilm

nomenclatura
Sustrato asimilable (monémeros
<1000uma)

(%% Sustrato polimérico

Q Célula bacteriana
W Agregados/matriz del biofilm

Soporte del biofilm

AR

Figura 2.10. Modelo de degradacion macromolecular en a) células dispersas, b)

agregados, c) biofilm (Confer y Logan, 1997).

Claudia Margarita Martinez Rodriguez




MARCO TEORICO

Estudios realizados por Karahan-Gil et al. (2006) demostraron que la hidrdlisis del
almidén ocurria principalmente dentro de los floculos del lodo activado y, por tanto,
concluyeron que la adsorcién es el principal mecanismo de remocién del sustrato
particulado y que la actividad de las enzimas hidroliticas ocurre dentro de los fléculos.
Jiménez et al. (2007) llama biofloculacion a este proceso de adsorcion. Define la
biofloculacién como un proceso natural de agregacion de SS y particulas coloidales como
consecuencia de la actividad microbiana. Dicho proceso ocurre por la liberacion de
polimeros exocelulares producidos por los microorganismos del LM.

Aunque diversas investigaciones han sido enfocadas a entender los mecanismos de
biodegradacion de compuestos de alto peso molecular, pocos estudios (Wanner y Novak
1990; Karahan-Gul et al., 2006; Puigagut et al., 2007) se han realizado para conocer su
efecto sobre el desarrollo de los MF. Puigagut et al. (2007) quienes compararon el efecto
del almidon y la glucosa sobre la eficiencia del tratamiento y la microfauna del lodo
activado, reportaron que la remocién de N-NH4" y N-NO3™ fueron superiores en el sistema
enriquecido con almidén. Las caracteristicas de sedimentacion también se vieron
influenciadas por el tipo de sustrato. El sistema con almidén presentd fléculos mas
compactos por el bajo contenido de MF a diferencia del sistema de glucosa, que si
desarrollo esponjamiento filamentoso causado predominantemente por S. natans.

Por otro lado, Goel et al. (1998) reportaron la Y.s de los microorganismos alimentados
con almidén como unica fuente de carbono. Al compara el valor con los reportados para
SFB, se observa que es similar a los reportados con acetato aunque en algunos casos,
inferior a los reportados para glucosa. Dicha diferencia puede ser debida a su previa
hidrdlisis para que los microorganismos del lodo activado lo asimilen (Dold y Marais
1986).

De lo anterior, Banerji et al. (1966) quienes estudiaron la cinética de degradacion del
almidon, afirman que el tamafio de la molécula es una limitante para su difusién en la
célula bacteriana y, por lo tanto, las macromoléculas tendran un bajo coeficiente de
difusién (D) que limitara su transporte.
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CAPITULO 3

Materiales y métodos

En este capitulo se describe de manera general la metodologia empleada para el
desarrollo del presente trabajo de investigacidén. Asimismo, se describen los materiales y
métodos experimentales para determinar los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos
necesarios para caracterizar la PTAR y caracterizar el grado de esponjamiento del lodo
activado por efecto de distintos tipos de sustrato.

3.1 Lugar de estudio

Esta tesis de maestria se realizé en el Laboratorio de Investigacion en el Tratamiento de
Aguas Residuales (LITAR) (Figura 3.1) del Centro de Investigacion y Estudios de
Posgrado de la Facultad de Ingenieria (CIEP-FI) de la Universidad Autbnoma de San Luis
Potosi (UASLP). Para el trabajo de investigacién se contd con el apoyo y colaboracion
del personal de la Planta Tratadora de Aguas Residuales del Parque Tangamanga |
(PTAR-I).

Figura 3.1. Fotografia panoramica del LITAR.
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3.2 Metodologia general

La Figura 3.2 muestra el esquema metodoldgico que se siguié a lo largo del presente
trabajo de investigacion.

I i Revision bibliografica I ]

v
Definir condiciones de trabajo

Montaje de técnicas de
determinacion de los rendimientos

Establecer técnicas de

caracterizacion .
microbiolégicas y tipos de sustrato de almacenamiento y crecimiento
| »e |
Montaje y puesta en marcha del RBS
con agua residual sintética y sustratos
a evaluar

s £ _______________________________________ |
! Caracterizacion !
! microbioldgica y Determinacion de la eficiencia F.’rueb’asf |
! sedimentabilidad de eliminacién (materia respirometricas !
! del lodo activado organica y nutrientes) I
| A |
i ! v Determinacion de i
! Identificacién, DQO, amonio, SST, SSV, los rendimientos de | !
I cuantificacion de MF. Fosforo, N-NOx almacenamiento y !
! WL i de crecimiento :
i Determinacién del comportamiento Yalm, Yobs i
I de parametros FQ en las fases del !
i ciclo !

|

_____________ e

Discusion de los N
resultados

Escritura de la tesis

Figura 3.2. Metodologia general del trabajo de investigacion.

En primer lugar fue necesario realizar la revision bibliografica para definir las técnicas de
caracterizacion microbiolégica del lodo activado. Para el aprendizaje de dichas técnicas
de caracterizacion, se realizé una estancia de tres meses en la Universidad de Barcelona
(UB). Se defini6 también la metodologia para la determinacién de la Yam ¥ Yobs, ¥
establecer las condiciones de trabajo y los tipos de sustrato a evaluar para caracterizar la
respuesta de los microorganismos del lodo activado. Esta revisién se fue actualizando a lo
largo de la investigacion y durante la redaccion de este documento.

En segundo lugar se realizé el montaje del sistema experimental que quedd integrado por
las siguientes partes: 1. Depdsito de almacenamiento del agua residual sintética (ARS)
dotado de un sistema de agitacion, 2. Sistema de tubos de latex para entrada y salida del
afluente, 3. Bomba peristaltica para impulsar el ARS hacia el reactor, 4. Bomba de aire, 5.
sistema de electrovalvulas, 6. RBS integrado con sistema de agitacién y sensores de pH,
potencial redox, OD y temperatura, 7. Autébmata programable para automatizar la
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ejecucion del tratamiento del ARS en el reactor, recibir las sefales de los sensores y
transferirlas al sistema de adquisicion de datos y 8. Sistema de adquisicion de datos.

Una vez montado el sistema experimental, el RBS se alimentd con biomasa proveniente
de la PTA-l y con un ARS en la que las unicas fuentes de carbono fueron los diferentes
sustratos evaluados: acetato, sacarosa, almidon y albumina de huevo.

La evaluacién de la respuesta de los microorganismos del lodo activado a cada uno de los
sustratos fue evaluada realizando una caracterizaciéon microbiologica de los floculos del
lodo activado, identificacion y cuantificacion de los microorganismos predominantes,
determinacion del IVL, eficiencia de eliminacién de materia organica y nutrientes,
realizando diferentes pruebas fisicoquimicas del ARS (Tabla 3.1), y calculando la Y ¥
Yos del lodo mediante pruebas respirométricas.

Tabla 3.1. Nombre y codigo APHA de las técnicas analiticas realizadas para el analisis
fisicoquimico del ARS.

Nombre de la técnica analitica APHA (1998)
Sélidos suspendidos totales a 103-105°C 2540 D
Solidos suspendidos volatiles a 550°C 2540 E
Demanda quimica de oxigeno

(método de reflujo cerrado) 5220 D
Nitrégeno amoniacal (método del fenato) 4500 F

Nitrato + nitrito (N-NOXx)

(método de reduccion con cadmio) 4500 E
Ortofosfato
(método colorimétrico del &cido vanadomolibdofosférico) 4500-P
indice volumétrico de lodos (IVL) 2710 D
Velocidad de consumo de oxigeno (VCO) 2710B

Finalmente, se realizd la discusion de los resultados obtenidos para posteriormente
concluir con la escritura de la tesis.

La Figura 3.3 muestra un dibujo del RBS con cada una de las partes integradas, y la
Figura 3.4 muestra una fotografia panoramica del RBS a escala laboratorio empleado en
este trabajo de investigacion.
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Figura 3.3. Diagrama completo del control del proceso del RBS
utilizado en el presente trabajo de investigacion.
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Figura 3.4. Fotografia panoramica del control del proceso
del RBS a escala del LITAR.
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3.3 Descripcion de las instalaciones utilizadas

3.3.1 RBS a escala laboratorio

El LITAR dispone de un prototipo de RBS a escala laboratorio basado en un prototipo
experimental utilizado en Barajas (2002). En la Figura 3.5 se presenta un esquema del

RBS y sus dimensiones.

Motor de agitacion
30rpm
Afluente v
ok | |
cm
* A
Vertedero——>Y— 7 |<l»
1.9cm * —L ‘
( :
11.5cm
1.25cm *I:
75¢cm
Efluente—__| 62cm

]

v
Purga—> [_|

v
2.5cm *I |
|<—20.32cm —>|
i< 30cm =i

Figura 3.5. Corte en alzado del RBS a escala laboratorio.

El RBS a escala laboratorio tiene las siguientes caracteristicas de disefo:

Se parte de una tuberia de PVC de 75.0 cm de altura y 20.3 cm de diametro.
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Volumen del reactor. volumen de trabajo de 20 L.

Placa base del reactor. Las dimensiones de la placa base del reactor son 30 cm x
30 cmy 2.5 cm de espesor. Tiene 5 cm adicionales de placa a cada lado del tubo
de PVC para darle estabilidad al reactor. ElI material de construccion de la placa
base es de PVC.

Orificios de vaciado. El RBS cuenta con 4 orificios de vaciado de 1.25 cm de
diametro. Estos orificios se utilizan para la purga de lodo biolégico y la toma de
muestras. Asi mismo, a 28 cm de la base del reactor se encuentra el orificio de
salida del efluente.

Orificio de demasia (vertedero). El RBS cuenta con un vertedero de 1.9 cm de
diametro, este orificio da salida al exceso de agua residual en el reactor en caso
de haberlo.

Placa superior. Cuenta con una placa superior de 30 x 30 cm y 1.0 cm de
espesor, con la finalidad de dar mayor estabilidad al motorreductor.

Agitador. Las dimensiones del agitador son: altura de 62.0 cm y ancho de 11.5
cm.

Adaptador entre el agitador y el motorreductor. El adaptador entre el agitador y
el motorreductor, es una pieza de acero inoxidable. Consta de dos orificios, uno de
0.6 cm en el que se introduce el agitador, y otro de 0.4 cm, en el que se introduce
el eje del motorreductor.

3.3.1.1 Accesorios del prototipo experimental

Como se explicd en el apartado anterior, para introducir y extraer el ARS del reactor, se
contaba con una serie de dispositivos (Figura 3.5).

1.

Entrada del afluente. Esta se realizaba por la parte superior del tanque a través
de un tubo de silicona de la marca Masterflex de 0.5 cm de diametro. Este tubo iba
acoplado a una bomba peristaltica. Esta bomba se encargaba de bombear un
caudal de 1.29 L/h de ARS desde un deposito de alimentacion hasta el reactor.

El depdsito de alimentacidn del reactor era un recipiente de plastico de 60 L de
capacidad cubierto de una esponja aislante y una tapa hermética que mantenian
una temperatura de 5°C en el depdsito para evitar cualquier contaminacién del
ARS y una disminucion de la demanda quimica de oxigeno del afluente (DOQag).
Esta temperatura fue mantenida con un sistema refrigerante modelo 3016 (Fisher
Scientific) acoplado al depdsito de almacenamiento a través de un tubo de silicona
de 0.5 cm de diametro (cubierto con la misma esponja aislante) y que recirculaba
agua del refrigerante al depdsito y viceversa.

El tubo de silicona a su vez, estaba acoplado a un tubo de acero inoxidable de 0.5
cm de diametro que formaba un serpentin (Figura 3.6) dentro del depésito de
almacenamiento para asegurar que toda el ARS se mantuviera a 5°C. La Figura
3.7 muestra una fotografia del sistema de refrigeracion.
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Figura 3.6. Agitador con paleta de acrilico;
serpentin de acero inoxidable en el
deposito de almacenamiento.

Figura 3.7. Sistema refrigerante acoplado al
deposito de almacenamiento.
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2. Rebosadero (vertedero). Se encontraba situado a 2 cm por debajo de la parte
superior del tanque, a este orificio se le acoplé una tubo de plastico transparente
de 2.5 cm de diametro. Por este orificio se evacuaba el ARS en caso de que el
sensor de nivel no funcionara correctamente.

3. Salida del efluente y purga de lodo. Estas estaban situados a 28 y 3 cm
respectivamente de la base del reactor. El orificio de efluente se acoplé a un tubo
de plastico transparente de 1.9 cm de diametro y el de purga a una llave de PVC.
El tubo de plastico de la salida de efluente era interrumpido por una electrovalvula
que se accionaban a través de un autémata programable.

4. Agitacion del LM. Se realizaba mediante dos aspas rectangulares de PVC de
11.5 x 62.0 cm. Estas aspas se soldaron a un eje que se encontraba acoplado a
un motorreductor eléctrico modelo AB (Hurst) que giraba a 30 rpm.

5. Aireacion del LM. Se realizaba mediante una bomba de aire modelo 802 (Elite)
con dos salidas de aire conectadas a dos tubos de silicona de la marca Masterflex
de 0.5 cm de diametro que llegaban hasta el interior del reactor. Los tubos estaban
adheridos al cilindro mediante abrazaderas vy, al final, estaban conectados a un par
de difusores tipo pecera por donde salian pequefas burbujas que ascendian y se
distribuian por el LM hasta la superficie del reactor.

Un par de difusores estaba colocado en el fondo del tanque y otro a unos 20 cm de
altura aproximadamente con objeto de facilitar la distribucion y dilucion del OD en
el LM. Las burbujas de aire que salian de los difusores seguian un movimiento
helicoidal ascendente debido a la combinacion del movimiento de rotacion
provocado por la agitacion y el movimiento ascendente de las mismas burbujas.
Para impedir que estas burbujas llegaran hasta el sensor de oxigeno y provocaran
interferencias, éste se colocé adherido a la pared del tanque mediante
abrazaderas a unos 20 cm del fondo.

La Tabla 3.2 muestra un resumen de los equipos de proceso utilizados.

Tabla 3.2. Caracteristicas técnicas de los diferentes mecanismos del prototipo

del RBS.
Aparato Marca Modelo Caracteristicas
Motor de agitacion  Hurts AB 30 rpm, 115V, 60 Hz, 5 W
Bomba de aire Elite 802 1 20V, 60Hz, 3.5W
Bomba peristaltica Masterflex 701621 0.1 Hp
Electrovalvulas Parker 7C111P3 -

3.3.1.2 Calculo del volumen de trabajo del reactor

Para escalar los volimenes de la PTAR-l a la planta piloto, se establecié que los
volumenes del RBS fueran proporcionales a los de la PTAR-I, es decir:
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Yook

Vimemam = (25.92m° )25.88m* 6.4m? ) = 4,293m* = 4,293,000L (Ecuacion 3.1)
Vonerar = (25.92)(25.88)(4.66) = 3,126m* = 3,126,000L (Ecuacion 3.2)

VmaxRBS _ VmaxPTARI

- (Ecuacion 3.3)
Vmin RBS Vmin PTARI

Vmin PTARI

Vinaxprari
Vinaxres = [ - minRBS (Ecuacion 3.4)

Para calcular los volimenes maximo (Vmaxres) Y minimo (Vminres) del RBS proporcionales
a los volumenes de la PTAR-I, se partié de la ecuacién 3.4; sin embargo, es necesario
calcular primeramente el Vpminrss. Este se establecié midiendo manualmente el volumen
del reactor hasta el volumen maximo de decantacion (Figura 3.8).

Afluente | |
[

Vertedero — —

]
Efluente—__| __
] Volumen
minimo
Purga— [|

Figura 3.8. Presentacion esquematica del volumen minimo
de la planta piloto.
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Vmin RBS = 90L

_ (4,293,000L
maxRBS = | 5 1A4r AnAT

9.0L = 12.36L
3,126,000Lj

El volumen de intercambio o volumen de agua tratada en cada ciclo se calcula como la
diferencia del VmaxRBS Yy el VminRBS-

V = Vmax RBS _Vmin RBS (Ecuacién 35)

intercambio

Vv =12.36L -9.0L =3.36L

intercambio

3.3.1.3 Calculo del caudal de llenado y del volumen de purga de los lodos
biolégicos

El caudal de llenado (Qienado) €S €l volumen conocido de agua residual (AR) introducida
durante un determinado rango de tiempo. Este se calcula:

V. .
Quenado = 'tmLar"b'o (Ecuacion 3.6)

llenado

El tiempo de llenado (tienado) €S €l tiempo durante las fases de llenado del reactor,
entonces:

_3.44L

= =1.29L/h
Qllenado 66h

El caudal de purga (Quuga) €s €l volumen de LM extraido del reactor para mantener un
cierto tiempo de retencion celular (TRC). EI TRC de los sélidos indica la edad del lodo
presente en el reactor. En esta investigacion, se establecié que la edad de lodo seria de
11 d (para mantener el mismo TRC de la PTAR-I) por tanto, el caudal de purga es:

Vmax RBS .y
= Ecuacion 3.7
Q purga TRC ( )
Q.. =123L 1 1

Esta purga se realizaba una vez al dia (1.12 L/d).

La Tabla 3.3 resume las condiciones operacionales establecidas para el funcionamiento
del reactor.
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Tabla 3.3. Condiciones operacionales del RBS.

Caracteristica Valor establecido
VmaxRBS 12.36 L

VminRBS 9L

Capacidad de tratamiento 3.36 L/ciclo, 15.12 L/d
Numero de ciclos por dia 4.5

Qiienado 1.29L/h

Qpurga 1L/d

TRC 11d

OD (punto de consigna fases aireadas) 2mg OD/L

Duracion del ciclo 5.16 h

3.3.1.4 Sistema automatizado de medicidén y control de los sensores del reactor

Con el fin de asegurar el funcionamiento automatico del RBS durante las 24 h. del dia, se
dispuso de un autémata programable que media las siguientes variables del proceso:

a) OD

b) Temperatura
c) ORP

d) pH

Asimismo, este automata controlaba el funcionamiento de los siguientes dispositivos:

a) Bomba peristaltica de alimentacion
b) Bomba de aire

c) Motor de agitacion

d) Electrovalvula de vaciado

e) Resistencia de temperatura

Cada uno de los dispositivos estaban conectados al autdmata el cual, a su vez, estaba
conectado a una computadora que permitia visualizar los datos concernientes al estado
de cada dispositivo, alarmas, estado del ciclo y barra de tiempos controlados por el
autémata, ademas de registrar los datos en un archivo Excel. La Figura 3.9 muestra la
pantalla principal del programa.

Los valores correspondientes a las entradas analogas correspondientes al control PID
para la medicién de OD vy los valores de control para la temperatura, eran configurados
manualmente (Figura 3.10). Todos los dispositivos a excepcién de la electrovalvula de
purga, eran manejados por el autémata de forma automatica, es decir, los dispositivos
encendian o apagaban segun estuviera programado en el ciclo. La Figura 3.11 muestra la
pantalla de modo de operacion para el control de los dispositivos.
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Figura 3.9. Pantalla principal del programa.

ﬂ
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Set Paint 0.0 - I—D
Ganatcia: Iig
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Aceptar I

Coahesidn: @ Grabar |

Figura 3.10. Pantalla de configuracion de las entradas
analogicas para el control de OD y temperatura.
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s, Configuracion modoe de operacin-UASLP_MPTAR ) =l |
' Salir

~Modo de operacion

" Manusl

Bomba de influente

Bomba mezcladora i+ Auta " Manual

Bomba areador e Auto T Manuzl
Resistencia e Auto " banusl
Walvuls de purga £ Bute {+ Manual |riciar |

Walvula de vaciado  Auta * pdanual Iriiar |
Conexion: 0

Figura 3.11. Pantalla de modo de operacion.
3.3.2 Configuracion del ciclo de tratamiento

La Figura 3.12 muestra la secuencia del ciclo de tratamiento configurado en el RBS.

VAC
LLE-ANOX LLE-OX REAC-OX SED

LLE-ANOX: fase de llenado agitado sin aireacion
LLE-OX: fase de llenado agitado con aireacién
REAC-OX: fase de reaccion agitada con aireacion
SED: fase de sedimentacion

VAC: fase de vaciado

A la fase de llenado sin aireacion, también se le llama fase andxica.

Figura 3.12. Etapas del ciclo de tratamiento en el RBS experimental.
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La duracion del ciclo de tratamiento fue de 5.16 h. El tiempo total de llenado fue de 2.66 h,
incluyendo 0.66 h de LLE-ANOX y 2 h de LLE-OX, 0.66 h de REAC-OX, 1 h de SED y
0.83 h de VAC.

La Tabla 3.4 resume las caracteristicas operacionales mas importantes del tratamiento
estudiado.

Tabla 3.4. Condiciones operacionales del tratamiento aplicado para la
eliminacion bioldgica de nutrientes en el RBS.

Caracteristica Valor establecido
VmaxRBS 12.36 L

VminRBS 9.0L

Capacidad de tratamiento 3.36 L/ciclo, 15.12 L/d
Numero de ciclos por dia 4.5

Qiienado 1.29 L/h

Qpurga 1L/d

TRC 11d

oD 2mg OD/L
Duracion del ciclo 516 h

Tiempo total de llenado 2.66 h

Tiempo de LLE-ANOX 0.66 h

Tiempo de LLE-OX 2h

Tiempo de REAC-OX 0.66 h

Tiempo de SED 1h

Tiempo de VAC 0.83h

3.3.3 Fuentes de carbono e in6culo

Las fuentes de carbono utilizadas fueron dos SFB, acetato y sacarosa, y dos SLB,
almidén y albumina de huevo. El acetato y la sacarosa han sido elegidos en esta
experimentacién pues son sustratos que se han utilizado en investigaciones previas como
prototipos de SFB, en especial el acetato (Gulez, 2005). Por otro lado, se consideran SLB
a los compuestos de peso molecular mayor de 1000 uma o polimeros de aminoacidos y
azucares con mas de 5 o 6 mondmeros en su estructura (Kamio y Nikaido, 1977). Como
prototipo de este tipo de sustratos, el almidén (Puigagut et al. 2007) y la ASB (Confer y
Logan, 1997) han sido evaluados. Siendo asi, la albumina de huevo se decidid6 emplear
como prototipo de SLB al presentar ser una glicoproteina de 42.7 KDa.

El RBS se inocul6 con 4 L de biomasa (en todos los casos) de la fase de REAC-OX de la
PTAR-I. Esta se alimenté con ARS en donde la unica fuente de carbono fueron los cuatro
tipos de sustratos a evaluar. La Tabla 3.5 muestra la composicién del ARS utilizada.
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Tabla 3.5. Composicion del agua sintética, adaptado de Yang (1997).

Contenido

Concentracién (mg/L)

Fuente de carbono
acetato
sacarosa
almidon
albumina de huevo

(NH4)2SO4

FeC|3. 6H20
KH,PO,4
KoHPO,4
MnSO4. H20
CaC|2

pH

DQO =150
210
160
155
122
75

12
0.07
8.28
16.82
1.5
1.12
6.5-7.2

Las condiciones de evaluacién de todos los sustratos fueron siempre las mismas DQO
afluente (DQOg) de 150 mg/L, OD 2 mg/L y TRC 11 d (Tabla 3.4). Cada vez que se
evaluaba la respuesta a un nuevo sustrato, se desechaba la biomasa anterior y el RBS
era inoculado nuevamente con 4 L de biomasa de la fase de REAC-OX de la PTAR-l y se
hacia toda la caracterizacion correspondiente del sistema.

La Figura 3.13 muestra un esquema de la metodologia seguida para caracterizar la

respuesta de los microorganismos para cada sustrato.

..............................................................................................................

microbiologica y
sedimentabilidad

de eliminacion (materia
organica y nutrientes)

del lodo activado

l

Identificacién, cuantificacion
filamentoso.

DQO, amonio, SST, SSV,
Fésforo, N-NOx

|

IVL

Determinacion del comportamiento
de parametros FQ en las fases del
ciclo

respirométricas

|

Determinacion de

los rendimientos de

almacenamiento y
de crecimiento

Yalm, Yobs

Albdmin d i DQO = 150 mg/L|
. Umina de : _
Acetato Sacarosa Almidén huevo ; OD =2 mg/L
2 ] L ¥ ¥ ! TRC =11d
Caracterizacion Determinacion de la eficiencia Pruebas

____________________________________________________________________________________

diferentes sustratos evaluados.

Figura 3.13. Metodologia seguida para la evaluacion de la respuesta a los
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La Tabla 3.6 muestra la concentracién de SSVLM de alimentacion del RBS en cada caso
y, ademas, el periodo de experimentacién de cada uno de los sustratos evaluados.

Tabla 3.6. Concentracion de SSVLM de alimentacién del RBS y periodo
experimental de cada uno de los sustratos evaluados.

Sustrato SSVLM (mg/L) Periodo de experimentacion
(2008)
acetato 1,592 21 abril — 19 mayo
sacarosa 1,605 27 mayo — 24 junio
almidén 1,720 27 junio — 24 agosto
albumina de huevo 1,550 05 septiembre - 14 noviembre

Para mantener una DQOar de 150 mg/L con cada uno de los sustratos evaluados, fue
necesario determinar experimentalmente los gramos de DQO que consume 1 gramo de
sacarosa, almidon y albumina de huevo y calcular de esta manera, los g de dichos
sustratos para mantener una DQOxr de 150 mg/L (Tabla 3.5). La relacion de DQO/mg
acetato y la metodologia para determinar dichas relaciones se tomo de Ortiz (2008).

3.3.3.1 Determinacién de la relacién DQO/peso de sacarosa, almidén y albumina de
huevo

Para obtener la relacion de DQO/peso de la sacarosa, almidén y albumina de huevo, fue
necesario primeramente realizar pruebas de desecacion a los reactivos para descartar la
presencia significativa de agua que pudiera afectar la determinacién de los equivalentes
de DQO. El procedimiento seguido para esta prueba esta descrito en Ortiz (2008).

Una vez hechas las pruebas de desecacion, se procedié a determinar dicha relacién como
sigue. Se pesaron cantidades conocidas de los sustratos para preparar soluciones en un
intervalo de concentracion entre 100 - 800 mg/L. A cada una de las soluciones preparadas
se les determind la DQO por el método del reflujo cerrado (APHA, 1998).

La determinacién de la relacién DQO/peso para cada uno de los sustratos, se realizé dos
veces en dias diferentes por el procedimiento indicado, y para calcular la relacion
DQO/peso, se analizaron las curvas de DQO (mg/L) frente a la concentracion de las
soluciones utilizadas (mg/L) y para cada curva se realizé un analisis de regresion.

Segun Ortiz (2008), la relacion DQO/peso debe ser constante. Para ello, la curva de
regresion de la DQO frente al peso de un determinado sustrato debe dar una buena
linealidad y una ordenada al origen nula, cuando se cumplen estas dos condiciones, la
pendiente del grafico indica fielmente el valor constante de la relacion DQO/peso. Se
verifica la linealidad con el valor de R? y mediante el intervalo de confianza al 95% para la
ordenada al origen. Cuando este intervalo abarca el cero, se toma la ordenada al origen
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igual a cero para un nivel de confianza al 95% y el valor de la pendiente, se toma como la
relacion de DQO/peso.

3.4 Variables medidas y métodos de anélisis del ARS

La mayoria de los métodos de analisis realizados en este trabajo de investigacion se
describen en APHA (1998). Se indican expresamente aquellos parametros que fueron
tomados de otras fuentes bibliograficas. A excepcion los SST y SSV, todos los demas
analisis realizados requieren filtracion de la muestra por filiros de 0.45 ym de diametro de
poro.

3.4.1 Medidas fisicas
3.4.1.1 Temperatura

La temperatura dentro del LM del RBS era medida mediante un sensor de temperatura
(DIEMSA).

3.4.1.2 Sélidos suspendidos totales

Los solidos suspendidos totales (SST) del LM, afluente y efluente, se determinaron
haciendo pasar un volumen conocido de muestra por un filtro de fibra de vidrio de 47 mm
de diametro y 0.8 ym de poro catalogo No. 934-AH (Whatman). Estos filtros se lavaban
previamente con agua tridestilada y se secaban en la estufa modelo 637 (Fisher Scientific)
a 110°C por 24 h. y se pesaban. Una vez que se tenia registrado el peso del filtro, éste se
colocaba en el dispositivo de filtracion con bomba de vacio modelo 5KC49NN0194AX (GE
Motors Industrial Systems), se filtraba un volumen conocido de muestra previamente
homogeneizada y se colocaba dentro de la estufa a 105°C por 24 h. Después de
transcurrido ese tiempo, se sacaba y se colocaba en un desecador hasta alcanzar la
temperatura ambiente y se pesaba nuevamente. De acuerdo con APHA (1998) el filtro
debe contener un minimo de 2.5 mg/L de sdlidos para que sea valido el calculo de los
SST en la muestra de AR.

3.4.1.3 Sélidos suspendidos volatiles

Los sélidos suspendidos volatiles (SSV) se definen como el contenido de materia organica
en los solidos totales de un volumen de AR, y son una medida que se utiliza para estimar
la cantidad de microorganismos presentes en el LM de un lodo activado. Se calculan a
partir de la determinacion de los SST. Una vez que se han calculado los SST, el filtro se
introdujo en una mufla tipo 47900 serie 1284 (BarnsteadInternational) a 550°C por un
tiempo de 20 a 30 min. de esta manera, los sélidos organicos se volatilizan quedando
unicamente en el filtro los solidos fijos. Se saca el filtro de la mufla y se coloca en el
desecador hasta que alcancen la temperatura ambiente y posteriormente se pesa. De
esta manera la cantidad de SSV se calcula a partir de la diferencia de peso entre los
solidos fijos y SST (APHA, 1998).
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3.4.1.4 indice volumétrico de lodos

El indice volumétrico de lodos (IVL) se utiliza para medir el grado de sedimentacion de los
lodos. Representa el volumen en mL que ocupa 1 g de sdlidos en suspension del LM
después de 30 min. de sedimentacién. Los valores de IVL que estan entre 75 - 125 mL/g
indican que los lodos estan formados por fléculos que tienen una proporciéon equilibrada
de MF y FF, por lo cual, el lodo sedimenta bien. Valores mayores de 150 mL/g indican
generalmente un exceso de MF que a su vez producen una mala sedimentacion de los
lodos. A este fendmeno se le llama esponjamiento filamentoso (Jenkins et al. 1993).

Para determinar el IVL hay que calcular previamente la concentracion de sodlidos
suspendidos totales de licor mezclado (SSTLM). Asimismo, se debe determinar el
volumen que ocupa el lodo después de 30 min. de sedimentacion por medio del método
V3. Este método consiste en colocar 1 L de LM previamente agitado en una probeta
graduada de 1 L y dejar la muestra en reposo durante 30 min. Al termino de este tiempo
se registra el volumen ocupado por el lodo que ha sedimentado y el resultado se da en
mL/L. Finalmente el valor del IVL se obtiene introduciendo los resultados obtenidos en la
siguiente ecuacion.

(V3 )(1000)
L=—>—"" 7

(Ecuacion 3.8)
SSTLM

Donde:

V30 = volumen que ocupa el lodo en 1 L después de 30 min. de sedimentaciéon (mL/L)
SSTLM = sdlidos suspendidos totales de licor mezclado (mg/L)

3.4.1.5 Carga mésica

La carga masica (F/M) es un parametro ampliamente utilizado en el control del proceso de
lodos activados. Representa los kg diarios de sustrato introducidos en el proceso por kg
de biomasa presente en el reactor por dia. Puede aplicarse a la DBO o a la DQO. En este
ultimo caso se calcula aplicando la siguiente ecuacion (Metcalf y Eddy, 1996).

DQO,

FIM =
(TRH)(SSVLM )

(Ecuacion 3.9)

Donde:

DQOar = DQO del afluente (kg/L)
TRH = tiempo de retencién hidraulico del tanque de aireacion (d)
SSVLM = sdlidos suspendidos de licor mezclado (kg/L)
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El TRH se calcula como sigue
VmaxRBS P
TRH = 7= (Ecuacion 3.10)
diario

Donde:

Vimax R8s = volumen maximo del RBS (L)
Qgiaio = caudal medio diario (L/d)

3.4.2 Medidas quimicas (componentes organicos e inorganicos)

3.4.2.1 Potencial de hidrégeno

El potencial de hidrégeno (pH) fue medido en todas las fases del ciclo de tratamiento
dentro del reactor. Se utilizé un electrodo de pH de junta de teflon con punta con solucién
de tierra modelo WD-35807-20 (OAKTON) con elemento interno ATC (100 Q Pt 100) el
cual toma lecturas con compensacion automatica de temperatura. El aparato se calibraba
segun el procedimiento del manual de instrucciones.

3.4.2.2 Oxigeno disuelto

La concentracién de oxigeno disuelto (OD) en el LM es un parametro muy importante en
los procesos de eliminacion de nutrientes. Para la medida del OD en el RBS se utilizd un
oximetro YSI modelo 58 (YSI) equipado con un electrodo YSI modelo 5239 (YSI). Este
aparato es capaz de compensar automaticamente los cambios de solubilidad del OD y de
la permeabilidad de la membrana del electrodo debido a las variaciones de temperatura.
La calibracién del aparato se hizo como lo indica el manual de usuario.

3.4.2.3 Potencial de 6xido-reduccién

Potencial de 6xido-reduccién (ORP) es un indicador del caracter oxidante o reductor del
medio. Estéa relacionado directamente con las concentraciones de OD y de NOs. EI ORP
comunmente se emplea en el control y optimizacion de las plantas de eliminacion de
nutrientes. Para medir el ORP en el LM del reactor, se utilizé un electrodo de ORP modelo
WD-35801-21 (OAKTON). La calibracion del aparato se hizo como se indica el manual de
usuario.

3.4.2.4 Demanda quimica de oxigeno

Para calcular la concentracién de la demanda quimica de oxigeno (DQO) en las muestras,
se utilizé el método espectrofotométrico de reflujo cerrado (APHA, 1998) utilizando un
espectrofotdmetro modelo 48000 (Hach), y la digestidon se llevo a cabo en tubos viales
Hach en reactores de DQO automatico para 15 viales modelo DRB200 (Hach) y para 30
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modelo 949201 (Bioscience, Inc.). El calculo de la concentracion de DQO se trabajo en
bajo rango (5 a 90 mg/L) y alto rango (100 a 800 mg/L).

3.4.2.5 Demanda quimica de oxigeno soluble

La demanda quimica de oxigeno soluble (DQOs) se determind con la misma metodologia
de la DQO, pero usando muestras filtradas con un filtro de membrana con diametro de
poro de 0.45 ym catalogo No. 7184-004 (Whatman GF/C).

3.4.2.6 Nitrogeno amoniacal

Para analizar el contenido de nitrdgeno amoniacal (N-NH,") en las muestras se utilizo el
método espectrofotométrico del fenato (APHA, 1998) utilizando un espectrofotémetro
modelo 48000 (Hach). EI método se basa en la formacién de un compuesto intensamente
azul, el indofenol, a partir de la oxidacién del N-NH,4*. El indofenol tiene un color azul
intenso y su intensidad es proporcional a la concentracién de a N-NH4" presente en la
muestra. El intervalo de validez del método es 0.1 - 1.0 mg N-NH4"/L. El anexo 3.1
muestra el protocolo del N-NH,".

3.4.2.7 Nitrato y nitrito (N-NOXx)

El nitrato es el compuesto inorganico del ciclo del nitrdgeno donde éste alcanza su mayor
grado de oxidacion. Representa el producto final de la nitrificacion. En las aguas
residuales municipales (ARM) suele encontrarse en bajas concentraciones debido al
caracter anaerébico de esta agua. El NO3s no se puede determinar mediante colorimetria
directa, de modo que en este caso se reporta como mg oxidados de N-NOx/L (la suma de
NO3- mas NOZ-).

Para analizar el contenido de N-NOx en las muestras, se empled el método de reduccién
de cadmio (APHA, 1998) utilizando un espectrofotémetro modelo 48000 (Hach). El
método consiste basicamente en la reduccion de N-NO3;” a N-NO,". EI N-NO3™ se convierte
casi cuantitativamente en N-NO,™ en presencia de cadmio. El método utiliza una columna
de vidrio rellena con granulos de cadmio tratados con sulfato de cobre. El N-NO,” formado
(junto con el N-NO; inicialmente presente en la muestra) reaccionan por diazonizacién
con la sulfanilamida para formar un diazocompuesto, que a su vez reacciona con 1-naftil-
etilendiamina-dihidrocloruro. ElI compuesto asi producido tiene un color rosado y su
intensidad es proporcional a la concentracién de N-NOx presente en la muestra. El rango
aplicable de este método es de 0.01 a 1 mg N-NOx/L. El anexo 3.2 muestra el protocolo
de N-NOx.

3.4.2.8 Ortofosfato

Cuando se analiza el fosforo inorganico disuelto (ortofosfato) de una muestra, es
inevitable que una pequefia fraccion de los fosfatos condensados sean hidrolizados y
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reaccionen a causa de la acidez que requiere la prueba. La suma del ortofosfato
realmente presente y de esta fraccion hidrolizada es lo que se denomina fésforo reactivo
soluble (PRS). No obstante, el PRS se puede considerar como una medida de los
ortofosfatos (Barajas, 2002).

Para analizar el contenido de fosfato en las muestras, se utilizd6 el método
espectrofotométrico del acido vanadomolibdofosféorico (APHA, 1998) utilizando un
espectrofotdmetro modelo 48000 (Hach). EI método se basa en la reaccién en medio
acido del molibdato de amonio con los ortofosfatos disueltos en la muestra para formar
acido molibdofosférico. La presencia de vanadio hace que se forme acido
vanadomolibdofosférico que obedece a la ley de Beer-Lambert y, por lo tanto, la
intensidad de su color amarillo es proporcional a la concentracién de fosforo (P-PO,>)
presente en la muestra. El rango aplicable de este método es de 1 - 20 mg P-PO,*/L. El
anexo 3.3 muestra el protocolo del P-PO,>".

3.4.3 Medidas biolbgicas
3.4.3.1 Microbiologia del lodo activado

La caracterizacibn microbiolégica del lodo activado consisti6 en la observacion
microscopica del tamafo y morfologia del fléculo, identificacion de los MF predominantes
y conteo de los mismos. Las observaciones microscopicas se realizaron en el LITAR con
un microscopio modelo Eclipse E100 (Nikon) equipado con contraste de fases. Se utilizd
también el microscopio de la PTAR-I modelo Eclipse E50i (Nikon) para la toma de
fotografias. Los criterios utilizados para la caracterizacidon microbioldgica del lodo activado
se muestran a continuacion.

Caracterizacion morfologica del floculo del lodo activado

La caracterizacion del fléculo del lodo activado, se refiere al examen del estado
morfoldgico y estructural del floculo del LM cuya importancia esta en que dependiendo de
las caracteristicas morfolégicas que se observen, podremos definir el comportamiento y
las fallas del proceso de tratamiento. Esta caracterizacion se realizd sobre muestras in
vivo del LM.

Las caracteristicas necesarias que se tomaron en cuenta al realizar el examen
microscopico de los fléculos fueron:

1. Forma: Caracteristica que define la morfologia externa del floculo como regular  si
aparece de forma redondeada e irregular si difiere de esta configuracion.

2. Estructura: Compacto, no existen practicamente huecos en la estructura interna del
floculo. Abierta, existen bastantes huecos dentro del fléculo que rompen la unidad
interna.
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3. Textura: Caracteristica que alude al grado de cohesion entre las particulas que
forman el floculo, estableciéndose las categorias “fuerte” y “débil” en funcién a la
ausencia o presencia de disgregacion de los fléculos.

4. Tamafo: El tamafo del floculo siempre se refiere a su diametro mayor que se
determina midiendo la distancia entre los extremos mas alejados del fléculo sin
considerar los MF que puedan sobresalir del mismo.

Pequeno: tamafo menor de 150 um
Medio: tamafio entre 150 y 500 um.
Grande: tamano mayor de 500 pm.

Estimacion de la frecuencia de aparicion de las caracteristicas morfolégicas del
lodo activado en cada periodo evaluado

La frecuencia es una medida empleada para indicar el numero de observaciones que
caen en una determinada categoria (Mendenhall, 1985). La frecuencia de aparicion y, por
tanto, la predominancia de cada una de las caracteristicas correspondientes a los 4
criterios empleados para la caracterizacion morfolégica del floculo en cada periodo
experimental, se establecié de la siguiente manera: para cada dia muestreado se sefialo
con el valor de 1 la caracteristica predominante (de cada uno de los criterios) y con el
valor de 0 la no predominante para asi, al final de cada periodo experimental identificar la
caracteristica predominante y la no predominante con el total de dias de Ia
experimentacioén y, asi, obtener su frecuencia de aparicion en cada uno de los periodos
evaluados (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Ejemplo de la estimacion de la frecuencia de aparicion para el
tamano del fléculo.

Junio
Dias muestredaos 5 [ 71 9| 11 ] 13 [Total| FA (%)
Tamafo ym
pequeio <150 1 1 0 0 0 2 40
medio 150-500 1 ] o] 1 1 1 | 3 60
largo >500 ol o[ 1] o] o] 1 20

FA = frecuencia de aparicion (total/No. de dias muestreados)*100
Identificacion de la microflora del lodo activado

La identificacién de los MF se llevé a cabo tomando en cuenta tanto las caracteristicas
morfologicas y estructurales de los MF mediante examen microscépico de muestras in
vivo asi como de preparaciones fijas del LM utilizando iluminacién de campo claro y
contraste de fases siguiendo las claves de identificacién propuestas por Jenkins et al.
(1993) y Eikelboom (2000) y las cuales se muestran en el anexo 3.4 y 3.5
respectivamente.
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La observacién in vivo facilita la observacion morfologica y estructural de los MF, y la
microscopia de contraste de fases facilita la observaciéon de caracteristicas propias de
cada MF, por ejemplo los granulos de azufre.

A continuacién se resumen las principales caracteristicas morfolégicas y estructurales
tomadas en cuenta, asi como las diferentes tinciones realizadas para la correcta
identificaciéon de los MF predominantes en cada fase experimental (EMASESA, 1997).

Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

a) Ramificacion: Se entiende como ramificacion verdadera a la continuidad

citoplasmatica presente en los ftricomas que se disponen formando una
ramificacion.

b) Vaina o cubierta: Es una estructura tubular que actia como revestimiento del

d)

filamento y del conjunto de células individuales que lo constituyen. La presencia o
ausencia de esta estructura puede observarse mediante la tincién de vainas. Sin
embargo, en algunas ocasiones, la pérdida de algunas células en el filamento
pone de manifiesto la presencia de vaina. El crecimiento epifitico abundante
también es indicativo de la presencia de vaina.

P IT iy

Septos celulares: Son los tabiques o separaciones que en algunas ocasiones son
observables entre células contiguas del filamento. En otras ocasiones existen pero
no son observables con microscopia optica.

Constricciones celulares: Implican la posibilidad de observar los septos celulares
en el filamento. Consiste en una discontinuidad en los bordes del filamento,
coincidiendo con los septos celulares.

ﬂﬂﬂwﬂgﬂiﬂ:

Rosetas: Algunas bacterias filamentosas (Thiothrix spp. y Tipo 021N) presentan la
capacidad de asociarse en estructuras llamadas rosetas, en las que se encuentran
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agrupadas y unidas por sus células basales, radiando hacia el exterior desde un
punto comun.

f) Gonidios: Son células ovales o bacilares localizadas en el extremo del filamento.
La morfologia de estas células se diferencia de las restantes. Se piensa que
podrian estar relacionadas con la reproduccion del filamento.

LTI T T T I TE OO0

g) Crecimiento epifitico: Es el crecimiento de las células bacterianas sobre la
superficie del filamento estudiado, utilizandolo como sustrato o soporte. Este tipo
de crecimiento suele darse sobre bacterias filamentosas que poseen vaina o
cubierta y normalmente ocurre de forma perpendicular al filamento utilizado como

soporte.
1 I R T

| |
HHI{'!{ LT

h) Forma del filamento: Recto/irregular, curvo/espiral, torcido/micelar.

i) Diametro del filamento: >1 pym (grueso) y <1 pym (delgado).

j) Localizacion del filamento: Extendiéndose o proyectandose desde la superficie del
fléculo hacia el exterior, intrafloculares, o fuera del fléculo.

Tinciones diferenciales

La aplicacion de técnicas diferenciales a los MF permitié resaltar caracteristicas propias
de cada uno de ellos, lo cual ayudé a la correcta identificacion de los mismos. El anexo
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3.6 muestra el procedimiento de las diferentes técnicas de tincién para los MF
(EMASESA, 1997).

a) Tincion Gram

Es una tincién diferencial que permite clasificar a las bacterias en dos grupos: Gram
positivas y Gram negativas, basandose en al grado de permeabilidad que las bacterias
presentan al disolvente utilizado durante el procedimiento de tincion.

b) Tincién Neisser

Las bacterias suelen almacenar en su interior ciertos compuestos formando los
denominados granulos de reserva. En ellos se encuentran los polifosfatos que se
distinguen con facilidad cuando se practica la tincion de Neisser al adquirir éstos un color
negro-azulado.

¢) Tincion de poli-B-hidroxibutirato (PHB)

La existencia de una gran cantidad de granulos intracelulares (PHB) en el lodo activado
puede indicar una falta de nutrientes (N y P). Estos se distinguen al adquirir un color
negro-azulado.

d) Tinciéon de vainas

Cuando una célula tiene vaina o cubierta, ésta, actia como barrera para el colorante
impidiendo que las células integrantes del filamento lleguen a tefirse, por el contrario, las
células sin vaina se tifien intensamente de color violeta mientras que las vainas aparecen
de claras a rosas.

e) Prueba de oxidacién de sulfuros (S-test)

Es una prueba que tiene como finalidad poner de manifiesto la capacidad de oxidacion de
sulfuro o azufre elemental.

Cuantificacion de la microflora del lodo activado

La técnica de cuantificacién de los MF empleada es la propuesta por Salvadé (1990). Esta
técnica se basa en hallar una relacién entre un segmento circular (en este caso el campo
ocular) y el numero de intersecciones que se obtienen al cruzar los MF dicho segmento
(Figura 3.14), y al observar distintas zonas de muestra, el resultado multiplicado por el
area de la muestra es la longitud de los MF en esa area.
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Figura 3.14. Muestra el campo ocular y las
intersecciones de los MF
(Salvado, 1990).

Esta técnica de cuantificacion requiere el conteo de por lo menos dos preparaciones in
vivo, contando 15 campos en forma aleatoria en cada una de ellas y a 400X, sin embargo,
en esta experimentacion el nUmero de preparaciones contadas fue de 4, lo que equivalié
al conteo de 60 campos.

Finalmente, para obtener la longitud (Lo) de los MF una vez hecho el conteo es necesario
aplicar la siguiente ecuacion.

Lo — (Ni)(@rea) (Ecuacion 3.11)
(H)(V,)
Donde:
area = area del cubreobjetos (m?)
Vi = volumen de muestra (mL)
Y Niy H se calculan como sigue
Ni = _No.nt (Ecuacion 3.12)
No.camp

Donde:

No.int = total de intersecciones de los MF en cada una de las preparaciones evaluadas
No. camp = total de campos contados

0 (Ecuacion 3.13)
send

Donde:

r = radio del campo ocular (m)
sen 6 = 2/ = 0.63661977
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El valor de la longitud del campo ocular fue tomado del manual de especificaciones del
microscopio.

Identificacién de la microfauna del lodo activado

La identificacion de la microfauna (protozoos y metazoos) del lodo activado se basa en la
observacién microscopica de las muestras in vivo utilizando campo claro y contraste de
fases.

La observacion microscopica en campo claro facilita ver la morfologia celular de los
microorganismos, y la microscopia de contraste de fases posibilita ademas, la
observaciéon de determinados organulos como el nucleo o los micronucleos. Otra de las
caracteristicas que es importante considerar para facilitar la identificacion de los
protozoarios, es el tipo de movimiento y la presencia o ausencia de estructuras méviles
(flagelos o cilios) caracteristicas facilmente observables en este tipo de muestras (in vivo).
Las claves de identificacion propuestas por Jenkins et al. (1993) y Eikelboom (2000)
fueron las empleadas como guia para hacer dicha identificacion.

Estimacion de la frecuencia de aparicion de la microflora y microfauna en cada
periodo evaluado.

Los calculos realizados para estimar la frecuencia de aparicion de los MF (microflora) y
ciliados, flagelados y rotiferos (microfauna) en cada periodo evaluado, fueron analogos a
los realizados para realizar la frecuencia de aparicion de las caracteristicas morfologicas
del lodo activado.

3.4.3.2 Rendimiento de almacenamiento

La Yam €s un importante parametro que permite conocer la capacidad de los
microorganismos para almacenar productos de reserva. Aquellos microorganismos
capaces de almacenar el SFB tendran una ventaja competitiva sobre aquellos
microorganismos que no tengan dicha capacidad. Esta, se determiné por el método
propuesto por Karahan-Gul et al. (2002) que se basa en conocer la cantidad de oxigeno
(O,) necesaria para almacenar una cantidad conocida de SFB a través de medidas
respirométricas.

Para conocer la cantidad de O, correspondiente al almacenamiento, el procedimiento
involucra, en un perfil de la VCO como lo muestra la Figura 3.15, dibujar una linea que
una el primer valor de la VCO correspondiente al metabolismo endégeno, con el punto de
inflexién observable en la curva. El area bajo la curva (ABC) correspondiente hasta este
punto refleja el término de toda la demanda quimica de oxigeno faciimente biodegradable
(DQOkg) v, por tanto, del almacenamiento. Posterior a este fendmeno, la utilizaciéon del
sustrato almacenado y el crecimiento son los mecanismos que predominan.
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Figura 3.15. Propuesta para determinar la cantidad de oxigeno
necesaria para almacenar la DQOFB, adaptado de
Karahan-Gilil et al. (2002).

La prueba requiere conocer el valor de la DQOs al inicio y al término de la DQOgg y
ademas, el ABC correspondiente al almacenamiento (ABC,n). A partir de los datos
anteriormente mencionados, la Y, se obtiene aplicando la siguiente ecuacion.

[Pveott
=1- o (Ecuacion 3.14)
DQOs,, — DQOs,,

alm

Donde:

fVCO(t)dt = ABC correspondiente al almacenamiento (mg/L)

DQOsy, =DQOs al inicio de la respirometria (mg/L)
DQOsy; =DQOs al término de la DQOrz (mg/L)

3.4.3.3 Rendimiento de crecimiento

La Yos €s uno de los parametros cinéticos importantes en el metabolismo de los
microorganismos ya que indica los kg de biomasa que han crecido por kg de sustrato
asimilado. Es decir, es un parametro que indica si los microorganismos estan creciendo
con el sustrato disponible. Siendo asi, Beccari et al. (1995) propone un método rapido y
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sencillo para su determinacién, y el cual se basa en calcular el ABC correspondiente al
crecimiento (ABCqys), que corresponde al area después del almacenamiento y hasta que
los microorganismos entran nuevamente respiracién endégena (Figura 3.16).
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(9]
E
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>
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-0.5 0 0.5 1.0 1.5 2.0
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Figura 3.16. Propuesta para determinar la cantidad de
oxigeno necesaria para el crecimiento de los
microorganismos.

La prueba requiere conocer el valor de la DQOs al inicio y al final de la prueba
respirométrica y ademas, el ABCs. A partir de los datos anteriormente mencionados, la

Y obs se obtiene aplicando la siguiente ecuacion.

["vcott
=1 ~ (Ecuacion 3.15)

Y _
o DQOs, — DQOs,,

Donde:

fQ\/CO(t)dt = ABC desde el inicio hasta el final de la respirometria (mg/L)

DQOsy = DQOs al inicio de la respirometria (mg/L)
DQOs, =DQOs al final de la respirometria (mg/L)

El anexo 3.7 muestra el protocolo para la determinacion del ABC,im y ABCops
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Prueba respirométrica

Para esta prueba, el agua residual y la biomasa se mantuvieron aireadas en un reactor
discontinuo de 2 L. La concentracion de OD en el reactor discontinuo fue alrededor de 4 y
5 mg/L la cual se midi6 con un sensor de oxigeno modelo 52 (YSI) equipado con un
electrodo Clark modelo 5905 (YSI). El reactor se aireaba con una bomba de aire de baja
potencia modelo 800 (Elite) conectada a un tubo de silicona de 0.5 cm de diametro y esta
a su vez, a un difusor. Cuando la concentracién de OD superaba los 5 mg/L o disminuia
de 4 mg/L la manguera era retirada o introducida al reactor manualmente.

La Figura 3.17 muestra una fotografia de la respirometria montada para obtener la Y, y
Yous €N esta investigacion.

Figura 3.17. Fotografia de Ila respirometria montada para determinar
la capacidad de almacenamiento y crecimiento de los
microorganismos del lodo activado.

Al comienzo de la prueba respirométrica la biomasa se mantuvo en aireaciéon
aproximadamente una hora para favorecer la respiracion endoégena. Después de este
tiempo, se afiadié el sustrato (ARS). Una vez afadido el sustrato, se tomd un cierto
volumen de muestra del reactor discontinuo y se paso un matraz erlen meyer de 125 mL.
La muestra en el matraz tenia que estar a rebosar e inmediatamente después se coloco el
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electrodo de OD asegurando que no hubiera entrada de aire y medir la caida del OD en el
matraz. La caida de OD se midié cada 10 seg. y se anotd6 manualmente hasta que su
concentracion llegé a 1 mg/L o después de 15 min. Posterior a este tiempo, la muestra del
matraz se regreso al reactor discontinuo y se espero un cierto tiempo para empezar
nuevamente la siguiente respirometria. Se realizd el mismo procedimiento durante
aproximadamente 6 h para los SFB, 6 24 h 0 mas para los SLB y asegurar que los
microorganismos consumieran todo el sustrato y entraran nuevamente en respiracion
endogena. El Anexo 3.8 muestra el protocolo para la determinacién de la VCO.

Una vez finalizada la prueba se graficaron todas las VCO contra el tiempo para obtener un
grafico como muestra la Figura 3.15, y aplicando el método propuesto por Karahan-Gil et
al. (2002) y Beccari et al. (1998) se calcularon las Y, (Ecuacion 3.14)y la Yqs (Ecuacién
3.15).

Para inhibir la nitrificaciéon, N-allyltiourea fue anadida al comienzo de la prueba a una
concentracion de 12 mg/L (Dircks et al. 1999).

Calculo de los volumenes de ARS y LM para realizar la mezcla
Sustratos facilmente biodegradables

Los volumenes de ARS y LM se estimaron a partir de la F/M del sistema la cual se calcul6
como se indico en el apartado 3.4.1.5 de este mismo capitulo.

Una vez establecida la F/M, los volumenes buscados se calcularon aplicando la siguiente
ecuacion (Barajas, 2002).

_ (Veu)(DQO )
M (FIM)(SSV) + DQO e

(Ecuacion 3.15)

Donde:

V.m = volumen de LM utilizado para la mezcla (L)

Vru = volumen del reactor util (2 L)

DQOxrs = demanda quimica de oxigeno del ARS (150 mg/L)

SSV = correspondientes a la concentracién de la biomasa empleada para realizar la
respirometria (mg/L)

Los volumenes buscados se pueden determinar teniendo en cuenta la ecuacion 3.16

Vs (L) =Vey —Viu (Ecuacion 3.16)

Vars = volumen del ARS (L)
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Sustratos lentamente biodegradables

Para obtener el V\y para realizar la mezcla fue necesario recuperar el volumen total de
LM sedimentado después de 30 min. de dos probetas de 1 L con 750 mL de LM cada una.

Para conocer el Vars empleado para la mezcla, se determinaron los SSV para obtener los
g biomasa (gsm) presentes en los 1500 mL de LM, los cuales serian utiles para calcular el
Vars de la mezcla.

SSVLM
Oauw = v

(Ecuacion 3.17)

Donde:

SSVLM = SSVLM presente en los 1500 mL (g/L)
V = volumen total de LM de ambas probetas, o sea 1500 mL (L)

El Vars se estimé a partir de la relacion de g DQO/g SST que Goel et al. (1998)
mantuvieron para determinar la Yps del almidon. Lo anterior se realizd con el fin de
mantener dicha relacion pero con la cantidad de DQO y biomasa que se tenian en esta
experimentacién. A partir de dicha relacién y teniendo en cuenta los ggy anteriormente
calculados (Ecuacion 3.17), se obtuvieron los gramos de SLB (gs.g) necesarios para la
cantidad de biomasa presentes, es decir:

Usie = (9pw )(0.29) (Ecuacion 3.18)

0.29 = 550 (g DQO)/1850 (g SST), (Goel et al. 1998)

Una vez calculados los gs g, se determino el Vars necesaria para la mezcla en funcion de
la DQOxr que se quiso mantener, en este caso 300 mg/L.

g SLB .z
Voo = Ecuacion 3.19
A DQO,. ( )

Donde:
DQOAF =0.3 g/L
Vars = volumen de ARS utilizada para la mezcla (L)

3.5. Célculo de las velocidades nitrificacion y desnitrificacion

Se calcularon dos velocidades de nitrificacion (VEN) y dos velocidades de desnitrificacion
(VEDN) para cada ciclo. El calculo de estas, se muestra en el anexo 3.9.
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3.6 Toma de muestras

El seguimiento de la respuesta de los microorganismos a los SFB y SLB, se realizo
mediante el analisis fisicoquimico de las muestras tomadas en el afluente, efluente y LM
del reactor.

Las muestras de afluente se tomaron del tubo de silicona que transportaba el afluente
desde el depdsito de alimentacion hasta la entrada situada en el reactor en un recipiente
de plastico de 1L.

Las muestras de efluente se tomaron del tubo de plastico conectado al orificio de salida
del efluente en un recipiente de plastico de 1 L. Estas se colectaron al inicio de la fase de
decantacion; los primeros 100 mL se rechazaron con el fin de evitar las posibles particulas
de lodo depositadas en algunas partes del tubo de plastico. Cabe sefialar que los lodos se
adhieren normalmente a las paredes del reactor y son arrastrados por el efluente durante
el proceso de vaciado. Este efecto también se produce en los reactores a escala real,
pero en un grado mucho menor debido a que la superficie de sus paredes es menor en
relacion con el volumen total del reactor (Escaler, 1997).

Las muestras del LM se extrajeron manualmente del reactor por el orificio de purga en un
recipiente de plastico de 1 L. Los primeros 30 mL se rechazaron ya que éstos
correspondian a los retenidos en el interior de la llave de PVC unida al orificio de purga.

La Figura 3.19 ilustra los momentos en que se realizé la toma de muestra del afluente,
efluente y LM a lo largo del ciclo de tratamiento. La Tabla 3.8 muestra los ensayos
realizados.

Claudia Margarita Martinez Rodriguez

59



60

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN EL

COMPORTAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS EN UN
REACTOR BIOLOGICO SECUENCIAL

1.66h 2.66h

3.32h

4.32h 5.16h

Figura 3.19. Configuracién de la secuencia de tratamiento empleado.

Tabla 3.8. Ensayos realizados a las diferentes fases del ciclo durante la
experimentacion.

Parametro

Afluente

|—
=<

Efluente

SSTy SSV

DOQ

DQOs

N-NH,"

N-NOx

Ortofosfato

IVL

VCO

Yalm

Yobs

Estructura fléculos

Microflora
Identificacion
Cuantificacion

Microfauna
Identificacion

ORP

pH

Temperatura

oD

XX XX X X

X X X X

XXXXX XX XXXXX XXX X

XXX X X X

X X X X
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Capitulo 4

Caracterizacion fisicoquimica y evolucion de los
parametros operacionales de cada sistema evaluado

En este capitulo se presentan los resultados de las pruebas de desecacién y de la
determinacion de la relacion de DQO/peso de sacarosa, almidén y albimina. Lo referente
al acetato no se discute debido a que fue tomado de Ortiz (2008). Asi mismo, se discute
tanto la caracterizacion fisicoquimica como del comportamiento de los parametros
operacionales de los cuatro sistemas de tratamiento evaluados en esta tesis (acetato,
sacarosa, almidén y albumina de huevo).

Se describen las condiciones ambientales dentro del LM (temperatura y OD), asi como los
rendimientos obtenidos en la eliminacién de la DQO, SST vy los nutrientes fésforo (P-
PO,%), amonio (N-NH,") y N-NO5" y N-NO,™ (N-NOXx). Se presenta la evolucién temporal de
la calidad del efluente y se comparan los niveles de depuracién conseguidos con los
limites indicados en la NOM-001-SEMARNAT-1996 y NOM-003-SEMARNAT-1997.

Finalmente, se analiza la influencia de las relaciones entre el comportamiento de la
materia organica y los nutrientes a lo largo del ciclo de tratamiento para los cuatro
sustratos.

4.1 Determinacién de la relaciéon DQO/peso de la sacarosa, almidén y
albumina de huevo

4.1.1 Pruebas de desecacion

Segun Ortiz (2008), previa a la determinacién de la relacion DQO/peso sacarosa, almidén
y albimina de huevo, es necesario realizar pruebas de desecacion para descartar la
presencia significativa de agua en los reactivos que pudiera afectar la determinacion de
los equivalentes de la DQO. La Tabla 4.1 muestra los resultados de las pruebas de
desecacion a 105°C para cada uno de los sustratos.
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Tabla 4.1. Resultados de la pérdida de humedad de sacarosa,
almidén y albumina de huevo a 105°C.

% de humedad perdida
Tiempo (h) 28/02/08 01/03/08
©
2 2 0.2 0.0
§ 3 0.0
N 4 0.0
13/06/08 17/06/08
- 2 14.6 14.0
e 3 14.1 13.8
E 4 14.6 15.7
< 24 14.1 12.3
28/08/08 30/08/08
T 9 2 8.4 8.4
€ 2 3 8.3
32 S 4 8.3 8.2
< T 24 8.4 8.2

Como se observa en la Tabla 4.1, la sacarosa tras 4 horas de desecacién a 105°C no
perdié una cantidad significativa de agua. Por el contrario, el almidén y la albumina de
huevo perdieron alrededor del 15 y 8% de agua respectivamente tras 4 y 24 horas de
desecacion. Por lo tanto, para la determinacién de la relacion DQO/peso almidon vy
albumina de huevo, se decidié desecar minimo 4 h cada reactivo antes de ser usados y
de igual forma, para los experimentos posteriores.

4.1.2 Relacién DQO/peso de sacarosa, almidon y albumina de huevo

Como se comento en el apartado 3.3.3.1 del capitulo anterior, la relacion DQO/peso debe
ser constante y la curva de regresion de la DQO frente al peso de cada uno de los
sustratos, deben dar una buena linealidad y una ordenada al origen nula para tomar la
pendiente como la relacion DQO/peso. Siguiendo esta explicacién, se prepararon
diferentes soluciones con concentraciones entre 100 - 800 mg/L para cada uno de los
sustratos y se graficé contra su equivalente de DQO. A continuacién se presentan los
resultados para cada uno de los sustratos.

Sacarosa

La Figura 4.1 muestra las dos curvas realizadas en dias diferentes para obtener la
relacion DQO/peso sacarosa. Como se puede notar, ambas curvas presentaron una
buena linealidad con un valor de R? de 0.999. Al realizar un andlisis de regresién para
cada una de las curvas con un nivel de confianza del 95%, mostré que ambas ordenadas
en el origen fueron estadisticamente igual a cero. Al hacer el analisis de regresion con el
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conjunto de datos de los dos graficos, mostr6 que la ordenada al origen fue
estadisticamente igual a cero y por tanto, no existe diferencia entre la relacion DQO/peso
de sacarosa calculada en ambos experimentos y la pendiente indica dicho valor. Siendo
asi, se establecié que la relacion DQO/peso sacarosa fue de 1.04 mg/L sacarosa con un
intervalo de confianza de 1.01-1.08 al 95%.

900 900 b

0 y= L0494 - 2518 /
R = 09996

700
600 /
500 /
40
300 300 /
200 200
100 / /

100

a
Y= 104G« + 3.4037 /

0 -
R™=0999

700

600

500

(mall)

(mall)

40

noo
noo

0 T T T T T T T T 0 . . . . . : : :

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Sacarosa (mglL) Sacarosa (mglL)

Relacion DQO/mg sacarosa correspondiente al a) 1 marzo, b) 5 marzo del 2008

Figura 4.1. Graficas individuales para la determinacion de la relacion DQO/peso
sacarosa realizadas en dias diferentes.

Almidén

La Figura 4.2 muestra las dos curvas realizadas en dias diferentes para obtener la
relacion DQO/peso almidon. Como se puede notar, ambas curvas presentaron una buena
linealidad con un valor de R? de 0.996 y 0.997 respectivamente. Al realizar un anélisis de
regresion para cada una de las curvas con un nivel de confianza del 95%, mostré que
ambas ordenadas en el origen fueron estadisticamente igual a cero. Al hacer el analisis
de regresion con el conjunto de datos de los dos graficos, mostré que la ordenada al
origen fue estadisticamente igual a cero y por tanto, no existe diferencia entre la relacion
DQO/peso de almiddén calculada en ambos experimentos y la pendiente indica dicho valor.
Siendo asi, se establecié que la relacion DQO/peso almidén fue de 0.96 mg/L con un
intervalo de confianza de 0.89-1.0 al 95%.
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Relacion DQO/mg almidén correspondiente al a) 13 de junio b) 23 de junio del 2008

Figura 4.2. Graficas individuales para la determinacion de la relacion DQO/peso
almidon realizadas en dias diferentes.

AlbUmina de huevo

La Figura 4.3 muestra las dos curvas realizadas en dias diferentes para obtener la
relacion DQO/peso albumina de huevo. Como se puede notar, ambas curvas presentaron
una buena linealidad con un valor de R? de 0.998 y 0.999 respectivamente. Al realizar un
analisis de regresion para cada una de las curvas con un nivel de confianza del 95%,
mostré que ambas ordenadas en el origen fueron estadisticamente igual a cero. Al hacer
el analisis de regresion con el conjunto de datos de los dos graficos, mostré que la
ordenada al origen fue estadisticamente igual a cero y por tanto, no existe diferencia entre
la relacion DQO/peso de albumina calculada en ambos experimentos y la pendiente indica
dicho valor. Siendo asi, se establecié que la relacion DQO/peso albimina fue de 1.22
mg/L con un intervalo de confianza de 1.16-1.27 al 95%.
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Figura 4.3. Graficas individuales para la determinacion de la relacion DQO/peso
albumina de huevo realizadas en dias diferentes.

4.2 Condiciones ambientales de cada sistema estudiado
4.2.1 Temperatura

Comportamiento de la temperatura en las fases del ciclo de tratamiento

La Tabla 4.2 resume los valores promedio, las desviaciones estandar y los intervalos de
variacion de la temperatura registrados durante cada fase del ciclo estudiado y de todo el
periodo experimental para cada sistema evaluado.

Como se puede notar en la Tabla 4.2 las temperaturas registradas en las fases del ciclo
de tratamiento para los SFB no mostraron gran variabilidad, oscilando entre 19.2 - 19.4°C
para el acetato y 19.3 - 19.4°C para la sacarosa. Por otro lado, la temperatura media
registrada durante estos dos periodos tampoco presento una diferencia, siendo de 19.4°C
para el acetato y 19.3°C para la sacarosa. Al realizar el analisis estadistico (prueba F y t)
de los valores medios de temperatura mantenidos durante ambos periodos, indicé que
aunque las varianzas resultaron diferentes, las medias fueron iguales con el 0.05 de
significacion. Por lo tanto, no existio diferencia significativa entre las temperaturas
registradas durante los periodos de experimentacion con los SFB.

Los valores de temperatura mantenidos en las fases del ciclo de tratamiento para los SLB
oscilaron entre 19.1 - 19.2°C para el almidon y 18.6°C para todas las fases del ciclo con
albumina de huevo. La temperatura media registrada durante la experimentacién con
almidon fue de 19.2°C y 18.5°C para la albumina de huevo. Al realizar el analisis
estadistico (prueba F y t) de los valores medios de temperatura mantenidos durante
ambos periodos, indicé que tanto las varianzas como las medias fueron diferentes con el
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0.05 de significacién. Por lo tanto, si hubo diferencia significativa entre las temperaturas
mantenida durante los periodos de experimentacion con los SLB. Sin embargo, al
comparar estadisticamente si la temperatura mantenida en los cuatro sistemas
experimentales fueron iguales o diferentes (prueba F y t), resulté que las varianzas para
todos los sistemas fueron diferentes aunque las medias para los sistemas con los SFB y
almidon fueron iguales para un grado de significacién con el 0.05 indicando que no hubo
diferencia significativa entre las temperaturas mantenidas en estos tres sistemas. Siendo
asi, fue posible estimar para estos tres sistemas una media comun de 19.3°C y una
desviacion tipica de 0.08°C. El intervalo de confianza al 95% para la media comun fue de
19.3 +0.02°C.

Tabla 4.2. Promedios de temperatura registrados en el LM y durante todo
el periodo experimental de cada sistema evaluado.

Fases del ciclo Media Desviacion
con cada n oc estandar Intervalo (°C)
sustrato (C) (°C)
LLE-ANOX 9 19.4 0.2 19.1 - 19.6
LLE-OX 9 19.3 0.1 191 - 195
£ REAC-OX 9 19.2 0.1 191 . 194
(O]
2 SED 9 19.3 0.1 191 - 195
periodo 9 19.4 0.2 191 - 198
experimental*
LLE-ANOX 8 19.4 0.2 190 . 196
3 LLE-OX 8 19.3 0.2 189 . 195
8 REAC-OX 8 19.3 0.2 189 . 195
o]
8 SED 8 19.3 0.2 190 . 196
periodo 8 19.3 0.2 196 - 200
experimental
LLE-ANOX 16 19.2 0.2 18.9 - 19.5
LLE-OX 16 19.1 0.2 188 . 194
c
S REAC-OX 16 19.1 0.2 188 . 194
£ SED 16 19.2 0.2 188 . 194
periodo 16 19.2 0.1 190 - 194
experimental
o LLE-ANOX 19 18.6 0.2 18.3 - 19.0
% LLE-OX 19 18.6 0.2 183 . 189
3 REAC-OX 19 18.6 0.2 18.3 - 18.9
s SED 19 18.6 0.2 183 . 189
€
S .
2 periodo 19 18.6 0.2 183 - 188
experimental

*Se refiere a la temperatura media mantenida durante todo el periodo experimental
(incluyendo todas las fases del ciclo de tratamiento).
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Evolucion de latemperatura en el tiempo

La Figura 4.4 muestra la evolucion temporal de la temperatura en el LM de los cuatro
sistemas evaluados. Aunque estadisticamente la temperatura mantenida en el sistema
con albumina de huevo parecio ser diferente a la registrada con los otros sistemas, en el
grafico 4.4 se puede observar que la temperatura no mostré fuertes variaciones a lo largo
de todo el estudio, oscilando entre 18.3 - 19.8°C con una media de 19.02°C. Lo que si es
evidente observar, es que la temperatura disminuyo ligeramente conforme al tiempo de
experimentacion.

Los intervalos de temperatura registrados durante los periodos de experimentacion de
cada sistema mostraron los siguientes valores: 19.1 - 19.8 °C con una media de 19.4°C
para el acetato, 19.6 — 20.0°C con una media de 19.3°C para sacarosa; 19 - 19.4°C con
una media de 19.2°C para el almidén y 18.3 -18. 8°C con una media de 18.5°C para la
albimina de huevo.

20
19.8 | Acetato Sacaross Almidén Albumina de huevo

196 -
$ 194 -
© 19.2 1

19
18.8 1
18.6
18.4 1
18.2 1

18 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

abr-08 may-08 jun-08 jul-08 ago-08 sep-08 oct-08  nov-08
Meses de estudio

Temperatur

Figura 4.4. Evolucion temporal de la temperatura en el LM a lo largo de los cuatro
periodos experimentales.

Se ha reportado en la bibliografia (Metcalf y Eddy, 1996) que la temperatura éptima para
el desarrollo de la actividad microbiana oscila entre los 25 — 35°C. Ademas, procesos de
remocion de nutrientes como la NT requieren temperaturas entre 28 — 32°C. Si se
comparan los valores Optimos con los registrados durante todo el tiempo de
experimentaciéon (18.3 - 19.8°C), se nota que son inferiores a los recomendados. Sin
embargo, autores como Jenkins et al. (1993) indican que la mayoria de los MF se ven
favorecidos por temperaturas superiores a 25°C. Krishna y van Loosdrecht, (1999)
reportaron que a medida que aumentaba la temperatura, aumentoé el IVL y disminuyé la
concentracion de sélidos, la VCO y la formacion de PHB. También reportaron que las
caracteristicas del lodo activado se vieron afectadas. A mayor temperatura predominaron
floculos pequefios y con excesiva produccion de polisacaridos extracelulares y menor
cantidad de protozoarios. Por lo tanto, auque la temperatura en esta investigacion fue
inferior a la recomendada, en este mismo capitulo y en el siguiente, se podra observar
que esto no tuvo una influencia negativa en la actividad que los microorganismos del lodo
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activado presentaron en cada uno de los sistemas evaluados, puesto que la biomasa se
aclimatd a los sustratos y el proceso de nitrificacion fue eficiente. Ademas, se descarta
que la temperatura tenga una influencia en el desarrollo de MF que los sistemas
evaluados puedan presentar.

4.2.2. Oxigeno disuelto
Comportamiento de la concentracién de OD en las fases del ciclo de tratamiento

La Tabla 4.3 presenta la duracion absoluta y porcentual de la aireacién durante el ciclo
RBS utilizado en los cuatro sistemas de tratamiento evaluados. La concentracién de OD
fijlada como punto de consigna también aparece en esta tabla. Ademas, se observar que
de las 5.16 h de duracion del ciclo de tratamiento, 2.66 h son aireadas, esto corresponde
al 51.5% de la duracion total del ciclo practicamente la mitad.

Se realizé un control del OD con punto de consigna de 2.0 mg/L en sus fases aireadas, y
un registro de sus valores en el LM a lo largo del ciclo de tratamiento de cada sistema
evaluado.

Tabla 4.3. Duracién absoluta y porcentual de la aireacion durante el
ciclo RBS utilizado en los cuatro sistemas evaluados.

Pardmetros Ciclo de tratamiento
Tiempo de aireacion (h) 2.66
Porcentaje de tiempo de aireacion 51.5
(%)
Punto de consigna (mg OD/L) 2.0

En un proceso biolégico y que ademas incluya remocién de nutrientes como el N, es
importante mantener concentraciones adecuadas de OD en cada una de las etapas del
ciclo para favorecer la actividad de los microorganismos aerobios. Segun Eikelboom,
(2000) concentraciones de OD alrededor de 2 mg OD/L en las fases aireadas, es
primordial por dos razones importantes: 1. Los microorganismos lo emplean para oxidar la
materia organica, mantenerse y crecer. 2. Para realizar el proceso de NT (conversion de
N-NH," a N-NO3) ademas, asegura difundir adecuadamente entre los floculos con un
didmetro menor de 400 um, lo que favorece a que todos los microorganismos accedan por
igual al OD disponible y como consecuencia, se inhibira el desarrollo excesivo de los MF
hacia el exterior del fléculo.

La Tabla 4.4 resume los valores promedio, las desviaciones estandar y los intervalos de
variacion de OD registrados durante cada fase del ciclo estudiado y de todo el periodo
experimental para cada sistema evaluado.
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Tabla 4.4. Promedios de OD registrados en el LM de cada sistema evaluado.

Fases del ciclo Media Desviacién
con cada n mgODIL estandar Intervalo mgOD/L
sustrato mgOD/L
LLE-ANOX 9 0.5 0.1 04 - 06
2 LLE-OX 9 19 0.4 08 . 9292
8 REAC-OX 9 29 0.1 21 . 24
SED 9 0.9 0.4 0.5 - 1.6
. LLE-ANOX 8 0.5 0.1 04 . 05
S LLE-OX 8 1.7 0.7 04 . 22
:né REAC-OX 8 1.8 0.7 04 _ 28
SED 8 0.6 0.1 04 . 009
LLE-ANOX 16 0.6 0.2 04 . 12
~§ LLE-OX 16 1.7 0.5 0.7 . 202
g REAC-OX 16 1.9 0.6 06 - 27
SED 16 0.8 0.5 05 . 26
© LLE-ANOX 19 0.7 0.3 04 . 15
g % LLE-OX 19 2.1 0.1 19 . 23
§ 2 REAC-OX 19 23 01 21 . 94
< SED 19 0.7 0.1 05 - 009

Segun los datos mostrados en la Tabla 4.4, las concentraciones de OD mantenidas en las
etapas aireadas de LLE-OX y REAC-OX en los cuatro periodos experimentales oscilaron
alrededor de los 2 mg/L y presentado el sistema con albumina de huevo la mayor
concentracibn de OD en ambas fases (2.1 y 2.3 respectivamente) y la menor
concentracion el sistema con almidén (1.7 y 1.9 respectivamente). Asi mismo, el valor
promedio de OD mantenido en la fase de LLE-OX durante toda la experimentacion fue de
1.77 mg/L y el valor promedio de OD en la fase de REAC-OX fue de 2.06 mg/L.

Con base a lo anterior, se puede concluir que durante los cuatro periodos de
experimentacién, las concentraciones de OD mantenidas en estas dos fases del ciclo,
fueron concentracién adecuada para mantener estables estos dos procesos (utilizacion de
la materia organica y la NT).

Segun en el Modelo ASM2 (Henze et al. 1995) concentraciones 0.2 mg OD/L inhiben
parcialmente el proceso de DN. Este proceso es de suma importancia debido a que de
éste depende la eliminacién total del N-NH," de un AR, al transformar los N-NOj
formados en la NT en N.
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En la Tabla 4.4 se observa que las concentraciones de OD mantenidas en las etapas de
LLE-ANOX de todos los sistemas evaluados fueron superiores a 0.2 mg/L, presentando la
mayor concentracion de OD el sistema alimentado con albimina de huevo (0.7 mg/L).

Cuando las concentraciones de OD en dicha fase son superiores a 0.2 mg/L (Henze et al.
1995), los microorganismos heterétrofos facultativos encargados de realizar la DN son
capaces de utilizar el OD en vez de los N-NOx como aceptor de electrones para su
respiracion celular, favoreciendo la acumulacién de N-NOx en el sistema. Investigaciones
realizadas por Cassey et al. (1999) y Musvoto et al. (1999) han sido enfocadas en estudiar
el efecto que provoca una concentracién alta de N-NOx sobre el crecimiento de los
microorganismos del lodo activado. De lo anterior, han relacionado que un alto contenido
de N-NOx en la fase andxica disminuye la concentracion de SST, SSV y las velocidades
de DN, e incrementa el IVL. De ahi la importancia de mantener condiciones andxicas en el
sistema.

Concentraciones superiores a 0.5 mg OD/L obtenidas en la fase de LLE-ANOX de los
cuatro sistemas evaluados pudieron ser debidas a diferentes razones: 1. La baja
concentracion de los sustratos en el sistema contribuyera a que los microorganismos no
agotaran el OD disponible en el sistema y por tanto, este OD residual permaneciera en
altas concentraciones siendo accesible a los microorganismos nitrificantes e inhibiendo la
DN 2. En el caso del almidon y la albumina de huevo estos son SLB que los
microorganismos tienen que hidrolizar previamente antes de asimilarlos.

Por tanto, debido a las altas concentraciones de OD mantenidas en la fase de LLE-ANOX
de los sistemas, se esperaria tener cierta inhibicion del proceso de DN en todos los
sistemas evaluados.

Perfiles promedio de OD en las fases de cada sistema de tratamiento

La Figura 4.5 presenta el registro del OD obtenido a lo largo de las fases del ciclo de cada
uno de los sistemas evaluados. Los graficos presentan el promedio de OD de cada
sistema de tratamiento.

En la Figura 4.5 se puede notar que en todos los sistemas evaluados la concentracion de
OD alcanzada en las fases de aireacion a lo largo de cada periodo experimental se
mantuvo alrededor de los 2 mg/L. Siendo asi, se esperaria obtener una alta remocién de
la DQO con cada uno de los sustratos evaluados y ademas un buen proceso de NT
(transformacion total del N-NH;" a N-NOx). Sin embargo, la concentracion de OD
mantenida en las fases sin aireacion (LLE-ANOX y SED) se mantuvo por encima del
valor minimo recomendado (0.2 mg/L) para la DN. La alta concentracion de OD
mantenida en dichas fases posiblemente afectaron la DN (en todos los sistemas) como
consecuencia de la poca cantidad de DQOs disponible para este proceso (en especial
cuando se trata de los SLB).
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Figura 4.5. Perfiles promedio de OD a lo largo de las fases del ciclo de a) acetato, b)
sacarosa, c) almidén, d) albamina de huevo.

Por otro lado, en la Tabla 4.5 que muestra los promedios de la DQOxr para los cuatro
sistemas evaluados, se puede observar que para todos los casos la concentracién media
de DQOxf oscilé alrededor de 150 mg/L, sin embargo, si hay una amplia variacion en la
concentracion afluente durante el periodo de prueba de cada uno de los sustratos
evaluados presentando el sistema con almidén la mayor desviacién (54.7 mg/L) como
consecuencia del extenso intervalo de concentraciones mantenidas en este sistema (60.2
— 275 mg/L). Por lo tanto, la DQOxr probada en esta tesis de maestria pareciéo ser
insuficiente para que los microorganismos agotaran todo el OD disponible y a su vez, tuvo
una influencia negativa en el proceso de DN, ya que al haber OD residual en las fases
anoxicas, este se utilizara como aceptor de electrones en lugar de los N-NOx y entonces,
esto ocasionara un aumento en la concentracién de N-NOx en los cuatro sistemas.

Claudia Margarita Martinez Rodriguez

.

71



72
ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN EL

COMPORTAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS EN UN
REACTOR BIOLOGICO SECUENCIAL

Tabla 4.5. Promedios de concentracion de DQOxr en cada sistema evaluado.

mgDQO/L
n Media DeSYIaCIOn Intervalo
estandar
Acetato 9 156 24 128 - 210
Sacarosa 8 145 5.4 138 - 153
Almidén 16 137 547 60.2 - 275
Albamina 20 145 21 825 - 199
de huevo

4.3 Caracterizacion y seguimiento de los pardmetros fisicoquimicos
del afluente y efluente del RBS en cada sistema evaluado

4.3.1 Eliminacion de sélidos suspendidos y materia organica

La Tabla 4.6 presenta el nUmero de muestras, el intervalo, la media, las desviaciones
estandar y los rendimientos de eliminacion de los solidos y la materia organica tomando
en consideracion el afluente y el efluente de cada sistema evaluado.

Tabla 4.6. Resumen de los parametro de SS y la materia organica para los cuatro
sistemas evaluados.

Afluente Efluente Rendimientos %
Sistema con . . . . ) )
n intervalo media s n intervalo media s n intervalo media s

acetato
SST (mg/L) - np np np 9 7.4-14.0 10.5 26 |np np np np
SSV (mg/L) - np np np 9 52-127 8.7 26 |np np np np
DQO (mg/L) 9 128 - 210 156 24 9 27-194 11.7 6.0 9 86.7 - 98 92.7 3.7
DQOs (mg/L) | 9 74 - 200 141 34 9 0-15.1 7.2 5.8 9 88 - 100 95.2 4.0
Sistema con

sacarosa
SST (mg/L) - np np np 8 49-373 15.1 115 | 8 np np np
SSV (mg/L) - np np np 8 4.4-373 14.1 118 | 8 np np np
DQO (mg/L) 8 138 - 153 145 55 8 2-36.8 12.0 13.7 8 75.4-98.7 91.9 9.0
DQOs (mg/L) | 8 125 - 153 139.7 9.0 8 0-6.71 1.8 2.7 8 95.1-100 98.7 1.9
Sistema con

almidén
SST (mg/L) | 4 120-158 143 16.9 |16 1.9-16.8 9.4 49 |16 np 93.4 np
SSV (mg/L) 4 np np np (16 1.9-149 7.2 38 |16 np np np
DQO (mg/L) |16 60.3-275 137 547 |16 2.7-40.1 12.3 10.1 |16 64-98.2 90 9
DQOs (mg/L) | 4 0 0 0 16 0-16.3 2.8 54 |16 np np np
Sistema con
albimina de

huevo

SST (mg/L) 4 9-13 10.7 1.7 |20 22-415 10.2 9.7 |20 np 4.7 np
SSV (mg/L) 4 np np np (20 22-37.7 9.1 85 |20 np np np
DQO (mg/L) 20 82.7-199.3 145 21.2 (20 0.1-43.6 12.5 9.4 20 47.2-99.9 90.5 10.9
DQOs (mg/L) | 4 78.2 - 80 79 0.8 [20 0-12.9 4.6 3.8 |20 np 94.1 np

s = desviacion estandar
np = no procede
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Eliminacion de SST y SSV

En este trabajo de investigacién no se determinaron los SST y SSV del afluente (SSTar y
SSV,r) para los sistemas alimentados con los SFB ya que todos los componentes del
ARS eran solubles, lo cual se corroboré al realizar algunas determinaciones de SST a lo
largo del periodo experimental. Por lo tanto, no fue posible obtener los rendimientos de
eliminacion. Para evitar la formacién de biofilm en las paredes del depoésito de
alimentacion, éste, al igual que los tubos que alimentaban el reactor se lavaban
frecuentemente y, ademas, el ARS se mantenia a una temperatura de 5°C para evitar la
proliferacion de microorganismos que pudiera ocasionar una disminucién en el valor de la
DQO.

Para los sistemas alimentados con los SLB Unicamente se obtuvieron cuatro muestras
representativas del contenido de SSTar. NO se obtuvieron los SSVae pues su valor
siempre fue practicamente nulo. La diferencia de haber encontrado SSTxr en estos dos
ultimos periodos de experimentacion, esta en que el almidon y la albumina de huevo son
dos SLB poco solubles en agua y que a pesar de haber estado en constante agitacion, la
formacion de particulas en el depdsito de alimentaciéon algunas veces fue inevitable, y
como se puede notar en la Tabla 4.6, la concentraciébn de SSTr para el sistema con
almidon fue mayor en comparacion con la concentracion obtenida para el sistema con
albumina de huevo.

El rendimiento de eliminacién de SST para el sistema alimentado con almidén fue de
93.4% y para la albumina de huevo fue de 4.7%. Esta variacion de rendimientos esta
directamente relacionada con el contenido de SST determinados en el afluente en estos
dos sistemas, 143 mg/L para el almidén y 10.7 mg/L para la albumina de huevo vy, por
tanto, no se puede afirmar que los rendimientos de eliminacion para el sistema con
almidén fueron mejores, ya que las concentraciones de SST del efluente (SSTgr) en
ambos sistemas fueron similares (9.4 y 10.2 mg/L)

Sin embargo, lo que si se puede notar es que las concentraciones medias tanto de SSTgr
como de SSVgr para los cuatro sistemas fueron bastante similares. Al realizar el analisis
estadistico (F y t) para determinar si la concentracion de SSTgr entre acetato-sacarosa,
almidon-albamina de huevo y a su vez entre los SFB y SLB, indic6 que en aunque en
todos los casos las varianzas resultante fueron diferentes, no existi6 una diferencia
significativa entre las concentraciones de SSTgr encontradas en los cuatro sistemas
evaluados. Por tanto, fue posible estimar una media comun para los sistemas de 11.19
mg/L y una desviacioén tipica comun de 2.68 mg/L. El intervalo de confianza al 95% para la
media comun fue de 11.19 +4.27 mg/L.

Las concentraciones medias de SSVgr para los cuatros sistemas también fueron muy
similares. Los SSVg¢ para el acetato fueron de 8.7 mg/L, 14.1 mg/L para la sacarosa, 7.2
mg/L para el almidén y 9.1 mg/L para la albumina de huevo. Al realizar el mismo analisis
estadistico (F y t) que el aplicado para los SST, éste también mostr6 que en todos los
casos las varianzas resultante fueron diferentes aunque no existio diferencia significativa
entre las concentraciones de SSVge encontradas con cada uno de los sistemas
evaluados. Por tanto, fue posible estimar una media comin de SSVge para los cuatro
sistemas de 9.90 mg/L y una desviacion tipica comun de 2.87 mg/L. El intervalo de
confianza al 95% para la media comun fue de 9.90 + 4.57 mg/L.
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En conclusion, independientemente del sustrato evaluado, el contenido de SSTegr Yy SSVer
en los cuatro sistemas evaluados fueron estadisticamente iguales, y ademas se cumplié
con los valores establecidos en la normativa, ya que segun la NOM-003-SEMARNAT-
1997 que establece los limites maximos permisibles de contaminantes para aguas
residuales tratadas que se reusen en servicio al publico, indica que los valores limites
para la reutilizacion de SSTer no debe de exceder los 30 mg/L.

Eliminacion de DQO y DQOs

En la Tabla 4.6 se puede observar que los rendimientos medios de eliminacién de la DQO
fueron alrededor del 90% en todos los casos. Para el sistema con acetato fueron de
92.7%, 91.9% para sacarosa y 90% para los sistemas alimentados con los SLB. El
analisis estadistico (F y t) indicé que tanto las varianzas como las medias de todos los
sistemas evaluados fueron estadisticamente las mismas con el 0.05 de significacion. Asi,
fue posible estimar una media comun para la DQO de los cuatro sistemas de 91.2 % y
una desviacién tipica comun de 1.22%. El intervalo de confianza al 95% para la media
comun fue de 91.26 + 1.95%.

Por otro lado, los rendimientos medios de eliminacién de la DQOs para los sistemas
alimentados con los dos SFB y el sistema alimentado con albimina de huevo también
fueron similares. Para el sistema alimentado con acetato fueron de 95.2%, 98.69% con
sacarosa y 94.1% con albumina de huevo. Los rendimientos de eliminacion de la DQOs
para el sistema alimentado con almidn no se determinaron debido a que la concentracién
de DQOs afluente para este sustrato fue de cero. Por el contrario, la albumina de huevo
gue a pesar de ser ésta un SLB la DQOs representd aproximadamente el 50% de la DQO.
Esto solubilidad segun Mathews et al. (2002) esta dada por la principal proteina que forma
a la albamina de huevo, la ovoalbimina, la cual representa el 60% del total de la proteina
y es soluble en agua. Sin embargo, aunque estadisticamente no fue posible comparar los
rendimientos de eliminacion de la DQOs para los cuatro sistemas evaluados, en la Tabla
4.7 se puede observar que no hubo una gran variabilidad entre las concentraciones de
DQOs obtenidas en el efluente.

Por lo tanto, rendimientos de eliminacion de DQO iguales al 90% y la poca variabilidad de
las concentraciones de DQOs en el efluente en todos los sistemas evaluados, indican que
los microorganismos fueron capaces de remover por igual los SFB y los SLB y ademas,
llegaron a aclimatarse a cada uno de los sustratos probados. Estos resultados también
cumplieron con los limites maximos permisibles de la DQO establecidos en la NOM-003-
SEMARNAT-1997, ya que segun ésta no se deben de exceder los 30 mgl/L.

En la Tabla 4.7 se muestran algunos rendimientos de eliminacion de DQO y SST
reportados en la bibliografia. Los rendimientos de eliminacion de DQO reportados para la
sacarosa y el almidon han sido superiores a los obtenidos en esta tesis. Ademas, se
puede observar que los rendimientos de eliminacién de DQO mas bajos son los obtenidos
usando AR. Por otro lado, también es evidente notar que a excepcion de los autores que
han utilizado AR o agua residual sedimentada, no se reportan rendimientos de eliminacion
de SST al emplear ARS con sustratos solubles (ni siquiera con almidén).
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Tabla 4.7. Rendimientos de eliminacién de SST y DQO reportados en la bibliografia.

. rendimiento rendimiento
DQO o SST, L .
T'przgzuagua DQOge (Mgl/L) Q /EF eliminacion /ALF SSTee (MG/L)  eliminacion Referencia
(mg/L) DQOo (%) (ML) SST (%)
Aguaresidual 15 g5 24 - 27 92 - 96 - - Pankaj et al. (2008)
doméstica
Agua residual
sedimentada con 180+i43928290 54.6 £ 13.6 805 290 + 111 37+36 87 Puigagut et al. (2007)
almidén -
Agua residual 180 + 32
sedimentada con 302.5 + 33.2 64.9 +13.3 80+5 68 + 29 31+18 54 Puigagut et al . (2007)
glucosa
Agua residual ) Dulekgurgen et al .
industrial (textil) 1340 355 735 115 (2006)
Agua residul
sintética con 250 11.89+3.71 95.24 24.73+5.29 Yang et al. (1997)
sacarosa
Agua residual 377 13 96.5 - - Yuetal. (1994)
sintética
Agua residual .
sintética con 180 43 97.61 3.7 Andreadakis et al.
. (1993)
almidon
Agua residual .
sintética con 420 3.2 99.9 32 Andreadakis et
o al. (1994)
almidon
Agua residual
sintética con 600 107.8 82.03 53 - Chudoba et al. (1972)

almidén y peptona

4.3.2 Eliminacion de nutrientes (P y N)

La Tabla 4.8 presenta el numero de muestras, el intervalo, la media, las desviaciones
estandar y los rendimientos de P-PO,>, N-NH," y N-NOx tomando en consideracién el

afluente y efluente de cada sistema evaluado.
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Tabla 4.8. Rendimientos de eliminacién de P-PO,*, N-NH,", y N-NOx para los cuatro
sistemas evaluados.

Afluente Efluente Rendimientos %
Sistema con . . . . . :
n intervalo media s n | intervalo | media s n intervalo media s
acetato
P-PO> (mg/L) | 9 34-74 47 16 |9 3-73 48 14 |9 (794)-59 .84 352
N-NH," (mg/L) | 9 13-205 15.3 2.3 9 0-13 1.4 4.3 9 0-100 88.9 33.3
Sistema con
sacarosa
P-PO,> (mg/L) | 8 3.6-45 4.2 03 |8 39-64 46 08 |8 «75.7)-11.4 .97 29.2
N-NH," (mg/L) | 8 11.6-40.8 16.6 9.8 8 0-0.19 0.02 0.1 8 99.5-100 99.9 0.2
Sistema con
almidon

P-PO,> (mg/L) |16 3.4-48 4.4 03 |16 15-78 4.0 148 |16 -(61.1)-657 95 33.2
N-NH," (mg/L) |16 7.8-18.8 13.4 28 |16 0-0.2 0.02 0.06 |16  98.3-100 99.9 0.4

Sistema con
albumina de
huevo
P-PO,¥ (mg/L) |20 4-10.1 8.4 1.9 |20 4-47 43 0.2 |19 (12)-58.1 44 20
Afluente (N-NH,) Efluente (N-NH,) Rendimientos (N-NH,")
N-NH," (mg/L) |16 85-21.1 14.8 27 |16 0-17.2 4.7 50 |16 (-101.8)-100 63.9  50.1
NOA (mg/L)* 4 np np np 4 0.02-0.14 0.06 0.05 |[np np np np

NOA = nitrégeno organico amonificables, y es el correspondiente a la albumina de huevo
s = desviacion estandar
np = no procede

Eliminacién de P-PO,*

En la Tabla 4.8 se puede observar que los rendimientos de eliminacion de P-PO,*
tuvieron una amplia variabilidad en los cuatro periodos de estudio, caracterizandose los
sistemas alimentados con los SFB por presentar menor remocién de P-PO,*. Los
rendimientos de eliminacion de P-PO,* para el sistema alimentado con acetato fluctuaron
entre (-79.44) — 59.03% con una media de -8.4%. Para la sacarosa los rendimientos
oscilaron entre (-75.70) — 11.37 % con una media de -9.69% y para los sistemas con
almidon y albamina de huevo dichos rendimientos fluctuaron entre (-61.13) — 65.72% con
una media de 9.54% y (-12) - 58.14% con una media de 44.45% respectivamente. Aunque
es evidente notar que el sistema con albumina de huevo presenté mayor eliminacién de
P-PO,%, los rendimientos negativos obtenidos en todos los sistemas reflejan que no hubo
eliminacion de este nutriente.

Para que en un sistema de tratamiento haya eliminacién de P-PO,*, es necesario
mantener condiciones anaerdbias para favorecer la actividad de los microorganismos
acumuladores de fésforo, sin embargo, en esta experimentacion estas condiciones no
fueron evaluadas. Lo anterior, podria explicar la falta de eliminacion P-PO,> en esta
experimentacién y, por tanto, los rendimientos negativos a lo largo de cada periodo de
evaluado.

Segun la NOM-001-SEMARNAT-1996 que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales,
indica que los valores limites de P-PO,* no debe de exceder los 5 mg/L. Aunque en esta
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experimentacion no hubo eliminacion de fosforo en el sistema, como se observa en la
Tabla 4.8, las concentraciones de P-PO,*> en el efluente no superaron dicho valor, sino
que oscilaron alrededor de 4 mg/L en todos los casos, por tanto, se puede afirmar que se
cumplié con la normativa.

Eliminacion de N-NH,"

Los rendimientos de eliminacion del N-NH," para los cuatro sistemas evaluados fueron
muy similares obteniéndose rendimientos alrededor del 100 %. Sin embargo, es evidente
notar que el sistema con albumina de huevo presenté rendimientos negativos de
eliminacién, lo cual indicé que para dias especificos con este sustrato no hubo remocion
del N-NH,*. Para el sistema con acetato dichos rendimientos variaron entre 0 - 100% con
una media de 88.88%, Para la sacarosa los rendimientos oscilaron entre 99.5 - 100% con
una media de 99.93 % y para los sistemas con almidén y albumina de huevo dichos
rendimientos fluctuaron entre 98.3 — 100% con una media de 99.9% y (-101.8) - 100% con
una media de 63.9% respectivamente. La diferencia de rendimiento negativos en este
ultimo sistema, fue debida a que al principio del periodo experimental el agua sintética con
gue se alimenté el reactor (capitulo 3) se afiadio cloruro de amonio (NH4CI) sin tener en
cuenta que la albimina de huevo al hidrolizarse libera moléculas de NH," que necesitan
ser removidas. El NH4" liberado en el RBS durante la primera fase experimental con
albimina de huevo equivalié a que aumentara una concentracién de NH," desde los 14.8
mg/L introducidos en el ARS hasta 34 mg/L. Ello a la hidrdlisis de la albamina de huevo
que contiene un 15.4% en peso de nitrdgeno organico amonificable (NOA) (Chibnall et
al.1943). La elevada carga de N-NH," dio lugar a concentraciones elevadas de N-NH;" en
el RBS que, combinadas con el pH del LM, llevaron a concentraciones de amoniaco libre
(N-NH3z) que resultaron parcialmente inhibitorias para el proceso de NT. Estos aspectos se
detallan a continuacion.

El amoniaco libre como inhibidor de la nitrificacion

Es bien conocido (Dong-Jin et al., 2006; Vadivelu et al., 2007) que mientras el ion NH," es
empleado para la NT, el amoniaco (NHj3) llamado a veces amoniaco libre (N-NHj3), inhibe
el proceso de NT. Particularmente inhiben la nitratacion (conversion de NO, a NOy). Asi,
concentraciones de N-NHj; libres inferiores a 1 mg/L inhiben la NT (Vadivelu et al. 2007).
Segun Dong-Jin et al. (2006) 0.7 mg N-NHa/L inhiben la NT en un 50%. Para pH inferiores
al pKa del N-NH," (9.25) la especie predominante es el ibn amonio NH,". Sin embargo, y
en dependencia del pH, una parte del NH," se encuentra en forma de NHs. Basandose en
la constante de ionizacion del NH,* (Ecuacién 4.1) y en un balance de masas (Ecuacion
4.3) se puede deducir la concentracion de N-NH; libre en funcion del N-NH," total y el pH.

[N —NH,]
pH = pKa + log 2. (Ecuacion 4.1)
N-NH,
Donde:
[ N=NH, "]+ N=NH, ]=Cy . (Ecuacion 4.2)
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Combinando la Ecuacién 4.1y 4.2 se obtiene:

Cy- y
[N-NH,]= Hl:‘)% (Ecuacion 4.3)

A continuacion se calculd la concentracion de N-NH; libre a partir de los datos del dia 16
de octubre del 2008 (Tabla 4.9). Por ejempilo, al final del LLE-OX habia una concentracion
de N-NH," de 13.5 mg N-NH,"/L para un pH de 7.85 entonces:

13.5mgN — NH,*
[N-NH,]= Loq0e% 7 = 0-52mgN — NH,

Ademas, el factor de inhibicion del N-NHs segun el modelo ASM2 (Henze et al. 1995) se
expresa mediante Kypa/(Knns + (N-NH3z) ¥y Kyps = 0.7 mg N-NHs/L (Dong-Jin et al. 2006)
entonces, este factor vale 0.7/(0.7 + 0.52) = 0.57. Es decir, la VEN en el sistema con
albumina de huevoera sélo el 57% de la velocidad méaxima, con una inhibicion del 43%.
De lo anterior, se deduce que el 16 de octubre del 2008 la NT estuvo considerablemente
inhibida por la excesiva carga de N-NH," en el reactor. Las concentraciones de N-NH;" en
el LMy los pH fueron similares a los presentados el dia 16 de octubre en la primera fase
de experimentacién con albumina de huevo, es por tal motivo que la inhibicion se extendi6
a todo el periodo inicial, Sin embargo, al eliminar la adicién del NH,Cl al ARS, éste
fendmeno se elimin6 dando lugar a elevados rendimientos de NT.

Tabla 4.9. Resultados del pH y los mgN-NH4"
contenidos en el ciclo del sistema con
albumina de huevo correspondiente al
dia 16 de octubre del 2008.

mgN-NH,"/L
pH contenidos en el

ciclo
AFLUENTE 8.15 17
LLE-ANOX 7.89 11.6
LLE-OX 1 7.85 13.5
LLE-OX 2 7.87 12.2
REAC-OX 7.85 12.5
ELUENTE 7.93 11.3

El analisis estadistico (F y t) realizado para determinar si los rendimientos de eliminacion
del N-NH," entre acetato-sacarosa, almidén-albimina y a su vez entre los SFB y SLB,
indicé que las varianzas resultante fueron diferentes entre SFB y SLB, pero que las
medias entre los SFB y el sistema con almidon fueron estadisticamente las mismas con el
0.05 de significacién. Siendo asi, fue posible estimar una media comun para los
rendimientos de eliminaciéon de N-NH;" en estos tres sistemas de 96.23% y una
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desviacion tipica comun de 19.07%. El intervalo de confianza al 95% para la media comun
fue de 96.23 + 25.39%.

En conclusién, el proceso de NT en todos los sistemas evaluados fue adecuado para
alcanzar rendimientos de eliminacion que en su mayoria fueron alrededor del 100 %. Se
incluye también el sistema con albumina ya que como se mostré en la Tabla 4.8, una vez
eliminado el NH,Cl del ARS, concentraciones de N-NH," en el efluente fueron no
detectadas. Ademas, se confimé que las temperaturas mantenidas en esta
experimentacion (18.3 - 19.8°C) y diferentes a las temperaturas 6ptimas (28 — 32°C) no
tuvieron una influencia negativa en la actividad que los nitrificantes desarrollaron en cada
sistema. Ademas, también se corrobora que las concentraciones de OD alcanzadas en
las etapas aireadas de cada uno de los sistemas evaluados también favorecieron la NT.

Las concentraciones de N-NH," efluente obtenidas en los cuatro sistemas evaluados (0.02
-1.4 mg/L) correlacionaron bien con los limites establecidos por la NOM-001-SEMARNAT-
1996 que indica que los valores limites de N-NH;" no debe de exceder los 10 mg/L.

Eliminacion de N-NOx

En un ciclo RBS con selector anéxico y configurado para la eliminacion de nitrégeno, la
concentracion de nitratos dentro del selector (fase de LLE-ANOX) puede ser elevada
debido a la nitrificacion de la fase aireada del ciclo anterior. En la Tabla 4.10 se presenta
un resumen simplificado que muestra algunos valores obtenidos de N-NOx acumulados
en el efluente del ciclo anterior y los N-NOx acumulados en el selector anéxico en t=0 a lo
largo de cada uno de los cuatro periodos de experimentacion.

En dicha Tabla, se observa que la concentracién de N-NOx en la fase de LLE-ANOX (en
todos los sistemas evaluados) fue muy similar a la concentracion de N-NOx del efluente.
Lo anterior reflejo un deficiente proceso de DN en todos los sistemas, lo cual, como
anteriormente se menciono, fue debido a la falta de condiciones anoxicas en la fase de
LLE-ANOX y la poca cantidad de DQOs disponible para este proceso. El deficiente
proceso de DN se reflejo en los bajos rendimientos de eliminacion de N-NOx obtenidos en
todos los casos (Tabla 4.11). En esta tabla, se observa que en la mayoria de los casos los
rendimientos fueron superiores al 50% y los mas bajos fueron los obtenidos en el sistema
alimentado con albumina oscilando alrededor del 5%. El anexo 4.1 muestra el calculo
para obtener los rendimientos de eliminacién de N-NOx.

Por tanto, el N-NHj3 libre parecio no solo haber tenido un efecto negativo en el proceso de
NT en el sistema con albumina de huevo, sino también en el proceso de DN.
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Tabla 4.10. Concentraciones de N-NOx obtenidas a lo largo de los periodos de
experimentacion con cada uno de los sustratos evaluados.

N-NOx (mg/L) N-NOx (mg/L)
Fecha acumulados en el efluente acumulados
del ciclo anterior en el selectos andxico

Acetato 19/05/08 7.59 7.99
06/06/08 6.74 7.99
Sacarosa 17/06/08 10.62 11.18
03/07/08 10.62 10.97
17/07/08 5.66 6.24
31/07/08 5.85 5.05
Almidon 14/08/08 5.47 5.16
18/09/08 13.39 13.08
07/10/08 25.51 28.14
16/10/08 12.6 12.11
Albumina | 29/10/08 14.28 13.89

Tabla 4.11. Rendimientos de eliminaciéon de N-NOx a lo
largo de los periodos de experimentacion
con cada uno de los sustratos evaluados.

Rendimientos
Fecha L,
de eliminacién
Acetato 19/05/08 50
06/06/08 69
Sacarosa 17/06/08 39
03/07/08 27
17/07/08 66
31/07/08 58
Almidon 14/08/08 61
18/09/08 7.20
07/10/08 -7.27
16/10/08 2.32
Albumina 29/10/08 3.62

Finalmente, se compararon los rendimientos de P-PO,%, N-NH,;"y N-NOx obtenidos en los
cuatro sistemas evaluados con los reportados en la bibliografia (Tabla 4.12). En general,
los rendimientos de eliminacion de N-NH," obtenidos coinciden con los reportados en
otros estudios experimentales, en especial los obtenidos con agua residual alimentada
con sacarosa y almidén. Para el caso del P-PO,*, los rendimientos de eliminacion
encontrados fueron inferiores a los reportados. Aunque en los datos de la Tabla 4.12 no
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se presentan rendimientos de eliminacion de N-NOx, las concentraciones de N-NOx
efluente reportadas en la bibliografia fueron superiores a las encontradas en esta
experimentacion.

Tabla 4.12. Rendimientos de eliminacién de N-NH,", N-NOx vy P-PO,* reportados en la

bibliografia.

) N-NH,* N-NH,*  rendimiento  N-NO; N-NO," rendimiento  p-po,* p-PO,>  rendimiento

Tipo de agua liminacién N liminacién N liminacion P )
afluente efluente  €liminacion afluente  efluente  €iMinacion N- - afijyente  efluente  €liminacion - Referencia

residual (mo/l) (mg/L) NH," (%) (mglL) (mg/L) NO; (%) (mg/L) (mg/L) PO, (%)

Agua residual

- 34-95 7-9 80-82 - - - 16-19 2-3 82-85 Pankaj et al. (2008)
domeéstica

Agua residual
sedimentada con 42.7+95 4.7%57 87+12 - 20.1+10.8
almidén

Puigagut et al .
(2007)

Agua residual

sedimentada con 453+9.3 162+9.7  63+20 ; 30.8+122 Puigagut et al.

glucosa (2007)

Agua residul

sintética con 125 2.80+0.51 97.7 - 14.1+0.9 - - - - Yang et al. (1997)
sacarosa

Agua residual 21.6 0.07 99.5 - 15.9 - 73 5.5 24.1 Yu et al. (1994)
sintética

Agua residual

sintética con Chudoba et al.
almidén y 3.2 29 9,37 - 16.3 - 10.5 3.1 70.5 (1972)

peptona

4.3.3 Evolucién temporal de la SST, SSV, DQO, DQOs, Ny P

SSTy SSV

La Figura 4.6 presenta la evolucion de los SSTer y SSVer durante los cuatro periodos de
experimentacion. Hay que recordar que cada vez que se evaluaba un nuevo sustrato el
reactor era inoculado con nueva biomasa (Capitulo 3). En el gréfico se puede observar
que tanto los SSTgr como los SSVer siguieron una misma tendencia a lo largo de cada
periodo experimental. Por otro lado, se presentd una notable variabilidad de ambos
pardmetros, aunque ésta fue mas notoria en los periodos con sacarosa y albimina de
huevo. Notese que las desviaciones tipicas para los SSTegr Y SSVer en el sistema de
sacarosa fueron de 11.49 y 11.81 mg/L respectivamente, y para el sistema con albamina
de huevo fueron de 9.74 y 8.52 mg/L respectivamente. Sin embargo, el analisis
estadistico (F y t) anteriormente discutido, mostré que no hubo diferencia significativa
entre las concentraciones de SSTgr ¥ SSVer con cada uno de los sustratos evaluados y
por tanto, independientemente del tipo de sustrato y el esponjamiento filamentoso que
presentaron algunos sistemas (discutido en el capitulo 5) no impact6 en el grado de
sedimentacién que present6 el lodo en cada uno de los casos y, por tanto, en el contenido
de SSTEFy SSVe:.
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Figura 4.6. Evolucion de los SSTgr y SSVee del ciclo durante los cuatro periodos
experimentales.

DQO

La Figura 4.7 presenta la evolucion de la DQOar Yy DQOgr durante los cuatro periodos de
experimentacion. En el grafico se puede observar que la mayor variabilidad de DQOxr se
presentd en el periodo de experimentacion con almidon con una desviacion tipica de
54.68 mg/L. Por otro lado, la DQOgr presentd una considerable estabilidad a lo largo de
todo el periodo experimental, 11.69 mg/L con acetato, 12.04 mg/L con sacarosa, 12.32
mg/L para almidon y 12.53 mg/L con albdmina.

La Figura 4.8 muestra los rendimientos de eliminacién de la DQO a lo largo del
experimento, como se puede notar, estos no presentaron una amplia variabilidad, y como
lo reflejo el analisis estadistico (F y t) anteriormente discutido, mostré que los
rendimientos de eliminacion de la DQO obtenidos en los cuatro periodos experimentales
fueron estadisticamente los mismos con el 0.05 de significacién lo que confirmé que, los
microorganismos se aclimataron a cada uno de los sustratos evaluados y removieron por
igual los SFB y los SLB.
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Figura 4.7. Evolucién de la DQOar y DQOgr del ciclo durante los cuatro periodos
experimentales.
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Figura 4.8. Evolucién de los rendimientos de eliminacién de la DQO durante los cuatro
periodos experimentales.

DQOs

La Figura 4.9 presenta la evolucion de la DQOs afluente y efluente durante los cuatro
periodos de experimentacion. En el grafico se puede observar que para los SFB, la DQOs
represent6 alrededor del 90% del total de la DQO y para la albumina el 50% del total.
(Recordar que para el almidon la concentracion de DQOs fue practicamente cero).
Aunque no fue posible comparar estadisticamente los rendimientos de eliminacion de
DQOs entre los cuatros periodos, se observa que la DQOs del efluente presenté una gran
estabilidad a lo largo de todo el periodo experimental sin importar el tipo de sustrato. Las
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concentraciones de DQOs efluente en cada uno de los sistemas fueron, 7.2 mg/L para el
acetato, 1.81 mg/L con sacarosa, 2.8 mg/L con almidén y 4.6 mg/L con albumina.

—— DQOs afluente ---0--- DQOs efluente
250
Acetato |Sacarosa Almidén AlbGmina de huevo
200 |
-
=) i
E 150
[2)
O 100
8‘ . . * o
50 -
[m)
0——1::”'1'% L oS At m g O & | oo fmfaphdog
abr-08 may-08 jun-08 jul-08 ago-08 sep-08 oct-08 nov-08
Meses de estudio

Figura 4.9. Evolucion de la DQOs afluente y efluente del ciclo durante los cuatro periodos
experimentales.

P-PO,*

La Figura 4.10 presenta la evolucion del P-PO,* afluente y efluente durante los cuatro
periodos de experimentacion. En el gréfico se puede observar que el grado de variabilidad
del P-PO,* de afluente en los tres primeros periodos de experimentacion fue constante.
Por el contrario, en el periodo de experimentacion con albamina, hubo un aumento
considerable en la concentracion de P-PO,> que a pesar de que se mantuvo la misma
concentraciéon de P-PO,* afluente que para los otros sustratos, presentdé un aumento
evidente de P-PO,%>. Esta diferencia en la concentracién esta directamente relacionada
con la estructura quimica de la ovoalbumina (la principal proteina de la albumina de
huevo), que es una fosfoglicoproteina que como su nombre lo dice, contiene grupos
fosfato en su molécula y esta diferencia, es lo que ocasion6 ese aumento en el contenido
de P-PO,* en el afluente.

Las concentraciones de P-PO,* en el efluente en los primeros tres periodos de
experimentacién presentaron una mayor variabilidad en comparacion con el ultimo
periodo correspondiente a la albimina donde no hubo una variacion representativa de P-
PO.>. Sin embargo, las concentraciones medias de P-PO,> en el efluente fueron similares
en los cuatro sistemas, 4.8 mg/L con acetato, 4.6 mg/L con sacarosa, 4 mg/L con almidén
y 4.3 mg/L con albumina.

Por otro lado, en la Figura 4.11 se observa que los rendimientos de eliminacién del P-
PO,* mostraron una amplia variabilidad, predominando valores tanto positivos como
negativos a lo largo de todo el periodo experimental y siendo mas notorio en los tres
primeros periodos. Como ya se presentd en el apartado de eliminacion de P-PO,* de este
mismo capitulo, los bajos rendimientos en la eliminacién de P-PO,* son debidos a que en
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A

este trabajo de investigacion las condiciones anaerobicas no fueron favorecidas. Ademas,
la variabilidad de rendimientos obtenida también indican que los sistemas no llegaron a
una estabilizacién y lo cual fue evidente por la pérdida progresiva de los SSV que se dio
en todos los sistemas (discutido posteriormente).
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Figura 4.10. Evolucién del P-PO,* afluente y efluente del ciclo durante los cuatro periodos
experimentales.

60 - Acetato |Sacarosa Almidon

Rendimientos de eliminacién

60 - Albumina de huevo

'80 v T T T T
abr-08 may-08 jun-08 jul-08 ago-08 sep-08 oct-08 nov-08
Meses de estudio

Figura 4.11. Evolucién de los rendimientos de eliminacion del P-PO,* del ciclo durante los
cuatro periodos experimentales.
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N-NH,"*

La Figura 4.12 presenta la evolucion de N-NH;" del afluente y del efluente durante los
cuatro periodos de experimentacién. En el grafico se puede observar que el grado de
variabilidad del N-NH," de afluente y efluente a lo largo de los meses de estudio con cada
uno de los sustratos evaluados no fue elevada, a excepcion del periodo de
experimentacion con alblimina de huevo donde la concentracion de N-NH," del efluente
aumento significativamente (como motivo de la inhibicién de la NT por el alto contenido de
N-NH,;"y NOA) y observandose de igual forma un menor rendimiento de eliminacion del
N-NH," en este periodo (Figura 4.13). Las concentraciones de N-NH," del efluente en cada
uno de los sistemas fueron 1.4 mg/L con acetato, 0.02 mg/L con sacarosa y almidon y 4.7
mg/L para la albumina.

La Figura 4.13 muestra los rendimientos de eliminacion de N-NH;" a lo largo del
experimento, como se puede observar, estos fueron muy estables a excepciéon de la
albimina de huevo y de un dia puntual para el acetato, el 13 de mayo del 2008, cuando
por equivocacion, se afiadié inhibidor de la nitrificacion al reactor, sin embargo, esta
inhibicién no perjudicé el proceso de NT para los dias posteriores. En andlisis estadistico
mostré que los rendimientos de eliminacién de N-NH," de los sistemas alimentados con
los SFB y el sistema con almidén fueron estadisticamente iguales. La diferencia de los
rendimientos para el sistema alimentado con albumina de huevo, se debi6 precisamente a
la inhibicion de la NT en ese periodo de estudio y no estuvo relacionada como una
consecuencia del tipo de sustrato, ya que posteriormente de haber dejado de incluir el
NH,CI al ARS, la concentracién de N-NH," en el efluente oscilé entre 0.02 - 0.14 mg/L con
una media de 0.06 mg/L y una desviacion tipica de 0.05 mg/L

Por tanto, la eliminacién biolégica del N-NH," a lo largo de todo el periodo experimental
fue la misma y no present6 una dependencia por el tipo de sustrato utilizado, lo cual indica
gue los microorganismos tuvieron la misma capacidad de remocién en los cuatro
sistemas, incluyendo a la albumina de huevo si se excluye el efecto de la inhibicion de la
NT en la primera fase del tratamiento con este sustrato.
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Figura 4.12. Evolucién del N-NH," afluente y efluente del ciclo durante los cuatro periodos
experimentales.
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Figura 4.13. Evolucién de los rendimientos de eliminacién del N-NH," del ciclo durante los
cuatro periodos experimentales.

4.3.4 Comportamiento de la carga masica del sistema

Como se comento en el Capitulo 3, la F/M representa los kg diarios de sustrato
introducidos en el proceso por kg de biomasa presente en el reactor por dia (Metcalf y
Eddy, 1996).

La Tabla 4.13 presenta los valores medios y los intervalos de variacion de la carga masica
de cada periodo de estudio, basados en la DQO suministrada al reactor en cada sistema
experimental.
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Tabla 4.13. Valores medios de la F/M en cada uno de los sistemas

evaludos.
kg DQO / (kg SSVLM.d)
n Media DeS\{IaCIOI’l Intervalo
estandar

Acetato 24 0.4 0.19 0.16 - 0.74
Sacarosa 24 0.23 0.06 0.13 - 0.35
Amidon 47 0.29 0.11 0.12 - 0.57
Albumina | - g 0.24 0.07 011 - 041
de huevo

Los valores de la F/M durante el periodo experimental con acetato oscilaron entre 0.16 -
0.74 kg DQO/(kg SSVLM.d) con una media de 0.4 kg DQO/(kg SSVLM.d). Como se
observa en la Tabla 4.13, estos valores fueron superiores a los obtenidos en los otros tres
periodos experimentales. La F/M de la sacarosa varié entre 0.13 - 0.35 kg DQO/(kg
SSVLM.d) con una media de 0.23 kg DQO/(kg SSV.d), para el almidén vari6 entre 0.12 -
0.57 kg DQO/(kg SSVLM.d) con una media de 0.29 kg DQO/(kg SSVLM.d) y para la
albumina de huevo varié entre 0.11 -0.41 kg DQO/(kg SSVLM.d) con una media de 0.24
kg DQO/(kg SSVLM.d).

Al realizar el analisis estadistico (F y t) para determinar si la F/M entre acetato-sacarosa,
almidon-albumina y a su vez entre los SFB y SLB fueron estadisticamente iguales, indico
gue en aunque en todos los casos las varianzas resultante fueron diferentes, no existio
una diferencia significativa anicamente entre las F/M que predominaron en los sistema
alimentados con sacarosa y albumina. Es asi, posible estimar una media comdn para
estos dos sistemas de 0.23 kg DQO/(kg SSVLM.d) y una desviacion tipica comun de 0.01
kg DQO/(kg SSVLM.d). El intervalo de confianza al 95% para la media comun fue de 0.23
+0.07 kg DQO/(kg SSVLM.d).

Segun Knobelsdorf (2005), valores de F/M inferiores de 0.2 kg DQO/(kg SSVLM.d) indican
un sistema microbioldgico limitado de sustrato, mientras que valores de F/M mayores de
0.6 kg DQO/(kg SSVLM.d) indican un sistema con exceso de alimento en relacién con la
biomasa existente. El mantener una adecuada relacion de F/M en un proceso
microbioldgico es de gran importancia debido a que los microorganismos del lodo activado
para mantener sus mecanismos de seleccion, dependen directamente de la cantidad de
sustrato disponible para obtener energia y mantenerse. EMASESA (1997) menciona que
a valores bajos de F/M se observa un incremento de la concentracién de biomasa debido
a la formacion de productos de reserva, siendo el mecanismo de division celular el menos
importante. A valores altos de F/M los microorganismos tendran suficiente energia para
cubrir sus necesidades por lo que se reproduciran activamente.

Las F/M medias mantenidas en este estudio para los cuatro sistemas experimentales
como lo muestra la Tabla 4.13 variaron entre 0.2 y 0.4 kg DQO/(kg SSVLM.d), aunque
estan por encima del valor que indica limitacion de sustrato, en ninguno de los casos hubo
un exceso de alimento que segun la bibliografia (Knobelsdorf, 2005), permitiria un
aumento en el numero de SSVLM, sino que predominaria mayor formacién de polimeros
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de almacenamiento y una progresiva disminucion de los SSVLM como consecuencia de la
falta de alimento. Lo anteriormente descrito, fue el comportamiento que predominé en
estos sistemas. Como se observa en la Figura 4.14, la concentracién de SSVLM tendi6 a
disminuir progresivamente conforme al tiempo de experimentacién en los cuatro sistemas
como consecuencia del poco sustrato disponible para la biomasa presente en el reactor,
ya que como se observa en la Figura, en todos los casos, la concentracién de biomasa
presente en el LM con que fue inoculado el reactor fue alrededor de 1600 mg/L,
concentracion de biomasa que segun el comportamiento presentado no fue proporcional a
la cantidad de sustrato disponible para esta cantidad de biomasa. Ademas, es evidente
notar que la concentracion de SSVLM en el sistema con acetato presentd una
concentracion inferior al mes de experimentaciébn que la concentracion de SSVLM
obtenida a los dos meses de experimentacion con los SLB. Dichas concentraciones
fueron 222.5 mg/L para el acetato, 545 mg/L con sacarosa, 375 para almidén y 595 con
la albumina de huevo.

La mayor pérdida de SSVLM en el sistema alimentado con acetato fue lo que favorecio
que predominaran valores superiores de F/M respecto a los otros sistemas. Lo anterior
fue debido a su mayor asimilacion por parte de los microorganismos al ser un sustrato
mas facilmente asimilable (incluso que la sacarosa y analizado posteriormente), la
biomasa del lodo activado lo agotaron mas rapidamente favoreciendo asi, menores
concentraciones de sustrato para la biomasa presente y por tanto, mayor pérdida de
SSVLM.

1800
1600 | 4cetato | Sacarosa Almidon Albumina de huevo

1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

0 T T T T
12-abr 14-may 15-jun 17-jul 18-ago 19-sep 21-oct 22-nov
Meses de estudio

SSVLM (mg/L)

Figura 4.14. Evolucion de los SSVLM del ciclo durante los cuatro periodos experimentales.

4.3.5 Evolucion temporal de la carga masica

La Figura 4.15 muestra la evolucion temporal de la F/M en funcién del tipo de sustrato. En
esta Figura se puede apreciar una amplia variabilidad de la F/M para los cuatro sistemas.
Ademas, se puede notar que en todos los casos, la F/M tendié a aumentar conforme paso
el tiempo de experimentacion para cada uno de los casos como consecuencia de la
pérdida de los SSVLM, ello debido a que los SSVLM iban disminuyendo mientras la carga
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de sustrato seguia constante. Para el sistema con acetato la F/M oscil6 entre 0.16 - 0.74
kg DQO/(kg SSVLM.d), para la sacarosa varié entre 0.13-0.35 kg DQO/(kg SSVLM.d),
para el almidén varié entre 0.12-0.57 kg DQO/(kg SSVLM.d) y para la albimina de huevo
oscil6é entre 0.11-0.41 kg DQO/(kg SSVLM.d), presentandose el mayor aumento del valor
de la F/M para el sistema alimentado con acetato.

0.8
0.7 - Acetato Sacarosa Almidoén Albumina de huevo
0.6
0.5 A
0.4 -
0.3 -

oz f7 4

0.1 -

F/IM (kg DQO/(kg SSVLM.d))

0 T T T
12-abr 14-may 15-jun 17-jul 18-ago 19-sep 21-oct 22-nov
Meses de estudio

Figura 4.15. Evolucion de la F/M del ciclo durante los cuatro periodos experimentales.

En conclusién, la F/M si se vio influenciada por el tipo de sustrato, ya que la DQO,g para
los cuatro sustratos se mantuvo alrededor de 150 mg/L y el sistema con acetato fue el que
presento valores mayores de la F/M por la mayor pérdida de SSVLM. Sin embargo, la
pérdida progresiva de los SSVLM en todos los sistemas, indicd6 que en ninguno de los
casos, los sistemas llegaron a estabilizarse, lo cual significa que el sustrato que entraba
con el afluente aun era insuficiente para la biomasa presente en el RBS.

4.4 Evolucién de la materia organica y los nutrientes en el LM de cada
sistema de tratamiento evaluado.

A continuacién se presentan y analizan los graficos de evolucién de materia organica y
nutrientes en el LM para cada uno de los sistemas evaluados y en dias especificos de
muestreo. Ademdas del anadlisis de estos parametros, se considera también el
comportamiento del OD, ORP, temperatura y pH de cada ciclo estudiado. Lo anterior se
hizo con la finalidad de evaluar como los microorganismos se iban aclimatando a los
sustratos. Segun Ekama (1986), un sistema de lodos activados alcanzara su
estabilizacion una vez que hayan pasado 2 veces el tiempo de la edad del lodo, entonces,
si en los sistemas estudiados el TRC fue de 11 d, a los 22 d los microorganismos del lodo
activado deberian estar aclimatados a cada uno de los sustratos, lo cual traeria como
consecuencia un sistema estable.

La siguiente discusion se divide en cuatro partes distintas las cuales corresponden a los
resultados de los cuatro periodos experimentales con cada uno de los sustratos
evaluados. Es importante enfatizar que el periodo de experimentacion con los SFB fue
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alrededor de 1 mes y para los SLB fue alrededor de 2 meses. Esta diferencia es debida a
que se tiene un mayor conocimiento del comportamiento de los microorganismos del lodo
activado a los SFB, en especifico al acetato, sin embargo, para los SLB aun en la
actualidad se sigue teniendo un escaso conocimiento de la respuesta de los
microorganismos del lodo activado a este tipos de sustratos.

4.4.1 Analisis del comportamiento interno del sistema alimentado con
acetato

En la Figura 4.16 se presentan seis graficos que muestran el comportamiento de las
especies de N y la variacion de la DQOs en el LM, asi como el de OD, ORP, temperatura
y pH correspondientes al primer periodo experimental, el acetato. Todos los gréaficos
corresponden al ciclo muestreado el dia 19 de mayo del 2008.

Los gréaficos a) y b) muestran la variacién de las especies de N y de la DQOs en el LM
durante un ciclo de 5.16 h. Los resultados se expresan en peso total de cada una de las
especies introducidas o contenidas en el reactor en un instante dado. Asi, el N-NH,"
“introducido” en el reactor en un instante dado se refiere a los mg de N-NH," presentes en
el RBS al inicio del ciclo méas los mg de N-NH," introducidos con el afluente desde el inicio
del ciclo durante el instante indicado. Los valores denotados en el LM indican los mg de
N-NH," realmente contenidos en el LM, obtenidos a partir de las concentraciones medidas
y del volumen del LM contenido en el RBS en cada instante t (coincidente con el final de
cada fase del ciclo). Los célculos realizados para la obtencién de las curvas de DQOs
(gréfico b) son anélogos.

En el gréfico a) de la Figura 4.16 se presenta el comportamiento del N en cada una de las
etapas del ciclo con acetato. Se puede observar que los microorganismos nitrificantes del
lodo activado en las etapas aireadas (0.66 - 3.32 h) removieron progresivamente el N-
NH," que entré con el afluente hasta una cantidad contenida de 0.37 mg o 0.041 mg/L.
Esta disminucion progresiva del N-NH," contenido coincidié con el aumento gradual del
contenido del N-NOx, hasta alcanzar una cantidad contenida de 98.74 mg o 7.73 mg/L.

Segun Gerardi (2003), para que el proceso de NT se lleve a cabo en su totalidad se debe
mantener concentraciones de OD en las etapas aireadas entre 2 y 3 mg/L. Temperaturas
entre 25 — 30°C y un pH entre 7.2 y 8.0 favorecen también este proceso. Si se comparan
estos valores con los mantenidos en el sistema el dia de muestreo, se observa que los
valores medios de dichos parametros fueron de 2.27 mg OD/L en las etapas aireadas,
250.59 de ORP, 19.18°C de temperatura y 7.15 de pH. Aunque los valores de
temperatura y pH mantenidos en este sistema fueron inferiores a los recomendados, esto
no influy6 para que el proceso de NT no se llevara a cabo en su totalidad.

En las etapas de anoxia del ciclo (LLE-ANOX y SED) se puede observar una disminucion
de los N-NOx formados en las etapas aireadas por accion de los microorganismos
desnitrificantes. Sin embargo, aunque hay una disminucion en la concentracion de N-NOx
en la etapa de LLE-ANOX, se aprecia que no hay una DN total del N-NOx. Para esta
etapa, la cantidad de N-NOx eliminada fue de 36.97 mg que correspondié a una caida en
la cantidad de N-NOx acumulado de 71.92 a 34.95 mg o en la concentracion de 7.99 a
3.52 mg/L.
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Esta baja capacidad de DN como se menciond en el apartado 4.2.2 de este mismo
Capitulo, puede ser consecuencia por las altas concentraciones de OD mantenidas en las
fases de LLE-ANOX y la poca cantidad de DQOs disponible para este proceso (F/M 0.16-
0.74 kg DQO/(kg SSV.d)). El grafico c) muestra que la concentracion media de OD para
este dia de muestreo en dicha fase fue alrededor de 0.58 mg/L, y el gréfico d) también
muestra que el potencial redox fue alto con un valor de ORP medio de 224, lo cual refleja
un medio con alto contenido de OD que tiende a inhibir la utilizacién del N-NOx, y, por
tanto, un proceso deficiente de DN.

El grafico b) de la Figura 4.16 que presenta la remocion del acetato en cada una de las
etapas del ciclo, se puede notar que a medida que entr6 DQOs en el afluente, los
microorganismos la fueron asimilando rdpidamente, tanto asi que para la mitad de la fase
de LLE-OX (1.66 horas), la cantidad contenida de DQOs era de 9.75 mg 0 0.86 mg/L. Lo
anterior, indica que en la mayor parte del ciclo los microorganismos se mantuvieron en un
ambiente carente de sustrato o en metabolismo enddgeno, y en estas condiciones, los
microorganismos que predominan son aquellos capaces de resistir a estas condiciones.
También se puede notar que gran parte de la DQOs introducida con el afluente se
consumié en la DN, ya que el final de la fase de LLE-ANOX los microorganismos
desnitrificantes ya habian utilizado 95.51 mg DQOs. Lo anterior confirma que la biomasa
presente en el sistema, se aclimato al acetato pero no lleg6 a un periodo de estabilidad.

Segun EPA (1993) el pH adecuado para la DN oscila entre 6.5 — 8. Los valores de
temperatura y pH mantenidos en la etapa de LLE-ANOX, no parecieron tener una
influencia negativa para el proceso de DN, ya que sus promedios fueron 19.23°C y 7.08
respectivamente.
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Figura 4.16. Evolucion temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP,
temperatura y pH del periodo experimental con acetato, correspondiente
al ciclo muestreado el dia 09 de mayo del 2008.
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4.4.1.1 Analisis de las velocidades de nitrificacion y desnitrificacién del sistema
alimentado con acetato

La Tabla 4.14 muestra las VEN y las VEDN en funcion de la concentracion de SSVLM del
sistema alimentado con acetato para el dia de muestreo.

Tabla 4.14. Velocidades especificas de nitrificacion y desnitrificacién obtenidas en el
sistema alimentado con acetato.

mg N/g SSVLM.h
Fecha VEN (LLE-OX) VEN (REAC-OX) VEDN (LLE-ANOX) VEDN (SED)

19/05/2008 7.6 6.1 19.9 0.6
VEN = velocidad especifica de nitrificacion
VEDN = velocidad especifica de desnitrificacion

En cuanto al proceso de NT como se observa en la Tabla 4.14, para el dia 19 de mayo
(cuarta semana de experimentacion), la VEN en la etapa de LLE-OX fue de 7.65 mg N/g
SSVLM.h. y en la REAC-OX fue de 6.1 mg N/g SSVLM.h. Segun Randall et al. (1992), las
VEN para un sistema de tratamiento continuo con eliminacién biol6gica de nutrientes
(EBN) oscilan entre 1.8 - 7.2 mg N/g SSVLM.h. Por tanto, los valores obtenidos en esta
tesis correlacionaron bien con el rango reportado por dicho autor. Ademas, las
concentraciones medias de OD mantenidas en la fase de REAC-OX (1.9 mg/L) y las de la
REAC-OX (2.2 mg/L) fueron favorables para favorecer dicho proceso.

En el apartado anterior se mostré que a pesar de que en las fases de LLE-ANOX y SED
hubo una disminucién de los N-NOx formados, la DN no fue suficiente para completar la
disminucion total de los N-NOXx, probablemente por la falta de condiciones andxicas y de
DQOs. Sin embargo, lo que si es evidente observar, es que la VEDN en la fase de LLE-
ANOX fue mayor que en la fase de SED. La VEDN para el LLE-ANOX fue de 19.9 mg N/g
SSVLM.hy 0.6 mg N/g SSVLM.h para la fase de SED.

Las diferencias encontradas en las VEDN entre estas dos fases, pudieron ser
consecuencia de que mas del 50% (95.51 mg/L) de la DQOs afluente fue utilizada por los
DN en la fase de LLE-ANOX, y al final de la fase de REAC-OX la cantidad de DQOs
contenida era de 14.18 mg o 1.11 mg/L, cantidad insuficiente para alcanzar la misma
VEDN en la fase de SED. Por tanto, aunque en la fase de LLE-ANOX las VEDN fueron
mayores que las obtenidas en la fase de SED, en ninguno de los casos hubo una DN total
del N-NOx acumulado, posiblemente por la falta de anoxia y la baja DQOs en el sistema.
Entonces, se decidio calcular el efecto de la posible inhibicién de la DN por el OD vy el
efecto de la concentracion de sustrato en la fase de LLE-ANOX.

La concentracién de OD afecta la VEDN, segin un modelo simple de inhibicion incluido
en el modelo ASM2 (Henze et al.1995). Esta inhibicién se expresa en el modelo ASM2
mediante el factor Ky/(Ky,2 + S o2). La constante de inhibicion por OD (K,,) vale
aproximadamente 0.2 mg/L (Henze et al. 1995). Por lo tanto, si la concentracion media de
OD en la etapa de LLE-ANOX en este dia de muestreo fue de 0.5 mg/L, hace que el factor
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de inhibicion del OD en la ecuacion cinética sea 0.2/(0.2+0.5) = 0.25. Entonces, solo por
el efecto del OD presente en la fase de LLE-ANOX, la VEDN se vio reducida en un 75%
respecto a la velocidad maxima.

El efecto del sustrato se expresa en el modelo ASM2 mediante el factor de Monod Sa/(Ka
+ Sa), donde S, es la concentracion de acetato (mgDQO/L). La constante por la falta de
sustrato (Ka) vale aproximadamente 4 mg/L (Henze et al. 1995). Por lo tanto, si la
concentracién de DQOs al final de la etapa de LLE-ANOX el mismo dia de muestreo fue
de 4.5 mg/L, entonces el factor Monod del sustrato en la ecuacion cinética era de 4.5/(4
+4.5) =0.53. Entonces, solo por la escasez del sustrato presente en la fase de LLE-ANOX,
la VEDN se vio reducida en un 47% respecto a la maxima.

Por tanto, la accién conjunta del OD y el escaso sustrato disponible estarian reduciendo la
VEDN respecto a la VEDN maxima (0.25 * 0.53 = 0.13) en un 87% a la cuarta semana de
experimentacion. Por tanto, las altas concentraciones de OD mantenidas en las fases de
LLE-ANOX y la escasez del sustrato fueron factores que influyeron negativamente en el
proceso de DN.

Metcalf y Eddy (1996) reportaron que la VEDN para un sistema de tratamiento continuo
con EBN varia entre 1.3 - 4.6 mg N/g SSVLM.h. y Miinch et al. (1996) reportaron para un
RBS un valor de 2.5 mg N/g SSVLM.h. Comparado estos valores con los obtenidos para
este sustrato, observamos que el valor en la fase de LLE-ANOX fue muy superior a los
reportados por estos autores. Lo anterior posiblemente este directamente relacionado a
que el acetato es un SFB que puede ser utilizado a velocidades mayores para la DN.

4.4.2 Analisis del comportamiento interno del sistema alimentado con
sacarosa

En las Figura 4.17 y 4.18 se presentan los graficos que muestran el comportamiento de
las especies de N y la variacion de la DQOs en el LM, asi como el de OD, ORP,
temperatura y pH correspondientes al segundo periodo experimental, la sacarosa. A
diferencia del sistema alimentado con acetato, para el sistema con sacarosa fue posible
muestrear dos ciclos, uno al principio de la experimentacion y otro al final. Lo anterior, con
el fin de observar la diferencia entre el grado de asimilacién y remocién de los nutrientes
conforme los microorganismos se fueron adaptando a la sacarosa. Todos los graficos de
la Figura 4.17 corresponden al ciclo muestreado el dia 6 de junio del 2008 y los gréaficos
de la Figura 4.18 corresponden al ciclo muestreado el dia 17 de junio del 2008. Los
gréficos a) y b) en ambas figuras muestran la variacion de las especies de N y de la
DQOs en el LM durante un ciclo de 5.16 h. La interrelacion es analoga a la Figura 4.16.

En el gréfico a) de la Figura 4.17 y 4.18 se presenta el comportamiento del N en cada una
de las etapas del ciclo. Se puede observar que en las etapas aireadas del ciclo (0.66 -3
.32 h) los microorganismos removieron progresivamente el N-NH," que entr6 con el
afluente hasta una concentracion no detectable de N-NH," en ambos casos. Esto coincidid
con el aumento gradual del contenido de N-NOx hasta alcanzar una cantidad contenida
méaxima de 101.08 mg o 7.95 mg/L para el 06 de junioy 131.09 mg o 10.31 mg/L para el
17 de junio. Lo anterior refleja que en la mayor parte del periodo experimental con
sacarosa, el proceso de NT fue adecuado permitiendo nitrificar todo el N-NH," del
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afluente, ademés de que la NT se vio favorecida conforme los microorganismos se
aclimataron al sustrato.

Al comparar los valores de OD, ORP, Temperatura y pH registrados en los dos dias
muestreados con los 6ptimos para llevar a cabo un buen proceso de NT, se observa que
en ambos dias los valores registrados para estos parametros fueron adecuados. El dia 06
de junio la concentracién media de OD en las etapas aireadas fue de 2.14 mg/L, el valor
medio de ORP fue de 339.50, la temperatura fue de 19.33°C y el pH fue de 6.41. Para el
dia 17 de junio la concentracion media de OD en las etapas aireadas fue de 2.17 mg/L, el
valor medio de ORP fue de 263.97, la temperatura fue de 19.29°C y el pH fue de 6.44.
Aungue en ambos casos la temperatura y el pH fueron inferiores a los recomendados,
esto no influyd en el proceso de NT.

En las etapas de anoxia del ciclo (LLE-ANOX, SED) para ambos dias de muestreo se
pudo observar una disminucion de los N-NOx formados en las etapas aireadas. Sin
embargo, se aprecia que no hay una DN de todo el N-NOx formado, en especial en las
etapas de LLE-ANOX (0 - 0.66 h). El dia 06 de junio la cantidad de N-NOx eliminada fue
de 13.43 mg (22 %) que correspondio a una caida de N-NOx acumulado de 71.97 a 58.54
mg o de 7.99 a 5.93 mg/L y el dia 17 de junio la cantidad de N-NOx eliminada fue de 5.31
mg (16.7 %) que correspondi6é a una caida de N-NOx acumulado de 100.64 a 94.69 mg o
de 11.18 a 9.59 mg/L. Por tanto, la DN media porcentual en el LLE-ANOX fue de 19.3%.

Estas bajas capacidades de DN obtenidas pueden ser consecuencia de las altas
concentraciones de OD mantenidas en la fase de LLE-ANOX y la poca cantidad de DQOs
disponible para este proceso (F/M 0.13-0.35 kg DQO/(kg SSVLM.d)). El grafico c) de la
Figura 4.17 correspondiente al dia 6 de junio muestra que la concentracién media de OD
en la etapa de LLE-ANOX fue alrededor de 0.54 mg/L. Asi mismo, el grafico d) muestra
gue el potencial redox fue alto con un valor de ORP medio de 313. El grafico c) de la
Figura 4.18 correspondiente al dia 17 de junio también muestra que la concentracion
media de OD en la misma etapa fue alrededor de 0.40 mg/L, y el grafico d) muestra que el
potencial redox en este dia también fue alto con un valor de ORP medio de 214. Lo
anterior refleja que en la mayor parte del periodo experimental con sacarosa, el proceso
de DN fue deficiente.

El grafico b) de la Figura 4.17 que presenta la remociéon de la sacarosa en cada una de
las etapas del ciclo del dia 6 de junio, podemos notar que a medida que entré6 DQOs en el
RBS, los microorganismos no la asimilaron tan rdpidamente, tanto asi que al final del ciclo
la cantidad de DQOs fue de 25.35 mg o 2.81 mg/L. En contraste, en el grafico b) de la
Figura 4.18 que presenta la remocién de la sacarosa a la cuarta semana de
experimentacion (17 de junio) se observa una mayor asimilacién de la sacarosa por parte
de los microorganismos, obteniéndose concentraciones no detectables de DQOs al final
del ciclo. Esta mayor capacidad de remocién de la sacarosa a la cuarta semana, confirmo
que los microorganismos del lodo activado se aclimataron a este sustrato.

Segun Barajas (2002), teéricamente la desnitrificacion de 1mg de N-NO; requiere 2.86 mg
DQO. Si para el 6 de junio la cantidad de DQOs requerida para DN 13.43 mg N-NOx fue
de 41.19 mg que correspondié a una proporcién de 3.08 mg DQO/mg N-NOx y para el 17
de junio la cantidad de DQO requerida para DN 5.31 mg N-NOx fue de 90.15 mg que
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equivaliéo a 17 mg DQO/mg N-NOx, podemos notar que la proporcién obtenida el 17 de
junio fue muy superior a la tedrica y a la obtenida el 6 de junio. Lo anterior pudo ser
debido a que al principio de la experimentacion la lisis de los SSVLM fue importante
(recordar que habia un exceso de biomasa para el sustrato disponible) y por tanto, los
microorganismos DN tuvieron una aportacién extra de carbono que no se midié. Por eso,
la proporcién es aparentemente mas baja el 6 de junio y seria normal o alta el 17 de junio
a medida que la aportacién de carbono por la lisis disminuyo.

Los valores de temperatura y pH mantenidos en la etapa de LLE-ANOX en ambos dias
muestreados, no presentaron tener una influencia negativa para el proceso de DN, ya que
los promedios de estos parametros fueron 19.35°C y 6.44 respectivamente para el 06 de
junio y 19.49°C vy 6.44 respectivamente para el 17 de junio.
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Figura 4.17. Evolucién temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con sacarosa, correspondiente al ciclo
muestreado el dia 06 de junio del 2008.
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Figura 4.18. Evolucion temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP,
temperatura y pH del periodo experimental con sacarosa,
correspondiente al ciclo muestreado el dia 17 de junio del 2008.
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4.4.2.1 Analisis de las velocidades de nitrificacion y desnitrificacién del sistema
alimentado con sacarosa

La Tabla 4.15 muestra las VEN y VEDN en funcion de la concentracion de SSVLM del
sistema alimentado con sacarosa en los dos dias de muestreo.

Tabla 4.15. Velocidades especificas de nitrificacién y desnitrificacion obtenidas en el
sistema alimentado con sacarosa.

mg N/g SSVLM.h
Fecha VEN (LLE-OX)  VEN (REAC-OX)  VEDN (LLE-ANOX) VEDN (SED)
06/06/2008 1.6 04 1.7 1.3
17/06/2008 2.8 0.7 1.1 -0.4

VEN = velocidad especifica de nitrificacion
VEDN = velocidad especifica de desnitrificacion

En cuanto al proceso de NT, en la Tabla 4.15 se observa que se vio favorecido conforme
la aclimatacion del sustrato y al parecer, esta aclimatacion si contribuyé algo a aumentar
la VEN hasta alcanzar VEN comparables s6lo en la zona inferior del intervalo de Randall
et al. (1992). Ademas, las VEN fueron superiores en las fases de LLE-OX que en las
fases de REAC-OX. Lo anterior posiblemente este relacionado por la mayor cantidad de
carbono inorgénico (CO,) disponible para los NT proveniente de la oxidacion aerobia de la
materia organica. Ya que como se observa en los perfiles de la DQOs de las figuras 4.17
y 4.18, la cantidad de DQOs en la fase de LLE-OX es superior a la de la fase de REAC-
OX puesto que para esta Ultima etapa, los microorganismos ya han agotado todo el
sustrato.

En cuanto al proceso de DN, en el apartado anterior se mostré que en la mayor parte del
periodo experimental este proceso fue deficiente. La Tabla 4.17 muestra que las VEDN
fueron superiores en la fase de LLE-ANOX que en la SED. Para el 6 de junio la VEDN fue
de 1.7 mg N/g SSVLM.h y 1.3 mg N/g SSVLM.h para la fase de LLE-ANOX y SED
respectivamente y para el 17 de junio la VEDN fue de 1.1 mg N/g SSVLM.h y -0.4 mg N/g
SSVLM.h respectivamente. Las diferencias encontradas en las VEDN entre estas dos
fases, estuvieron asociadas a las diferentes cantidades de sustrato disponible que fueron
accesibles para los desnitificantes en dichas fases. Como se nota en los perfiles de
remocion de DQO de las figuras 4.17 y 4.18, la cantidad de DQO contenida en la fase de
SED fue inferior a la de la fase de LLE-ANOX e fue insuficiente para alcanzar la misma
VEDN que en la fase de LLE-ANOX. Por otro lado, al comparar las VEDN obtenidas con
los valores reportados, notamos que en ninguno de los casos se alcanzaron VEDN
comparables a las encontradas por Minch et al. (1996).

Por tanto, aunque en la fase de LLE-ANOX las VEDN fueron mayores que las obtenidas
en la fase de SED, en ninguno de los casos hubo una DN total del N-NOx acumulado.
Entonces, se decidid calcular el efecto de la posible inhibicién de la DN por el OD vy el
efecto de la concentracion de sustrato en la fase de LLE-ANOX (los calculos para la
obtencion del valor de inhibicién por efecto del OD y por el sustrato fueron analogos a los
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realizados para el sistema alimentado con acetato). Dichos célculos mostraron que sélo
por el efecto del OD presente en la fase de LLE-ANOX, la VEDN se vio reducida para el 6
de junio en un 73% y para el 17 de junio en un 67%. Por la escasez del sustrato para los
mismos dias muestreados se vio reducida en un 37% y 48% respectivamente. Por tanto,
el promedio de la accién conjunta del OD y el escaso sustrato disponible estarian
reduciendo la VEDN respecto a la VEDN maxima en un 83 % en los dos ciclos
muestreados de este periodo. Entonces, las altas concentraciones de OD mantenidas en
las fases de LLE-ANOX y la escasez del sustrato fueron factores que influyeron
negativamente en el proceso de DN.

4.4.3 Analisis del comportamiento interno del sistema alimentado con
almidon

En las figuras 4.19, 4.20, 4.21 y 4.22 se presentan los graficos que muestran el
comportamiento de las especies de N y la variacion de la DQOs en el LM, asi como el de
OD, ORP, temperatura y pH correspondientes al tercer periodo experimental, el del
almidon. A diferencia de los sistemas alimentados con los SFB para el sistema con
almidon, fue posible muestrear cuatro ciclos a lo largo de los dos meses de
experimentacion. Lo anterior, con el fin de observar la diferencia entre el grado de
asimilaciéon y remocion de los nutrientes conforme los microorganismos se fueron
aclimatando al almidén. Todos los graficos de la Figura 4.19 corresponden al ciclo
muestreado el dia 3 de julio del 2008; los de la Figura 4.20 corresponden al ciclo
muestreado el dia 17 de julio del 2008; los de la Figura 4.21 corresponden al ciclo
muestreado el dia 31 de julio del 2008 y los de la Figura 4.22 corresponden al ciclo
muestreado el dia 14 de agosto del 2008

Los graficos a) y b) en todas las figuras muestran la variacion de las especies de N y de la
DQOs en el LM durante un ciclo de 5.16 h. La interrelacion es analoga a la Figura 5.16.

En el gréfico a) de cada una de las figuras (4.19 - 4.22) se presenta la remocién del N en
cada una de las etapas del ciclo. Se puede observar que los microorganismos nitrificantes
del lodo en las etapas aireadas del ciclo (0.66 - 3.32 h) removieron progresivamente el N-
NH," que entr6 con el afluente hasta una concentracion no detectable de N-NH," en todos
los casos. Esta disminucion del N-NH," contenido coincidié con el aumento gradual del N-
NOx hasta alcanzar una cantidad contenida de 120.07 mg o0 9.44 mg/L para el 03 de julio,
74.44 mg o 5.85 mg/L para el 17 de julio, 68.93 mg o0 5.42 mg/L para el 31 de julio y
66.17 mg o0 5.20 mg/L para el 14 de agosto. Lo anterior refleja que en la mayor parte del
periodo experimental con almidon, el proceso de NT fue adecuado permitiendo nitrificar
todo el N-NH," del afluente, y al igual que en el sistema con sacarosa, el proceso de NT
también aumentd conforme los microorganismos se aclimataron al almidén.

Al comparar los valores de OD, ORP, temperatura y pH registrados en los dias
muestreados con los 6ptimos para llevar a cabo un buen proceso de NT (Tabla 4.16), se
observa que fueron adecuados, y aunque los valores de temperatura y pH mantenidos en
este sistema fueron inferiores a los recomendados, esto no influy6 para que el proceso de
NT no se llevara a cabo en su totalidad.

Claudia Margarita Martinez Rodriguez

101



102

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN EL
COMPORTAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS EN UN
REACTOR BIOLOGICO SECUENCIAL

Tabla 4.16. Valores medios de OD, ORP, temperatura y pH
mantenidos en las fases aireadas de los dias
muestreados en el sistema con almidoén.

LLE-OX / REAC-OX
Fecha |OD(mglL)  ORP temrzf(r:"’;t“ra pH
03/07/08 22 117 19.2 6.5
17/07/08 2.1 521 19.1 6.6
31/07/08 0.9 337 19.4 6.9
14/08/08 1.9 540 19.4 6.5

En las etapas de anoxia del ciclo (LLE-ANOX, SED) para los dias de muestreo se observa
una disminucién de los N-NOx formados en las etapas aireadas. Sin embargo, se aprecia
que en todos los casos, no hay una DN de todo el N-NOx formado, en especial en las
etapas de LLE-ANOX (0 - 0.66 h). El dia 3 de julio la cantidad de N-NOx eliminada fue de
3.13 mg (3.59 %) que correspondi6é a una caida de N-NOx acumulado de 98.77 a 95.64
mg o de 5.16 a 4.34 mg/L, el 17 de julio la cantidad de N-NOx eliminada fue de 9.05 mg
(20 %) que correspondié a una caida de N-NOx acumulado de 58.16 a 47.13 mg o de
6.24 a 4.77 mg/L, el 31 de julio la cantidad de N-NOx eliminado fue de 3.1 mg (9.6 %) que
correspondié a una caida de N-NOx acumulado de 45.47 a 42.37 mg o de 5.05 a 4.29
mg/L y finalmente, para el 14 de agosto la cantidad de N-NOx eliminado fue de 3.6 mg
(11.14 %) que correspondio a una caida de N-NOx acumulado de 46.45 a 42.85 mg o de
5.16 a 4.34 mg/L. Por tanto, la DN media porcentual en el LLE-ANOX fue de 11 %.

Estas bajas capacidades de DN obtenidas, fueron también consecuencia de las altas
concentraciones de OD mantenidas en las fases de LLE-ANOX y la poca cantidad de
DQOs disponible para este proceso debido a que el almidon es un SLB (F/M 0.12-0.57 kg
DQO/(kg SSVLM.d). En la Tabla 4.17 se resumen los valores de OD, ORP, temperatura y
pH registrados en los dias muestreados durante las fases de LLE-ANOX. Como se
observa en la tabla, los valores altos de OD y por tanto, de ORP fueron consecuencia del
alto contenido de OD residual en el medio que no fue consumido por la baja
concentracion de DQOs y también, por la alta concentracion de N-NOx acumulados en el
sistema que no fueron DN. Los valores de temperatura mantenidos no presentaron tener
una influencia negativa para el proceso de DN. Por otro lado, los valores de pH
mantenidos fueron inferiores a los recomendados para dicho proceso. Por lo tanto, en
este sistema, el pH pudo haber sido otro parametro que posiblemente influyé en los bajos
rendimientos de eliminacion de los N-NOx.
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Tabla 4.17. Valores medios de OD, ORP, temperatura y pH
mantenidos en la fase de LLE-ANOX de los dias
muestreados en el sistema con almidoén.

LLE-ANOX
Fecha |OD(mgll)  ORP temp(fgt“ra pH
03/07/08 0.6 132 19.4 6.3
17/07/08 0.7 466 19.3 6.3
31/07/08 0.4 134 19.6 6.4
14/08/08 0.4 368 19.4 6.3

Los gréficos b) de cada uno de los dias muestreados presentan la remocion del almidén
en cada una de las etapas del ciclo. Se observa que a medida que entr6 DQOs en el
afluente, los microorganismos no lo asimilaron tan rapidamente, tanto asi que para el final
del ciclo en la mayoria de los casos, habia DQOs contenida en el reactor. El dia 03 de
julio la cantidad contenida de DQOs fue de 18.77 mg o 1.47 mg/L, y el 17 de julio no fue
detectable, posiblemente por la aclimatacion de los microorganismos al almidén. Sin
embargo, para los siguientes dias de muestreo donde se esperaria el mismo
comportamiento, la DQOs del efluente aumentd. Para el 31 de julio la DQOs fue de
146.56 mg 0 16.28 mg/L y el 14 de agosto fue de 40.41 mg o 4.52 mg/L.

Aunque a partir de la cuarta semana los microorganismos estan totalmente aclimatados al
sustrato (lo cual se confirmé con el acetato y la sacarosa), las variaciones y el aumento en
la concentracion de DQOs en el reactor posiblemente estén directamente relacionadas
con la disminucién progresiva del contenido de SSVLM en el reactor. Karahan-Gul et al.
(2006) reportaron que la hidrélisis del almidén ocurre mayormente dentro del floculos del
lodo activado al encontrar una disminucion en la actividad hidrolitica 18 veces menor
cuando la concentracion de biomasa presente fue baja. Si durante el periodo experimental
con almidén, la concentraciéon de SSVLM desde el primer hasta el ultimo dia experimental
disminuyd de 1720 - 375 mg/L, entonces se esperaria obtener una disminucién en la
remocion del almidén por la baja concentracion de SSVLM vy, lo cual, se vio reflejado con
el aumento de la DQOs aun después del periodo de aclimatacion. Por otro lado, es
importante recordar que el almidén al ser un SLB, los microorganismos lo hidrolizaron a lo
largo del ciclo de tratamiento quedando la proporcion mayormente asimilable en las
ultimas etapas del ciclo, esto también contribuyé a que en las etapas de REAC-OXy SED
la concentracion de DQOs fuera mayor.
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Figura 4.19. Evolucién temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con almidon, correspondiente al ciclo
muestreado el dia 03 de julio del 2008.
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Figura 4.20. Evolucion temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura

y pH del periodo experimental con almidén, correspondiente al ciclo
muestreado el dia 17 de julio del 2008.
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Figura 4.21. Evolucion temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con almidén, correspondiente al ciclo
muestreado el dia 31 de julio del 2008.

Claudia Margarita Martinez Rodriguez



CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y EVOLUCION DE LOS PARAMETROS
OPERACIONALES DE CADA SISTEMA EVALUADO

——NAHA en LM —— N\ inroducidos —A—N-NOxen LM —4+—DQOs contenidos en ciclo —&—DQOs introducidos
500
8 0 i
n a) o b)
60 ] '] ' '] 30
o \ s W
= -
=3
E g
= S W
¥ 150
20 100
10 50
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
00 1 M ; M 4 v 5 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h) Tiempo ()
% ‘ 0
LLE-ANOX LLE-OX AC-OX SED VAC LLE-ANO) var
) c) 500 REAC-OX d)
. 400
—i15
£ i)
o
a1
20
05 ;_ 100
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo () Tiempo (h)
196 665
LEAOL  LLEOK REACOX | SED Ve LEMOY  LLEOX REACOK | SED Vi
66
195
655 )
195 65
~ e) 645
< 18 =
— 64
194 635
63
193
625
193 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 62 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo () Tlempo (h)

a) Especies de N b) DQOs c) OD d) ORP e) temperatura f) pH.

Figura 4.22. Evolucién temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con almidon, correspondiente al ciclo
muestreado el dia 14 de agosto del 2008.
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4.4.3.1 Analisis de las velocidades de nitrificacion y desnitrificacién del sistema
alimentado con almidén

La Tabla 4.18 muestra las VEN y VEDN en funcion de la concentraciéon de SSVLM del
sistema alimentado con almidén en los cuatro dias de muestreo.

Tabla 4.18. Velocidades especificas de nitrificacion y desnitrificacion obtenidas en el
sistema alimentado con almidén.

mg N/g SSVLM.h
Fecha VEN (LLE-OX) VEN (REAC-OX) VEDN (LLE-ANOX) VEDN (SED)
03/07/2008 15 0.1 0.3 -0.9
17/07/2008 2.6 -1.1 1.6 0.3
31/07/2008 4.7 -2.6 0.8 -0.9
14/08/2008 6 -2.7 1.1 -0.6

VEN = velocidad especifica de nitrificacion
VEDN = velocidad especifica de desnitrificaciéon

En cuanto al proceso de NT en este sistema, es evidente observar que al igual que con
los otros sustratos, la NT es mayor en la fase de LLE-OX que en la de REAC-OX y para
dicha fase, las VEN obtenidas fueron comparables con la reportadas por Randall et al.
(1992)

En cuanto al proceso de DN, en el apartado anterior se mostré que en la mayor parte del
periodo experimental, este proceso también fue deficiente. Sin embargo, se observa que,
segun los resultados mostrados en la Tabla 4.18, las VEDN fueron menores que las
obtenidas con los SFB y que al igual que el sistema alimentado con sacarosa, las VEDN
en las fases andxicas fueron superiores que en las de la fase de SED. Para el 03 de julio
las VEDN fueron de 0.3 mg N/g SSVLM.h y -0.9 mg N/g SSVLM.h para la fase de LLE-
ANOX y SED respectivamente, el 17 de julio las VEDN fueron de 1.6 mg N/g SSVLM.h y
0.3 mg N/g SSVLM.h respectivamente, el 31 de julio las VEDN fueron de 0.8 mg N/g
SSVLM.hy -0.9 mg N/g SSVLM.h respectivamente y el 14 de agosto las VEDN fueron de
1.1 mg N/g SSVLM.h y -0.6 mg N/g SSVLM.h respectivamente. Al comparar estos valores
con los reportados en la bibliografia, notamos que en ninguno de los casos, las VEDN
alcanzadas fueron comparables a las indicadas en la bibliografia. Por lo tanto, ademas del
OD vy la escasez del sustrato disponible, el tipo de sustrato fue otra condicionante que
limité dicho proceso.

Aungue los perfiles de DQOs mostrados anteriormente indican que al final de la fase de
REAC-OX hay sustrato disponible como consecuencia de la previa hidrélisis del almidén y
el cual pudiera ser empleado por los desnitrificantes, las VEDN obtenidas en la fase de
SED indicaron que esto no favorecio6 la actividad de los desnitrificantes en dicha etapa. Lo
anterior, posiblemente este asociado ademas de la falta de condiciones andxicas en esta
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etapa, al pH, que se ha indicado que para este sistema, fue otra limitante para el proceso
de DN vy, que ademads, haya sido el causante de las menores VEDN con respecto a los
sistemas con los SFB.

Los calculos realizados para conocer el grado de inhibicién por efecto del OD vy por el
sustrato, mostraron que sélo por efecto del OD presente en la fase de LLE-ANOX, la
VEDN se vio reducida para el 03 de julio en un 74%, para el 17 de julio en un 78%, el 31
de julio en un 68% Yy el 14 de agosto en un 69%. Por la escasez del sustrato para los
mismos dias muestreados se vio reducida en un 50%, 45%, 40% y 32% respectivamente.
Por tanto, el promedio de la accién conjunta del OD y el escaso sustrato disponible
estarian reduciendo la VEDN en un 84% de su valor éptimo a lo largo de todo el periodo
experimental.

4.4.4 Analisis del comportamiento interno del sistema alimentado con
albumina de huevo

En las Figuras 4.23, 4.24, 4.25, 4.26 y 4.27 se presentan los graficos que muestran el
comportamiento de las especies de N y la variacion de la DQO en el LM, asi como el de
OD, ORP, temperatura y pH correspondientes al cuarto periodo experimental, la albimina
de huevo. A diferencia del sistema alimentado con almidén (cuatro ciclos muestreados),
en este caso se muestrearon 5 ciclos. El dltimo ciclo correspondié a la ultima fase en la
cual ya no se incluyé el NH4Cl en el ARS. Todos los graficos de la Figura 4.23
corresponden al ciclo muestreado el dia 18 de septiembre del 2008; los de la Figura 4.24
corresponden al ciclo muestreado el dia 7 de octubre del 2008; los de la Figura 4.25
corresponden al ciclo muestreado el dia 16 de octubre del 2008; los de la Figura 4.26
corresponden al ciclo muestreado el dia 29 de octubre del 2008 y finalmente los de la
Figura 4.27 corresponden al ciclo muestreado el dia 14 de noviembre del 2008.

Los graficos a) y b) en todas las figuras muestran la variacion de las especies de N y de la
DQOs en el LM durante un ciclo de 5.16 h. La interrelacion es analoga a la Figura 5.16.

En el gréfico a) de cada una de las figuras (4.23 - 4.27) se presenta la remocién del N en
cada una de las etapas del ciclo. Se puede observar que los nitrificantes del lodo activado
en las etapas aireadas del ciclo (0.66 - 3.32 h) removieron progresivamente el N-NH," que
entr6 con el afluente hasta una cantidad no detectable de N-NH;" para el 18 de
septiembre. Esta disminucion progresiva del N-NH," entrante coincidié con el aumento
gradual del contenido de N-NOx hasta alcanzar una cantidad contenida de 176 mg o 13.8
mg/L. Posterior a este dia, el sistema present6 una deficiente NT ya que el contenido de
N-NH," en el efluente comenzé a aumentar progresivamente conforme al tiempo. El 07 de
octubre la cantidad contenida de N-NH," al final del ciclo fue de 77.9 mgo 6.1 mg/L, el 16
de octubre fue de 143 mgo 11.3 mg/L y el 29 de octubre su concentracion fue de 116 mg
0 9.1 mg/L. Aungue durante este periodo el contenido de N-NH," en el efluente fue alto, si
hubo NT, pues para los mismos dias de muestreo, las siguientes cantidades contenidas
de N-NOx fueron encontradas, 354 mg o 27.8 mg/L para el 7 de octubre, 155 mg 0 12.2
mg/L para el 16 de octubre y 178 mg o 14 mg/L para el 29 de octubre. Lo anterior refleja
gue el proceso de NT si se llevé a cabo. Sin embargo, fue insuficiente para nitrificar todo
el N-NH," que entrd con el afluente (NH4Cl + NOA), debido a la acumulacién de N-NH;
libre formado por el exceso de N-NH," y que inhibi6 el 43% de la NT (véase apartado
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4.3.2). Una vez eliminado el NH,Cl del ARS, el proceso de NT mejord. Para el 14 de
noviembre la concentracion efluente de N-NH," fue practicamente nula, coincidiendo con
una cantidad contenida de 125 mg N-NOx 0 9.9 mg N-NOx/L. Lo anterior corroboré que
el alto contenido de nitr6geno en el afluente era lo que estaba afectando este proceso y
no fue consecuencia del tipo de sustrato.

Al comparar los valores de OD, ORP, temperatura y pH registrados en los dias
muestreados (Tabla 4.19) con los 6ptimos para llevar a cabo un buen proceso de NT, se
observa que los valores de pH mantenidos fueron inferiores a los recomendados,
oscilando entre 5.5 — 7.0. Por tanto, el pH posiblemente tuvo cierta influencia en la
inhibicion de dicho proceso. Los valores de estos parametros del dia 16 de octubre no fue
posible obtenerlos.

Tabla 4.19. Valores medios de OD, ORP, temperatura y pH
mantenidos en las fases aireadas de los dias
muestreados en el sistema con albUmina de huevo.

LLE-OX / REAC-OX
Fecha | OD(mg/ll)  ORP tem'[zfgtura pH
18/09/08 2 382 18.7 5.9
07/10/08 2.1 592 18.8 5.8
29/10/08 2.3 225 18.3 6.6
14/11/08 2.16 460 18.6 7

En las etapas de anoxia del ciclo (LLE-ANOX, SED, y VAC) para los dias de muestreo, se
observé una deficiente disminucion de los N-NOx formados en las etapas aireadas y
siendo més evidente en las fases de SED. El dia 18 de septiembre la cantidad contenida
de N-NOx en esta etapa no disminuy0, sino aumenté 9.27 mg que correspondidé a un
aumento de N-NOx acumulado de 117 a 127 mg, el 07 de octubre la cantidad de N-NOx
contenida fue de 13.08 mg que correspondié a una caida de 253 a 240 mg, el 16 de
octubre la cantidad de N-NOx contenida fue de 10.4 mg que correspondié a un aumento
de 109 a 119 mg N-NOx, el 29 de octubre la cantidad de N-NOx contenida fue de 3 mg
que correspondié a un aumento de 125 a 128 mg N-NOx y finalmente para el 14 de
noviembre la cantidad de N-NOx contenida fue de 7.1 mg que correspondié a una caida
de 98.9 a 91.8 mg N-NOXx.

Las bajas capacidades de DN menores a las obtenidas con los SFB y con el almidon,
fueron consecuencia de las altas concentraciones de OD mantenidas en las fases de LLE-
ANOX, la poca cantidad de DQOs disponible para este proceso debido a que la albimina
es un SLB (F/M 0.11-0.41 kg DQO/(kg SSVLM.d), y al descontrol que hubo en el sistema
por el alto contenido de nitrégeno en el afluente. En la Tabla 4.20 se resumen los valores
de OD, ORP, temperatura y pH registrados en los dias muestreados durante las fases de
LLE-ANOX. Como se observa en la tabla, los valores altos de OD vy, por tanto, de ORP
fueron consecuencia del alto contenido de OD residual en el medio que no fue consumido
por la baja concentracion de DQOs y también por la alta concentracion de N-NOx
acumulados en el sistema que no fueron DN. Los valores de temperatura mantenidos no
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presentaron tener una influencia negativa en este proceso. Por otro lado, los valores de
pH mantenidos (18 de septiembre y 07 de octubre) fueron inferiores a los recomendados
para dicho proceso. Por lo tanto, en este sistema (al igual que el sistema con almidoén), el
pH pudo haber sido otro parametro que posiblemente influy6 en los bajos rendimientos de
eliminacion de los N-NOXx.

Tabla 4.20. Valores medios de OD, ORP, temperatura y pH
mantenidos en la fase de LLE-ANOX de los dias
muestreados en el sistema con albimina.

LLE-ANOX
Fecha | OD(mgll)  ORP tem‘;‘fgtura pH
18/09/08 0.6 221 18.8 6
07/10/08 0.4 505 18.8 6
29/10/08 0.6 412 18.3 6.6
14/11/08 05 469 18.6 6.8

Los graficos b) de cada uno de los dias muestreados presentan la remocién de la
albumina en cada una de las etapas del ciclo. Se observa que este sustrato tuvo un
comportamiento de remocion similar al almidén. En los graficos se aprecia que a medida
que entré6 DQOs en el afluente, los microorganismos no la asimilaron tan rapidamente,
tanto asi que para el final del ciclo en la mayoria de los casos, habia DQOs contenida en
el reactor. El dia 18 de septiembre la cantidad contenida de DQOs no fue detectable, el 7
de octubre fue de 48.39 mg o 5.37 mg/L, el 16 de octubre fue de 78 mg o0 8.66 mg/L y
para el 14 de noviembre fue de 33 mg o 3.67 mg/L.

Las variaciones y el aumento en la concentracibn de DQOs en el reactor, también
pudieron ser consecuencia de la disminuciéon de SSVLM que predomino en este sistema.
La concentracién de SSVLM desde el primer hasta el ultimo dia experimental disminuy6
de 1550 - 595 mg/L. Asumiendo que al ser la albimina un SLB que necesita ser
hidrolizado antes de asimilarse, tendria que tener el mismo mecanismo de remocién que
el almidoén y, por lo tanto, una baja en la concentracién de SSVLM también impactaria en
el grado de remocion de la misma a lo largo del tiempo, y esto, a su vez, favorecera el
aumento de la DQOs aunque los microorganismos estén aclimatados a este sustrato
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Figura 4.23. Evolucién temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con albumina de huevo, correspondiente al
ciclo muestreado el dia 18 de septiembre del 2008.
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Figura 4.24. Evolucién temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con albumina de huevo, correspondiente al
ciclo muestreado el dia 07 de octubre del 2008.

Claudia Margarita Martinez Rodriguez

113



114

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN EL
COMPORTAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS EN UN
REACTOR BIOLOGICO SECUENCIAL

——N-NH3en LM
180

—a—N-NH4 introducidos

—&—N-NOxen LM

160
140
120

<100

8

60

40

2

a)

Tiempo ()

DOO (ma)

600

500

400

300

20

100

—&—DQOs contenidos en ciclo —a—DQOs introducidos

b)

3
Tiempo ()

a) Especies de N b) DQOs.

Figura 4.25. Evolucion temporal del comportamiento del N, DQOs, del periodo
experimental con albumina de huevo, correspondiente al ciclo muestreado

el dia 16 de octubre del 2008.
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Figura 4.26. Evolucién temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con albumina de huevo, correspondiente al
ciclo muestreado el dia 29 de octubre del 2008.
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Figura 4.27. Evolucion temporal del comportamiento del N, DQOs, OD, ORP, temperatura
y pH del periodo experimental con albumina de huevo, correspondiente al
ciclo muestreado el dia 14 de noviembre del 2008.
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4.4.4.1 Analisis de las velocidades de nitrificacion y desnitrificacién del sistema
alimentado con albumina

La Tabla 4.21 muestra las VEN y VEDN en funcion de la concentracion de SSVLM del
sistema alimentado con albimina en los cinco dias de muestreo.

Tabla 4.21. Velocidades especificas de nitrificacién y desnitrificacion obtenidas en el
sistema alimentado con albumina de huevo.

mg N/g SSVLM.h
Fecha VEN (LLE-OX) VEN (REAC-OX) VEDN (LLE-ANOX) VEDN (SED)
18/09/2008 25 0.4 -1.1 0.5
07/10/2008 34 5.7 2 3
16/10/2008 0.4 0.2 -1.9 -0.6
29/10/2008 25 3 -0.5 -0.4
14/11/2008 0.5 -0.1 1.4 -0.9

VEN = velocidad especifica de nitrificacion
VEDN = velocidad especifica de desnitrificacion

En la Tabla 4.21 se puede observar que las VEN a diferencia de las obtenidas con los
otros sistemas tuvieron una mayor variabilidad, y que igual que con los otros sustratos, la
NT fué mayor en la fase de LLE-OX que en la de REAC-OX y para dicha fase, las VEN
obtenidas los dias 18 de septiembre, 7 y 29 de octubre fueron las comparables con la
reportadas por Randall et al. (1992).

En cuanto al proceso de DN, en el apartado anterior se mostrdé que en la mayor parte del
periodo experimental este proceso también fue deficiente. Sin embargo, es evidente
observar que las VEN y VEDN fueron menores que las obtenidas con los SFB y el
almidon en ambas fases del ciclo (LLE-ANOX y SED) y ademas, predominando valores
negativos. Por lo tanto ademéas del OD, la escasez del sustrato disponible, y tipo de
sustrato, el N-NH; libre que predominé en este sistema, no parecié Unicamente haber
tenido un efecto negativo sobre el proceso de NT sino también sobre la DN. Ademas, la
previa hidrélisis de la albumina que favoreci6 DQOs al final de la fase de REAC-OX
tampoco mejoro la actividad de los desnitrificantes en la fase de SED.

Los calculos realizados para conocer el grado de inhibicién por efecto del OD vy por el
sustrato, mostraron que sdélo por efecto del OD presente en la fase de LLE-ANOX la
VEDN se vio reducida para el 18 de septiembre en un 59%, 69% para el 7 de octubre,
76% el 29 de octubre y 73% el 14 de noviembre. Por la escasez del sustrato para los
mismos dias muestreados se vio reducida en un 50%, 20%, 37% y 40% respectivamente.
Por tanto, el promedio de la accion conjunta del OD y el escaso sustrato disponible
estarian reduciendo la VEDN en un 80% de su valor éptimo a lo largo de todo el periodo
experimental.
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Capitulo 5

Caracterizacion microbiolégica del lodo activado en cada
sistema evaluado

En este capitulo se presentan los resultados de la caracterizacion microbiolégica del lodo
activado de los cuatro sistemas de tratamiento evaluados en esta tesis. Dicha
caracterizacion, incluye el andlisis de los diferentes tipos de MF encontrados en el LM de
cada sistema experimental. Se analiza la abundancia total y la frecuencia de aparicion de
cada tipo identificado. Ademas, se realiza un estudio de la evolucion temporal de la
microflora en cada sistema evaluado. Se establece la correlacién entre el crecimiento de
los MF y algunas variables fisicoquimicas como son OD, F/M, TRC, deficiencia de
nutrientes, pH y contenido de nutrientes. De manera general, se realiza también un
estudio de la microfauna del lodo activado y la estructura flocular

Finalmente se discute la actividad biolégica del lodo activado a partir de la medida de la
VCO, VECO, YamY Yobs para cada uno de los sustratos evaluados.

5.1 Analisis de la microfloray microfauna en cada sistema evaluado

5.1.1 Microflora del reactor bioldgico

La Tabla 5.1 muestra las abundancias medias y las variaciones para el total de MF
encontrados durante todo el periodo experimental en cada uno de los sistemas evaluados.
Recordar que el periodo de experimentacion con los SFB fue alrededor de 1 mes y el
periodo de experimentacion con los SLB fue alrededor de 2 meses.
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Tabla 5.1. Medias y desviaciones tipicas de la abundancia de los MF del lodo activado en
los cuatro sistemas evaluados.

n Media DeS\{iacién Intervalo
estandar
Longitud de filamentos
m/ml 3 266 - 234 - 301
Acetato m/g 3 9.7E+05 - 7.E+05 - 1.E+06
m/m 2 773.3 - 760 - 787
Sacarosa m/g 2 1.2E+06 - 1.E+06 - 1.E+06
m/ml 10 138.8 88.4 42.7 - 293
Almidén m/g 10  3.0E+05 2.9E+05 5.1E+04 - 9.E+05
Almbimina m/mi 14 37.6 29.0 153 - 108
de huevo m/g 14  6.1E+04  4.9E+04 1.82E+05 - 1.58E+04

10000000

1000000

100000

Longitud de filamentos

m/gSSVLM

acetato m/mL

sacarosa

almidon .
albumina

Figura 5.1. Abundancia de los MF en cada uno de los sistemas evaluados.

Como se puede apreciar en la Tabla 5.1 y en la Figura 5.1, el sistema alimentado con
sacarosa fue el que present6 mayor abundancia de MF con 266 m/mL o 1.2E+06 m/g
SSVLM en contraste con el sistema alimentado con albimina que presenté una
abundancia de 37.6 m/mL o 6.1E+04 m/g SSVLM. En la tabla también se observa que
todos los sistemas evaluados presentaron valores de abundancia de MF superior a 25
m/mL. Segun Salvado (1990), a partir de 25 m/mL se puede encontrar una cantidad
considerable de filamentosos (IVL > 100 mL/g). Como se analizara mas adelante, todos
los sistemas presentaron valores de IVL por encima de los 100 mL/g y sin embargo, no
todos los sistemas presentaron esponjamiento filamentoso (recordar que un lodo con IVL
> 150 mL/g es caracteristico por presentar esponjamiento filamentoso).
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5.1.1.1 Evolucién temporal de los MF

La Figura 5.2 presenta la evolucion temporal de la abundancia de los MF a lo largo de
cada periodo experimental con cada uno de los sustratos evaluados. En los gréaficos a) y
b) de la Figura 5.2 correspondientes a los sistemas alimentados con los SFB, se observa
que los MF tendieron a aumentar su abundancia en el tiempo. De los sistemas
alimentados con los SLB (c y d), el sistema con almidon presentd un aumenté progresivo
en la abundancia de los MF al mes de experimentacion con este sustrato. Por el contrario,
en el sistema alimentado con albimina de huevo la abundancia de los MF permaneci6
constante durante gran parte del periodo experimental. Lo anterior posiblemente estuvo
relacionado con la acumulacion del N-NH; libre que se favorecié en este sistema, puesto
que la menor abundancia de MF presentada, coincidi6 con el periodo en el cual la
acumulacion de N-NH; libre inhibié alrededor del 43% del proceso de NT (ver apartado
4.3.2). Ademas, en la Figura 5.2 (d) se observé un aumento en la abundancia de los MF
una vez eliminado este efecto del sistema (Ultimas dos semanas de experimentacion)
indicando que posiblemente este fue un factor que si limit6 el crecimiento de los MF en el
sistema. Por lo tanto, la acumulacién de N-NH3 no Unicamente inhibié parte del proceso
de NT y DN, sino también el desarrollo de los microorganismos predominantes en este
sistema, los MF.
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Figura 5.2. Evolucion temporal de la abundancia de los MF a lo largo del periodo
experimental con cada uno de los sistemas evaluados a) acetato, b)
sacarosa, c¢) almidoén, d) albimina de huevo.

En el Capitulo anterior, se indic6 que la concentraciéon de DQOAr mantenida en esta
investigacion (150 mg/L) favorecid ambientes con escaso sustrato disponible, lo que
ocasioné la deficiente DN, el aumento de la F/M y la pérdida de SSVLM en todos los
sistemas. Autores como Jenkins et al. (1993) y Eikelboom (2000) asocian como causas
gue favorecen el crecimiento de los MF, las bajas concentraciones de sustrato y ademas,
que el sustrato sea facilmente biodegradable. Cuando el sustrato en el sistema es escaso,
los MF son capaces de extenderse fuera de los fléculos para acceder al sustrato, siendo
este, su mecanismo de competencia sobre los FF ante tal condicion. La capacidad que
muestran los MF para predominar en estas condiciones, es debida segun la teoria de la
seleccidn cinética (Chudoba et al. (1973a, 1973b, 1973c)), por presentar 4 mayor a
concentraciones bajas de sustrato por ser mas afines a él (revisar apartado 2.6.2).

La Figura 5.3 presenta la estructura flocular predominante en cada sistema evaluado. Se
puede apreciar que todos los sistemas presentaron crecimiento de MF fuera de los
fléculos, mostrando los sistemas alimentados con los SFB la mayor abundancia. Situacién
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gue como mas adelante se analizara, ocasion6 la produccion de fl6culos irregulares,
débiles y poco compactos especificamente en los sistemas alimentados con los SFB.

Figura 5.3. Fotografias en microscopio Optico del crecimiento de los MF fuera de la
estructura flocular en cada uno de los sistemas evaluados a 400x a) acetato,
b) sacarosa, c) almidon (100X), d) albimina de huevo (200X).

En conclusion, la baja concentracién de DQOr mantenida en esta tesis de maestria (150
mg/L) favorecié que predominaran en todos los sistema, condiciones con escaso sustrato
disponible que beneficié el crecimiento de los MF, principalmente en los sistemas
alimentados con los SFB. Esta diferencia de crecimiento de los MF pudo ser
consecuencia de dos razones, 1) la hidrélisis del almidén y albimina ocurren mayormente
dentro de los floculos del lodo activado (Karahan et al. 2006) y esto, favorece que los MF
no tengan que crecer fuera del floculo para acceder al sustrato y 2) al ser el almidén y la
albumina SLB que requirieron ser previamente hidrolizados, favorecié (como se observo
en los perfiles de remocion de ambos sustratos en el capitulo anterior) concentraciones de
sustrato residual soluble que pudieron ser aprovechadas por MF y FF.
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Evolucion temporal de la abundancia de filamentos y los SSVLM

La Figura 5.4 presenta la evolucién temporal de la abundancia de los MF y los SSVLM a
lo largo de cada periodo experimental con cada uno de los sustratos evaluados.
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Figura 5.4. Evolucion temporal de la abundancia de los MF y los SSVLM a lo largo del
periodo experimental con cada uno de los sistemas evaluados, a) acetato, b)
sacarosa, c) almidén, d) albumina de huevo.

En cada uno de los gréficos de la Figura 5.4 se observa que la concentracion de SSVLM
en los cuatro sistemas evaluados tendié a disminuir conforme aumenté la abundancia de
los MF. La disminucién de los SSVLM observable en todos los sistemas evaluados indico
gue los sistemas no llegaron a una estabilidad (diferente a lo reportado por Ekama, 1986).
Esta disminucion de los SSVLM fue consecuencia del poco sustrato disponible para la
biomasa presente en el reactor (ver apartado 4.3.4).

La pérdida de los SSVLM en los cuatro sistemas evaluados fue diferente. En la Figura 5.3
se puede notar que todos los sistemas arrancaron con una concentracion inicial de
SSVLM alrededor de 1600 mg/L y que el sistema con acetato, present6 la mayor pérdida
de SSVLM puesto que al final de la experimentacion, la concentracion de biomasa en el
reactor fue de 222 mg/L. Mientras que para el sistema con sacarosa y los sistemas con
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los SLB, la concentracién de biomasa en el reactor oscil6 alrededor de 600 mg/L (recordar
que el periodo experimental con los SLB fue de dos meses).

En el Capitulo anterior se demostré que el sustrato mas rapidamente asimilado por los
microorganismos fue el acetato, tanto asi, que para la fase de LLE-OX la concentracion
contenida de DQOs fue de 0.9 mg/L y por tanto, la mayor parte del ciclo los
microorganismos se mantuvieron en un ambiente carente de sustrato o en metabolismo
enddgeno. Lo anterior, ocasiond una mayor disminucién de SSVLM como consecuencia
de la pérdida de los microorganismos que no resistieron estas condiciones. Ademas,
cuando en un sistema predominan este tipo de condiciones (poco sustrato disponible), los
microorganismos que predominan son aquellos capaces de competir por el sustrato
disponible y en esta experimentacion, fueron los MF. Quienes por presentar abundancias
superiores a 20 m/mL en los cuatro sistemas evaluados, indicaron haber sido los
microorganismos que resistieron las bajas concentraciones de sustrato y predominar en
los sistemas. Asi mismo, lo anterior refleja que los MF no Unicamente son capaces de
competir por los SFB, sino también por los SLB.

Segun EMASESA (1997), la disminuciéon de los SSVLM en un sistema con baja
concentracién de sustrato disponible, es debida a que el mecanismo que predomina es la
acumulacion de productos de reserva y no la sintesis de nueva biomasa. Lo anterior
correlaciono con los valores de Yam Y Yops Obtenidos en esta experimentacion. Como se
analizara mas adelante, los valores de Y, fueron superiores a los de Y, indicando que
este fue el mecanismo que posiblemente utilizaron los MF para predominar en los
sistemas que presentaron esponjamiento filamentoso.

Evolucién temporal de la abundancia de filamentos y la F/IM

La Figura 5.5 presenta la evolucién temporal de la abundancia de los MF y la F/M a lo
largo de cada periodo experimental con cada uno de los sustratos evaluados.
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Figura 5.5. Evolucion temporal de la abundancia de los MF y la F/M a lo largo del periodo
experimental con cada uno de los sistemas evaluados a) acetato, b) sacarosa,
¢) almidon, d) albamina de huevo.

En cada uno de los graficos de la Figura 5.5 se observa que la F/M en los cuatro sistemas
evaluados tendié a aumentar conforme aumento la abundancia de los MF. El sistema
alimentado con albumina de huevo no siguié estrictamente este comportamiento. Aqui es
necesario recordar que la disminucién de la abundancia de los MF en este sistema se vio
disminuida por el posible efecto negativo que causé el N-NH; libre. Por tanto, si esta
inhibicidbn no hubiera predominado en el sistema, probablemente se observaria el mismo
comportamiento que tuvieron ambos parametros con los otros sistemas.

Los valores medios de F/M (Tabla 4.14) mostraron que el sistema con acetato fue el que
presentd el mayor aumento de la F/M (0.7 kg DQO/ (kg SSVLM.d)). Lo anterior, como se
indicé en el apartado 4.3.4, fue consecuencia de la mayor pérdida de SSVLM que
presentd este sistema. Ello debido a que los SSVLM fueron disminuyendo mientras la
carga de sustrato siguié constante (150 mg/L).

Una vez alcanzado un valor de F/M constante en los sistemas evaluados, se podria
afirmar que la concentracién de sustrato es suficiente para mantener a la biomasa
presente en el reactor y por tanto, no habra pérdida de SSVLM y el sistema habra llegado
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a una estabilidad. Lo anterior, posiblemente si se haya logrado Unicamente en el sistema
alimentado con albumina, puesto que al final del periodo experimental la concentraciéon de
SSVLM se mantuvo alrededor de 600 mg/L (Figura 5.4 d) y la F/M varié entre 0.29 — 0.31
kg DQO/ (kg SSVLM.d) (Figura 5.5 d).

Efecto de la abundancia de los MF sobre el IVL

La Figura 5.6 presenta el efecto de la abundancia de los MF sobre el IVL a lo largo de
cada periodo experimental con cada uno de los sustratos evaluados.
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Figura 5.6. Efecto de la longitud de filamentos sobre el IVL para cada uno de los sustratos
evaluados, a) acetato, b) sacarosa, c) almidén, d) albumina de huevo.

Como se observa en la Figura 5.6, hubo una correlacién positiva entre la abundancia de
los MF y el IVL en los cuatro sistemas evaluados. Sin embargo, la mayor correlacién entre
ambos parametros fue para los sistemas alimentados con sacarosa (R? =0.75) y para el
sistema con albtimina (R? = 0.61) indicando que a medida que incrementd la abundancia
de los MF, aument6 el IVL (el grado de esponjamiento del lodo). La correlacién positiva
que se da entre ambos pardmetros es debida a que el IVL representa el grado de
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compactacion de los fléculos del lodo activado. Un crecimiento excesivo de los MF fuera
del floculo, condicionara su grado de compactacion llegandose a obtener valores elevados
de IVL a medida que los MF aumentan. Un IVL entre 75 — 125 mL/g es caracteristico de
un lodo constituido por fl6culos compactos y resistentes. Mientras que un lodo que
presente IVL mayor 150 mL/g es caracteristico por mostrar fléculos de estructura abierta
poco compactos y, mostrando un grado de sedimentacion escaso (Jenkins et al. 1993).

La Tabla 5.2 presenta los valores medios, las desviaciones estandar y los intervalos de
IVL en cada uno de los sistemas evaluados. En esta, se puede observar que los sistemas
alimentados con los SFB presentaron valores medios de IVL superiores a 150 mL/g. Estos
valores fueron 335 y 471 mL/g para el acetato y la sacarosa respectivamente. Aunque lo
anterior indica que el sistema con sacarosa fue el que presentd el mayor esponjamiento,
en la Figura 5.6 se observa que el sistema con acetato presenté un IVL por encima de
1000 mL/g, mientras que el IVL para la sacarosa no llegé a ser superior de 651 mL/g. Por
lo tanto, el sistema con acetato fue el que present6 el mayor esponjamiento. Lo anterior
fue debido a que en la mayor parte del ciclo, los microorganismos se mantuvieron en un
ambiente carente de sustrato o en metabolismo endogeno (ver apartado 4.4.1) donde los
MF compitieron eficientemente por el sustrato disponible aumentando su abundancia.

En relacion a los sistemas con los SLB, se observa que el sistema con almidén, fue el
dnico que no mostré esponjamiento al presentar valores de IVL que oscilaron entre 45 —
152 mL/g. Por el contrario, los IVL para el sistema con albumina fluctuaron entre 68 — 257
mL/g. Sin embargo, no se descarta que estos sistemas durante algunos dias de
experimentacion, (ver gréficos c) y d) Figura 5.6) presentaron el problema de pinc floc por
presentar IVL menor de 75 mL/g, y como se observa en los graficos, no fue el problema
dominate.

Tabla 5.2. Valores medios de IVL en cada uno de los sistemas evaluados.

mL/g
n Media DeS\{lamon Intervalo
estandar
Acetato 9 335 266 193 - 1033
Sacarosa 8 471 119 274 - 651
Almidoén 16 105 26 45 - 152
Albumina 20 113 48 68 - 257
de huevo

La Figura 5.7 muestra la escasa compactacion del lodo en el sistema con acetato en
comparacion con el sistema que no presentd esponjamiento, el almidon.
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Figura 5.7. Compactacion del lodo en el sistema a) acetato (lodo esponjado), b) almidon.

En conclusién, los sistemas alimentados con acetato, sacarosa y albUmina presentaron
esponjamiento filamentoso y como se analizarda mas adelante, también afect6 en las
caracteristicas que presentaron los fléculos en estos sistemas, en especial con los SFB
donde el esponjamiento fue mayor. Ademas, el tipo de sustrato si influyé en el grado de
esponjamiento que presentd cada sistema puesto que todos fueron evaluados bajo las
mismas condiciones (DQOar = 150 mg/L, OD = 2 mg/L, TRC = 11 d).

Evolucion temporal del IVL y los SSVLM

En la Figura 5.8 se presenta la evolucién temporal del IVL y los SSVLM a lo largo de cada
periodo experimental con cada uno de los sistemas evaluados. Como ya se presento
anteriormente, la concentracion de SSVLM disminuyé en el tiempo en todos los casos
estudiados, mientras que el IVL se mantuvo mas o0 menos constante con una tendencia a
aumentar hacia el final de cada periodo de estudio.

Los resultados obtenidos en esta tesis se compararon con los reportados por Gulez
(2005) en cuanto al efecto del acetato y la sacarosa sobre los MF. Gulez (2005) encontro
un aumento del IVL alrededor de los 1000 mL/g para el acetato y desde 200 a 2500 mL/g
para la sacarosa, mientras que en esta experimentacion, valores de IVL hasta 1033 mL/g
para el acetato y 651 mL/g para la sacarosa fueron alcanzados. Con el aumento del IVL,
Gulez (2005) reportd una disminucion de los SSVLM hasta concentraciones de 200 mg/L
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en ambos sustratos y los encontrados en esta experimentacién fueron de 222 mg/L y 600
mg/L para el acetato y sacarosa respectivamente.

Por otro lado, Puigagut et al. (2007) quienes evaluaron el efecto del almidén sobre la
microfauna del lodo activado utilizando agua residual municipal prefloculada, encontraron
que el IVL para el sistema alimentado con almidén vario alrededor de los 45 mL/g,
mientras que en esta experimentacion el IVL varié entre 45 — 152 mL/g. Aunque en
ninguno de los casos el almidén favorecié esponjamiento, la diferencia del valor en esta
investigacion con la reportada por Puigagut et al. (2007), posiblemente sea debido a que
en esta tesis el almidén fue la Unica fuente de carbono, limitando de esta forma, que los
microorganismos obtuvieran energia de otros sustratos.
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Figura 5.8. Evolucion temporal de la abundancia del IVL y los SSVLM a lo largo del
periodo experimental con cada uno de los sistemas evaluados a) acetato, b)
sacarosa, c) almidén, d) albumina de huevo.
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5.1.1.2 Frecuencia de los diferentes tipos de MF del lodo activado

En las Figura 5.9 se presentan los principales tipos de MF encontrados para los sistemas
alimentados con acetato, sacarosa, almidon y albumina de huevo. Asi mismo, se presenta
la frecuencia de aparicion de cada tipo de MF en cada uno de los sistemas evaluados.

En el sistema alimentado con acetato, los principales grupos de MF fueron el Tipo 1701
(88%), Thiothix (33%), Nostocoida limicola (55%) y Sphaerotilus natans (11%). El sistema
con sacarosa presenté a S. natans (100%), Tipo 1701 (87%), Thiothrix (37%) y N. limicola
(62%). El sistema con almidén present6 a S. natans (75%), Tipo 1701 (87%), Thiothrix
(37%) y N. limicola (43%). El sistema con albumina de huevo presenté a Tipo 0041 (90%),
Haliscomenobacter hydrossis (85%), Tipo 0803 (70%) y N. limicola (30%).
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Figura 5.9. Frecuencia de aparicién de los MF encontrados en cada uno de los sistemas
evaluados a) acetato, b) sacarosa, ¢) almidén, d) albimina de huevo.

En resumen, se observa que en los sistemas alimentados con los SFB y el sistema con
almidon, se encontraron los mismos tipos de MF representativos: Tipo 1701 y N. limicola.
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S. natans Unicamente fue representativo en los sistemas alimentados con sacarosa y
almidén. En el sistema alimentado con albumina los MF representativos fueron: Tipo
0041, H. hydrossis y Tipo 0803.

La Tabla 5.3 presenta una recopilacién bibliografica de diferentes tipos de MF reportados
en funcion del tipo de sustrato utilizado. Como se puede observar, en sustratos como el
acetato, sacarosa y almidén fueron reportados algunos o varios de los siguientes MF
como predominantes: S. natans, N. limicola y Thiothrix. Al comparar estos resultados con
los obtenidos en esta experimentacion notamos que son similares, ya que S. natans fue el
MF predominante con los sistemas alimentados con sacarosa y almidon, y para el sistema
con acetato fueron 1701 y Thiothrix. Siendo S. natans uno de los MF mas reportados en la
mayoria de estos estudios. Estos resultados con comparables en la presente tesis.

Tabla 5.3. MF predominantes en funcién del tipo de sustrato
empleado y reportados en la bibliografia.

Tipo d_e agua Tipo d(_e MF Referencia
residual predominante
Agua residual
prefloculada con S. natans Puigagut et al . (2007)
almidoén
Agua residual
sintética con S. natans Gulez (2005)
sacarosa
. Agua residual S. natans Gulez (2005)
sintética con acetato
Agua residual Tipo 021N Beccari et al . (1998)

sintética con acetato

S. natans, Tipo

Azucaresy almidon | 764 '\ jimicolay  Jenkins et al. (1993)

soluble Tipo 1851
Tipo 021N,
Acetato Thiothrix, Tipo 0914  Jenkins et al. (1993)
y N. limicola
. Agua residual Tipo 021Ny S. Wanner and Novak, 1990
sintética con acetato natans

Para el sistema con albumina de huevo no se realizé una comparativa ya que hasta el
momento, no ha habido un estudio que permita relacionar los MF predominantes cuando
esta ha sido la unica fuente de carbono.

Claudia Margarita Martinez Rodriguez



CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DEL LODO ACTIVADO EN CADA
SISTEMA EVALUADO

En el Capitulo 2 se discutieron algunos mecanismos que se han planteado para explicar
los motivos que favorecen que los MF predominen sobre los FF. Sin embargo, diversos
autores (Eikelboom, 2000; Lee, 1996; Jenkins et al., 1993) han relacionado la aparicion de
estos, con algunas causas asociadas a problemas de operacién en las PTAR, como son:
bajas concentraciones de OD, deficiencia de nutrientes (N y P), pH, temperatura, baja
F/M, el TRC y la naturaleza del tipo de sustrato organico, soluble o particulado.

A continuacion, se tratard de relacionar la aparicion de los MF predominantes en los
sistemas evaluados con las condiciones experimentales favorecidas en el RBS.

Anteriormente se coment6 que el crecimiento de MF como S. natans, N. limicola,
Thiothrix, Tipo 1701 y H. hydrossis se ven favorecidos por SFB y ademés S. natans, N.
limicola, Tipo 1701 y Tipo 0041 se ven favorecidos por SLB. Eikelboom (2000) mencion6
gue estos mismos MF pueden encontrarse también con relaciones F/M superiores a 0.2
kg DBO/(kg SSVLM.d) (ver Tabla 2.3). En los cuatro sistemas evaluados los valores de
F/M tendieron a aumentar por encima de este valor por la perdida de los SSVLM, por
tanto, esto podria explicar la predominancia de estos MF en estas condiciones.

S. natans y Thiothrix se han relacionado con bajas concentraciones de OD. Wilen y
Balmer (1999) quienes probaron el efecto del OD sobre los fléculos, reportaron que
cuando el reactor fue operado con concentraciones de OD de 2 mg/L, predominaron
floculos grandes y regulares, mientras que cuando las concentraciones de OD fueron de
0.5 mg/L, predominaron fléculos porosos e irregulares con crecimiento de S. natans y
Thiothrix. En el capitulo anterior se demostré que en ninguno de los sistemas evaluados
hubo una deficiencia de OD, e incluso por tal motivo, el proceso de DN fue deficiente, por
lo tanto, no se puede atribuir que el OD haya tenido una relacién directa con la aparicion
de estos microorganismos y por tanto, es necesario considerar otras posibles causas de
su aparicion.

La deficiencia de nutrientes (N y P) parece también estar relacionada con la aparicion de
determinados tipos de MF como lo son Thiothrix y Tipo 0041. Sin embargo, esta
deficiencia no predominé en los sistemas evaluados, ya que el Tipo 0041 tuvo la mayor
frecuencia de aparicion en el sistema con albumina de huevo (97%) y en el cual la
concentracion de N-NH," afluente llegé a elevarse hasta 34 mg N-NH,*/L (considerando el
NOA de la albumina). Ademas, las caracteristicas del afluente en cuanto al contenido de
N y P en los cuatro sistemas, fueron propias de un agua residual urbana (Metcalf y Eddy,
1996).

Como se menciono anteriormente, el TRC también es otro de los factores que influyen en
la aparicion de algunos MF. De lo anterior, Thiothrix, H. hydrossis, Tipo 1701, Tipo 0041 y
Tipo 0803, se sabe que predominan cuando el TRC es superior a 10 dias. Por lo tanto, si
en esta experimentacion el TRC se mantuvo en 11 dias, se puede indicar que el TRC
posiblemente si pudo causar la aparicion de estos MF.

La temperatura y el pH son otros factores que también influyen en la aparicion de algunos
MF, sin embargo, en el Capitulo anterior se mostré que la temperatura mantenida en esta
experimentacién no favorecié el desarrollo de los MF. Los MF suelen crecer a
temperaturas superiores a 25°C y en esta experimentacion, la temperatura a lo largo de
todo el periodo experimental oscild6 entre 18 — 19°C. En relacion al pH, Jenkins et al.
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(1993) relaciona que pH inferiores a 6 pueden favorecer el crecimiento de hongos en el
LM. El pH mantenido en los sistemas evaluados fue alrededor de 6.5 y en el caso del
sistema con albumina, pH inferiores a 6 fueron medidos. Por lo tanto, aunque bajos
valores de pH fueron mantenidos en los sistemas, esto no parecié haber tenido una
influencia negativa en el desarrollo de los MF puesto que fueron los predominantes.

En conclusién, el tipo de sustrato, valores de F/M superiores a 0.2 kg DBO/(kg SSVLM.d)
y el TRC parecen ser factores que si influyeron en la frecuencia de aparicion de los MF
encontrados en los sustratos evaluados. La Tabla 5.4 resume los posibles factores que
favorecieron el desarrollo de los MF encontrados en los cuatro sistemas evaludos.

Tabla 5.4 Factores que favorecieron el desarrollo de los diferentes MF
encontrados en los cuatro sistemas evaludos en esta investigacion.

Factor Tipo de MF
SFB S. natans, H. hydrossis, N. limicoca y Tipo 1701
SLB S. natans, N. limicoca, Tipo 1701 y Tipo 0041
F/IM>0.2 S. natans, H. hydrossis, Thiothrix y Tipo 1701
TRC>10d H. hydrossis, Thiothrix, Tipo 1701 y Tipo 0041

Gabb et al. (1999) reportaron que S. natans tiene la capacidad de crecer y adherirse a las
paredes del reactor. Lo anterior coincidié con la formacion de una capa de biomasa
adherida a las paredes del RBS y la cual estuvo relacionada con el crecimiento de S.
natans. Lo anterior se confirmd con las observaciones microscopicas, las cuales
mostraron el crecimiento en forma de “arbol” caracteristico de S. natans, lo que le
proporciona habilidad de adherirse a una superficie. El crecimiento adherido de S. natans
se hizo mas evidente en los sistemas con sacarosa y almidén donde su frecuencia de
aparicion fue de 100 y 75% respectiva.

La Figura 5.10 presenta el crecimiento de S. natans en las paredes del RBS cuando el
sistema fue alimentado con almidon. Se muestra también una fotografia del reactor
cuando no hubo crecimiento de S. natans (sistema con albumina de huevo). Lo anterior
para observar la diferencia del crecimiento de S. natas en las paredes del RBS.
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Figura 5.10. Comparacion del crecimiento adherido de S. natans en las
paredes del RBS a) sistema con almidon, b) sistema con
albamina de huevo.

5.1.1.3 Fotografias de los diferentes tipos de MF del lodo activado

Con el fin de ilustrar graficamente algunos de los aspectos estructurales de los tipos de
MF representativos del lodo estudiado, se presentan algunas fotografias tomadas en el
Laboratorio de la PTAR-I. Estas fotografias corresponden a los MF encontrados en el lodo
activado de los cuatro sistemas evaluados.
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Figura 5.11. Fotografia en microscopio 6ptico del MF Sphaerotilus natans con apariencia
de ramas de “arbol”. MF predominante en los sistemas con sacarosa y
almidon (200X).

Figura 5.12. Fotografia en contraste de fases del MF Sphaerotilus natans con ramificacion
falsa. MF predominante en los sistemas con sacarosa y almidén (1000X).
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Figura 5.13. Fotografia en contraste de fases del MF Nostocoida limicola. MF
predominante en los sistemas con acetato, sacarosa y almidon (1000X).

Figura 5.14. Fotografia en campo claro de a) Tipo 1701 y b) Nostocoida limicola, ambos
MF con granulos de PHB positivos y predominantes en los sistemas con
acetato, sacarosa y almidén (1000X).
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Figura 5.15. Fotografia en contrate de fases del MF Tipo 0041 con crecimiento epifitico.
MF predominante en el sistema con albumina de huevo (1000X).
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Figura 5.16. Fotografia en contraste de fases del MF Haliscomenobacter hydrossis. MF
predominante en el sistema con albdmina de huevo (1000X).
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Figura 5.17. Fotografia en campo claro del MF Tipo 0803 Gram negativo. MF
predominante en el sistema con albumina de huevo (1000X).

5.1.1.4 Correlacion entre las variables del proceso y la microbiologia del lodo
activado

Para un mejor entendimiento del grado de dependencia entre la abundancia de MF y
algunas variables del proceso, la Tablas 5.5 presentan la matriz de Pearson para cada
uno de los sistemas evaluados. El coeficiente de correlacion del momento producto
Pearson (CCP) es un indice estadistico comiunmente empleado para conocer el grado de
relacion lineal entre dos variables x y y (Mendenhall, 1982).

Para el sistema alimentado con albimina de huevo se muestran dos diferentes CCP.
Albumina ¢/ N.NH3; muestra los CCP entre las variables durante el periodo en el cual el
contenido de N.NHg; libre fue alto, y albimina s/ N.NH; se refiere a los CCP entre las
variables tomando en cuenta el dltimo periodo de experimentacion con este sustrato,
cuando el efecto del N.NH3 ya no fue representativo.

Tabla 5.5. Coeficientes de correlacién de Pearson entre diferentes variables del proceso y
la abundancia de los MF.
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Acetato Sacarosa Almidon Albumina c/ N-NH3 | Albdmina s/N-NH3
Abun. IVL | Abun. IVL | Abun. IVL Abun. IVL Abun. IVL
Abundancia 1 1 1 1 1
IVL 0.704 1 0.867 1 0.353 1 0.731 1 0.987 1
SSVLM |-0.898 -0.576(-0.853 0.913( -0.604 -0.434| 0.471 0.569 -0.282 -0.35
FIM 0.93 0.749 | 0.898 0.884| 0.758 0.496 | -0.458 -0.428 0.285 0.342
ORP-ANOX| 0.702 0.244 | 0.312 0.505]-0.179 0.258 | -0.538 -0.661 0.023 0
OD-ANOX | 0.768 0.499 | -0.794 -0.605| -0.316 -0.205| 0.296 0.0073 0.526 0.306
pH -0.651 -0.205| -0.27 -0.105| 0.085 -0.096| -0.079 0.194 -0.758 -0.997

Abun. = abundancia
albumina c/ N-NH3= se refiere al primen periodo con albimina en el cual el contenido de N-NH3 era alto.
albumina s/ N-NH3= se refiere altltimo periodo con albumina en el cual el contenido de N-NH3 fue nulo.

Correlacion en los sistemas alimentados con los SFB

Para los sistemas alimentados con los SFB, los mayores CCP correspondieron a las
relaciones entre la abundancia y la F/M, abundancia y los SSVLM y entre la abundancia y
el IVL. El IVL en ambos sistemas también parecio correlacionar con los SSVLM y la F/M.
La alta correlacion entre abundancia de los MF y la F/M indicé que el aumento de la F/M
favorecié el aumento de los MF. Por otro lado, el incremento de los MF y la F/M estuvo
directamente relacionado con la pérdida de los SSVLM como consecuencia del poco
sustrato disponible que hubo para toda la biomasa presente del LM y en dichas
condiciones, fueron los MF los que resistieron y predominaron. Asi mismo, la mayor
correlacion entre la abundancia de los MF y la F/M en el sistema alimentado con acetato,
coincidié con el mayor grado de esponjamiento filamentoso presentado en este sistema,
como consecuencia de que este sustrato fue mas rapidamente asimilado y agotado por
los microorganismos.

El OD y el ORP en las fases de LLE-ANOX parecieron también haber influido en el
desarrollo de los MF en ambos sistemas. Como se mencioné en el Capitulo 4,
concentraciones de OD superiores a 2 mg/L en esta fase, no permitieron un eficiente
proceso de DN y favorecieron la acumulacion de N-NOx en el reactor sin DN. Casey et al.
(1999) propusieron una hipétesis en la cual explican que el crecimiento de los MF se ve
favorecido por las altas concentraciones de N-NOx en las fases anoxicas al inhibir estos
(N-NOx) a los FF (ver apartado 2.6.4). Por tanto, se puede suponer que los altos valores
de OD y la acumulacion de N-NOx en esta fase favorecieron ambos el incremento de los
MF.

El pH mantenido en estos sistemas, el cual se mantuvo alrededor de 6.5 no presento

tener una correlacién positiva sobre el crecimiento de los MF, puesto que para ambos
sistemas los CCP fueron -0.651 para el acetato y -0.27 para la sacarosa.

Correlacion en los sistemas alimentados con los SLB
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Para los sistemas alimentados con los SLB, los CCP entre las variables medidas no
parecieron mostrar una alta relacion en comparacién con las obtenidas con los SFB. En el
caso del sistema alimentado con almidén, el Unico CCP que parecié influir sobre la
abundancia de los MF fue la F/M (CCP = 0.758). La baja correlacién entre la abundancia
de los MF y el IVL (CCP = 0.353) confirman que este sistema no presentd esponjamiento
filamentos. Por el contrario, los mayores CCP en el sistema alimentado con albimina se
obtuvieron entre la abundancia de los MF y el IVL en ambos periodos, CCP = 0.731
durante el periodo de albumina ¢/ N.NH;z y un CCP = 0.987 durante el periodo de
albumina s/ N.NHs. La menor correlacién entre la abundancia de los MF y la F/M en estos
sistemas, indican que la previa hidrélisis de estos sustratos y que favorecié una mayor
concentracion de DQOs a lo largo del ciclo de tratamiento en comparacion con el
comportamiento obtenido con los SFB, si limitd el crecimiento de los MF.

Por otro lado, el pH pareci6 haber tenido cierta influencia en el desarrollo de los MF en el
ultimo periodo experimental (albumina s/ N.NH3), puesto que el CCP fue de -0.758 y -
0.997 para el IVL. Por lo tanto, el incremento de la abundancia de los MF una vez
eliminado el N.NH; del sistema, si parecio haber estado influenciado por el pH mantenido
en este sistema (pH alrededor de 6.5).

Musvoto et al. (1999) probaron el efecto del contenido de N-NOx en las etapas andxicas
sobre el crecimiento de los MF utilizando un reactor de mezcla completa. Musvoto et al.
(1999) encontraron que el alto contenido de N-NOx en dichas etapas favorecio el
crecimiento de los MF. Sin embargo, al calcular los CCP entre la abundancia de los MF y
el contenido de N-NOx acumulado en las fases andxicas en ambos sistemas, no mostro
correlacion puesto que el CCP en el sistema alimentado con almidon fue de -0.253 vy -
0.639 para el sistema con albumina de huevo. Esta misma correlacion no fue posible
determinarla en los sistemas alimentados con los SFB debido a los pocos datos
disponibles con estos sustratos. Por lo tanto, no se puede afirmar que en los sistemas
alimentados con los SFB el grado de relacion entre el la abundancia de los MF y al
contenido de N-NOx no haya tenido cierta influencia. La Figura 5.18 muestra los
diagramas de dispersion obtenidos para los sistemas alimentados con los SLB.
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Figura 5.18. Diagramas de dispersion entre la abundancia de los MF y los N-NOx
contenidos en las fases anodxicas de los sistemas alimentados con los
SLB a) sistema con almidén, no hay correlaciéon, b) sistema con
albumina de huevo, correlacién baja negativa.

5.1.2 Microfauna del reactor bioldgico

En este trabajo de investigacion la microfauna del lodo activado se identific y clasificd en
los grupos de microorganismos que integran este ecosistema, ciliados, flagelados,
rotiferos y nematodos, para asi obtener su frecuencia de aparicion en cada sistema
evaluado.

5.1.2.1 Frecuencia de la microfauna del lodo activado

En la Figuras 5.19 se presentan las frecuencias de los diferentes microorganismos que
integraron la microfauna en cada uno de los sistemas evaluados. En esta Figura, se
observa que los grupos de ciliados y rotiferos fueron los predominantes en los cuatro
sistemas evaluados. En el sistema alimentado con acetato los ciliados y rotiferos
presentaron una frecuencia del 100% y 50% respectivamente. En el sistema con sacarosa
los mismos grupos de microorganismos presentaron 87.5% ciliados y 50% rotiferos. En
los sistemas alimentados con los SLB ciliados y rotiferos presentaron la misma frecuencia
de aparicién 100% ciliados y 90% rotiferos. Por otro lado, los flagelados presentaron una
frecuencia menor del 35% en todos los casos, a excepciéon del sistema con albumina de
huevo donde presentaron el 65%. Los nematodos estuvieron practicamente ausentes,
pues Unicamente presentaron el 12% en el sistema con sacarosa.
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Figura 5.19. Frecuencia de aparicion de los distintos tipos de microorganismos que
conformaron la microfauna en cada uno de los sistemas evaluados a)
acetato, b) sacarosa, c) almidon, d) albimina de huevo.

En el Capitulo 2 de esta Tesis, se discutié que la microfauna del lodo activado juega un
papel fundamental en el proceso de depuracién biolégica del ARM. Los ciliados son
microorganismos encargados de eliminar por filtracion las bacterias dispersas del agua,
las que entran con el afluente incluyendo las patdgenas y las que se multiplican en el
medio (Salvadd, 1990). Por lo tanto, la predominancia de estos microorganismos en los
cuatro sistemas evaluados favorecio la obtencién de un sobrenadante con bajo contenido
de bacterias dispersas. Esto se hizo evidente en todos los casos por la poca turbidez del
efluente.

Los rotiferos han sido considerados organismos indicadores de elevados TRC, sobre todo
a elevadas abundancias y de niveles de operacion 6ptimos. Los nematodos son también
consumidores de bacterias dispersas, materia organica y al igual que los rotiferos, suelen
aparecer en amplias edades del lodo, particularmente mayores de 5 dias.
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Como se mencion6 en el capitulo 3, la biomasa con la que se arrancé el RBS en todos los
casos provenia de la PTAR-l. Registros proporcionados por personal de la PTAR-I
indicaron que de la microfauna que integra la biomasa de la PTAR-I, ciliados y rotiferos
son los microorganismos predominantes. Por lo tanto, las nuevas condiciones a las que
fue sometida la biomasa proveniente de la PTAR-I, no perjudicd para que la microfauna
se viera afectada e incluso, los problemas de esponjamiento presentados en los sistemas
con acetato, sacarosa y albumina no tuvieron influencia negativa para el desarrollo y la
actividad que la microfauna present6 en cada uno de los sistemas evaluados. Asi mismo,
la predominancia de estos microorganismos, indicé que se trabajo en condiciones 6ptimas
para el desarrollo de estos microorganismos.

5.1.2.2 Fotografias de la microfauna del lodo activado

Con el fin de ilustrar graficamente algunos de los aspectos estructurales de los tipos de
microorganismos representativos del lodo estudiado, se presentan fotografias tomadas en
el Laboratorio de la PTAR-I. Estas fotografias corresponden a protozoarios y metazoarios
encontrados en el lodo activado de los cuatro sistemas evaluados.

Figura 5.20. Fotografia en campo claro del ciliado Epicarchesium (200X).
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Figura 5.21. Fotografia en campo claro del ciliado Aspidisca sp (400X).

Figura 5.22. Fotografia en campo claro del ciliado Litonotus lamella (400X).
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Figura 5.24. Fotografia en campo claro del flagelado Peranema (400X).
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Figura 5.25. Fotografia en campo claro del metazoario Rotifero (100X).

5.1.3 Anélisis de la estructura flocular del lodo activado

El andlisis de la estructura flocular en un sistema de lodos activados es de real
importancia, ya que eéste proporcionara informacion de las caracteristicas de
sedimentacién y compactacion del lodo activado. Sin embargo, el que estén presente
dichas caracteristicas, depende del crecimiento equilibrado de MF y FF (Sezgin et al.,
1978). En el Capitulo 2 se indicaron algunos problemas que impactan directamente sobre
su estructura, como por ejemplo el esponjamiento filamentoso. En el esponjamiento
filamentoso predominan fléculos disgregados adheridos a los MF. En este caso, los
floculos llegan a ocupar gran superficie, siendo dificil distinguir sus contornos, son de
forma irregular y con grandes huecos internos y presentando estructura abierta.

En la Figura 5.26 se muestra la frecuencias de las caracteristicas de la estructura flocular
que fueron evaluadas para los cuatro sistemas probados, tamafio, forma, estructura y
textura. En la Figura 5.26 a) se puede observar que en todos los sistemas evaluados
predominaron fléculos con un tamafio menor de 150 um. Siendo sus frecuencias 66.6%
para el sistema alimentado con acetato, 75% para el sistema con sacarosa y 100% para
los dos sistemas alimentados con los SLB. Fléculos entre 150 y 500 um Unicamente
predominaron en los sistemas con acetato y sacarosa, presentando 33.3% y 25%
respectivamente.
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Figura 5.26. Frecuencia del a) tamafo b) forma, c) estructura, d) textura de los fléculos en
cada uno de los sistemas evaluados.

En cuanto a la forma, la Figura 5.26 b) muestra que en todos los casos predominaron
floculos irregulares. Para el sistema alimentado con acetato se obtuvieron frecuencias del
77%, para la sacarosa del 66.6%, para el almidén 68.7% y para la albumina de huevo
75%. El que haya predominado la forma irregular en todos los casos, esta directamente
relacionado con la estructura y textura que los fléculos presentaron en cada caso. En la
Figura 5.26 c) se observa que en los sistemas alimentados con los SFB predominaron
floculos de estructura abierta, 66.6% para el acetato y 62.5% para la sacarosa. Por el
contrario, la estructura compacta predominé para los SLB, 75% para el almidén y 80%
para la albumina. Lo anterior correlaciona bien con el grado de firmeza que los floculos
presentaron. Los sistemas alimentados con los SLB en los cuales predominaron floculos
de estructura compacta, también predominaron floculos firmes, 100% para el almidon y
80% para la albumina. Para los sistemas con los SFB, la mitad del tiempo de
experimentacién predominaron floculos firmes, 55.5% para acetato y 50% para la
sacarosa, Yy la otra mitad, fléculos débiles.
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Que en los sistemas con los SFB hayan predominado fléculos irregulares, de estructura
abierta, débiles y en algunos casos mayores de 150 um, es debido a que en estos
sistemas, el grado de esponjamiento fue mayor como consecuencia del crecimiento de los
MF fuera de los fl6culos para acceder al sustrato. Este mismo comportamiento es menos
probable en los sistemas con los SLB, debido a que la hidrélisis de este tipo de sustratos
ocurre mayormente dentro del fléculo del lodo activado, limitando asi el crecimiento de los
MF fuera de los fl6culos para acceder al sustrato.

5.1.3.1 Fotografias del floculo del lodo activado

Con el fin de ilustrar graficamente los aspectos estructurales de los floculos
predominantes del lodo estudiado, se presentan fotografias tomadas en el Laboratorio de
la PTAR-I. Estas fotografias corresponden a los fléculos encontrados en el lodo activado
de los cuatro sistemas evaluados.

Figura 5.27. Fotografia en campo claro. Fléculo irregular de estructura abierta y poco
firme caracteristico del sistema alimentado con acetato (200X).
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Figura 5.28. Fotografia en campo claro. Fléculo irregular de estructura abierta y poco
firme caracteristico del sistema alimentado con sacarosa (200X).

Figura 5.29. Fotografia en campo claro. Floculo irregular de estructura abierta y firme
caracteristico del sistema alimentado con almidén (200X).
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Figura 5.30. Fotografia en campo claro. Fléculo irregular de estructura compacta y firme
caracteristico del sistema alimentado con albumina de huevo (200X).

5.2 Andlisis de la VCO y VECO en cada uno de los sistemas evaluados

La VCO es un pardmetro adicional para la determinaciéon de la calidad del lodo activado.
Esta, representa la cantidad de oxigeno por unidad de volumen y de tiempo que utilizan
los microorganismos para la respiracion celular. Si este valor se divide por la
concentracion de SSVLM, se obtendra la velocidad especifica de consumo de oxigeno
(VECO), que representa la cantidad de oxigeno por unidad de tiempo consumida por 1 g
de SSVLM.

La Tabla 5.6 resume los valores de estos dos parametros a partir de registros de la
actividad biolégica del lodo activado para los cuatro sistemas evaluados.
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Tabla 5.6. Promedios de la VCO y VECO en cada uno de los sistemas evaluados.

Fecha VCO SSVLM VECO
mg OD//L.h (g/L) (mg OD/(g SSVLM.h))
Acetato 19/05/2008 8.7 0.222 39.2
06/06/2008 7.8 0.91 8.6
Sacarosa | 17/06/2008 8.9 0.65 13.7
03/07/2008 9 1.21 7.4
17/07/2008 42.3 0.65 65
31/07/2008 2.7 0.465 5.8
Almidén 14/08/2008 20.7 0.38 54.4
18/09/2008 13.9 0.97 14.3
Albumina | 07/10/2008 11.36 0.77 14.8
de huevo | 29/10/2008 9.0 0.62 14.5
14/11/2008 14.4 0.60 24.2

VECO = velocidad especifica de consumo de oxigeno

En la Tabla 5.6 se observa que las menores VCO y VECO fueron las obtenidas en los
sistemas que presentaron el mayor esponjamiento filamentoso, el acetato y la sacarosa.
Por el contrario, las mayores VCO y VECO se obtuvieron en el sistema que no presento
dicho problema, el almidén. Lo anterior indica que los MF tienen menores requerimientos
de OD para crecer y mantenerse en comparacion con los FF.

Segln Henze et al. (2002) el valor de la VECO tipico para un sistema convencional de
lodos activados oscila entre 20 - 40 mg OD/(g SSVLM.h), lo cual significa que es un lodo
activo, y valores de VECO entre 5 - 10 mg OD/(g SSVLML.h) son tipicos de un lodo con
baja respiracion debido a la deficiencia de sustrato presente. Por lo tanto, los sistemas
que llegaron a presentar valores de VECO representativos de un lodo activo fueron el
sistema con acetato, almidén y albumina. Sin embargo, como se observa en la Tabla 5.6,
los sistemas alimentados con los SLB no siempre alcanzaron valores de VECO superiores
a 20 mg OD/(g SSVLM.h) (ver Tabla 5.6). Lo anterior indica que la actividad de la biomasa
no fue constante durante todo el periodo experimental, no se vié favorecida por la
aclimatacion de los microorganismos a los sustratos evaludos y fue independiente de la
concentracién de SSVLM presentes en el reactor. Esto Gltimo, debido a que la pérdida de
SSVLM no limit6 la actividad que presentaron los microorganismos que fueron quedando
en el reactor.

Por otro lado, los valores de VECO inferiores a 20 mg OD/(g SSVLM.h) presentados en
especificos dias de muestreo en los sistemas con sacarosa, almidon y albimina,
indicaron una baja actividad biolégica en cada uno de estos sistemas por el poco sustrato
disponible que predomind. Asi mismo, aunque Unicamente se cuenta con un dato de
VECO para el sistema con acetato, no se descarta que la actividad de la biomasa en este
sistema haya sido baja, puesto que en la mayor parte del ciclo de tratamiento con este
sustrato, los microorganismos estuvieron en respiracion endogena.
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Las Figuras 5.31, 5.32, 5.33 y 5.34 presentan el comportamiento de la VECO (en las
etapas aireadas), OD y DQOs a lo largo del ciclo de tratamiento para un dia de muestreo
con cada uno de los sustratos evaluados. La Figura 5.29 corresponde al ciclo muestreado
el dia 19 de mayo del 2008 correspondiente al acetato, la Figura 5.30 corresponde al ciclo
muestreado el dia 17 de junio del 2008 correspondiente a la sacarosa, la Figura 5.31
corresponde al ciclo muestreado el dia 14 de agosto del 2008 correspondiente al almidén,
y la Figura 5.32 corresponde al ciclo muestreado el dia 14 de noviembre del 2008
correspondiente a la albumina de huevo.

En cada uno de los gréaficos, se puede observar que la VECO fue disminuyendo conforme
los microorganismos fueron agotando la DQOs que entr6 con el afluente y es por tal
motivo, que en las fases de LLE-OX hubo un mayor requerimiento de oxigeno para oxidar
esa DQOs, diferente a lo que sucede en la fase de REAC-OX, donde Unicamente se
consumira el oxigeno para agotar la DQOs restante.

Por otro lado, en cada uno de los graficos es evidente notar que en las etapas de REAC-
OX hubo una diferencia en el valor de VECO entre los sistemas alimentados con los SFB
y los sistemas alimentados con los SLB. Esta diferencia consistié en que para el acetato y
la sacarosa se obtuvieron valores de VECO alrededor de 15 mg OD/(g SSVLM.h),
mientras que para el almidon y la albimina las VECO fueron alrededor de 30 mg OD/(g
SSVLM.h) para la albumina y 50 mg OD/(g SSVLM.h) para el almidon. Lo anterior es
consecuencia de que hacia el final de la fase de REAC-OX en los sistemas alimentados
con los SLB, la previa hidrolisis del almidén y la albumina favorecieron la presencia de
SFB la mayor parte del ciclo, lo cual aumenté los requerimientos de OD para remover esa
DQOs. Comportamiento que no predomind con los SFB, donde al final de la misma fase,
los microorganismos ya habian agotado toda la DQOs.

0VECO —+—DQOs contenidos en ciclo —#—DQOs introducidos

Q

VAC

VECO (maON/MaSSVIM h))

Tiempo (h) 0 ! 2 Tiempo (h) 3 4 5 B

Figura 5.31. Evolucion del comportamiento de la a) VECO y OD, b) DQOs en las
diferentes fases de ciclo de tratamiento del periodo experimental con
acetato, correspondiente al dia 19 de mayo del 2008.
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Figura 5.32. Evolucion del comportamiento de la a) VECO y OD, b) DQOs en las
diferentes fases de ciclo de tratamiento del periodo experimental con
sacarosa, correspondiente al dia 17 de junio del 2008.
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Figura 5.33. Evolucion del comportamiento de la a) VECO y OD, b) DQOs en las
diferentes fases de ciclo de tratamiento del periodo experimental con
almidon, correspondiente al dia 14 de agosto del 2008.
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Figura 5.34. Evolucion del comportamiento de la a) VECO y OD, b) DQOs en las
diferentes fases de ciclo de tratamiento del periodo experimental con
albumina de huevo, correspondiente al dia 14 de noviembre del 2008.

5.3 Andlisis dela Yy Yy la Yops €n cada unos de los sistemas evaluados

La Yam Y la Yes SON dos parametros estequiométricos de relevante importancia en un
proceso de lodos activados, pues indican el grado de afinidad que los microorganismos
tienen por el sustrato. En particular, la Yam €s un parametro del cual diversos autores han
propuesto como un mecanismo de seleccién que utilizan los microorganismos para
competir por el sustrato.

Tabla 5.7. Valores de Yops Y Yam €n cada uno de los sistema evaluados.

g DQO/g DQO
Fecha ) )
Yaim Media Y obs media
Acetato | 11/05/2008 0.85 0.82
03/06/2008 0.96 0.92
09/06/2008 0.98 0.97 0.93 0.93
Sacarosa | 18/06/2008 0.96 0.94
Albumina | 02/10/2008 np 0.62 07
de huevo | 21/10/2008 np 0.79 '
Almidén | 27/11/2008 np 0.6
PTAR-I | 08/05/2008 0.99 -

np = no procede

La Tabla 5.7 muestra las Yam Y Yobs Obtenidas en dias especificos de muestreo para
cada uno de los sustratos evaluados. En los sistemas alimentados con los SLB no fue

Claudia Margarita Martinez Rodriguez

155



156

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN EL
COMPORTAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS EN UN
REACTOR BIOLOGICO SECUENCIAL

posible determinar las Yam debido a que son sustratos que a medida que se van
hidrolizando son asimilados rapidamente por los microorganismos y, por tanto, no se
pueden diferenciar las etapas de almacenamiento y crecimiento en el perfil de la VCO.

De los valores de Ygm de los sistemas alimentados con SFB, es posible observar que los
microorganismos que conformaron el sistema con sacarosa, tuvieron una mayor
capacidad para almacenar este sustrato a diferencia del acetato, ya que la Yam €s mayor.
Para la sacarosa, la Yym media fue de 0.97 g DQO/g DQO y para el acetato fue de 0.85 g
DQO/g DQO.

En el apartado anterior se mostré que los MF predominantes en estos dos sistemas
fueron practicamente iguales por tanto, es posible indicar que N. limicola, S. natans y Tipo
1701 tuvieron un mayor rendimiento de almacenamiento con la sacarosa que con el
acetato. Lo anterior probablemente esté directamente relacionado con el tipo de sustrato.
Cuando la fuente principal de carbono es un azlcar, éste se almacena como glucégeno y
cuando la fuente de carbono es el acetato, se almacena como PHB (Karaha-Gil et al.
2002). Segun Karaha-Gul et al. (2002), los microorganismos para almacenar glucégeno
gastan 0.17 ATP/C, y para almacenar acetato gastan 0.25 ATP/C, por tanto, son
energéticamente mas eficientes para formar glucoégeno.

Aungue en esta tesis de investigacion no se hizo la observacion de los polimeros de
glucégeno sino Unicamente los de PHB, los valores superiores de Yam en el sistema con
sacarosa, son debidos a que con este sustrato N. limicola, S. natans y Tipo 1701 fueron
mas eficientes para formar glucégeno que PHB.

Al presentar los microorganismos una mayor Y am, presentan también un valor superior de
Yobs puesto que tendran mas productos de reserva que podran utilizar para su
crecimiento. Es por lo anterior, que las Yops Obtenidas en el sistema alimentado con
sacarosa fueron superiores a las obtenidas en el sistema de acetato. Para este sistema
dicho valor fue de 0.82 g DQO/g DQO y para la sacarosa fue de 0.93 g DQO/g DQO.

Para los sistemas alimentados con los SLB, el sistema con albumina present6 valores de
Y obs Superiores respecto a la Yqps Obtenida con el almidén. La Y, para este sistema fue
de fue de 0.7 g DQO/g DQO y para el almidén fue de 0.60 g DQO/g DQO. Esto confima
que la albumina de huevo fue mas facilmente asimilable que el almodén. Asi mismo, lo
anterior podria sugerir que la Yam fue inferior en el sistema con almidon y, ademas, que
las Yam de los SLB fueron inferiores que las obtenidas en los sistemas alimentados con
los SFB.

Se determiné la Yam de los microorganismos de la PTAR-I con el fin de realizar una
comparacion con los rendimientos obtenidos por los microorganismos desarrollados en
cada uno de los sistemas evaluados. La Yy, para los microorganismos de la PTAR-I fue
de 0.99 g DQO/g DQO, superior a la Yam Obtenida para el sistema alimentado con acetato
y muy similar a la obtenida con la sacarosa. Si relacionamos que en estos dos sistemas
fue donde el problema del esponjamiento filamentoso fue mas evidente y, ademas, la Yanm
de la PTAR-I representa un valor caracteristico de un sistema real sin esponjamiento, se
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puede afirmar que los MF tuvieron la capacidad de almacenar el acetato y la sacarosa tan
eficientemente como lo hacen los FF.

En la Tabla también es evidente notar que la Yqps Si se ve influenciada por el tipo de
sustrato, puesto que presenta valores inferiores con los SLB. Lo anterior esta
directamente relacionado con el grado de asimilacion que presentan los microorganismos
con dichos sustratos. Al ser el acetato y la sacarosa SFB, la biomasa requerira menor
cantidad de energia para almacenarlos y por lo tanto, crecer.

Por lo tanto, el mecanismo que favorecié que los MF predominaran sobre los FF a las
bajas concentraciones de sustrato que predominaron en todos los sistemas, pudo ser su
mayor capacidad de almacenamiento. Esto se demostré al comparar las Y,m obtenidas
entre los SFB y la Y,m del sistema real, puesto que en ambos casos los valores de Yam
fueron comparables. Asi mismo, se tiene que tener en cuenta que en los sistemas
alimentados con los SFB predominaron los MF mientras que en el sistema real los FF
estaban presentes de forma significativa.

Aungue para los SLB no se obtuvieron las Yam, €s importante destacar que al haber
predominado también los MF en el sistema con albimina, es posible que para este
sistema, el fenébmeno del almacenamiento también haya sido el mecanismo utilizado por
los MF para remover el sustrato y predominar sobre los FF.

Karahan Giil et al. (2002) quienes midieron la Yam de los microorganismos a diferentes
F/M empleando acetato, glucosa y ARM como Unicas fuentes de carbono, mostraron que
la Yam no se vio influenciada por este pardmetro, lo cual también fue posible notar en esta
experimentacién, ya que a medida que la F/M disminuy6 a lo largo de la experimentacion,
esto no tuvo una influencia para que la capacidad de almacenamiento de los
microorganismos cambiara. Este mismo comportamiento se observé también con la Ygps
obtenida en el sistema con sacarosa, la cual no se vi6 influenciada por el aumento de la
F/M, pues su valor oscilo entre 0.92 - 0.94 g DQO /gDQO. Por lo tanto, la F/M no influyo
para que los MF predominantes en el sistema alimentado con sacarosa, presentaran una
variable capacidad de almacenamiento y crecimiento.
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La Tabla 5.8 presenta algunos valores de Yam Y Yobs para diferentes sustratos que han
sido reportados en la bibliografia.

Tabla 5.8 Valores de Yam Y Yobs reportados en la bibliografia.

Acetato Glucosa Almidon  ARM
g DQO/g DQO Yaim Yobs Yaim Yobs Yaim Yobs Referencia

0.78 0.87 0.96 Karahan-Gul et al. (2002)

0.69 Beaun et al. (2000)
0.48 0.71 Dircks et al. (1999)

0.9 Goel et al. (1999)
0.69 0.68 Beccari et al . (1998)
0.64 Goel et al. (1998)

0.73 van Aalst van et al. (1997)
0.5 0.5 Heijnen (1994)
0.6 0.76 Chudoba et al. (1985)

En la Tabla anterior, se observa que para la sacarosa y la albimina de huevo no ha
habido reportes de Yam Y Yobs. POr otro lado, los parametros de Yam Y Yons reportados para
el acetato son inferiores a los obtenidos en esta experimentacion, y los reportados para el
almidén y el ARM fueron similares. Se incluyeron los valores de Yam Y Yobs de la glucosa,
para mostrar que estos son superiores a los del acetato como consecuencia de la mayor
eficiencia de los microorganismos para almacenar glucégeno, y por lo cual, estos valores
también fueron superiores para la sacarosa.

A excepcion de los valores de Yam Y Yobs reportados por Beccari et al. (1998), todos los
valores son caracteristicos de sistemas sin ningan problema de esponjamiento
filamentoso por tanto, si en esta experimentacion los valores de Yam Y Yops para el
sistema con acetato fueron superiores a los reportados en la bibliografia, y los obtenidos
en los sistemas con sacarosa y almidon fueron similares a los de la bibliografia (los de
sacarosa similares a los de glucosa), se puede afirmar que efectivamente los MF
utilizaron el almacenamiento del sustrato disponible como el mecanismo de seleccion
para poder resistir las bajas concentraciones de DQO y predominar sobre los FF.

Asi mismo, todos los MF que predominaron en esta experimentacion, presentaron al
microscopio granulos de reserva en su interior correspondientes a PHB y poli-P. Incluso
cuando el sustrato fue sacarosa y almidén, los MF presentaron acumulacién en su interior
de PHB. Esto es debido a que la formacion del PHB es a través de un metabolito que
participa en la via del metabolismo del glucégeno, la Acetil-CoA (van Loosdrecht et al.
1997).

A continuacion se muestran fotografias que manifiestan la acumulacién de los PHB en los
MF predominantes en los cuatro sistemas evaluados.

Ademas de los granulos de PHB, se muestra el almacenamiento en algunos MF de los
granulos poli-P, los cuales también son productos de reserva. El Tipo 0803 que fue
caracteristico en el sistema con albumina de huevo, también almacena granulos poli-P,
sin embargo, no se incluyeron fotografias de este MF.
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Figura 5.35. Fotografia en campo claro del MF Sphaerotilus natans granulos PHB,
caracteristico en los sistemas con acetato, sacarosa y almidon (1000X).
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Figura 5.36. Fotografia en campo claro del MF Thiothrix granulos de poli-P, caracteristico
en los sistemas con acetato, sacarosa y almidon (1000X).
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Figura 5.37. Fotografia en campo claro del MF Nostocoida limicola granulos de PHB,
caracteristico en los sistemas con acetato, sacarosa, almidén y albumina de

huevo (1000X).
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Figura 5.38. Fotografia en campo claro del MF Tipo 1701 granulos de PHB, caracteristico
en los sistemas con acetato, sacarosa y almidon (1000X).
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Figura 5.39. Fotografia en campo claro del MF Tipo 0041 granulos de poli-P,
caracteristico en el sistema con albumina de huevo (1000X).
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CONCLUSIONES

Conclusiones y recomendaciones

El estudio de la influencia de diferentes fuentes de carbono en el comportamiento de los
microorganismos filamentosos en un reactor biolégico secuencial, logré6 obtener las
siguientes conclusiones y recomendaciones:

1. La concentracién de DQOxr evaluada en esta investigacion (150 mg/L) favorecié en
todos los sistema evaluados, un deficiente proceso de DN, aumenté de la F/M, pérdida de
los SSVLM y crecimiento de los MF.

2. El grado de solubilidad de los sustratos evaluados mostré tener una relacion directa con
la abundancia de los MF, indicando que el tipo de sustrato influyé tanto en el grado de
esponjamiento como en la disminucién de la concentracion de SSVLM que presentd cada
sistema evaluado.

3. ElI mayor grado de esponjamiento que presentaron los SFB se hizo evidente en las
caracteristicas estructurales que presentd el floculo en estos sistemas, y en los cuales,
predominaron fléculos irregulares, abiertos, débiles y firmes como consecuencia del
crecimiento excesivo de los MF fuera del floculo.

4. Abundancias de MF superiores a 20 m/ml en todos los sistemas evaluados, y
rendimientos de eliminacién de DQO alrededor del 90%, indicaron que los MF ademas de
de remover por igual los SFB y los SLB, fueron capaces de competir por los SLB bajo
condiciones de escaso sustrato disponible.

5. El tipo de sustrato, ademas de la F/M y el TRC, influy6 en la frecuencia de aparicion de
los MF predominantes en cada uno de los sistemas evaluados. Lo anterior se observé con
las diferentes frecuencias de aparicion que mostraron los MF y los diferentes valores de
Yam Y Yobs que mostraron los MF con cada uno de los sustratos evaluados.

6. Con base a lo anterior, se confirma que los MF muestran diferentes capacidades para
predominar con un determinado tipo de sustrato.

7. Las Yam oObtenidas en los sistemas que presentaron esponjamiento filamentoso, y
comparables a las Y,n obtenidas en el sistema real, sugieren que el mecanismo
posiblemente utilizado por los MF para predominar sobre los FF y resistir las bajas
concentraciones de sustrato, fue el almacenamiento de productos de reserva.

8. Aunque los CCP no mostraron una correlacién entre la abundancia de los MF y el
contenido de N-NOx en la fase de LLE-ANOX de los sistemas alimentados con los SLB,
no se descarta que esta condicion no haya favorecido también, la predominancia de los
MF en los sistemas alimentados con los SFB, puesto que los CCP entre la abundancia de
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MF con el OD y el ORP fueron de 0.702 y 0.768 respectivamente para el sistema con
acetato.

9. Independientemente del grado de esponjamiento desarrollado en los sistemas con
acetato, sacarosa y albumina, esto no impacté en el grado de compactacion que presenté
el lodo activado en cada caso, puesto que el contenido de SSTer y SSVer cumplieron con
los valores establecidos en la hormativa y no superaron los 30 mg/L.

10. La predominancia de ciliados y rotiferos en todos los sistemas evaluados, indic6 que
se trabajé en condiciones Optimas para la actividad y desarrollo de estos
microorganismos, ademas, los problemas de esponjamiento presentes en los sistemas
con acetato, sacarosa y albumina no mostraron tener una influencia negativa en el
comportamiento de estos microorganismos.

11. Las diferentes VECO obtenidas entre los sistemas que presentaron esponjamiento y
los sistemas que no presentaron dicho problema, sugieren que los MF tienen menores
requerimientos de OD que los FF.

12. Se encontro que las VECO no se vieron favorecidas por la aclimatacion de los MF a
los diferentes sustratos, y el valor obtenido fue independiente de la concentracion de
SSVLM presente en el reactor.

13. La aclimatacion de los microorganismos a los sustratos evaluados parecid favorecer
las VEN. Lo anterior se observo con el aumento de las VEN en los sistemas con sacarosa
y almidén a medida que pasé el tiempo de experimentacién y los microorganismos se
aclimataron a estos sustratos. Ademas, esto sugiere que los problemas de esponjamiento
filamentoso no limitan el proceso de NT.

14. Los rendimientos de remocion del N-NH," alrededor del 90% en todos los sistemas
evaluados, indicaron que los microorganismos nitrificantes tuvieron la misma capacidad
de eliminacion del N-NH," y su actividad no se vio influenciada por el tipo de sustrato y el
predominio de los MF.

15. La evidente disminucién de los MF en el sistema con albumina y que coincidioé con el
periodo en el cual el contenido de N-NHj3 libre inhibio el 43% de la NT, condicion que no
se presentd en los otros sistemas, sugieren que el N-NH3; ademas de inhibir el proceso de
NT, tuvo un efecto negativo sobre el desarrollo de los MF.

16. Rendimientos inferiores de eliminacién de N-NOx en el sistema con albumina respecto
a los obtenidos en los otros sistemas, indican que posiblemente el N-NH3; también causé
cierta inhibicién del proceso de DN.

17. La predominancia de pH entre 6 - 6.5 en la mayoria de los sistemas, e inferior a 6 en
el sistema con albimina, sugieren que los MF son microorganismos capaces de resistir y
tener actividad a pH inferiores de 7.
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17. Se demostro que la escasa concentracion de sustrato favorecida en todos sistemas
(150 mg/L) y que provocé ambientes con alto contenido de OD, redujo la VEDN alrededor
de un 85% Unicamente por efecto de estas dos condiciones en todos los sistemas
evaluados.

Recomendaciones

1. Se sugiere que se caracterice la respuesta de los MF a concentraciones superiores de
150 mg/L y comparar si predomina o no el mismo comportamiento.

2. Ampliar los periodos de experimentacion con cada uno de los sustratos hasta lograr
una estabilizacién del sistema y caracterizar si hay o no diferencia en el comportamiento
de los microorganismos una vez estabilizado el sistema.

3. Profundizar en el efecto que tiene el N-NH; libre en la inhibicion de los MF y en el
proceso de DN. Asi mismo, determinar si hay o no relacion en el desarrollo de los MF por
efecto de la acumulacion de los N-NOx en las fases andxicas.
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ANEXO 3.1 PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE NITROGENO
AMONIACAL

Anexo 3.1 Protocolo para la determinacion de nitrégeno
amoniacal (método del fenato)

Introduccién

Parte 1. Fundamento

Parte 2. Material y reactivos
Parte 3. Procedimiento
Parte 4. Célculos

Parte 5. Bibliografia

Introduccidon

Las formas de nitrdgeno de mayor interés en las aguas naturales y residuales son por
orden decreciente de su estado de oxidacion, nitrato, nitrito, amoniaco y nitrdgeno
organico .Todas esas formas del nitr6geno, lo mismo que el nitrdgeno gaseoso (N,), son
interconvertibles bioquimicamente y forman parte del ciclo del nitrégeno.

El nitrégeno organico se define funcionalmente como nitrégeno ligado organicamente en
el estado de oxidacion trinegativo. No incluye a todos los compuestos organicos del
nitrégeno. Analiticamente, el nitrégeno organico y el amoniaco se pueden determinar
juntos y se han denominado nitrégeno Kjeldahl, un término que refleja la técnica utilizada
en su determinacién. El nitrégeno organico incluye productos naturales, como las
proteinas, péptidos, acidos nucleicos, urea y numerosos materiales organicos sintéticos.
La concentracion tipica del nitrégeno organico varia desde unos cientos de
microorganismos por litro en algunos lagos hasta 20 mg/L en las aguas residuales brutas.

El amoniaco se encuentra de forma natural en las aguas superficiales y residuales. Su
concentracion suele ser baja en las aguas subterraneas debido a que es adsorbido en las
particulas y arcillas del suelo y no se extrae facilmente por lixiviacién. Se produce en gran
parte por desaminacion de los compuestos organicos nitrogenados y por hidrélisis de la
urea (APHA, 1998).

Parte 1. Fundamento

El método del fenato es un método Gtil como analisis de rutina por su rapidez y sencillez a
la hora de hacer las determinaciones de nitrdgeno. Se basa en la reaccién del amoniaco
presente en la muestra con el hipoclorito y el fenol, catalizada por el nitroprusiato de sodio
para formar un compuesto azul intenso, el indofenol (APHA, 1998).
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Parte 2. Material y reactivos
El material basico utilizado en la prueba se enlista a continuacion:

a) Espectrofotometro
b) Placa de agitacion
¢) Balanza analitica
d) Bomba de vacio

e) Equipo de filtraciéon
f) Material de vidrio
g) Pipetas serolégicas

Los reactivos y su preparacion se describen a continuacion:

1) Soluciéon de fenol: mezclar 11.1 mL de fenol con 95% (v/v) de alcohol etilico y
aforar a 100 mL. Esta solucién es estable por una semana.

2) Solucion de nitroprusiato de sodio: Disolver 0.5 g de nitroprusiato de sodio en
100 mL de agua destilada y almacenar en una botella de color dmbar. Esta
solucidn es estable por un mes.

3) Solucién oxidante: Mezclar 100 mL de solucion de citrato alcalino con 25 mL de
hipoclorito de sodio (solucion comercial al 5%). La solucion de citrato alcalino se
prepara disolviendo 200 g de citrato de sodio (trisddico) con 10 g de diéxido de
sodio. La solucién oxidante se prepara cada vez que se realicen las
determinaciones.

4) Solucién patrén de amonio: Antes de preparar la solucién, el cloruro de amonio
anhidro (NH4CI) debe someterse a secado en estufa por espacio de 2 h a 100°C.
Una vez secado, se pasa al desecador para evitar que absorba humedad por
aproximadamente 10 min. y se pesan 3.819 g de NH,CI que se disolveran en 1000
mL de agua destilada. 1 mL = 1.0 mg N = 1.22 mg NHjs

Parte 3. Procedimiento

A continuacién se detalla el procedimiento a seguir para la determinacion de N-NH," en el
laboratorio.

Curva de calibracion

Primeramente es necesario realizar una curva de calibraciéon que se debe preparar cada
vez que se preparen nuevas soluciones o se cambie algun reactivo.

Se deben preparar por lo menos cinco estandares entre concentraciones de 0.1 -1.0 mg
N-NH,"/L a partir de la solucién patron de amonio la cual tiene una concentracion de 1
mg/mL. Sin embargo, en este caso, a partir de la solucion patron, se preparé otra solucion
de 0.1 mg/mL la cual fue utilizada para hacer los estandares. El volumen final de los
estandares fue de 1000 mL. Los volimenes empleados para los estandares se calcularon
a partir de la siguiente ecuacion:

Claudia Margarita Martinez Rodriguez



. 3 L~ 179
ANEXO 3.1 PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE NITROGENO

AMONIACAL

(Ecuacion 3.1)

A *
Vol.sol.patronNH ,Cl = (conc.estandar 1L]

0.1mg/mL

Una vez obtenidos los volimenes a emplear para los distintos estandares, estos se aforan
a 1 L con agua destilada. La tabla 3.1 muestra los volimenes empleados y las
concentraciones finales de los estandares utilizados para la curva de calibracion.

Tabla 3.1. Volumenes empelados para la preparacion de los
estandares de la curva de calibracion.

Concentracién Volumen Volumen .,
- de la . Concentracién en
de la solucion solucion de final de volumen final
de NH,CI muestra
(mg/mL) NH,CI (mL) (mg NH,4CI/L)
(mL)
0.1 1 1000 0.1
0.1 3 1000 0.3
0.1 4 1000 0.4
0.1 6 1000 0.6
0.1 8 1000 0.8
0.1 10 1000 1.0

Tratamiento de la muestra

Para la determinacion del N-NH," es necesario que la muestra sea filtrada previamente a
través de un filtro de membrana de 0.45um de diametro de poro para su determinacion.

Medicién y desarrollo del color de los estandares y la muestra

A 25 mL de los estandares y la muestra, se afiadié 1 mL de solucién de fenol, 1 mL de la
solucion de nitroprusiato de sodio y 2.5 mL de la solucién oxidante. Cada vez que se
afiade un reactivo, es necesario agitar ligeramente antes de afiadir el siguiente. Para el
desarrollo del color, se cubrié la muestra con parafilm y se dejo reposar a temperatura
ambiente por 1 h para después, leer la absorbancia a 640 nm. El color es estable por 24
h, sin embargo, lo mas recomendable es leer inmediatamente de cumplido el tiempo de
reaccién. Los estdndares y muestras se prepararon por duplicado, ademas, es necesario
preparar un blanco que se preparé igualmente que los estandares y las muestras pero
con agua destilada. Esto se realiza con el fin de hacer una correccién por la posible
concentracion de nitrégeno amoniacal que pueda tener el agua destilada o los reactivos
utilizados en la preparacion de las soluciones.

Parte 4. Calculos

Para obtener la concentracion de N-NH," en la muestra, es necesario obtener
primeramente la curva calibracién graficando en el eje de las ordenadas, el promedio de
las absorbancias (previamente restadas de la absorbancia del blanco) contra la
concentracion teorica de cada uno de los estandares en el eje de las abscisas. A
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continuacion se muestra la curva de calibracion obtenida y utilizada para obtener las
concentraciones de N-NH,* en las muestras analizadas.

mg N-NH,"/L| absorbancia abs-blanco
Blanco 0.018 promedio

0.192 0.174

0.1 0.169 0.151 0.1625
0.421 0.403

0.3 0.421 0.403 0.403
0.502 0.484

0.4 0.525 0.507 0.4955
0.732 0.714

0.6 0.736 0.718 0.716
0.98 0.962

0.8 0.98 0.962 0.962
1.243 1.225

1 1.187 1.169 1.197

Curva de calibracion para la determinacién de nitrégeno amoniacal

14

1.2 1

y = 1.1428x + 0.0465
R?=0.9992

0.8

/

0.6

/

absorbancia (nm)

0.4 1

0.2 1

0.2

0.4 ., 06
N-NH," (mg)

0.8 1 1.2

Finalmente, una vez obtenida la ecuacion de la curva de calibracion, se sustituye en el
valor (Y) de la ecuacion, la absorbancia obtenida de cada una de las muestras y se
despeja (X), que es el valor proporcional de la concentracion de N-NH," en la muestra,

ejemplo:

X(conc N—NH," en muestra :(

Y =1.1428X +0.0465 (Ecuacion 3.2)

abs.muestra —0.0465
1.1428

j (Ecuacion 3.3)
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Parte 5. Bibliografia
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ANEXO 3.2 PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE NITRATOS Y NITRITOS
(N-NOXx)

Anexo 3.2 Protocolo para la determinacion de nitratos y
nitritos (método de reduccion de cadmio)

Introduccién

Parte 1. Fundamento

Parte 2. Material y reactivos
Parte 3. Procedimiento
Parte 4. Calculos

Parte 5. Bibliografia

Introduccion

El nitrato (NO3) se presenta generalmente como trazas en el agua de superficie pero
puede alcanzar niveles elevados en las subterraneas. En cantidades excesivas,
contribuye a una enfermedad infantil denominada metahemoglobinemia. Para evitarlo, se
ha establecido un limite de 10 mg N-NOs/L para el agua de bebida. EI NOs™ se encuentra
solo en pequefias cantidades en las aguas residuales domésticas recientes, pero en el
diluyente de las plantas de tratamiento bioldgico nitrificante, el NO3;™ puede encontrarse en
concentraciones de hasta 30 mg N-NOs;/L. Es un nutriente esencial para muchos
autotrofos fotosintéticos, y en algunos casos ha sido identificado como determinante del
crecimiento.

El NO;s™ es un estado intermedio de la oxidacion del nitrégeno, tanto en la oxidacion del
NH," a NO3 como en la reduccion del NO3. Esa oxidacion y reduccion puede ocurrir en
las plantas de tratamiento de aguas residuales, sistemas de distribucion del agua y aguas
naturales. El NO, puede pasar al sistema de suministro de agua debido a su uso como
inhibidor de la corrosion en el agua para procesos industriales. El acido nitroso (HNO),
formado a partir del NO," en soluciones acidas, puede reaccionar con aminas secundarias
(RR'NH) dando lugar a nitrosaminas (RR’N-NO), muchas de las cuales son agentes
carcinégenos reconocidos (APHA, 1998).

Parte 1. Fundamento

El método de reduccion de cadmio consiste basicamente en la reduccion de NO3; a NO,'.
El NO3™ se convierte casi cuantitativamente en NO,™ en presencia de cadmio. Este método
utiliza una columna de vidrio rellena con granulos de cadmio tratados con sulfato de
cobre. Los NOj producidos de esta manera, son determinados por diazonizacion con
sulfanilamida para formar un diazocompuesto que a su vez reacciona con la N-1-natftil
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etilendiamina dihidrocloruro. ElI compuesto asi producido tiene un color rosado y su
intensidad es proporcional a la concentracion de N-NO3™ (APHA, 1998).

El rango aplicable de este método es de 0.01 a 1 mg N-NO; /L. El método es
especialmente recomendado para niveles de NO; por debajo de 0.1 mg N/L, donde a
otros métodos les falta una sensibilidad adecuada. La concentracion determinada se
reporta como mg oxidados de N-NOX/L (la suma de N-NO; mas N-NO, ) a menos que la
concentracion de N-NO, sea determinada por separado y restada (APHA, 1998).

Parte 2. Material y reactivos

El material basico utilizado en la prueba se enlista a continuacion:

a)
b)
C)

Columna de reduccion
Espectrofotometro
Balanza analitica
Bomba de vacio
Equipo de filtracién

pH metro

Placa de agitacion
Placa de calentamiento
Termometro

Pipetas serologicas
Pipeta micrométrica de 1mi
Material de vidrio

Los reactivos y su preparacion se describen a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Granulos de cadmio cuperizado: lavar 25 g de granulos de cadmio con &cido
clorhidrico 6N y enjuagar con agua destilada, agitar o remover el cadmio con 100
mL de una solucidon de sulfato de cobre al 2% por 5 min. o hasta que el color azul
se debilite parcialmente. Decantar y repetir con sulfato de cobre fresco hasta que
un precipitado coloidal marron comienza a desarrollarse. limpiar suavemente con
agua para remover todo el cobre precipitado.

Reactivo de color: a 800 mL de agua destilada, afiadir 100 mL de &cido fosforico
al 85% y 10 g de sulfanilamida. Después de disolver completamente la
sulfanilamida, afiadir 1 g de 1-naftil etilendiamina dihidrocloruro, mezclar para
disolver y diluir a 1 L con agua. Esta solucidn es estable aproximadamente por un
mes cuando es guardada en una botella oscura en el refrigerador.

Solucién cloruro de amonio-EDTA: disolver 13 g de cloruro de amonio y 1.7 g
de EDTA en 900 mL de agua, ajustar el pH a 8.5 con hidroxido de amonio
concentrado y diluira 1 L.

Solucién diluida de cloruro de amonio-EDTA: mezclar 300 mL de la solucién de
cloruro de amonio-EDTA con 500 mL de agua destilada.

Acido clorhidrico (HCI), 6N.

Solucién de sulfato de cobre 2%: disolver 20 g de sulfato de cobre en 500 mL de
aguaydiluirallL.

Solucién patrén de nitrato: secar el nitrato de potasio en la estufa a 105 °C por
24 h, disolver 0.7218 g de nitrato de potasio en agua Yy diluir a 1000 mL; 1 mL =
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100 pg N-NOj . Preservar con 2 mL de cloroformo. Esta solucion es estable hasta
por lo menos 6 meses.

8) Solucion intermedia de nitrato: mezclar 100 mL de solucién patron de nitrato a
1000 mL con agua; 1mL = 10pug N-NO3 . Preservar con 2 mL de cloroformo. Esta
solucion es estable hasta por lo menos 6 meses.

9) Titulante estandar de permanganato de potasio 0.01M (0.05N): disolver 1.6 g
de permanganato de potasio en 1 L de agua, guardarla en una botella de vidrio
color ambar y estandarizar cada vez que se use. Decantar o pipetear
cuidadosamente el sobrenadante sin agitar y sin ninglin sedimento. Estandarizar
esta solucion frecuentemente con el siguiente procedimiento: pesar por lo menos 3
muestras de oxalato de sodio anhidro. Cada muestra debe pesar entre 0.1y 0.2 g,
los pesos deben de variar hasta diezmilésimas de 1 g (0.1 mg), colocar estas
muestras en vasos de precipitado de 250 mL. Para cada vaso alternadamente,
afadir 100 mL de agua y agitar para disolver. Afiadir 10 mL 1:1 &cido sulftrico y
calentar rapidamente de 90 a 95°C. No dejar bajar la temperatura por debajo de
85°C si es necesario, calentar el contenido del vaso de precipitado durante la
titulacion.

10) Solucién patron de nitrito: disolver 1.232 g de nitrito de sodio en agua y diluir a
1000 mL; 1mL= 250 pg N. Conservar con 1 mL de cloroformo.

11) Estandarizacion de la solucion patrén de nitrito: pipetear en orden 50 mL de
solucion estandar 0.01M (0.05N) de permanganato de potasio, 5 mL de H,SO,
concentrado, y 50 mL de solucion patron de nitrito dentro de un frasco o botella de
vidrio. Sumergir la punta de la pipeta debajo de la superficie de la solucién acida
de permanganato mientras se afiade la solucion patron de nitrito. Agitar
suavemente y calentar de 70 a 80°C en una placa de calentamiento. Desaparecer
el color del permanganato afiadiendo suficientes porciones de 10 mL de dicromato
de sodio 0.025 M. Titular el exceso de dicromato de sodio con permanganato de
potasio 0.01M (0.05N) hasta observar un color rosa débil.

12) Oxalato de sodio 0.025M (0.05N): disolver 3.350 g de oxalato de sodio en agua y
diluir a 1000 mL.

13) Solucién intermedia de nitrito: tomar 50 mL de la solucién patrén de nitrito y
mezclarlos con 250 mL de agua destilada. Preparar diariamente.

14) Trabajando con solucion de nitrito: diluir 50mL de solucion intermedia de nitrito
con 500 mL de agua; 1mL = 5ug N-NO; .

Parte 3. Procedimiento

A continuacion se detalla el procedimiento a seguir para la determinacion de N-NOx en el
laboratorio.

Curva de calibracion

Primeramente es necesario realizar una curva de calibracion que se debe preparar cada
vez que se preparen nuevas soluciones o se cambie de algin reactivo.

Se deben preparar por lo menos cinco estandares entre el rango de 0.01-1.0 mg N-NOx/L
a partir de la solucion intermedia de nitrato la cual tiene una concentracion de 0.01 pg N-
NO;3 /L. Los volumenes empleados para los estandares se calcularon a partir de la
siguiente ecuacion:
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conc.estandar *100mL
10mg /mL

Vol.sol.intermedia nitrato :( j (Ecuacion 3.1)

Los volumenes de los estandares a emplear, se aforan con la solucion diluida de cloruro
de amonio-EDTA en un matraz volumétrico de 100ml y se procede a la reduccion de los
mismos. La tabla 3.1 muestra los volimenes empleados y las concentraciones finales de
los estandares utilizados para la curva de calibracion utilizada en las determinaciones.

Es necesario comparar por lo menos un estandar de N-NO, con un estdndar de N-NO3
de la misma concentracion para verificar la eficiencia de reduccion de la columna. Cuando
la eficiencia de la columna sea menor del 75%, es necesario reactivar los granulos como
anteriormente se describio.

Tabla 3.1 Volumenes empelados para la preparacion de los
estandares de la curva de calibracion.

. Volumen
Concentracion de
. de la Volumen .,
. la soluqlon solucion final de Concentracpn en
mtermedla de intermedial muestra volumen final
nitrato _ de nitrato (mL) (mg N-NO3 /L)
(mg N-NOs /L) (mL)
10 0.5 100 0.05
10 1 100 0.1
10 2 100 0.2
10 4 100 0.4
10 6 100 0.6
10 10 100 1.0

Preparacion de la columna de reduccion

Se armd la columna y enseguida se llené de agua. Se afiadieron poco a poco los granulos
de cadmio cuperizados hasta obtener una columna de 18.5 cm de longitud. Se mantuvo el
nivel de agua sobre los granulos de cadmio para prevenir atrapamiento de aire. Se lavo la
columna con 200 mL de solucion diluida de cloruro de amonio-EDTA y se fijo un flujo
entre 7-10 mL/min.

Tratamiento de la muestra

Para la determinacion de los N-NOx en la muestra, en necesario filtrar la muestra a través
de un filtro de membrana de 0.45 um de diametro del poro y ajustar el pH entre 7 y 9 con
NaOH y HCI, en este caso se ajusté con NaOH 0.1M y HCI 0.1M, esto asegura un pH de
8.5 después de la adicion de la solucion de cloruro de amonio-EDTA.
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ANEXO 3.2 PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE NITRATOS Y NITRITOS
(N-NOXx)

Reduccién de los estandares y la muestra

A 25 mL de los estandares y la muestra, se afiadié 75 mL de solucion de cloruro de
amonio-EDTA. Posteriormente, esta preparacidon se verti6 en la columna para su
reduccion. Se desecharon los primeros 25 mL y se recuperd un volumen no menor de
50mL. Los estandares y muestras se prepararon por duplicado, ademas, es necesario
hacer un blanco que se prepara igual que los estdndares y las muestras pero con agua
destilada. Esto se realiza con el fin de hacer una correccién por la posible concentracion
de N-NOx que pueda tener el agua destilada o los reactivos utilizados en la preparacion
de las soluciones.

NOTA: No hay necesidad de lavar la columna entre las muestras, pero si la columna no
va a ser usada por varias horas o mas tiempo, verter 50 mL de la solucién diluida de
cloruro de amonio-EDTA a la columna, taparla y nunca dejarla secar.

Medicién y desarrollo del color

No més de 15 min. después de la reduccion, afiadir 2 mL de reactivo de color a 50 mL del
volumen recuperado y mezclar. Después de un tiempo no mayor de 2 h, leer la
absorbancia de los estandares y muestras a 543 nm.

Parte 4. Célculos

Para obtener la concentracibn de N-NOX en la muestra, es necesario obtener
primeramente la curva de calibracion graficando en el eje de las ordenadas, el promedio
de las absorbancias (previamente restadas de la absorbancia del blanco) contra la
concentraciéon tedrica de cada uno de los estdndares en el eje de las abscisas. A
continuacion, se muestra la curva de calibracion obtenida y utilizada para obtener las
concentraciones de N-NOx de las muestras analizadas.

mg N-NOX/L | absorbancia | abs-blanco
blanco Blanco 0.049 promedio

0.054 0.005

Estandar 1 0.05 0.054 0.005 0.005
0.08 0.031

Estandar 2 0.1 0.08 0.031 0.031
0.142 0.093

Estandar 3 0.2 0.142 0.093 0.093
0.249 0.2

Estandar 4 0.4 0.249 0.2 0.2
0.348 0.299

Estandar 5 0.6 0.348 0.299 0.299
0.547 0.498

Estandar 6 1 0.547 0.498 0.498
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Curva de calibracion para la determinacion de N-NOX
0.6

o o
S 6]
!

y =0.5188x - 0.0155
R?=0.999

absorbancia (nm)
o o
N w

0 \ \ \ \ \
0 0.2 0.4 0.8 1 1.2

0.6
N-NOX/L (mg)

Finalmente, una vez obtenida la ecuacion de la curva de calibracion, se sustituye en el
valor (Y) de la ecuacion, la absorbancia obtenida de cada una de las muestras y se
despeja (X), que es el valor proporcional de la concentraciéon de N-NOx contenida en la
muestra.

Y =0.5188X —0.0155 (Ecuacion 3.2)

abs.muestra + 0.0155
0.5188

X(conc N —NOx en muestra :( ) (Ecuacion 3.3)
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(N-NOXx)

A
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ANEXO 3.3 PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE FOSFORO

Anexo 3.3 Protocolo para la determinacion de fosforo
(método colorimétrico del acido vanadomolibdofosforico)

Introduccién

Parte 1. Fundamento

Parte 2. Material y reactivos
Parte 3. Procedimiento
Parte 4. Calculos

Parte 5. Bibliografia

Introduccion

El fésforo se encuentra en las aguas naturales y residuales casi exclusivamente en forma
de fosfatos, clasificAndose en ortofosfato, fosfatos condensados, polifosfatos, y los ligados
organicamente. Estas formas del fosfato surgen de una diversidad de fuentes. Cantidades
pequefias de algunos fosfatos condensados se afiaden a los suministros de agua durante
el tratamiento, afiadiéndose cantidades mayores de los mismos compuestos cuando el
agua se utiliza para lavar ropa u otras limpiezas, ya que son los componentes principales
de muchos preparados comerciales para la limpieza. Los fosfatos se utilizan ampliamente
en e tratamiento de aguas de calderas. Los ortofosfatos aplicados como fertilizantes a la
tierra cultivada agricola o residencial, son arrastrados a las aguas superficiales con las
lluvias y, en menor proporcién, con la nieve derretida. Los fosfatos organicos se forman
principalmente en procesos bioldgicos. Son aportados al alcantarillado por los residuos
corporales y de alimentos, y ademas, se pueden formar a partir de los ortofosfatos
durante los procesos de tratamiento biolégico o por recibir la carga biolégica del agua
(APHA, 1998).

Parte 1. Fundamento

El método colorimétrico del acido vanadomolibdofosforico, es un método util como andlisis
de rutina por su rapidez y sencillez a la hora de hacer las determinaciones de fésforo. Su
principio esta basado en que en una solucién diluida de ortofosfato, el molibdato de
amonio reacciona en condiciones acidas para formar un acido molibdofosférico. En
presencia de vanadio, se forma el &cido vanadomolibdofosférico caracteristico por su
color amarillo. La intensidad del color amarillo, sera proporcional a la concentracién de
fosfato contenida en la muestra. Este método es aplicable para el rango de 1 a 20 mgP/L
(APHA, 1998).
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Parte 2. Material y reactivos

El material basico utilizado en la prueba se enlista a continuacion:
a) Espectrofotometro
b) Placa de agitacion
c) Balanza analitica
d) Material de vidrio
e) Bomba de vacio
f) Equipo de filtracion
g) Pipetas serolbgicas

Los reactivos y su preparacion se describen a continuacion:

1) Soluciéon de molibdato-vanadato: Solucién A: Disolver 25 g de molibdato de
amonio en 300 mL de agua destilada. Solucion B: Disolver 1.25 g de
metavanadato de amonio en 300 mL de agua hirviendo, dejar enfriar y afiadir 330
mL de HCI concentrado. Una vez preparadas ambas soluciones, verter la solucion
A en la solucién B, mezclar y diluir a 1 L con agua destilada. Almacenar en un
frasco color ambar a temperatura ambiente.

2) Solucion patron de fosfato: Disolver 219.5 mg de fosfato de potasio monobasico
anhidro (KH,P0,4) en agua destilada y diluir a 1 L con agua destilada. 1mL = 50.0
ug PO,> =50 mg/L

Parte 3. Procedimiento

A continuacién se detalla el procedimiento a seguir para la determinacién de P-PO,* en
el laboratorio.

Curva de calibracion

Primeramente es necesario realizar una curva de calibracién que se debe preparar cada
vez que se preparen nuevas soluciones o se cambie algin reactivo.

Se deben preparar por lo menos cinco estandares entre el rango de 0.05y 1.0 mg P-PO,*
/L a partir de la solucion patron de fosfato la cual tiene una concentracion de 50 mg/L. El
volumen final de aforo de los estandares es de 50 mL. Los volumenes empleados para los
estandares calculados a partir de la solucion patron de fosfato, se calcularon a partir de la
siguiente ecuacion:

(Ecuacion 3.1)

4 *
Vol.sol.patrénI<H2PC)4::(C0n°eStandar 50ij

50mg/L
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La tabla 3.1 muestra los volimenes empleados y las concentraciones finales de los
estandares utilizados para la curva de calibracion empleada.

Tabla 3.1 Volimenes empelados para la preparacion de los
estandares de la curva de calibracion.

Concentracion Volumen Volumen .,
de la solucién de Ja final de Concentraqon en
de KH,P0, so:(u;;c;r(])de muestra (\r/:éu&n:;;g?ﬁ_l)
4
(mg/L) (mL) (mL)
50 4 50 0.2
50 6 50 0.3
50 8 50 0.4
50 10 50 0.5
50 14 50 0.7
50 16 50 0.8
50 18 50 0.9

2. Tratamiento de la muestra

Para la determinacion de P-PO,* es necesario que la muestra sea filtrada previamente a
través de un filtro de membrana de 0.45 um de diametro de poro para su determinacion.

3) Medicién y desarrollo del color de los estandares y la muestra

A 25 mL de afluente, 30 mL de efluente, y a cada uno de los volumenes calculados de los
estandares, afiadir 10 mL de la solucién de molibdato-vanadato y aforar a 50 mL con agua
destilada, agitar ligeramente y dejar reposar a temperatura ambiente por 10 min. para que
se desarrolle el color. Una vez cumplido el tiempo de reaccion, leer la absorbancia a 470
nm. El color es estable por varios dias, sin embargo, lo mas recomendable es leer
inmediatamente de cumplido el tiempo de reaccion.

Los estandares y muestras se deben preparar por duplicado, ademas, es necesario hacer
un blanco que se prepara igualmente que los estandares y las muestras pero con agua
destilada. Esto se realiza con el fin de hacer una correccién por la posible concentracion
de P-PO,* que pueda tener el agua destilada o los reactivos utilizados en la preparacion
de las soluciones.

Parte 4. Calculos

Para obtener la concentracion de P-PO,> en la muestra, es necesario obtener
primeramente la curva de calibracion graficando en el eje de las ordenadas, el promedio
de las absorbancias (previamente restadas de la absorbancia del blanco) contra la
concentracion teorica de cada uno de los estandares en el eje de las abscisas. A
continuacion, se muestra la curva de calibracion obtenida y utilizada para obtener las
concentraciones de P-PO,> en las muestras analizadas.
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mg P-PO,> | absorbancia| abs-blanco
0.003 promedio
0.075 0.072
0.2 0.077 0.074 0.073
0.117 0.114
0.3 0.113 0.11 0.112
0.148 0.145
0.4 0.147 0.144 0.1445
0.184 0.181
0.5 0.183 0.18 0.1805
0.254 0.251
0.7 0.253 0.25 0.2505
0.287 0.284
0.8 0.289 0.286 0.285
0.323 0.32
0.9 0.32 0.317 0.3185

Curva de calibracion para la determinacion de fésforo
0.35
0.3 y = 0.3495x + 0.0051 Pad
o R? = O,QV
£ 0.25
£
« )l
S 0.2
8
o 0.15 A
3
o 0.1
[
0.05
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.1 0.2 0.3 0. 0,5 0.6 0.7 0.8 0.9
B-p0,*(ig)

Finalmente, una vez obtenida la ecuacion de la curva de calibracion, se sustituye en el
valor (Y) de la ecuacion, la absorbancia obtenida de cada una de las muestras y se
despeja (X), que es el valor proporcional de la concentraciéon de P-PO,* contenida en la

muestra.

X (conc P—P0,> en muestra = (

Y =0.3495X +0.0051

abs.muestra — 0.051

0.3495

(Ecuacion 3.2)

J (Ecuacion 3.3)
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Anexo 3.4 Clave de identificacion de los MF propuesta por Eikelboom (2000), parte I.

Branching Neisser positive - N. Limicola Il

. (grey-blue}
Present ey SHOIGIHMpESIe: ——p A Square/rectangular

~filaments - _Type 0803
: - I shaped cells
\ ; S|
Sl » Long Gram negative — s | Fungi Mo sheath;

filaments Mo attached growth;,
Filaments often

—_— Gram positivi between flocs in wate
tive — g ype 0e14 |
Filaments contain

many Sulphur granules

P sphe_
y ; ype 1863
(in vivo or after S-test) L Gram negatve | Thiothrix Cell diameter rical cells

<1.0um

= Septa clearly visible 1‘

non-motile

Filaments ) -
Gram negative ______ e | Type 0581 Sheath present; e —
A Often attached growth, Type 1701
None or few ) Meisser positive o Gl ?{"g;“eﬂgt:spm"“de
i sulphur granules Coiled grey-blue - ;
Branching of the inside cells filaments

filaments 4 i
Gram  J ‘
positive  Meisser ] M. parvicella | Nei Cell diameter TT—

positive, negative > >25um
{granules)
Gram positive; usuall
Gram positive ——p | Type 1851 a&achgz growth Y —
v
Y Septa not | Meisser
clearly visible negative L Filaments not
A transparent; variable

Abealt \ = b cell shape (usually = | Type 021N
|' nGeng}we Cel diameter discs or almost square) L

Filaments straight 10-25 um
or slightly bent
el gl atohedgrouth
Y -
Entir.c-.-‘ﬁlaments Filaments contain S-granules Fiamentadimost s
show gliding _‘

transparent;
motion

Filaments without S-granules g | Flexibacter rectangular cells
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Anexo 3.4 Clave de identificacion de los MF propuesta por Eikelboom (2000), parte II.

Granules present
after Meisser
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in vivo or after S-test
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filaments between

flocs Almost —
— Type 1863
round cells b
ar slightly bent -_ G

Filaments
coiled or twistad

—_— Type 0581
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Anexo 3.5 Clave de identificacion de los MF propuesta por Jenkins et al. (1993), parte I.

Flament Type

N. limicela 111
Type 0411
Type 0961
Type 0092

Type 0381
Type 0041

Type 0673
Type 1851
Type 0803

M. parvicella

Gram
Stain

-

+V

+¥

+ weak

Nocardioforms  +

Type 1863

LEGEND:

Y
+-0r -+

Filament Granules

Neisser Stain Sulfur Granules

]
I

Positive
Negative
Variable
Variable; first is most ebserved

Single symbol Invariant

Insity S test

Filament
Other Cell  Diameter,
Inclusions pm
PHA 20
- 0.8-12
- 10-14
+ 0.8-1.0
- 0.5-0.8
- 1.8-2.0
- 1.0
- 0.8
- 08-10
PHA 0.8
PHA 1.0
SHA 0.8-1.0

Filement Shape

St Straight

B Bent

SC  Smoothly curved

Filament
Length,  Filamént
um Shape

100-300 C
50-150 Bl
40-150 St
10-80 St B

100-200 ¢

100-500  St, 84

50-150 8, 8¢
50-200 S, SC
30-150 W&
50-200  C
5-30 I
10-50 Bl
C  Coiled

I Irregularly shered

Cell Septa
Filament ~ Clearly ~ IndentatiarS

Location  Observed at Cell Segls
LE + +
E + +
E + -
I -t =
I i -
1E + =
I + 5
E +- -
EF + -
1 = =
I + -
EF + +

Filament Location

B Extends from floc surface

I Mostly within the floc

F Free in liquid between the i3

Attached  Cell Shape
Sheath  Growth  and Size, pm " Notes

- ~ Discs, ovals

20x15

= - Elongated rods ~ Chain of cells
0.8-1.2x2.0-5,0

= - Rectangles Transparent
1.0-1.4 x 2.0-4.0

& - Rectangles Wider when Neisser
08-1.0x% 1.0 stained

N - -~ Coiled in floc

+ ++~  Squares Neisser-positive
1.8-20x2.0-3.0  reaction occurs

+ ++~  Squares Neisser-positive
10% 1.0 Teaction oceurs

+ - Rectangles Filament bundles
0.8 x 1.5-20

= o Squares -
0.8x10

- - - Large patches

- - Vanable
10x10-20 True branching

- - Oval rods Chain of cells

0.8-1.0% 1.0-15  Usually free in bulk
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Anexo 3.5 Clave de identificacion de los MF propuesta por Jenkins et al. (1993), parte Il.

Neisser Stain  Sulfur Granules Filament  Filament
Gram “ther Cell Diameter, Length,
FilamentType  Stain Ffilament Granules fnsity Stest ‘iclusions  pm jtm
S. natans - - - - - PHA 1‘4-_1.6 100->3500
Type 1701 - - - - E PHA 0.8—‘_1 O 2040
H. hydrossis - - - - - - 05 10-100
Type 021N = = ~+ -4 4 PHA 1625 30-100
Thigthrix ] -+ - -+ +- + PHA 1 .6'—2.5 100->300
Thiothrix 11 - - -t +- + PHA 08-14 50-200
Type 0914 -4 - 4 =4 - PHA 10412 50-200
Begpiaton spp. -+ - -t 4 + PHA 3.0~40  100->500
N. limicola 1 + + - - - PHA 0.8-1.0  40-100
N lmicola Il =+ o - - - PHA 14 50-200

Filyment
Shape

%, 5C

R
c

(

Cell Septa

Filament  Clearly

B +
1E +
BF ~

+
E +
E +
EF +
F -+
LE +
LE +

Indentztions
Location Observed at Cell Sépta Sheath  Growth

.

Attached  Cell Shape

and Size, pm

Sausage-shaped
1.6x23
Sausage-shaped
10x15

+ -+ -

Bareels,
rectangles,
discoid

16-25x 20

Rectangles

08-14x15-30

Rectangles

08-1.2%10

+ -+ Squares

10X 10

Rectangles

20-40 % 60-80

Ovals

08-1.0x08

Dises, ovals

L4 x10-15

Notes
False branching
Cell septa sometimes
hard o see

Rigidly straight
Rosettes, gonidia

Rosettes, gonidia
Rosettes, gonidia
Sulfur granules, square
Motile; fiexing and

gliding

Incidental branching;
Gram- and Neisser-
variable
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Anexo 3.6 Técnicas de tincion paralos MF

La aplicacién de técnicas diferenciales a los MF permiten resaltar caracteristicas propias
de cada uno de ellos, lo cual ayudara a la correcta identificacién de los mismos.

Estas se realizan sobre muestras fijas de LM que se preparan de la siguiente manera:

1. Agitar con suavidad la muestra de LM para homogenizar.

2. Tomar una o dos gotas y depositarlas en un portaobjetos (previamente lavado
y desengrasado).

3. Extender las gotas homogéneamente sobre el portaobjetos y dejar secar a

temperatura ambiente.

Tenir las muestras siguiendo el protocolo para cada tincion.

Proceder al analisis microscépico de la preparacion en campo claro y contraste

de fases utilizando objetivo de 100X.

6. Hacer la observacion de por lo menos 2 preparaciones.

o ks

TINCION GRAM

Es una tincion diferencial que permite clasificar a las bacterias en dos grupos: Gram
positivas y Gram negativas, basandose en al grado de permeabilidad que las bacterias
presentan al disolvente utilizado durante el procedimiento de tincién.

Color azul-violeta................ gram positivo
Color rojo-rosa.................... gram negativo
Reactivos
Solucién 1
A B
Cristal violeta................. 29 Oxalatodeamonio............... 0.8¢g
Etanol al 95%................. 20mL Agua destilada.................. 80 mL
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N0 o [o T 1g

Yoduro de potasio........ 29

Agua destilada............ 300 mL

Solucion 3

Safranina O (safranina al 25% en etanol al 9%)................... 10 mL
Agua destilada...........coe i 100 mL

Procedimiento

-Tefiir 1 min. con la solucién 1 (cristal violeta) y enjuagar con agua destilada.
-Tefir Imin. con la solucion 2 (yodo) y enjuagar con agua destilada.

- Decolorar unos pocos segundos con etanol al 95%.

- Tedlir 1 min. con la solucién 3 (safranina) y enjuagar con agua destilada.

- Dejar secar a temperatura ambiente y examinar a 100X en campo claro.

TINCION NEISSER

Las bacterias suelen almacenar en su interior ciertos compuestos, formando los
denominados granulos de reserva. En ellos se encuentran los polifosfatos, que si bien no
son observables con tincidn previa, se pueden distinguir con facilidad cuando se practica
la tincién de Neisser, al adquirir éstos un color negro-azulado.

Color azul-violeta................coocoevnnnnn. Neisser positivo (filamentos o granulos)

Color marrén claro amarillento............ Neisser negativo

Reactivos
Solucién 1

A B

Azul de metilo................ 0.1g Cristal violeta (10g en 100ml etanol al 95%)...3.3 mL
Etanol al 95%.................... 5mL Etanol al 95%.........cccceeeeiiiii 6.7 mL
Acido glacial acético........ 5mL Aguadestilada...........cccooiiiiii 100 mL
Agua destilada............... 100 mL

Mezclar dos partes de la solucion A y una parte de la solucién B (preparar mensualmente)
Solucién 2

Café de bismarck (1 g por cada 100 mL agua destilada)................ 33.3mL
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Agua destilada. .. .......oe i 66.7 mL
Procedimiento

-Tefiir 30 seg. con la solucién 1 y enjuagar con agua destilada.

-Tefir 1 min. con la solucion 2 y enjuagar con agua destilada.

-Dejar secar a temperatura ambiente y examinar a 100X en campo claro.

TINCION DE POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB)

Es una tincién indicativa de carencia de nutrientes (N y P) en un lodo activado.

Granulos de PHB................ Granulos intracelulares negro-azulados
Citoplasma................ccoeeee. Rosa, claro o sin tefiir
Reactivos

Solucién 1

Negro de Sudan B (IV)...... 0.3g

Etanol al 60%..................... 100 mL
Solucién 2

Safranina O.................... 05¢g
Agua destilada................ 100 mL

Procedimiento
-Tefir 10 min. con la solucién 1 y enjuagar con agua destilada.
-Tedir 10 seg. con la solucién 2 y enjuagar con agua destilada.

-Dejar secar a temperatura ambiente y examinar a 100X en campo claro.

TINCION DE VAINAS

Cuando una célula tiene vaina o cubierta, ésta, actia de forma de barrera para el
colorante impidiendo que las células integrantes del filamento lleguen a tefiirse, por el
contrario, las células sin vaina se tifien intensamente de color violeta, mientras que las
vainas aparecen de claras a rosas.
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Reactivos
Cristal violeta................ 0.1g
Agua destilada.............. 100 mL

Procedimiento

- Mezclar 1 gota de muestra a analizar (15 pL) con una gota de la solucién de cristal
violeta (10 yL) en un portaobjetos.

- Colocar un cubreobjetos y examinar a 100X en contraste de fases.

PRUEBA DE OXIDACION DE SULFUROS (S-test)

Es una prueba que tiene como finalidad poner de manifiesto la capacidad de oxidacion de
sulfuro o azufre elemental.

Reactivos
Tiosulfato de sodio........ 1lg
Agua destilada............. 100 mL

Procedimiento
- Dejar sedimentar una muestra de lodos activados.
- Tomar 20 mL de sobrenadante en un erlenmeyer de 100 mL.
- Afiadir 1 0 2 mL de lodos activados.
- Afiadir 1 mL de solucién de tiosulfato de sodio.
- Agitar el erlen meyer toda la noche a temperatura ambiente.
- Observar a 100X en contraste de fases.
Recomendaciones:
Cuando la muestra tefiida requiera observarse después de uno o dos dias de su

preparacion, es recomendable hidratarla con una gota de agua y posteriormente cubrirla
con el cubreobjetos y asi, observarla bajo aceite de inmersion.
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R

Bibliografia
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ANEXO 3.7 Protocolo para la determinacidon del area bajo
la curva (ABC)

Para el calculo del ABC correspondiente al almacenamiento y crecimiento se sigui6 el
siguiente procedimiento.

1. Identificar la linea correspondiente a la respiracién endégena en el perfil de la VCO.

300

250

200+

150

100

VCO (mglL.d)

50

0,0

Tiempo (d)

Figura 3.1. Perfil de la VCO

300

250

200

150

100

VCO (mg/L.d)

50 Respiracion endogena

0.0 Tiempo (d)

Figura 3.2. Perfil de la VCO indicando la respiracion
enddgena.
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2. Delimitar las &reas correspondientes al almacenamiento y el crecimiento trazando una
linea que una el primer valor de la VCO correspondiente al metabolismo endégeno con el
punto de inflexién observable en la curva (Figura 3.3).

300

250 ABCtotaI = ABCaIm + ABCobs
200 AB Calm

150

VCO (mg/L.d)

<«
100 ABC,q
50 - / /

Respiracién endégena

-0.5 0 05 1.0 15 2.0
Tiempo (d)

Figura 3.3. Delimitacion de ABCym Y ABCqps

3. Calcular el ABCiqta del perfil de la VCO con respecto a la horizontal correspondiente a la
respiraciéon enddégena mediante el método de integracion trapecial. Este consiste en
sumar las areas de cada uno de los trapecios en que fue subdividida el ABCiy (Figura

3.4).
300
250 b'\
Cc
200 al
3 150
IS
E
(o) 100
S
50
ottt
Respiraciéon endégena

Tiempo (d)
Figura 3.4. Integracion trapecial del ABCiga.
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Por ejemplo:

ABC :a+b(t1—t0)+bJ2rC(t2—tl)+(ts—t2)+ ........ 0

total
2

4. Calcular por separado mediante el mismo método (integracion trapecial) el ABCgps
(Figura 3.5).

300

250

200
T
o 150
(o))
E °Nd

100
8 b ABCobs
>

50

h 6 L
Respiracion endégena

Tiempo (d)
Figura 3.5. Integracion trapecial del ABCps.

5. Obtener el ABC,,, mediante la siguiente férmula.

ABC,,, = ABC,, + ABC,, (Ecuacion 3.1)

tota
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Anexo 3.8 Protocolo para la determinacion de la
velocidad de consumo de oxigeno (VCO)

Introduccién

Parte 1. Material y reactivos
Parte 2. Procedimiento
Parte 3. Célculos

Parte 4. Bibliografia

Introduccion

La velocidad de consumo de oxigeno (VCO) es una prueba que permite determinar la
cantidad de O, consumido por los microorganismos al eliminar la DBOs de una muestra
biolégica, por ejemplo, de un lodo activado.

Parte 1. Material y equipo

Oximetro

Material de vidrio
Agitador magnético
Placa de agitacion
Soporte universal
Franela

Parte 2. Procedimiento

A continuacion se detalla el procedimiento a seguir para la determinacién de la VCO en el
laboratorio.

Calibracién del oximetro

Previ6 a la determinacion de la VCO, es necesario calibrar el oximetro para asegurar que
los resultados registrados en la determinacién sean confiables. Esta calibracion se realizo
de acuerdo al manual de procedimientos.

Preparacion de la mezclade ARy LM

La preparacion de la mezcla, se realizd a partir del célculo de la F/M, aplicando las
férmulas que en el apartado de 3.4.3.2 del Capitulo 3 se describen.
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Determinacién de la VCO

Posterior a la calibraciéon del oximetro, se realizara la determinacion de la VCO como a
continuacion se describe:

1.

w

No ok

Airear la mezcla de AR y LM en un vaso de precipitado de 2000 mL, hasta una
concentracion minima de OD de 2 mg/L o preferentemente entre 4 a 5 mg/L de OD
y mantener en agitacion.

Colocar un trapo humedo sobre la placa de agitacion y colocar el matraz erlen
meyer de 125 mL sobre la placa de agitacion.

Introducir el agitador magnético dentro del matraz erlen meyer y comprobar una
agitacion a una velocidad de 5.

Asegurar que la concentraciéon de OD en la mezcla es igual 0 mayor de 4 mg/L.
Llenar el matraz erlen meyer con la mezcla aireada hasta el rebose.

Introducir el electrodo de oxigeno.

Registrar el OD cada 10 segundos durante 15 min. o hasta que la concentracion
de OD llegue a 1 mg/L.

Seguimiento del proceso

8.

Repetir los pasos 5 al 9 para obtener varias lecturas y obtener un perfil de la VCO.

Parte 4. Calculos

1.

Graficar la concentracion de OD en el eje de las ordenadas y el tiempo en el eje de
las abscisas.

Calcular la pendiente del grafico.

Multiplicar por 3600 para convertir los seg. a h.

Graficar cada una de las VCO obtenidas contra el tiempo, para obtener un perfil
como el que se muestra en la Figura 3.1.

=
S+
3 Respiracié
?,, exégena
@]
o
>_1
A
i Sustrato Respiracion
externo endégena
N N
i LIV N
Tiempo (h)

Figura 3.1. Perfil de la VCO.
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A

Parte 4. Bibliografia
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ANEXO 3.9 Protocolo parala determinacion de las VEN y
VEDN

Para el calculo de las VEN y VEDN es indispensable contar con los valores internos del
ciclo de las diferentes especies del N. La Figura 3.1 muestra un ejemplo de la evolucién
temporal del comportamiento del N durante un ciclo de tratamiento y ademas, se indican
con letras mayusculas los valores que deben considerarse para los calculos.

N-NOx en LM
=)
E
z
N-NH4
£ M introducidos
Ml
L
1 L,
L M,
N,
] ] | 1__N-NH4 en LM
I I I I I
1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

Figura 3.1. Ejemplo de la evolucion temporal de N durante un
ciclo de tratamiento.

Célculo de las VEN en las fases de LLE-OX y REAC-OX

Las VEN en la fase de LLE-OX se calcularon con los datos de N-NH," (caida de
amoniaco) y las VEN en la fase de REAC-OX se calcularon con los datos de N-NOx

(aumento de N-NOx)
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VEN (LLE-OX)

Para calcular la VEN en esta fase, se toman en cuenta la diferencia de los mg N-NH,"
introducidos — mg N-NH," en el LM en la fase de LLE-ANOX (L), LLE-OX 1 (M) y LLE-OX
2 (N). Con los resultados de las diferencias obtenidas y los tiempos de duracién de cada
una de estas fases, obtener la pendiente, ejemplo:

LLE-ANOX (L) = Ly — L,
LLE-OX 1 (M) = My — M,
LLE-OX 2 (N) = N; — N,

Una vez calculadas las diferencias, se grafican estos valores en el eje de las ordenadas
(Y) y el tiempo de duracién de cada fase en el eje de las abscisas (X).

Tiempo (h) N (mg)
0.66 L
1.7 M
2.7 N

Se aplica la siguiente formula para el calculo de la VEN (LLE-OX)

pendiente

VENLe-ox = 5oy

(Ecuacion 3.1)

Donde:

Pendiente = mg/h
SSVLM =g

VEN (REAC-OX)

Para obtener la VEN en esta fase, se calcula la diferencia de los valores de N-NOx en el
LM del final de la fase de REAC-OX (e) - N-NOx en el LM al inicio de la fase de REAC-
OX (qg), diferencia denotada por el valor de (E). Una vez calculadas esta diferencia, se
aplica la siguiente formula para el célculo de la VEN (REAC-OX)

E
VEN = Ecuacion 3. 2
REAC-OX ™ sov/| M *t ( )
Donde:
E=e-g(mg)
SSVLM =g

t = tiempo de duracién de la fase de REAC-OX (h)
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VEDN (LLE-ANOX y SED)

Las VEDN en ambas fases se calculan de igual forma, la diferencia esta en que para el
célculo de la VEDN en el LLE-NOX se utiliza el valor del N desnitrificado en esta fase (C)
y para la VEDN en la SED, se utiliza el valor del N desnitrificado en esta fase (D).

C
VEDN = Ecuacion 3.3
LLE—ANOX SSVLM *t ( )
Donde:
C=c-d(mg)
SSVLM =g

t = tiempo de duracién de la fase de LLE-ANOX (h)

Para calcular la VEDN en la SED se utiliza la misma ecuacién, pero tomando en cuenta el
N desnitrificado (D) y el tiempo de duracion de esta fase.
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ELIMINACION DE N-NOx

ANEXO 4.1 Protocolo parala determinacién del
rendimiento de eliminacion de N-NOx

El rendimiento de eliminacion de N-NOx (Rpy) se calcula a partir de la siguiente formula:

NDN
NNT

Riony = (Ecuacion 4.1)

Donde:
Npn = nitrégeno desnitrificado (mg)

Nyt = nitrégeno nitrificado (mg)

Para el calculo de Npy Y Nyt €s indispensable contar con los valores internos del ciclo de
las diferentes especies del N. La Figura 4.1 muestra un ejemplo de la evolucion temporal
del comportamiento del N durante un ciclo de tratamiento y ademas, se indican con letras
mayusculas los valores que deben considerarse para el calculo del Rpy.

N-NOx en LM

N (mg)

o o o ed N-NH4

- 4 introducidos

b"
| | | 1.__N-NH4enlLM
| | | | |
1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)
Figura 4.1. Ejemplo de la evolucion temporal de N durante un
ciclo de tratamiento.

Claudia Margarita Martinez Rodriguez



220

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN EL
COMPORTAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS EN UN
REACTOR BIOLOGICO SECUENCIAL

De la Figura anterior:
A = N nitrificado en el ciclo (a - b)
B = el N nitrificado en el ciclo pero no desnitrificado (e - d)

C = el N del ciclo anterior desnitrificado en el ciclo (c — d)

Una vez obtenidos los valores A, By C, se calcula el Npy Yy Nyt COmo sigue:
Noy =(A-B)+C (Ecuacion 4.2)

Ny =A (Ecuacion 4.3)

Finalmente, se sustituye la ecuacién 4.2 'y 4.3 en la 4.1 para obtener el Rpy de N-NOXx.
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