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I Resumen
I, RESUMEN

Se diseii6 y construy6 un sistermna de ratamiento de aguas mediante lodos activados a escala
laboratorio, el cual fué operada en dos periodos que sumaron mds de 520 dias utilizando un agua
residual sintética formulada para simular desechos con baja carga orgdnica, encontrandose que el
sistema se comporta de la misma forma que un sistema real, tanto en los aspectos cinéticos como
en desempeiio global.

Se desarroll6 un sistema computarizado de control y adquisicion de datos para biomreactores
amigable, versidtil y poderoso. Este sisterna ha sido utilizado exitosamente en diversas aplicaciones
por varios investigadores y estudiantes del Departamento de Bioingenierfa del Instituto de
Biotecnologfa. Adicionalmente, se hicieron adapraciones al sistema para realizar determinaciones
de velocidad de consumo de oxigeno y demanda bloquimica de oxfgeno por medio de un
biosensor, utilizando e] método de andlisis de flujo inyeciado con toma de muestras y calibracion y
alarmas automatizadas.

Una vez que se logré estabilizar el sistema de lodos activados mediante el control de la
relacién alimento microorganismo (F/M), éste se utilizé como reservorio de una poblacidn de Jodos
activados aclimatados a las condiciones de cultivo. Con el fin de no perturbar el sistema
estabilizado se tomaron inéculos de lodos para llevar a cabo cultivos por lotes y exponencialmente
alimentados.

En experimentos de cultivo por lotes se idemtificaron las fuses lag, crecimiento exponencial,
estacionaria y de consumo enddgeno, encontrando que esta tiltima se pucde dividir en dos sub-
etapas. Se encontré que los cultivos exponencialmente alimentados de volumen variable presentan
el mismo comportamiento dindmico que un quimiosiato, donde la velocidad especifica de
crecimiento que se obiiene en estos cultivos es igual a Ja velocidad de dilucién con la que se opera.
Cuando en el culiivo exponencialmente alimentade se llegd al estado estacionario, se realizaron
perturbaciones al sistema, pemmitiento tener un control interno para realizar comparaciones antes y

_después de la perturbacién.

Se ensayaron perturbaciones mediante la adicion de clorure de sodio a distintas
cencentraciones con el fin de someter a la poblacién microbiana a un esirés osmético que implique
un gasto energético adicional. Se encontré que los efectos principales que se obtienen son el
cambio transitorio del cultivo hacia un nuevo estado estacionario, aunado a una disminucién del
rendimiento celular, presumiblemente debido & que las bacterias consumen una mayor cantidad de



I Resumen
substrato para mantener la presién osmética adecuada.

Se desarrollé un método numérico para la determinacién de constantes cinéticas y
estequiométricas a partir de datos experimentales de culiivo en estado transitorio, el cual fué
probado para cultivos axénicos, encontrdndose una buena concordancia con métodos tradicionales
andlogos al método de Lineweaver-Burke utilizado en reacciones enzimdricas. Para la uilizacién
del método en cultivos mixtos se encontraron complicaciones debido a la complejidad del sistema
biolégico. sin embargo el método se utiliz6 en conjunio con métodos tradicionales de balance de
masa para la determinacién de cierios pardmetros como lus velocidades especificas de crecimiento y
consumo de substrato y el rendimiento. Los resultados obtenidos mediante este método presentan
grandes diferencias al realizar comparaciones entre distintos experimentos, sin embargo al
comparar distintas etapas de un solo experimento, las diferencias son minimas.
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1, OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

W1, Anl 1

El presente trabajo tiene por abjetivo principal experi y
analfticas con el fin de realizar estudios sobre el efecto de perturbaciones mediante la adicidn de
cloruro de sodio en un sistema de tratamiento de aguas residuales por lodos activados a escala

laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Disefio, construceian y operacidn de un sistema modelo de fodos activados a escala
laboratorio.

Desarrollo y puesta en marcha de un sistema computarizado de adquisicidn de datos para
biorreactores, que sea versdtil, amigable ¥ poderoso.

Anilisis tweérico del culiivo exponencialmente alimentado como wna herramienta
experimental para el estudio cinético del crecimiento celular y realizacién prictica de este método en
sistemas biol6gicos.

Adaptacidn y automatizacién de técnicas de andlisis de flujo inyectado para las
determinaciones de velocidad de consumo de oxigeno y demanda biogimica de oxigeno.

Adaptacién y milizacion de méiodos numéricos de andlisis de datos como herramientas
ivas para estimacién de las cc cinéticas que describen el crecimiento celular.




Il Justificacion
1. JUSTIFICACION

Histéricamente el tratamiento de aguas residuales ha sido considerado dentro del campo de
aplicaci6n de la ingenierfa sanitaria, sin embargo, el desarrollo adecuado de esta tecnologfa requiere
también de la participacién conjunta de otras disciplinas, como la microbiologia, ingenieria
quimica, bioquimica y ambiental. La aplicacién de técnicas biotecnoldgicas al ratamiento de aguas
de desecho ofrece unu nueva gama de posibilidades, lo que en los dltimos afios se ha considerado
dentro de la “biotecnologia ambiental”.

Si bien el tratamiento bioldgico de aguas residuales es la aplicacion biotecnoldgica mis
utilizada en todo el mundo, tanto en volumen como en nimero de plantas, muchos de los
fendmenos que ocurren durante este proceso ain no se comprenden en su totalidad. El disefioy la
operacién de plantas de tratamiento requiere de un conocimiento tanto de ingenieria como de
biotecnologia, sin embargo, la falta de estos conocimientos ha llevado a que muchas de estas tareas
sean realizadas utilizindo 1écnicas heuristicas o “reglas de dedo”, cuya efectividad depende en gran
medida de Ia experiencia del operador.

Entre las nuevas tendencias de la biotecnologia ambiental podemos encontrar: formacién de
bancos de microorganismos con distintas capacidades degradativas; aplicacién de ingenieria
genética a microorganismos para el ratamiento de aguas; desarrollo de biosensores para el
monitoreo de la calidad del agua y el desarrollo de nuevos biorreactores y sistemas de control para
el tratamiento de aguas residuales.

Para realizar investigacion en biotecnologia ambiental, es io contar con herr
experimentales que faciliten esta tarea. Duranie el desarrollo del presente trabajo se establecieron
algunas de las metodologfas requeridas para la adecuada experimentacién en este campo.
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IV, NOMENCLATURA

Velocidad de dilucién (reactor), bl

Velocidad de dilucién (sedimentador), he)

Velocidad de dilucién (todo el sistema), h*!

Demanda biequimica de oxigeno, mg/L

Densidad dptica

Demanda quimica de oxigeno, mg/L

Flujo volumétrico, L/h

Carga orgdnica misica (Relacion alimento - microorganismos), h!
Eficiencia de sedimentacién

Indice volumétrico de lodos, mL/mg

Coeficiente volumétrico de transferencia de masa, h-1

Constante de saturacion, g/L

Coeficiente de mantenimiento, g/g-h

Oxfgeno disuello, % sawracion del aire @ 29°C

Relaci6n de purga

Velocidad especifica de consumo de oxigeno, mg O2/mg SSV-h
Velocidad especifica de consumo de substrato, mg DQO/mg SSV-h
Relacidn de recirculacion

_ Revoluciones por minuto, min'!

Concentracién de substrato, g/l

Sélidos sedimenrables, ml/L

Sélidos en suspensién totales, mg/L

Sélidos en suspension volkitiles, mg/L
tiempo, h

Volumen, L

Velocidad de consumo de oxfgeno, mg/l.-h
Volumen de aire / volumen de liquido / minuto
Concentracién de biomasa, g/L

Rendimiento, g/g

_ Rendimiento miximo, g/g

Tiempo medio de retencién celular, d
Velocidad especifica de crecimiento, h!
Velocidad especifica de crecimiento midxima, h-!

IV Nomenclatura
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Y. INTRODUCCION
5.1, ANTECEDENTES

Es bien conocido que en todas las dreas urbanas e industriales del mundo se producen y
acumulan grandes cantidades de productos de desecho conaminantes, 1anto sélidos y Hquidos,
como gases, que varian ampliamente en composicion y cantidad. El efecto que producen estos
compuestos en el ambiente es también muy variable, dependiendo tanto de las caracreristicas del
compuesto, coma de las condiciones del ambiente donde se desecha.

Normaimente, una de las formas de disponer de los desechos sdlidos y liquidos, que
suelen ir acompaiiados de grandes voliimenes de ugua para facilitar su transpone {Farrell, 1984),
es incorporarios a cuerpos naturales de agua, como rios, lagos y océanos, o depositarlos
directamente en el suelo. La forma miis adecuada de desechar estos compuestos es realizar
previamente un tratamiento que disminuya los posibles efectos en el ambiente de estas aguas,
comtinmente denominadas aguas residuales.

Entre los tipos de tratamiento de vguas residuales podemos encontrar: el tratamiento |
primario, que tiene la finalidad de eliminar s6lidos voluminosos y acondicionar el agua residual
para un tratamiento posterior, y normalmente incluye procesos {isicos; el tratamiento secundario
cuyo objetivo es la degradacion de los desechos, e involucra principalmente procesos bioldgicos y
fisicoguimicos; y finalmente tenemos el rratamiento terciario, que ticne como objetivo el pulimiento
final.

El tratamiento de aguas residuales también puede clasificarse de acuerdo al tipo de
operaciones y procesos unitarios que se realizan, permitiendo asi separar cada proceso como una
unidad e integrar varias unidades dentro de un sistema de traiamiento global. Siguiendo este
criterio, tenemos el tratamiento fisico, que incluye luas operaciones de tamizado, mezclado,
flocenlacidn, sedimentacién, flotacidn, filtrado, transferencia de calor y secado; el tratamiento
quimico, que comprende precipitacion quimica, transferencia de gases, adsorcién, desinfeccién y
oxidacién quimica {clorinacién y ozonificacién) y combustién; finalmente tenemos el tratamiento

bioldgico, que prede ser aerobio, anaerobio o mixto.

Uno de los prop6sitos del ratamienio bioldgico de aguas residuales, es la degradacién de la
materia orgdnica suspendida y/o disuelta en el agua mediante Ja biodegradacion de Jos compuestos
contaminantes. En todos los casos de rratamiento biotogico, al reducir el volumen de Jos desechos,
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.

estos se tornan mds dificiles de degradar, y el verdadero paso limitante se encuentra al llegar el
momento de deshacerse de la materia orgdnica acumulada durante el tratamiento de aguas

residuales.

La eleccitn y disefio de un sistema de iratamiento de aguas residuales debe analizarse
particularmente para cada tipo de efluente que se desea tratar (Metcalf and Eddy, 1972). En casos
especificos, la factibilidad del tratamienio biolégico depende de faciores tales como:

- concentracidn de los contaminantes en el desecho (carga orgdnica).
- continuidad en ladisposicién del desecho. '

- presencia de materiales t6xicos en la corriente de desecho,

- requerimiento de un pretratamienio para lograr la biodegradaciéa,
- problemas debido a las caracterfsticas fisicoguimicas del desecho.
- cantidad de! desecho a tratar.

- costos de transporte.

5.2. SISTEMAS DE TRATAMIENTO BIOLOGICO

La tarea de disciio y operacidn de pluntas de tratamienio bioldgico de aguas residuales ha
sido llevada a cabo principalmente por ingenieros civiles, y la participacién de microbiglogos,
ingenieros quimicos y bioquimices ha sido histéricamente minima (Uhlmann, 1979), Esto se ve
reflejado en la aplicacién limitada de reacciones bioquimicas e interacciones microbianas al disefio y
operaci6n del proceso de degradacién.

Los sistemas de tratamiento bioldgico de aguas residuiles mds utilizados en 1a actualidad
son Ja digestién anaerobia y digestiGn aerobixn. Para llevar a cabo una comparacién realista entre Jos
diferentes sistemas de tratamiento de agua, es necesario tener en cuenta los aspectos técnicos,
econémicos y ecoldgicos de cada uno de elios, y hacer notar en forma clara las ventajas y
desveniajas que cada uno de ellos presenia. A continuacion se describe cada tipo de sisiema y se
listan sus principales ventajas y desventajas.

5.2.1. Sistemas Aerobios
Los sistemas gerobios son procesos en los que la degradacién de materia orgdnica es

llevada a cabo por microorganismos que requieren la presencia de oxigeno para crecer. Entre estos
sistemas podemos citar: lodos activados. filtros percoludores y lagunas de estabilizacién aerobias.
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Ventajas:
1. Al eficiencia en la remocidn de maleria orgdnica.
2.  Bajos tiempos de residencia.
3. Relativamente estables.
4. El agua ratada tiene baja carga orgénica.
5. Produccién de desechos inedoros, biolégicamente y ficiles de desechar.
6. Produccién de lodos con excelentes caracteristicas para su concentracion.
7. Pocos problemas de operacion.

8.  Costo de inversién relativamente bajo.

Desventajas:
1. Gran consumo de potencia por aireacién.
2. No se recupera un subproducto dtil.
3.  Produccién de grandes volimenes de lodos.
4. Inadecuados para tratar residuos concentrados.

5.2.2. Sistemas Anaerobios

El watamiento anaerobio de aguas residuales comprende la descomposicién de materia
orgdnica y/o inorgdnica en ausencia de oxigeno. Entre los procesos mis comunes que se aplican
para el wratamiento de aguas se encuentran: tanques Imhoff, lagunas anaerobias, digestores,
sistemnas de contacto anaerobio, filtros anaerdbicos, reactores de pelicula fija y reactores de lecho
de lodos con flujo ascendente (UASB).

Ventajas:
1. Es posible recuperar energfa medianie el metano producido.
2. Se puede operar con alias cargas orginicas.
3.  Se producen pequefios volimenes de lodos.
4. Noimplica un gasto de energia por aireacién.

Desventajas:

1. Elproceso requierc de una etapa de aclimatacién que puede ser prolongada cuando no se
tiene el inéeulo adecuado.
La baja velocidad de crecimiento de las bacterias requiere mayores tiempos de retencidn.
E! proceso no es econdmicamente factible para desechos dilufdos.

o
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La decision que normalmente se toma para adoptar un sistema acrobio o anaerobio, es
meramente econémica, tomando en cuenta que pary altas cargas orginicas, por lo general
superiores a 1,000 mg/L, DBOg, tales como algunos efluentes industriales, el sistema anaerobio es
el mds adecuado, tanio en coslos de inversién como de operacién, mientras gue para bajas cargas
orgénicas, como los efluentes municipales, los sistemas aerobios son mejores (Eckenfeider, 1988).
Actualmente se han logrado grandes avances en la utilizacidn de sistemas anaerobios,
particularmente en Jos sistemas denominados de segunda y tercera generacién (Noyola, 1992), sin
embargo reci existe una tendencia a utilizar sk mixtos, donde pane de} ratamiento
se efectia anaerobiamente, con el aprovechamiento correspondiente de energia, y despuds se
efectiia un tratamiento aerobio, reduciendo los desechos a un minimo. También se han planteado
sistemas de composteo como una alternativa para aprovechar el exceso de lodos.

3.3. SISTEMA DELODOS ACTIVADOS
5.3.1. Descripcién del Proceso

Uno de los procesos de tratamiento de aguas que se efectda en todo el mundo con
resutiados bastante favorables desde principios de este siglo, es el de lodos activados. El proceso
fué desarrollado por Ardern y Locketr en 1914 (Metcalf and Eddy, 1972), y su principio estd
basado en la observacién de que si un desecho es aireado durante un perfodo de tiempo, su
contenido de materia orgdnica disminuye, y al mismo tiempo se forma un “jodo’ en forma de
fiéeutos. (Ramalho, 1977)

La forma de operacidn de este proceso se presenta en la figura 1. E! traiamiento
bisicamente consiste en la adicién en formu continua del agua residual a tratar en el reactor
biolGgico o digestor, donde se encuentra una poblicion helerogénea de microorganismos, la cual se
mantiene en suspensién mediante agitacién mecinica o inyeccion de aire. Una vez que el licor
mezclado alcanza cierto tiempo de residenciz, una corriente de éste pasa a un tanque donde se lleva
a cabo el proceso de sedimentacidn de la biomasa, obteniendo en la parte superior un efluente
clarificado, y en la parte inferior la biomasa en forma de fléculos. Parte de la biomasa que
precipita, se regresa al digestor, con el objeto de aumentar el tiempo de residencia de los
microorganismos. La otra parte de la biomusa se desecha. El sistema se caracteriza por la
degradacién aerobia de la materia orgdnica mediame pobliciones diversas de bacrerias,
prolozoarios y ajgas, que comiinmente se denominan lodos activados.
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Figura 1. Diagrama de un sistema convencional de tratamiento de aguas residuales por lodos activados.

Bioquimicamenie, los lodos activados tienen Ja siguiente compasicién (Uhimann, 1979):

a) enzimas y 4cidos nucléicos

b) otros constituyentes de la biomasa

¢) material de soporte (orginicos: materia himica y polisacdridos; inorganicos: hidréxido de
fierro, carbonato de calcio, hidréxido de calcio, apatita, e hidroxido de aluminio)

Los efluentes de este sistema de traiamiento son: el agua wratada que puede ser utilizada
posteriormente con fines agricolas o indusiriales; y los lodos de desecho (biomasa dificilmente
degradable) que son un contaminante. Por ejemplo, tan solo en la Comunidad Econdmica Europea
se producen 6 millones de toneladas de materia seca por afio (Karapanagiotis et al, 1989). La
composicién tan compleja de los lodos activados, en la mayoria de los casos no permite que se
utilicen como materia prima para algin proceso industrial, o como fertilizante en forma directa,
debido al alto contenido tanto de microorganismos patdgenos, asf como de compuestos 16Xicos no
biodegradables y acumulables, tales como metales pesados (Forster, 1985).

Las operaciones para el desecho de¢ lodos activados se basan principalmente en la
disminuci6n del contenido de compueslos orginicos y de agua, para posteriormenie incinerarlos 6
depositarlos en sitios donde sus efectos ambientales rocivos sean menores. El contenido de agua
en los lodos es de alrededor del 80 %, por lo que ¢l proceso de eliminacién de agua en los Jodos

10
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Jjuega un papel imponante para obtener un producto de menor volumen y més ficil manejo. Tanto
1a opcién de relienos sanitasios como ¢! calcinado presenian inconvenientes: en la primera opcidn
los costos de infraestructura y operacién {esiabilizacidn, concentracidn, prensado y ransporte) son
elevados, no producen beneficios econdmicos (Spinosa et al, 1987) y exisie ¢l riespo de
contaminar mantos acuiferos con compuestos tales como metales pesados. El calcinado por su
parte presenta el inconveniente de que jos productos a los que son transformados también
representan una fuente de contaminacién. Gases como el mondxido de carbono, bidxido de
carbono y gases sulfurosos, son liberados a la mmdsfera, junto con grandes cantidades de calor;
1 de una incineracion incompleta son depositados en iz

las cenizas y otros PUESTOS T
tiesra o en cuerpos de agua, afectanda la ecologia del lugar (Reed, 1987).

En el afio de 1990, en México se desecharon 184 m¥/segundo de aguas residuales, de jos
cuales un 43 % es de origen indusirial, y 57 % de origen municipal (SEDUE, 1991). Sc estima
que con las planias de tratamiento que existen en la acualidad (360 municipales y 280 industriales),
tan solo se remueve el 10.5 % de 1a carpz orgdnica producida, A partir de jos datos reportados por
SEDUE, se calculd que si el total de aguas residuales que se generan fueran tratadas por métedos
convencionales, 1al como el de Jodos activados, se tendria ung formacién de 9 millones de
toneladas de todos anualmeme. Estas ciftus nos dan una clara idea de Ta apremiante necesidad de
uvtilizar sistemas de tratamiento de aguis residuales en México, En la actualidad se tlene un
conocimiento detaliado de 1z composicion tipica de las aguas residuales que se gencmn' por las
industrias mas comunes, sin embargo existen grandes variaciones tanto en las cantidades como en
las caracterfsticas de estas aguas residuales (Anaya, 1991}, lo cual hace mds complicada la
implementacidn de procesos de ratamiento adecuados.

5.3.2. Microorganismos Involucrados

El proceso de lodos activados requiere de lo actimatacién de una comunidad microbiana de
1wl forma que se puedan metabolizar la muyor parte de Jos compuestos que contenga el desecho que
se desea iratar, y adernds facilitar la formacion de {i6culos qgue sedimenten rdpidamente. Para
lograr estos dos abjetivos, el sistema debe de ser operado en tal forma, que se mantenga un balance
adecwado entre la cantidad de alimento que se agrega y la biomasa presente, y que asi 1a poblacién
se adapte a las condiciones ambientales del reactar.

Enmtre las familias de bacterias presestes en los sistemus de lodos activados, se han
identificade algunos géneros como responsables de funciones expecificas para el tratamiento de
aguas sesiduales, destacando principaimente las mostradas en 1a tabla 1. Ademds de las bacterias,
también se pueden encontrar presantes algas, hongos, como por ejemplo el género Fisarfien, y
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Tabla 1, Principales especies bacterianas presentes en sistemas de lodos activados (Uhlmann, 1979;

Gaudy and Gaudy, 1981)

Bacteria

Principales producios que deerada

bacterias fototréficas:
Rhodospiritlum

bacterias deslizantes (gliding bacteria):
Leucothrix
Thiothrix
Beggiaioa
bacterias envainadas (sheathed bacteria):
Sphaerotilus

Streptothrix

espirilos:
Spirillum

bacilos y coccos gram-negativos:
Pseudomonas

Zooglea

Azotobacter

4cidos grasos, productes intermediarios del ciclo de Krebs, etanol,
aminodcidos y fructosa.

\anos subsualos orgdnicos simples.
sulfur
rcdu:clén de sulfaigs, acetatos,

- tacidn de alcohol
aminodcidos, gelatina y peplona,
carbohidratos, gelating y pepiona.

ficidos grasos, aztcares,

4cidos orgdnicos, aminodcidos, alcoholes y peptona.

miés de 100 sub tales como i dcidos grasos
¥y productos del petréles, llevan a cabo Ia desnitrificacién.

formacién de la matriz de limos, degradacidn de carbohidratos, etancl y
amingjcidos,

carbohidratos, alcohol, dcidos orgdnicos, fijacion de nitrégeno ambicntal.

bacilos g 0

Escherichia
Saimonella
Enterobacier
Flavobacterium
bacterias anaerobias gram.negativas:
Desulfovibrio
coccos gram-negativos:
Acinetobacter
bacterias quimolilétrofas gram-negativas;
Nitrobacier
Nitrosomonas
Thiobacillus

bacierias productoras de metino:
Methanobacierium
€OCCOS gram-posilivos:
Micrococcus
Staphylococcus
Slrzplacotcu:
Sarcin

ina
bacilos y cocc'os formadores de cndosporas:

Clostridium

y
Arthrobacter

Nocardia

Cytophaga

c.ubohxdmms acctalos.

carbohidratos, citato, gluconato, cianuros, llevan a cabo la desnivificacidn.
carbohidraios, gelatina, dcidos orginicos.

carbohidratos, cidos orginicos, celulosa, almiddn,

lacuato, piruvato, malato, reduccién de sulfatos y owos compucstos azufrados,
carbohidratos, cianuro, acetato, almacenamicnto de polifosfatos.

oxidacién de nitritos a nitratos, con incorporacion de CO5.

oxidacidn de amonio a nitritos, con incorporacién de CO3,

oxidacion de sulfaies, sulfures, tiosulfatos, reduce summs a sulfatos con
incorporucion de COa.

acetato, formato, metanol, reduccicn de CO5 a metano,

piruvato, acewnto, luctatg, carbohidratos.
carbohldmws diversos, formacién de enzimas y toxinas extracelulares.
4cidos grasos.

wbohldmlos,ammmmdas.

carbohidraios, polisaciridos, pectina, gelatina, polipéptidos, llevan a cabo Ia
desnitrificacion.
carbohidratos, polialecholes, dcidos orgdnicos, proteinas y aminoicidos.

carbohidratos, peptona, dcidos grasos, compuesios aromdticos (incluyendo
helerociclicos), aminodcidos, llevan a cabo la dcsmml’cacno

fenoles, fi celuios:
benzidina, lievan a cabo la dcsmlnﬁcm:lﬁn y l'|_|acnun dc nitrégeno
atmosférico.

P de l}

protozoarios que se alimentan de bacterias, especialmente ciliados como Voriicella, Opercularia,
Paramecium, Chilodonella, Amphileptus, Aspidisca, Trachelophyllum y Philodina e inclusive
animales multicelulares como rotiferos y crusticeos pequeiios, los cuales dan una dltima “pulida” al

agua de desecho al ingerir bacterias y microorganismos en suspension.

Uno de los
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microorganismos mas comunes en las poblaciones mixias que componen las lodos activados, esla
bacteria Zooglea ramigera, que presenta ia caracierisiica de excretar un polisacérido que ayuda a
aglomerar a Jas bacterias en forma de fidculos, razdn por la que reciben el nombre de lodos (Bailey
and Qliis, 1986). Esta prapiedad de aglomerarse y formar precipitados se aprovecha para la
sedimentacidn de los lodos. Ademids, los fidculos tienen una gran afinidad por 12 materia en
suspension, lo cual mejora el mrapamiento de slidos y permite obtener un efluente de buena
calidad, simplemente por el fenébmeno fisico de adsorcion,

La estructura de las particulas de lodos consiste bistcamente en una capa exterior
compuesia de bacterias meabdlicamente activas, y un cenwro que contiene bacterias con menor
actividad, que en su mayor parte esuin muerias, debido 2 ta poca transferencia de substrato y
oxfgeno. La capa exterior de los fléculos posee una baja densidad especifica, mientras que e}
centro tiene alta densidad especifica, haciendo que los flécutos sedimenten fdcilmente (Uhlmann,

1979).
5.3.3. Andlisis del Sisiema

Todos los modelos que describen un sistema de tratamiento biolégico de aguas residuales
constan de cuatso partes fundamentales: consideraciones y simplificacion, ecuaciones cindticas,
ecuaciones estequiométricas y bulances de masa (Andrews, 1991). A continuacién se describen
con mayor detatle cada una de estas partes.

Consideraciones y simplificacion:

Los fendmenos que ocurren en un sistema de watamienso de aguas residuales son
demasiado complejos para ser representados por un juego de relaciones matemdicas, por lo 1anto
se deben de asumir vavias consideraciones para simplificar e} modelo. Las aguas residuales
contienen un gran nimero de componentes, los cuales sirven de substrato a diversos iipos de
microorganismos, ya sea en forma simultdnea o secuencial, ademds los microorganismos pueden
ser predadores que se alimentan de otres microorganismos. La mayor simplificacion que se puede
hacer al agua residual es considerar que la concentracidn de materia orgdnica puede describirse
mediante un solo parimetro (DQQ, DBO), mientras yue los modetos mds sofisticados dividen la
materia orgdnica en: soluble biodegradable, soluble no biodegradable, coloidal biodegradable y
coloidal no biodegradable. Los modelos mas sencitlos, también denominados no estructurados se
basan en la suposicién de que la concentracién de biomasa puede ser descrita adecuadamente por
un solo pardmetre (SSVY, densidad 6ptica). En modelos mas avanzados 1o biomasa se considera
como un complejo, ya sea una estructurs bioldgica con diversos iipns de microorganismos
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(heterdtrofos acrébicos, bacterias filamentosas, autdtrofos nitrificantes, desnitrificantes,
protozoarios, etc.), o bien una estructura quimica con varios componentes (RNA, substrato
almacenado, biopelimeros, material inerte, y protoplasma).

Para ¢l presente wrabajo se considera un modelo no estructurado, y la concentracién de
biomasa se representa por SSV, y la concentracion de substrato por DQO.

Ecuaciones cinéticas:

Una vez que los componentes del sistema de tratamiento de aguas estdn especificados, el
siguiente paso es definir Jos procesos que se llevan a cabo en la transformacién bioldgica del agua
residual en microorganismos. Uno de los modelos no estructurados mds utilizados para describir
el crecimiento celular es el descrito por la ecuacién de Monod:

Hma S
l'I_K,-vt»S m

Otra forma de representar el proceso de transformacion del agua residual es medianie Ia
velocidad especifica de consumo de substrato:

qs

a= Kq+ S @

Si bien en muchas ocasiones se reporta la velocidad especifica de consumo de substrato
como (-dS/dt) (1/x), esto se puede prestar a confusiones con las ecuaciones resultantes de balance
de masa. Recientemente una comisidn de nomenclatura (Grau, 1987) ha recomendado que se
utilice r; para indicar la velocidad volumétrica neta de consumo del constituyente j. E! estado del
arte en lo que respecta a ecuaciones cinéticas estd representado por el modelo propuesto por el
grupo de trabajo de IAWPRC (International Association for Water Pollution Research and
Control), en el cual el agua residual tiene trece componentes (alimento inente particulado, productos
inertes panticulados, biomasa heterétrofa, biomasa autétrofa, subsirato lentamente biodegradable,
nitrégeno orgdnico lentamente biodegradable, maieria orgdnica soluble inerte, substrato soluble,
amonio, nitritos y nitratos, nitrégeno orgdnico soluble, oxigeno disuelto, y alcalinidad por
bicarbonatos), los cuales son consumidos y producidos por nueve diferentes procesos (crecimiento
aerébico heteréirofo, crecimiento anéxico y desnitrificacién heterétrofos, lisis heterdirofa,
crecimiento aerdbico autétrofo, lisis autéirofa, hidrdlisis anaerébica de materia orgdnica, hidrélisis
aerébica de materia orgdnica, hidrélisis de nirrégeno orgdnico y amonificacién) (Henze et al,

1987).
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Ecuaciones estequioméiricas:

La relaci6n enwe la biomasa que se produce y el substrato que se consume para formarlo se
conoce como rendimiento, por lo que las ecuaciones estequiométricas también son conocidas como
ecuacijones de rendimiento. Tomando en consideracidn que la biomasa se forma utilizando una
cantidad fija de ATP, el cual se produce principalmente medianie la fosforilacidn a nivel de
substrato, se ha calculado que el rendimiento tedrico para el crecimiento aerdbico es alrededor de
0.5 g células /g DQO (Andrews, 1989).

Generalmente se considera que el rendimiento relaciona la velocidad especifica de
crecimiento con el consumo especifico de substrato mediante:

H=Y(@Q-m) 3

Es importante notar que para este cuso el pardmeiro mg incorpora la cuantificacion de
diferentes fenémenos, tales como mantenimiento, metabolismo enddgeno, predacién y lisis celular,

Ecuaciones de balance de masa:

Las consideraciones generales, aunadas a las ecuacienes cinéticas y estequiométricas
describen el comportamicnio de cualquier tipo de proceso, sin embargo, para un proceso en
particular, ya sea culiivo por letes, continug, alimentado o con recirculacion, es necesario realizar
un balance de masa de los componentes del sistemu pura describir completamente el proceso. A
partir del diagrama presentado en la figura 1, se realizaron balances de biomasa y substrato de un
sisterna de lodos activados tipico, haciendo deducciones similares a las desarrolladas por Ramalho
(1977) y Metcalf y Eddy (1972) las concentraciones de cada corriente se indican en la misma
figura, y el significado de las variables se describe en la seccién IV (nomenclatura).

Balance de células;
a) alrededor del reactor:

Fxg +rF(1-h)x-F(1+r)x+uxv,=v,%’li @

'31—’:-_-D(xq-x+2rx~rhx)+px (5)



b) alrededor del sedimentador:

*dr

FQ+)x-F(l-p)hx-pF(l-h)x-rE(l-hyx=V,

%%.—.D‘(x-hx-px-2ph'x+1;h'£)' :

¢} en todo el sisterna:

’ Ly dx
Fxo-F(1-p)hx-pF(l-h)x+ux V,=V.E
definimos la variable: A = (h +p - 2ph) para finalmente obtener;

dx _ p .
o D" xg+ D x( B A]

Balance de substrato:

a) alrededor del reactor:

Fsg+rFs-F(l +r)s-v,”7"=v,%ts-

das _ .5 HBX
a =D(Se- 8-

b) alrededor del sedimentador:

(1+r)Fs-(1-p)Fs-pFS-rFS:V,%—f
ds ,
& D (5+r5-S+pS-pS-rS)=0

c) en todo el sistema:

N Ly By ds
FSo-F(1-p)S-pFS V,Y V.dl

ds _pe(s, - 5y- DL X
G =D(So- -5

dx '

V' Introduccién

)

()}

®)

(O]

(10)

an

(12)

(13)

(14)

(15)
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5.3.4. Pruebas de Tratabilidad

Uno de los pasos mds imporiantes en el disefio de una planta de tratamiento de aguas
mediante lodos activados es el disefio del anque de aireacion. Esta tarea generalmente se inicia con
Ia caracterizacién del agua residual a tratar, seguida de la realizacién de pruebas de tratabilidad, las
cuales consisten en la operacion de un reactor de escala laboratorio o piloto, con retencién de
sélidos hasta que se alcanza el estade esiacionurio. Los datos del experimento en estado
estacionario son utilizados para determinar las constantes cinéticas y estequiométricas utilizando
métodos tradicionales de regresién lineal (Metcalf and Eddy, 1972), a panir de estas constantes se
dimensiona el reactor y se calculan los requerimientos de oxigeno y produccion de lodos. Para
alcanzar el estado estacionario es necesario operar el reactor durante un perfodo hasta de 12
semanas (Comisién Nacional del Agua, 1991), por lo que es recomendable la operacién simultdnea
de cuatro o cinco reactores para la caracierizacion completa de un sistema de tratamiento (Ramahlo,
1977).

Aungue estos sistemas son ampliamente utilizados con fines de Caracierizacidn, tequieren
de una cantidad considerable de anilisis y equipo, ademds presentun otros problemas, como por
ejemplo, las poblaciones microbiunus de aclimatacion lema pueden requerir de largos periodos de
operacidn para alcanaar el estado estacionario (Benmudez e1 al., 1988; Stephenson and Stephenson,
1992). Este fenémeno es especialmente critico cuando ocurren perturbaciones en el sistema, ya
sean naturales (variaciones diurnas, fallas en el equipo) o inducidas (cambios provocados en el
ambiente con propésitos experimentales o fines operacionales). Otras limitaciones de
consideracién se presentan al operar el sistema a altas o bajas velocidades de dilucién. En el primer
caso una sedimentacion deficiente o turbulencia excesiva en la ciimara de sedimentacién pueden
provocar el lavado del sistema (Karapanagiotis ct al., 1989, Sheinuch et al., 1986). En el segundo
caso también pueden ccwitir problenis operacionales, por ejemplo, es muy dificil mantener una
relacién F/M adecuada debido a los flujos tan bajos necesarios para mantener el tiempo de
residencia hidrdulico y de lodos en reactores de poco volumen (Adams er al., 1975).

5.3.5. Operacién y Control del Sistema
La operacidn de un sistema de lodos aciivados debe de llevarse a cabo en forma tal, que
todos los pardmetros se mantengan demro de los niveles recomendados para los cuales fue

disefiada la planta y que cumplan con lus reglamentaciones oficiules. Se considera que una planta
de tratamiento de aguas residuales funciona adecuadamente cuando:

- La cantidad de microorganismos es suficientemente grande como para degradar la materia
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orgdnica contenida en €l agua residual que entra al sistema.

- La poblacién microbiana presenta formacion de fiéeulos que sedimentan rdpidamente.

- La wansferencia de oxigeno en el reactor sea suficiente para que no se presenten zonas de
anaerobiosis o limitacién por oxfgeno.

- E! sedimentador no presente acumulacién de lodos, que lleva a condiciones sépticas
(descomposicién ansercbica de la biomasa), pero que sedi lo suficien rdpido
el material suspendido para producir un efluente clarificado.

. La carga hidriulica del proceso no exceda la de disefio.

Existen varios métodos para controlar el funcionamiento de una planta de lodos activados
(Versiraete and van Vaerenbergh, 1985; Forster, 1985; Comisién Nacional del Agua, 1991), entre
los cuales destacan:

Cantidad de s6lidos suspendidos en el sistema:

Cuando una planta de tratamiento ha aleanzado el estado estacionario para el cual se diseiid,
la cancentracién de sélidos suspendidos volitiles en el reacior debe de mantenerse constante. Una
forma empirica de controlar el sistema, €3 maniener constante tu cantidad de sdlidos. Para lograr
esto, se desecha la cantidad de lodos necesaria. La conceniracidn de biomasa en el reactor (SSV) al
estado estacionario depende de muchos factores, entre los principales podemos citar: carga
orgfnica del agua residual, velocidad de dilucién, temperatura del proceso, caracteristicas del agua
residual y caracteristicas de la poblacidn microbiana activa. La biomasa al estado estacionario para
sistemas convencionales tratando agua residual de origen municipal generalmente flucuia entre
1,000 y 4,500 mg SSV/L, sin embargo el valor 6ptimo varia de acuerdo a la carga orgdnica del
agua residual, y éste se identifica mediante prueba y error.

Carga orgdnica mdsica (relacion F/M):

Para una operacién adecunda del si es io que los microorganismos estén
provistos de la cantidad de alimento que requieren. Para lograr esto, se utiliza el parémeuo de
control denominado carga orgdnica midsica o también conocido como relacién F/M (F=Food y
M=Microorganism). Esta relacién se calcula muliiplicando 1a concentracidn de substrato en la
entrada (DBO 6 DQO) por el flujo de entrada de agua residual, y dividiendo este producto entre la
cantidad total de sélidos suspendidos volitiles en el tunque de aireacién (SSV). La férmula para
calcular este valor es 1a siguicnte:

.1, _[DBO 6 DQO enruda (mg/L)]{F (Lidin)]
F/M (diat) = [SSV reactor (mg/L)] [V reacior (L))

an
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Larelacién F/M tendrd entonces como unidades (mg DBO / mg SSV - dia) o bien (mg BQO
/mg SSV - dia), es decir, es equivalente a una velocidad especifica de degradacién de materia
orgdnica contaminante. Los valores tipicos de F/M para el disefio de una planta convencional de
lodos activados fluctiian en un intervalo de 0.2 a 0.4, sin emburgo, €} valor de operacion puede ser
ligeramente diferente al de disefio, siendo éste normalmente establecido por la experiencia y
experimentacion del operador de la planta. La forma de mantener este valor constante, es
aumentando o disminuyendo la cantidad de lodos de recirculacion al reactor.

Tiempo medio de retencidn celular:

El tiempo medio de retencién celular, conocido también como edad de lodos (8;), es una
estimacion del tiempo promedio que permanecen los microorganismos en ¢l sistema de tratamiento.
La forma de hacer este cdlculo es dividiendo ta cantidad total de sélidos en el reactor entre la
cantidad de sélidos que salen del sisternz por unidad de tiempo, siguiendo la férmula:

[SSV reactor (mg/L)}V reactor (L))

B (dias) = [SSV purga (mg/L)}[p F (L/dia)] +[SSV efluente (mg/L)][(1-p) F (L/di)]

a8)

Una planta convencional de lodos activados se opera en general con un tiempo medio de
retencién celular de 5 a 15 dias.

Indice velumétrico de lodos:

El indice volumétrico de lodos (IVL) es una prueba que sirve para cuantificar la
sedimentabilidad de los lodos activados, y es utilizado para indicar la calidad del lodo. Esta prueba
se realiza dejando sedimentar un litro de lodos durante 30 minutos, el volumen sedimentado serdn
los sélidos sedimentables (88), los cuales a su vez se dividen entre la concentracién de sélidos
suspendidos totales y nos dan el indice volumétrico de lodos.

SS reactor (mL/L)

IVL (mL/mg) = SST reactor (mg/L)

(19)
Usualmente el intervalo de IVL es de 80 - 150 mL/Ang, sunque esta prueba es mas bien

utilizada para detectar cambios en el proceso, y no como un parimetro de disefio que debe de

manienerse constante.

Velocidad especifica de consumo de oxigeno:
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La velocidad especifica de consumo de oxigeno es una medida de la actividad metabélica de
una poblacién de microorganismos, esta prueba se realize midiendo el consumo de ox{geno de una
muestra y dividiendo esta cantidad entre la concentracién de biomasa (SSV), de acuerdo 2 la
férmula:

VCO (mg Oy/L-h}

oz (mg O/mg SSV-h) = ~===5 (mg/L)

(20)

Elimervalo para una buena qp, es de 0.008 - 0.02 mg 02/ mg 8§V - h. Cuando el
sistemna se encuentra en estado estacionario, Ja velocidad de consumo de oxigeno, al igual que otros
parimetros, como la concentracién de sélidos y DQO, deben de permanecer constantes, de lo
contrario es indicativo de que el sistema estd saliendo del estado estacionario, y se puede perder el
conwrol del reactor.

Microbiologfa:

En un sistema de lodos aciivados se pueden encontrar diversos tipos de microorganismos,
como bacterias, protozoarios, rotiferos v organismos filamentosos (bacterias y hongos). Cada uno
de estos microorganismos presenta un mejor desarrollo bujo ciertas condiciones ambientales, por lo
1anto, la eficiencia de operacion de un sistema de lodos activados estard relacionada con el tipo de
microorganismos que se encuentren presentes. Si se unaliza una muestra de lodos diariamente, es
posible observar los cambios que ocurren en el ntimero relativo o la proporcién de
microorganismos, teniendo asi un indicativo de la estabilidad del proceso. Este método presenta el
inconveniene de ser muy subjetivo, y su aplicacién depende en gran medida de la experiencia del
operador dela planta.

5.4. CONTROL Y AUTOMATIZACION
5.4.1. Biorreactores

En la década pasada, la aplicacion de menitoreo y control en Jos procesos biotecnel6gicos
se ha generalizado, no solo a nivel laboratorio y planta piloto, sino que también en instalaciones de
produccién comercial. El uso de computadoras para el control de procesos biotecnoldgicos ha
aumentado significaniemente en da tltima década, debido principalmente 1 la disminucién en el
costo del equipo, un aumento importante en la velocidad de procesamiento de datos, el aumento en
la confiabilidad de los nuevos equipos ¥ lu presién econdmica para mejorar la productividad,
rendimiento y control de calidad de los preductos biotecnolégicos (Pons, 1992). La introduccicn
de microprocesadores ha tenido un gran impacio sobre todo en aplicaciones de computacién en
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tiempo real sobre procesos de fermentacidn. Las microcompuadoras representan una forma
econdmica y confiable de integrar el control computarizado a los bioprocesos, ademds llevan a cabo
tareas tales como identificacién en linea, control adaptativo y procesos de optimizacion.

Todas las plantas nuevas en la industria biotecnolégica estin equipadas, en mayor o menor
grado con sisternas de control de procesos. A medida que avance el desarrollo de sistemus de
automatizacion y control, un niimero mayor de pluntas estarin controladas por computadora en los
proximos aiios. Debido a que los controladares modemos son especificos a el proceso para el cual
estdn disenados, estos deben de ser adaptados a cada cuso particular, tomando en cuenta la
estrategia e implementacion del control, ya que ¢n algunos casos el sistema de conirol se vuelve
igualmente imporntanie que el reactor. De esta forma, el sistema de control representa el 15 % o
mis de los costos de inversion de una plunta (Litbbert, 1991}, Por lo tanto el sistema de control y
el reactor son interdependientes y su desarrolio debe de ser simuliineo.

El uso de computadoras en biotecnologia para la adquisicidn de datos y control de variables
en el transcurso de una fermentacién es una herramienta importante para lograr una mejor
comprension de los fendmenos que ocurren dentro del biorreactor. Ademis, el control
computarizado facilita adecuar el proceso a los requerimicntos especificos de un cultivo y permite la
manipulacion de los datos adquiridos, proporcionando las bases necesarias para la optimizacién de
un bioproceso. Sin embargo, los sistemas de conirol automitico no han sido implementados
extensivamente en fermentaciones e industrias ya establecidas, debido principalmente a la
complejidad de los procesos y a la falta de instrumentos para monitorear su comportamienio
dindmico en forma adecuada (Williams, 1988). En la actualidad existen varios sistemas
comerciales de adquisicién de datos y control para bioprocesos que llevan a cabo tareas que van
desde el simple monitoreo de parimetros y almicenamiento de daios, hasta sistemas multitareas
que controlan cada una de las operaciones de un proceso industrial, ¢ integran y optimizan los
tiempos de operacion de 1odo el proceso. No obstante, la mayoria presentan desventajas, entre las
que destacan: su alto precio, que puede Hegar hasia S 120,000 délares (Schneider, 1992); 1a poca
flexibilidad, ya que sélo algunos son progrumables por el usuario y las tareas que se pueden
programar son limitadas; y dificuliud de operacién y aprendizaje, puesto que en muchos casos se

° requiere crsar Una capacitacién previa a la operacién del sistema (Qosterhius et al, 1984). A pesar
de que recientemente han surgido programas mis amigables que resuelven algunas de las
desventajas mencionadas, adn existen muchos problemas que hin impedido la generalizacion del
uso de computadoras para €l monitoreo y conirol de bioprocesos.

Las tendencias mids recientes en control incorporan el uso de inteligencia artificial en
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diversas dreas de la biotecnologfa modernu (Stephanopoulos and Stephanopoulos, 1986) entre
estos esquemas de control se encuentran Jos llamados “sistemas expertos”, los cuales llevan los
diferentes controles del proceso a un nivel superior, encargado de supervisar y tomar decisiones
sobre el tipo de control mds adecuado para cada subnivel (Orr, 1992). Otra de las herramientas que
han tomado un gran impulso son las "redes neuronales", las cuales utilizan asociaciones de datos
en forma similar al sistema nervioso, para resolver problemas donde no se cuenta con informacién
completa (Karim and Rivera, 1992). En estas siluaciones es necesario contar con sistemas de
control lo suficientemente versitiles y poderosos para poder incorporar tales conceptos novedosos
sin la necesidad de adquirir infraestructura adicional. Asimismo, en ciertos campos, como por
ejernplo en investigacién, que se caracterizan por un alio dinamismo, se requieren de sistemas
versitiles que se adapien a las necesidades cambiantes.

5.4.2. Sistemas de Lodos Activados

El ratamiento bioldgico de aguas residuales por medio de lodes activados es un proceso
ampliamente utilizado en todo el mundo durante muchos afios, por lo cual 1a operacion de este tipo
de plantas deberia ser predecible y satisfactoria. Sin emburgo, si se observan los registros de
operacién de una planta, es notorio que las consideraciones de disefio en pocas ocasiones se
cumplen (Marsili-Libelli, 1983), resultando en fallas de manejo con grandes repercusiones
econémicas y ambientales. El diseiio de plantas de tratamiento de nguas residuales requiere de la
utilizacién de modelos matemdticos que describen el crecimicnto y consumo de oxfgeno de los
lodos activades. Estos modelos son descritos generalmente mediante algunas variables que
requieren ser calculadas experimentalmente. En lus ultimas décadas se han propuesto muchos
modelos para el proceso de lodos activados. Los modelos nmids empleados son relativamente
sencillos, y describen sélo el estado estucionario de cultivos completamente mezelados (Gujer and
Henze, 1991). En estos casos, los cultivos continuos son los que mds cominmente se emplean
para determinar las diversas constantes cinéticas wilizadas en los modelos matemiticos.

La mayoria de los sisiemas de iratamiento de aguas que acwalmente funcionan han sido
disefiados utilizando los criterios tradicionales de estado estacionario, generalmente como resultado
de un estudio de tratabilidad, y por lo tanto la operacion se lleva a cabo medianie reglas no
variables y criterios de descarga (Novonty et al, 1992). Sin emburgo, la situacion real es que las
condiciones de entrada al sislema son altamente variables, en ocasiones hasta en un orden de
magnitud, por lo que es dificil operur este sistema dindmico utilizando criterios de control
wadicionales basados en el estudo estacionario,

Orro factor que ha disminuido dristicamente el avance en el desarrollo de sistemas
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automatizados de rratamiento de aguas es la falta de sensores precisos y confiables para el
monitoreo de las principales variables que determinan el estado del proceso. En las Gitimas dos
décadas se ha presentado un considerable avance en el desarrolio de instrumentacién para
monitoreo y control de procesos biotecnolégicos. Esto ha sido posible gracias a la combinacién de
técnicas de microelectrénica y biotecnologia. Un producto de este avance, han sido los
biosensores, constituidos por ua material bioldgicamente activo (por ejemplo enzimas, anticuerpos,
fragmentos celulares, células completas), en contaclo con un transductor que convierte la sefal
bioldgica en una sefial eléctrica (Galindo, 1986, Aston, 1992). El substrato a medir difunde hacia
la capa biocaulitica en donde ocurre una reaccidn, ya sea consumiendo o generando especies
electroactivas que pueden ser monitoreadas smperométricamente o potenciométricamente.

En la determinacion de la DBO se empleun técnicas titulométricas, sin embargo no pueden
ser usadas para mediciones en linea. La determinacién de lu DBO mediame el uso de biosensores
tiene algunas veniajas, por ejemplo, las muestras pueden ser medidas en un amplio rango de
concentraciones sin tratamientos previos ¥ no son afectadas por la turbidez. Se han desarroliado
algunos biosensores para este proposito (Garein et al., 1993), Estos dispositivos estin
compuestos por microorganismos inmovilizudos (biocatalizador) en combinacién con un sensor
electroquimico de oxigeno. Ultilizando este tipo de sensores de repuesta rdpida, es posible mejorar
en gran medida el conirol de sistemas de traramiento de aguas residuales, ya que la estimacién de
pardmetros tales como carga orgdnica misica se obtiene en tiempos muy conos, haciendo posible
realizar Ias acciones de control pertinentes para cambios bruscos en el sistema.

Otras téenicas que se han reportado como pardmetro de control, son lus mediciones
respirométricus (Sushka and Ferreira, 1986; Shumus and Englande, 1992), las cuales proporcionan
una estimacién del estado metabélico de las bucterias; ademds se han desarrollado sensores para el
monitoreo de ATP en la biomasa (Van Esbroeck et al., 1984) e inclusive se han utilizado
pariimetros de dindmica poblacional para identificar problemus en ¢l sistema (Cingolani et al,
1992). Un sistema ideal de tratamicnto de aguas debe de incorporar tante la capacidad de
estimacién en linea de los parimetros miis relevantes para el proceso, como de un modelo que
represente en forma adecuada el comportamiento dindmico del sistema y contar con la posibilidad
de aplicar esquemas de control eficientes. Los avances recientes en este tipo de sistemas incluyen
desde equipo de monitoreo (Sweeney, 1992); nuevos modelos 1anto deterministicos como
estocdsticos (Aitken et al., 1992; Gujer and Henze, 1991); sisicmas de conirol computarizado
convencional (Nam et al, 1993) y empleando écnicas de inteligeacia anificial (Tyagi et al., 1993;
Pullammanappallil et al, 1993).
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VI, MATERIALES Y METODOS
6.1. SISTEMA DE LODOS ACTIVADQS

Durante ¢l desarrollo del proyecio, se diseiié y consiruyd un sisterna de tratamiento de
aguas residuzles mediante lodos activados a escala laboratorio. La geometrfa de este sistema de
lodos activados (SLA), asf como sus pardmetros operacionales se disefiaron con el criterio de
simular lo mejor posible plantas existentes. El SLA consta de (ver Figura 1):

a)  Un reactor cilindrico de 30 cm de didmetro y de 50 cm de altura, construfdo en acrilico de
0.5 cm de espesor. El reactor se opera a un volumen de 25 litros y cuenta con cuatro deflectores
del 10 % de didmetro del tanque colocados a 90°. La agitacién se efectia a través de un motor de
1775 HP provisto de 2 turbinas tipo Rushton y operando a 750 rpm, en forma intermitente en
periodos de 30 min con agitacidn y 30 min sin agitacion. Laagitacion intermitente se llevé a cabo
con el fin de evitar problemas de sobre calentamiento del motor, esta deficiencia en la agitacién es
compensada por la turbulencia provocada por aireacién. La aireacion se lleva a cabo por medio de
un difusor (piedra aireadora) al que se suministra aire 4 0.24 vvm, medido en un rotdmetro Brooks
modelo 1350EMB. El reactor cuenta con una tapa de acrilico no hermérica, por lo que el sistema es
abierto (no estéril),

b)  Un sedimentador piramidal con un dngulo de 35° construido en acrilico de 0.5 cm de
espesor y con capacidad de 15 litros. Al igual que el reactor, el sedimentador es abierto con una
tapa de acrilico.

c) Bombas peristilticas para entrada de medio al reactor (agua residwal sintética), y
irculacion del sedi dor al reactor.

d) Tanques de retenci6n para entrada de medio y salida de efluente clarificado.

El reactor se oper6 a un flujo de alimentacion de medio de 1.2 mL / min, teniendo un
tiempo de retencién hidrdulica de 14 dias, que es ¢l recomendado para el tratamienio de aguas de
desecho industriales mediante lodos activados (Celangse, 1992). Inicialmente se mantuvo una
recirculacién continua de lodos activados del sedimentador al reactor, sin embargo, debido a la
escala tan pequefia del sistema, los flujos manejados son muy bajos, ocasionando obstrucciones en
las mangueras. Por lo tanto se decidid operar en forma semicontinua (intermitente), bombeando
diariamente los sdlidos contenidos en el fondo del sedimentador al reactor durante 5 minutos con
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un flujo de 33 mL / min. Para evitar el taponamiento de las mangueras debido al crecimiento
celular, se lavaban las tuberfas cada 4 dias con benzal al 50% y se enjuagaban con una solucién de
etanol al 70% para decolorar y eliminar residuos de obstruccidn en las mismas, posteriormente se
enjuagaban con agua.

Con Ja finalidad de obtener un sistema modelo en el cual se pudiera controlar en forma
reproducible la calidad del agua de desecho alimentada al SLA y biorrezctor, se decidi6 trabajar con
una agua de desecho siniética de composicién conacida. La formulacién de aguas sintéticas en
sistemas modelos es una metodologia generalizada y ejemplo de esto se puede observar en los
trabajos de Bouillot et al. (1990) y de Sheintuch et al (1986). Ya que se han reportado un gran
nimero de composiciones de aguas de desecho sintéticas, se decidi6 utilizar aquella que resuliara
en valores cercanos a una DQO de 1000 mg /L. La composicién se formulé para obtener una
relacién DQO:N:P de aproximadamente 100 : 5 : 1 (composicion recomendada para el tratamiento
de aguas de desecho indusiriales mediante lodos activados, Celanese, 1992). Con estas
condiciones la DQO de enirada al SLA asemeja ia silacidn encontrada en un gran namero de
sisternas de tratamiento de aguas de desecho industriales.

Tabla 2. Composicidn del agua de desecho sintérica utilizada.

Exrracto de levadura 150 mg/L
Glucosa 500 mg/L
(NH4),HPO, 200 mg/L
Mgsbl 30 mg/L
CaCl, 5 mg/L
Apgua no destilada (de [a llave) 100 mL/L

El in6culo utilizado para el SLA fué seleccionado a partir de muestras tomadas de las
plantas de tratamiento de aguas de ECCACIV, en Cuernavaca, Morelos; Celanese en Minatitldn,
Veracruz, y larefineria de Pemex en Tula, Hidalgo. E! SLA fué caracierizado durante su operacién
mediante el monitoreo de los siguientes parimetros:

a) Demanda Quimica de Oxigeno (DQO); determinada con el fin de evaluar la maieria orgdnica
utilizada como substrato por los lodos activados.

b) Sélidos suspendidos totales y voliiiles; determinados con el fin de estimar la biomasa.

¢) Densidad éptica; utilizada como auxiliar en la estimacidn de biomasa.

d) Sclidos sedimentables; determinados como pardmetro adicional para estimar la biomasa.

e} Velocidad de Consumo de Oxigeno (VCO); determinada como una medida indirecta de!
crecimiento o actividad de biomasa.
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Enicialmente los pardmetros a, b y ¢ se determinaron diariamente, una vez que se alcanzd el
estado estacionario, éstos se determinaron una vez a la semana. Los pardmetros d y e fueron
determinados semanalmente durante toda la operacién del sistema. En el caso de la medicidn de
DQO, las técnicas tradicionales estdn disefiadas para sistemas de tratamiento reales en donde se
dispone bdsicamente de una cantidad de muestra ilimitada. En nuestro caso, sin embargo, debido a
la escala tan pequefia del sistema modelo, las técnicas se tuvieron que modificar para muestras
pequeiias.

6.2. CULTIVO EN BIORREACTOR

Los cultivos por lotes y exponencialmente alimentados fueron llevados a cabo en un
. fermentador de 2 litros Omni-Culture (Vistis Co, Gardiner NY), equipado con dos turbinas tipo
Rushion de 6 paletas agitando a 600 rpm y operando como un sistema abierto a una temperatura
controlada a 29° C. La medicién de parémetros del reacior en linea se llevé a cabo utilizando
sensores convencinnales, tales como un termistor, un electrodo de pH Ingold modelo 465 (Ingold
Electrodes Inc. Wilmington MA), acoplado a un transmisor de pH Ingold modelo 2300; un
electrodo de potencial REDOX Ingold, acoplado a un medider/controlador de pH Chemcadet (Cole
Parmer, Chicago IL); y un sensor de oxigeno disuelto de tipo polarogrifico Ingold modelo 20248
con amplificador de oxigeno Ingold modelo 170. Para In entrada de gases se utiliz6 una mezcla de
oxigeno y nitrégeno, que se control6 mediante medidores/conroladores de flujo mdsico Brooks
5850E, controlados por una fuente de poder/controlador Brooks 5878, acoplada a la interfase
andloga-digital. La alimentacién de medio de cultivo se realizé mediante una bomba peristiltica
dual controlada por microprocesador, Biochem Technology modelo 410-C y acoplada a la
computadora mediante la interfase RS 232-C. Se llevaron a cabo un 1otal de 6 experimentos de
cultivo por lotes y 14 de cultivo exponencialmente alimentado.

6.3. CULTIVOS EXPONENCIALMENTE ALIMENTADOS

Los cultivos exponencial dos se inocularon usando 400 mL de la fraccidn

sedimentada de una muestra de un litro tomada del sistema de lodos activados. Ya que esta

muestra representa un 4 % del volumen total del reactor, este protocolo experimental permitié
realizar experimentos miiltiples en periodos de tiempo cortos (menos de una semana), sin perturbar
el sistema de lodos activados. Debido al extremadamente lento comportamiento dindmico de un
sistema de lodos activados dicho protocolo adquiere una gran relevancia ya que se requeriria del
orden de meses para estabilizar un sistema de lodos uctivados después de alguna penurbacién, El
planteamiento tedrico de este tipo de cultives se describe a continuacién.
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El irabajo desarrollado por Yamane y Shimizu (1984) demostré que los culiivos
exponencialmente alimentados operados en [a modalidad de volumen variable, pueden aproximar
en forma muy similar a un cultivo continuo.  Ya que un sistema de lodos activados, con o sin
retencién de sélidos, es esencialmente un quimiostato, es posfblc utilizar el culiivo
exponencialmente alimentado como una alternativa para la caracterizacién de procesos de
tratamiento de aguas residuales. Keller y Dunn (1978) y Eseneret ul. (1981) han demostrado que
los cultivos alimentados constituyen una herramienta experimental muy itil para propdsitos de
modelamiento y para estudios de caracterizacion de cinética y energélica microbiana. Sin embargo,
1a operacién de cultivos alimentados ha sido explotada casi exclusivamente en su modalidad de
volumen constante como un método para incrementar la concentracién celular y productividad en
cultivos de una sola especie (axénicos) {Yamane and Shimizu, 1984; Yee and Blanch 1992). Solo
recientemente Ramirez et al (1994) e Higareda et al (1994) han demostrado la utilidad de los
reactores exponencialmente alimentados de volumen variable en culiivos axénicos de E. coli
recombinante e hibridomas, respectivamente.

De acuerdo a la revision bibliogrifica realizada durante el presente trabajo de investigacion,
el culiivo exponencialmente alimentado nunca ha sido utilizado para investigar el comportamiento
de poblaciones microbianas mixlas en sistemas de tratamiento de aguas residuales. En
comparacién con los quimiostatos, los cullivos exponencialmente alimentados de volumen variable
son mis ficiles de operar a velocidades de dilucion bajas y no ocurren lavados reales atin a
velocidades de dilucion mayores a la velocidad especifica de crecimiento mixima (Ramirez et al.
1994). Ademds, en los cultivos exponencialmente alimentados el estado estacionario se alcanza
rdpidamente, y su compornamiento transitorio es parecido al de un quimiostato,

El desarrollo del cultivo exponencialmente alimentado estd basado en el signiente andlisis.
A partir de un balance de células, teniendo una entrada de medio esiéril y ningin flujo de salida:

dxV av . dx
—_—=xV —+V—==1xV,
a R = xrVg T @1

Donde, x, V, L y t son concentracién celular, volumen, velocidad especifica de crecimiento, y
tiempo, respectivamente. Reameglando (21), oblenemos:

AN
vV o x k (22)
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integrando:

J del-rfd)}:jpdt (23.)
Vo " o

lnlﬂni =pt
Vo % @9

Donde el subindice 0 indica la condicidn inicial. Para mantener una concentracién celular
constante, s¢ debe cumplir la condicidn x = X, por lo tanto:

In % =pt (25)
por lo1anto el volumen del bioreactor ird cambiando con respecto al tiempo de acuerdo a:

Vi=Voexp(nt) (26)
El cambio en e] volumen se logra alimentando de acuerdo a a funcién de flujo:

¥ Fi=Vonexp (10 @n

La velocidad dedilucién, D estard entonces dada por:

D= E: YM)_ = constante (28)

Y  Voexp(D1y)

substituyendo la ecuacidn (26) en el balance de células (21) obtenemos:

dX=x@-D) @

De igual forma, a partir del balance de substwrato, se obtiene:

4s - .5)-BX
=D Se-9)- (30
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Es importante notar que las ecuaciones (29) y (30) son basicamente las mismas que
describen el comportamiento transitorio de un quimiostato, asf como las de un sistema de lodos
activados sin recirculacién de biomasa (ver ecuaciones (9) y (13) en la seccién de introduccién).
Eslo es posible debido a que al especificar un flujo que se incrementa exponencialmente, se obtiene
una velocidad de dilucién constante (ecuacién (28)). Por lo tinto el cultivo exponencialmente
representa una herramienta (til para simular un quimiostato y/o un sistema de lodos activados, sin
presentar las desventajas opcracionale's que tienen estos tipos de Sisiemas.

6.4. SISTEMA DE CONTROL Y ADQUISICION DE DATOS

Se desarrollé un programa de computo, disefiado especificamente para poder controlar las
variables mis relevantes de un SLA y/o biorreactor, como lo soi el oxigeno disuelto, pH, y flujos
volumétricos y mdsicos de liquidos y gases (Aguilar-Aguila et al, 1993). El software permite
ademis, la adquisicidn en linea de dichos pardmetros, el cdlculo de variables secundarias tales
como velocidades de consumo de oxigeno v el despliegue en pantalla de grificas y tablas, todc esto
en linea y en tiempo real. Las caracteristicas principales del software disefiado son su versatilidad
para incorporar distintos esquemas de control, adquisicion, procesamiento y presentacién de datos,
asf como !a facilidad (amigable) de ser usado y modificado en un minimo de tiempo por personas
sin experiencia en computacidn. Asimismo, se selecciond e instald el hardware o equipo necesario
como tarjetas de interfase, relevadores y amplificadores, y se integrd al software resultando en un
sistema completo de control y adquisicién de datos. La figura 2 muestra un diagrama del sistema
de control y adquisicidn de datos montado en un biorreactor a escala laboratorio.

La parte central del sistema de adquisicion de datos y control es la tarjeta de conversién
andloga-digital de 12 bits “MacADIOS 11", (GW Instruments, Cambridge MA) instalada en una
computadora personal Macintosh IIsi (microprocesador Motorola 68030, a 20 MHz, y
coprocesador Motorola 68882). El sistema se configurd para operar con 8 canales de entrada
ansloga diferencial {2 polos), y 2 canales de salida andloga, ambos con un rango de operacién de 0
a 10 VCC, en incrementos de 2.44 mV, las sefinles anilogas se amplifican mediante un subsistema
acondicionador de sefial Analog Devices serie 3B. Ademis se cuenia con 8 canales de entrada

. digital y 8 canales de salida digital (+ 5 VCC) y relevadores Opto-22 para convertir las entradas y
salidas digitales a 120 VCA y poder encender y apagar equipo desde la computadora.

El programa de adquisicién de datos y control se escribié en el lenguaje de programacién
Microsoft QuickBASIC® para Macintosh, utilizando una libreria MacADIOS, signiendo el
algoritmo que se describe a continuacién:
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Figura 2, Esquema de los componentes del sistema de control y adquisicion de datos acoplado a un fermentador.
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1. Introduccién de las condiciones en las que se desea operur el biorreactor.
Adaquisicién de datos y tiempo en el que se adquieren.
Cilculo del flujo de alimentacién de medio y demis variables secundarias, y accionamiento

W

o ajuste de }a bomba de alimentacién y actuadores de control.
Despliegue y graficacién de los datos en pantalla.
Proniedio y archivo de datos en el intervalo de tiempo determinado.
Comparacién de variables actuales con los valores deseados, y control.
Repeticién de los pasos 2 al 5.
Al terminar el tiempo de fermentacién seleccionado, terminar el programa.

RPN - ST RNN

El programa cuenta con subrutinas de control Proporcional y Proporcional-Integral-
Derivativo (PID) para oxigeno disuelto y control Encendido / Apagado (On/Off) para pH. Para
cultivos exponencialmente alimentados ta alimentacion se efectda siguiendo el perfil exponencial
predefinido descrito anteriormente, mediante una bomba peristiltica imerfasada mediante el
estindar RS-232-C. La figura 3 muestra el diagrama de bloques del programa de conirol y
adquisicién de datos, y la figura 4 muestra un despliegue tipico de las grificas y datos que aparecen
en la pantalla de 1a computadora. En el apéndice 9.3. se muestra un listado del programa completo.

6.5. SISTEMA DE ANALISIS DE FLUIO INYECTADO

E1 anilisis de flujo inyectado se basa en la inyeccion de una muestra liquida de volumen
definido en una corriente mévil de un liquido acarreador adecuado. La muestra inyectada forma
una zona que empieza a dispersarse y/o reaccionar con el acarreador mientras es transportado hacia
un detector, ¢n el cual se mide la concentracion de Ja muestra o el producto de la reaccién
(Schiigerl, 1991). Basado en este principio, el sistema de adquisicién de datos y control se adapté
a una serie de vélvulas solenoides, bombas y cimaras de medicién, con el fin de automatizar la
medicién de la VCO y la DBO (Garcia et al., 1993). En la figura 5 se muestra un diagrama del
sistema de flujo inyectado acoplado ul sistema de lodos activados. En el apéndice 9.4. se presenta
un listado del programa completo para andlisis de flujo inyectado. A continuacién se describe Ja
ndaptacién del anilisis de flujo inyectado ¢n la determinacion de estos dos pardmetros: la velocidad

“de consumo de oxigeno y la demanda bioguimica de oxigeno.

6.5.1. Velocidad de Consumo de Oxigeno

Esta prueba se utiliza para detenminar la velocidad de consumo de oxfgeno de una muestra
en una suspensién bioldgica, tal como los lodos activados. Cuando se realiza como una prueba de
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rutina en la operacién de una planta de tratamiento de aguas, puede indicar en forma inmediata
cambios en las condiciones de operacidn.

Para llevar a cabo las mediciones, previamente se debe de polarizar el electrodo de oxigeno,
conectdndolo al amplificador durante al menos 6 horas. Posteriormente se calibra el electrodo,
colocdndolo en una solucidn de agua provisia de aireacién hasta que su concentracién de oxigeno
no varie, y se ajusta en el valor de saturacicn de aire (100 %). Una vez que el electrodo est listo
para las mediciones, el sistema se encarga de los siguientes pasos:

1.- Se introduce una muestra de 300 mL en la cdmara de medicion provista de agitacién suave
para minimizar la transferencia de oxigeno a través de la interfase gas/liquido de la
superficie, en esta cimara se encuentra el electrodo de oxigeno disuelto.

2.-  Seadquieren los datos de oxigeno disuelto (O.D.) durante un intervalo de 15 minutos.

3.-  Enuna gréfica de O.D. contra tiempo, se calcula la pendiente, y se conviene a velocidad de
consumo de oxigeno multiplicande por la concentracion de oxigeno en saturacién.

4.- Se regresa la muestra al reactor.

Si sabemos que la concentracidn de oxigeno del agua saturada con aire es 6.84 mg/l (a 25°
C cn la ciudad de Cuernavaca, Morelos), Ja velocidad de consumo de oxigeno se puede calculara
partir de la férmula:

Kalc"- c,_]-vco:%h 30

si no hay aireacién: kja[C*-C =0

4CL .
grk=.vco (2)
veo (El% =[Pendier;t(c)(§%b. vs t)(_ze) < 6.84(mg]-02’] (_33)

La velocidad especffica de consumo de oxfgeno se caleula utilizando la ecuacién (20) de la
secci6n de introduccién. Al calcular la pendiente en la grifica de O.D. vs t, se estimd el error
experimental a pariir del coeficienie de correlacidn, obteniéndose un jntervalo de 0.1 - 2 % para los
distintos experimentos. En algunos casos el elecirodo de oxigeno presentd problemas, por lo que
se obtuvieron errores hasta det 9 %.
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6.5.2. Demanda Bioquimica de Oxigeno

Er la deterrninacion tradicional de la DBO se emplean técnicas tituloméwicas que requieren
de tiempos de por lo menos 5 dias, por lo que no pueden ser usadas para mediciones en !fnea. La
determinacién de la DBO mediante el uso de biosensores tiene algunas ventajas, por ejemplo, las
muestras pueden ser medidas en un amplio intervalo de concentraciones sin tratamientos previos y
no son afectadas por Ja trbidez. Ademis, lo mas importante, es que permite 1a determinacién en
linea de la DBO, io cual posibilita el desusrollo de estrategias de control computarizadas. Se han
desarrollado algunos biosensores para este propdsito, y estos dispositivos estin compuestos por
microorganismos inmovilizados en combinacién con un sensor electroquimico de oxigeno.

Mediante cambios a las subrutinas, el sistema se adapté para usarse con un biosensor para
la medicién de DBO. EI principio del insiumento consiste en un sensor convencional de oxigeno,
el cual se ha acoplado a una doble membrana en lu que s¢ encuentra inmovilizada una poblacién de
bacterias (Garcia et al., 1993). Al introducir el electrodo en agua de desecho, las bacterias
consumen el oxigeno de la muestra, el cual se cuantifica como un cambio en el voltaje de salida del
elecrodo. La principal veniaja que presenta el biosensor es que el tiempo en que se realiza la
medicidn se reduce de 5 dias a menos de 5 minutos. El sisterna se encarga de accionar una serie de
vélvulas solenoides y bombas para llenar una cmitra de medicién donde se encuentra el electrodo
con solucién amoniguadora. El sistema adqguiere datos del electrodo hasta obiener una lectura
estable (corriente basal), en ese momento, ¢l sistema toma la decisién de vaciar el amortiguador de
1a cdmara y llenarla con la muestra que se desea medir. El sistema espera una vez mids {2 lectura
estable y calcula la diferencia de voltajes. Esta diferencia es comparada con wna curva de
calibracin realizada mediante el método tradicional para DBO. En el casode que la muestra tenga
una DBO muy alta, excediendo el intervalo de medicion del biosensor, el sistema realiza diluciones
de Ja muestra, ajustando posteriormente el resultudo por la dilucién realizada. Undiagrama de el
sistema completo se muestra en la figura 5. Adicionalmente, ¢l sistema cuenta con una rutina de
autocalibracién, en donde se realizan mediciones con diferentes diluctones de una solucién
estindar. De esta forma, el sistema permite una operacién totalmente automdtica y posibilita la
aplicacién del biosensor en algoritmos sofisticados para sistemas de tratumiento de aguas de
desecho. En Ia figura 6 se presenta el diagrama de blogues del algoritmo wiilizado por el sistema.

34



VI Materiales y Métodos

REACTOR SEDIMENTADOR

0000000 0 Bevsese
frrteregtesiete]

MEDIO EFLUENTE 0
a 2
=it |[={82
=8 =3
= =¥
ELECTRODO =2 = g9
bBO =4 [S=[68
-——— o H
3 ]
a
<

CAMARADE CAMARA DE
MEDICION  DILUCION

DESECHO

1
1
1
Q BUFFER STANDARD

- DATOS DE @
ADQUISICION

i) ‘
CON BUFFER @
VACIAR LLENARCD
CoYCM CON MUESTRA[™ ™~
TOMAR MUESTRA
av (USANDO ESTANDAR)
CONVERTIR 4 Va DBO POSITIVO
e ? CONVERTIR AV a DBO
PREPARAR SIGUIENTE
DESPLEGAR DBO|____, |LAVAR CD Y CM @ DILUCION

Y GRAFICA CON BUFFER
Figura 6. Diagrama del algoritmo pura el sistema de andlisis de flujo inyectado,
35

CALIBRACION
?

ESTABIL[ZACION

| ESTABILIZACION




VI Materiales y Métodos
6.6. TECNICAS DE ANALISIS
6.6.1, Demanda Qufmica de Oxigeno (2QO)

La Demanda Quimica de Oxfgeno (DQO) se define como la cantidad de oxigeno requerido
para oxidar, bajo condiciones quimicas especificas, la materia orgdnica e inorgdnica oxidable
contenida en el agua. La DQO se expresa en mg de oxigeno /L y proporciona una medida de la
cantidad de sustancias susceptibles de ser oxidadas bajo las condiciones en que se efectia esta
prueba.

EI método de reflujo abiento para determinar la DQO se basa en la oxidaci6n de la mayoria
de la materia orgdnica en una muestra de agua (del 95 al 100 % del valor teérico), mediante una
mezcla de dcido crémico y sulfirico. Para la oxidacion de la biomasa se establece la siguiente
reaccién:

CsH7NO; + 505 — 5CO; + 2H,0 + NH3

donde CsH7NO; ¢s Ja composicién molecular que generalmente se ha encontrado que representa
adecuadamente la biomasa. Dividiendo el peso molecular del oxigeno utilizado entre el peso
molecular de Ia biomasa obienemos que 1 mg de biomasa equivalea 5 (32/113) = 1.42 g DQO/g
biomasa. Para llevar a cabo la medicion, la muestra se coloca en solucién fuertemente dcida en
presencia de un exceso conocido del agente oxidante dicromato de potasio (K2Crz07), en reflujo y
en la presencia de Ag(SO,); como cawalizador. Después de la digestion, el dicromato que
permanece sin reducir, se titula utilizando suifato ferroso amontacal (Fe(NH4)2(S04)2), ¥ se
calcula el equivalente de oxigeno necesario para oxidar totalmente la muestra

La prueba de demanda quimica de oxigeno es ampliamente utilizada para cuantificar el
grado de contaminacidn de desechos liquidos domésticos e industriales. Esta prueba permite medir
el residuo en términos de la cantidad total de oxigeno requerido para oxidarlo quimicamente a
bigxido de carbono y agua. En base a que todos los compuestos orgénicos, con pocas excepciones
pueden ser oxidados por agentes oxiduntes fuertes, en condiciones dcidas, la materia orgdnica
representada por la férmula general C,H,O, es oxidada quimicamente por el dicromato, en
presencia de un donador de protones (medio dcido), para obiener biéxido de carbono y agua, de
acuerdo a la reaccion:
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CoHa0p + ¢ CroOF + 8c H* —> n CO, + 3-339- H20 +2c Cr3

siguiendo la estequiometria de la reaccién, a partir de un balance de oxfgeno, los moles de
dicromate requeridos para llevar a cabo la reaccion serin:

=2p+4a.b
€=3"*g"3 (34)

Esta ecuacidn nos sirve para determinar la DQO tedrica, si conocemos la composicién
molecular de la materia orgdnica. En la prdciica, para la determinacién de DQO se lleva a cabo la
oxidacién en presencia de un exceso de dicromato, y posieriormente se titla el dicromato
remanente, cuantificando en forma indirecta la materia orgdnica oxidada.

Técnica para determinacion de DQO:

Este método es adecuado para niveles mayores de 60 mg /L y menores de 2000 mg /L de
DQO. (APHA, 1989).

Para un volumen de muestra de 20 mL:

1.- Transferir en un matraz de bola fondo plano, boca esmerilada, 20 mL de muestra.
2.- Agregar sulfato mercirico en pequeiia porcion (= 0.01 g).

3.-  Agregar 10 mL de dicromato de potasio 0.25 N.

4.-  Agregar 30 mL de dcido sulfiirico-sulfato de plata.

5.- Conectar el marriz al condensador y hucer circular el agua de enfriamienio.

6.- Calentar la muestra, dejar ebullir por dos horas (contando desde el momento en que
empieza la ebutlicidn).

7.- Dejar enfriar.

8.- Apgregar aproximadamente 10 mL de agua destilada por la pane superior del condensador.

9.~ Retirar el matraz del condensador y enfriar a temperatura ambiente,

+ 10.- Diluir con agua destilada hasta un volumen final de la muestra de 120 ml.
1l.- Agregar 8 gotas de fenantrolina como indicudor.
12.-  Titular con una solucién de Fe(NH3)2(SOy)p 0.25 N, previamente valorada.
13.-  La titulacién termina cuando se nota un viraje de color azul verdoso a café rojizo.
14,-  Realizar simultdneamente los pasos 2 al 12 utilizando un testigo preparado con 20 mL de
agua y los reactivos requeridos para procesar la muestra.
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15.-  Para niveles menores de 50 mg/ L de DQO se procede como se indica en la 1écnica pero
utilizando soluciones de dicromaro de potasio 0.025 N y Fe(NH4)2(504); 0.025 N.

Madificacién para un vblumen de de 2 mL (volii mis pequeiios que 20 mL):
1.- Agregar 2 mL de muestra en un matraz aforado.
2.- Agregar 18 mL de muestra en el mawraz, para tener un volumen final de 20 mL.
- 3.- Agregar 10 mL de dicromato de potasio al 0.025 N.
4.- Agregar 30 mL de dcido sulfirico-sulfato de plata, agitar con movimiento circular,
5.- Seguir los pasos 5 al 9 del método para 20 mL de muestra.
6.- Apgregar § gotas de fenantrolina (como indicador).
7.- Titular con Fe(NH,4)2(SO4)2 0.025 N el dicromato de potasio remanente no reducido.
Célculos:
La DQO se calcula mediante 1a siguiente formula:
 (Vi- V) x N x 8000

DQo- M (35)
en donde:
\2! = Volumen de la solucidn de Fe(NH4)2(S04), uiilizado para titular el testigo (agua).
v2 = Volumen de la solucién de Fe(INH4)2(SQO4); utilizado para titular la muesira.
N = Normalidad de !a solucién de Fe(NH,)2(503); utilizado en la determinacisn.
8000 = Equivalencia del dicromato gastado para la oxidacién, expresado en mg de oxigeno /L.
M = Volumen de muestra en mL. ’

Validacién del método:

Para estimar la confiabilidad del procedimiento de manejo y volumen de muestra se
determiné la desviacién esidndar después de medir la misma muestra 6 veces, los resultados de
estos andlisis se muestran en Ja tabla 3,

Al miniatrizar €l método, se observa que ¢l error se incrementd hasta 4 veces debido a la
precision de ia bureta con que se realiza la titulacién (% 0.5 ml), por lo cual se decidié hacer una
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estimacién adicional del substrato, como lo es la concentracién de glucosa. Ademds, para la
determinacién de la DQO del substrata sin considerar la DQO aportada por las células, se utilizaron
muestras centrifugadas a 3,000 rpm durante 15 minutos.

Tabla 3. Resultados de las mediciones de DQO de distintas muestras utilizando diferentes
volimenes y manejo de muestra. Ndtese que cada rengldn se refiere a muesiras distintas por lo
que no son comparables entre si.

Volumen y Manejo de Muestra DQO promedio Desviacién estdndar
(mg/L) (% de 12 media)

20 mlL de muestra 840.3 1.2

10 mL de muestra 11158 14

10 mL de muestra (congelando 3 dias) 843.5 1.2

2mL de muestra 654.3 3.3

2 mL de muestra (congelando una semana) 710.1 4.7

Comentarios sobre el método:

Esie méiodo se recomienda como un complemento de la demanda biogquimica de oxigeno,
pero no es un sustituto de ésta.  Generalmente la determinacién de la DQO se wtiliza en el
rratamiento y control de las aguas de desecho indusirial y sélo en ocasiones particulares puede
relacionarse con Ia demanda bioquimica de ox{geno. El indicador fenantrolina también se le conoce
como ferroin u ortofenantrolina. El sulfato de plata requiere un tiempo aproximado de dos dias
para su completa dilucién, La solucién formada debe mantenerse en la obscuridad para evitar su
descomposicién, El sulfato de plata actia en la reaccién como catalizador, incrementando la
oxidacién de algunos compuestos orginicos. El sulfato mercirico se agrega para eliminar Ia
interferencia que representin los cloruros, obieniéndose un complejo de cloruro mercirico soluble
que inhibe la reactividad del ion cloruro. Sila muestra tomada para la determinacién es menor de
20 mi. se debe complerar a ese volumen con agua destilada, esto quiere decir que siempre se tendrd
un testigo del mismo volumen de la muestra tomada. Debe de enfriarse ridpidamenie para evitar la
pérdida de materia voldiil que contenga la muestra. La mezcla debe de agitarse perfectamente antes
de llevarla a calentamiento; de no ser asi ocurren sobrecalentamientos locales que proyectan la

" mezcla fuera del condensador. Para algunas uguus residuales el periodo de reflujo de 2 horas
puede resultar ya sea excesivo o insuficiente, para corregir esie problema es necesario experimentar
con un mismo tipo de muestra en diferentes tiempos de digestion. E! volumen de 1a muestra que se
utilice para niveles inferiores de 50 mg / L debe de ser tal, que la cantidad de dicromato de potasio
reducido durante la digestién no exceda del S0 %. En caso contrario se debe repetir la
determinacién con un volumen menor de muestra.
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Forma de preparar las soluciones:

1.- Dicromato de potasio solucién 0.25 N: Disolver 12.25 g de dicromato de potasio (previamente
secado 2 105 °C durante dos horas, aforar con agua & 1 L y homogeneizar. Solucién 0.025:
Transferir con una pipeta 100 mL de la solucién anterior a un matraz volumétricode 1 L y
homogeneizar (dilucion 1 : 10).

2.- Sulfato ferroso amoniacal solucién 0.25 N: Disolver 98.035 g de Fe(NH;)2(S04); en
aproximadamente 800 mL de agua y agregar 20 mL de dcido sulfiirico concentrado, dejar enfriar y
aforar a 1000 mL en un matraz volumétrico y homogeneizar. Para valorar la solucidn se procede
de la siguiente manera: Tomar 25 mL de dicromato de potasio 0.25 N; diluir con agua destilada
hasta 275 mL. Agregar cuidadosamente 50 mL de sicido suifirico concentrado. Dejar enfriar.
Timlar con Fe(NH,)2(SO4)> 0.25 N. Agregar 8 gous de fenantrolina como indicador hasta notar
un vire de color de azul verdoso a café rojizo.

NOTA : Para el Fe(NH4)2(504); 0.025N se hace ¢l mismo procedimiento pero con

soluciones de dicromato de potasio (.025 N.

6.6.2. Solidos

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicany (NOM-AA-34, 1981), la definici6n para los
distintos tipos de sclidos es Ia siguiente:

E! término s6lidos totales se aplica al residue de materia que permanece en uh recipiente
después de la evaporacién de una muestra y su subsecuente secado en un horno 2 una temperatura
dada. Los solidos otales se dividen en sélidos totales suspendidos, que es la porcién que no pasa
a través de un filtro, y sélidos totales disuelios, la porcién que pasa a través del filtro. Los
principales factores que afectan ja separacidn de jos sélidos suspendidos de los sélidos disueltos
son ¢l tipo de soporte del filiro, el tamaiio de poro, porosidad, drea y espesor del filtro, y la
natraleza fisica, tamafio de particula y camidad de mueria que se deposiia en el filoo.

Los sélidos voldtiles se definen como la pérdida de peso de los sélidos suspendidos
durante ignicién a tiempo y temperatura determinados. La determinacion de sélidos voldtiles no
hace una distincidn precisa entre la materiz orgiinica e inorgdnica, ya que algunas sales minerales se
volatilizan. Generalmente los sélidos suspendidos volitiles se considera que representan la
biomasa. El material que se sedimenta durante un periodo de tiempo determinado se denomina
s6lidos sedimentables.
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Determinacién de sélidos suspendidos totales:

1.-  Lavar perfectamente un filtro tipo Gooch, secar y adherir con agua un filtro de fibra de
vidrio de 2.4 cm de didmetro Whatman 934-AH.
2.- Poner a peso constante el filiro tipo Gooch:

a) Poner el filtro Gooch en una estufa a 100° C durante 12 horas.
b) Sacar de la estufa, y dejar enfriar en un desecador @ iemperatura ambiente.
c) Cuando el filtro estd a temperatura ambiente pesar en una balanza unalitica con una
sensibilidad de 0.0001g.
d) Poner el filtro Gooch en la estufa a 100° C durante una hora, enfriar en el desecador y
pesar.
€) Repetir el paso d husta obtener un peso constante.

3.- En el caso de muestras con pocas concentracién celular es conveniente centrifugar la
muestra a 5000 rpm durante 15 min y resuspender la biomasa en un volumen conocido
(menor al original)

4.- Conectar un matraz Kitasato con slargadera y el filtro Gooch al vacfo, y adicionar entre 2 y
10 mL de muestra poco a poco, cuidando que la mueswra puse sélo por ¢l filtro Whatman,

5.« Se deja el filtro en una estufa a 100° C durante dos horas.

6.- Se saca de la estufa y se dejz enfriar en un desecador a temperatura ambiente,

7.- Una vez que el filtro estd a temperatura ambiente, se pesa,

Determinacién de sélidos suspendidos volitiles:

1.-  Una vez que el filtro Gooch contiene los sélidos secos, se calcina a 550° C durante 15
minutos. )

2. Dejar enfriar en un desecador y pesarlo una vez que ¢l filtro se encuentra a temperatura
ambiente

Cilculos:
§.5.T. = 9401 (1000) (36)
SSV.= Cﬁ—\;ﬁi (1000 €))]

donde:
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§.8.T. = Sglidos suspendidos totales, mg /L.

S.S8. S¢lidos suspendidos volitiles, mg/ L.

G3 lasa del filiro, mg.

G4 asa del filtro incluyendo sélidos secos, mg.

G5 sa del filtro con los residuos después de la caleinacion, mg.
\4 lumen de la muestra, mL.

Validacién del método

Para validar el procedimiento de manejo de muestra se realizaron determinaciones de
sdlidos utilizando djferentes procedimientos, en la tabla 4 se muestran el promedio y desviacién
estdndar después de medir la misma muesira entre 4 y 6 veces.

Tabla 4. Resultadds de las mediciones de SST y SSV utilizando diferentes procedimientos.
Nétese que cada rengidn se refiere a muestras distints por lo que no son comparables entre si.

Manejo de Muestra SST 6 S8V Desviucién estdndar
promedio (mg /L) {% de 12 media)

SST:

después de 2 hrs de stcado 492.0 8.6
después de 20 hrs de secado 470.0 6.6

Ssv:

después de 15 min de| calcinacion 702.6 21.1

después de 3 hrs de cilcinacién 635.0 20.6

Para cada und de las determinaciones se utilizaron diferentes muestras, por lo que los
promedios obtenidos fio son comparables entre si. Debido a el error tan grande que se obticne en
las determinaciones, sobre todo para SSV, se decidié también utilizar densidad Sptica para

determinar la biomasa.

Determinacion de sélidos sedimentables:

1.» Tomar un litro de muesira del reactor.

2.- Colocar {a muestra ¢n un cono Imhoff.

3.- Dejar sedimentar durante 45 min.

4.- Con un agitador grapde raspar lus paredes.
3.- Dejar sedimentar dutante 15 min adicionales.
6.- Tomar la lectura de sedimentacion en mililitros sedimentados por litro de muestra.

7.- Regresar la muestra ¥ reactor.
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6.6.3. Densidad Optica

Se midi6 densidad Sptica de los lodos a una longitud de onda de 620 nm utilizando un
espectrofotémetro Beckman DU-650 (Beckmun Instruments, Fullerion CA). Ya que en algunos
experimentos la densidad 6ptica se utilizé como una medida de la concentracién de biomasa en el
reactor, se construy6 una curva patron para relacionar la densidad 6ptica con las concentraciones de
SSTy SSV. Esta curva se muestra en la figura 7.

6.6.4. Concentracion de Glucosa

La concentrucion de glucosa fue delerminida con un unalizador enzimadtico YSI 2700 Select
(Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH). En algunos casos, el substrato se considerd
como la DQO representada por la concentracion de glucosa, para lo cual se correlacioné con la
DQO utilizando la curva patrén de la figura 8.

6.6.5. Conteo de Particulas

Para determinar al nidmere de paniculas y la distribucién de wmaio de pantfculas se utilizé
un contador electrénico Multisizer ! (Coulter Electronies, Hialeuh, FL). Se wtilizé un tubo de
apertura de 100 um de didmetro y procesando 500 pL de muestra. La calibraci6n se llevé a cabo
utilizando microesferas de lftex de 9.86 pm de didmetro. Solamente en un nimero limitado de
experimentos se determinaron estos parimetros. Utilizando este equipo es posible determinar la
concentricién de particulas y el volumen promedio de las mismas, ademds se obtiene un andlisis de
la distribucién del tamafio de éstas, cuantificando el nimero de particulas para 256 distintos
intervalos de volumen de panticulas.

6.7. ANALISIS NUMERICO DE RESULTADQS

La forma de calcular las constantes cinéticas que describen el sistema es resolviendo

simultineamente las ecuaciones (29} y (30) mediante el método numérico Runge Kutta, utilizando

) iteraciones para diferentes valores de lus constantes cinéticas, y comparando el perfil con datos

experimentales, para elegir el mejor ajuste. Con los datos de biomasa y substrato gque se miden

durante el cultivo alimentado, se obtienen perfiles conira tiempo en estado transitorio, los cuales

pueden ser ajustados a el modelo matentitico correspondiente, utilizando un algoritmo de biisqueda
secuencial numérica que se describe a continuacién:
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Figura 7. Curva pairén de SSV a partir de densidsad 6ptica.
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Figura 8, Curva patrén de DQO a partir de glucosa.
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Suponer un intervalo de valores posibles para cada una de las constantes, arriba

mencionadas, y dividir cada intervalo en “n” sub-intervalos.

Se toman los primeros valores de cada variable,

Resolver el sistema de dos ecuaciones diferenciales [ecuaciones (29) y (30)]
simulidneamente utilizando los valores iniciales medidos para biomasa y substrato, y las
constantes supuestas en el paso anterior.

Calcular la rafz cuadrada de 1a sumatoria de los cuadrados de las diferencias entre los
valores medidos y calculados (ECM), obteniendo las variables ECMs para el substrato y
ECMx para células.

Se toma la siguiente combinucién de valores para cada variable y se repiten los pasos 3 y 4.

Al terminar de calcular todas lus combinaciones en el intervalo definido en 1, se seleccionan
los minimos de ECM con respecto al substrato |[ECMs] y con respecto a la biomasa
[ECMx], teniendo asf un nuevo imervalo s estrecho para los cuamro valores, y se repiten
los pasos 2,3,4,5... y asf sucesivamente hasta tener un minimo global,

E!l algoritmo anterior se escribié en Turbo Pascal para Macintosh (Borland), y en el

apéndice 6 se presenta el listado del programa.  E] método se puede aplicar tomando como valores

iniciales cualquier momento de la fermentucion, solumente huciendo l1 correccién de tiempo, lo

cual es muy ventajoso si tratamos de hacer comparaciones en fus constantes antes y después de

cambiar algiin pardmetro en una misma fermentacidn.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. ARRANQUE Y ESTABILIZACION DEL SISTEMA DE LODOS ACTIVADOS

La operaci6n de un sistema de tratamiento de aguas residuales requiere de una poblacién
microbiana aclimatada al agua residual que utilizardn como substrato. Con el fin de acelerar el
proceso de aclimatacién, se utilizé un inéeulo proveniente de una plania real. De visitas realizadas
a refinerias y plantas pewroquimicas de Pemex, Celanese, y la planta de tratamiento de efluentes de
Ia zona industrial de Cuernavaca-ECCACIY, se tomaron muestras de lodos activados para ser
usadas como indeulo del SLA. Estas muestras se hicieron crecer en matraces en cultivo por iotes,
alimentando con dcido acético dilufdo. La seleccion del indculo se basé en la caracterizacién de las
distintas muestras de acuerdo a su actividad, determinada por la velocidad de consumo de oxfgeno.

La figura 9 muestra la caracterizacion de las distintas muestras de lodos activados a
diferentes tiempos, donde el niimero sobre la grifica indica la edad de la muestra en dfas, mientras
que la tabla 5 presenta los resultados de velocidad de consume de oxigeno para las muestras de la
grifica. En figura 9A se presenta el comportamiento de la muestra tomada en la plania de
tratamientos de Ia refinerfa de Pemex en Tula, Hidalgo, Ia cual presenié inicialmente una actividad
muy baja. A medida que la poblacién se aclimaté al nuevo substrato (dcido acético) la veiocidad de
consumo de oxigeno > iderablemente. En la figura 9B se muestra la actividad
respiratoria de las muestras provenientes de a planta de tratamiento de aguas residuales ECCACIV.
Esta planta de tratamiento presenta problemas operacionales principalmente debido a las grandes
fl jones que se p an en las condiciones del afluente, originadas por la gran diversidad de
industrias a las que esta planta presta sus servicios. Finalmente, en la figura 9C se presenta el
consumo de oxfgeno de la planta de tratamiento para efluentes de refinerias de Celanese, en
Minatitldn, Veracruz,

En los tres casos puede observarse que a medida que !a muestra se adapia a las condiciones
del medio, la velocidad de consumo de oxigeno aumenta. Este comportamiento se refleja en la
tabla 5, al observar la velocidad de consumo de oxfgeno de cada una de las muestras a diferentes
tiempos, La muestra de lodos obtenida de ECCACIV mostr6 la mayor actividad en cuantoa la
velocidad de consumo de oxigeno, sin embargo, no fué posible utilizarla debido a problemas
importantes de formacién de espunna cuando dichos lodos se inoculaban en el SLA. De tal forma
se selecciond a los lodos obtenidos de Celanese, los cuales aunque con velocidades de consumo de
oxfgeno menores a las de ECCACIV, mostraron una mejor estahilidad en el SLA.
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Figura 9. Consumo de oxfgeno de tres distintos in6culos de lodos activados.
A) Refineria de Pemex-Tula B) ECCACIV C)Celanese
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Tabla 5. Velocidad de consumo de oxfgeno de distintas muestras de lodos activados.

Procedencia Tiempo (dias) * <. VCO (mg Oz/L-h} - 12 (regresi6n lineal)

Pemex-Tula 1 LRI A 216 0.955
4 : 5.859 0.999

X 15 . 11.882.. 0.999

18 7 o Teeinn 12,713 1.000

ECCACIV 1 . 1,913 0.992
. 4 : 8.690 0.994

15 10.566 0.989

19 11.931 0.966

©23 29.421 0.998 *

Celanese -1 2,059 0.976
14 4.423 0.996

25 7.437 0.998

32 12.039 0.981

39 13.282 0.992

* 86lo se tomaron en cuenta los primeros datos, antes de agotarse el oxigeno disuelto.

Una vez que se selecciond el indculo, éste se hizo crecer en cultivo por lotes en el reactor de
25 L, y posteriormente se inicid la alimentacion de agua de desecho modelo. El sistema de lodos
activados se oper6 en su primera etapa durante el perfodo del 6 de mayo al 24 de noviembre de
1992, teniendo una duracién de 202 dias (figura 10). La operacién del SLA se suspendié debido a
¢l derrame accidental de benzal, mientras se efectuaba la limpieza de las tuberias, teniendo como

consecuencia la muerte de lu poblacién bacteriana,

La alimeniacién se realiz6 utilizando medio sintético no estéril hasta el 17 de noviembre de
1992, fecha en que se empezd a utilizar medio estéril pura lograr condiciones mis uniformes en ¢l
afluente del sistema. La figura 10A muestra una grafica de los perfiles de DQO del medio de
alimentacidn, en el reacior y en el efluente clarificado, como se puede observar al inicio de la
operacitn del reaclor no se obtuvo efluente hasta los 70 dias de operacién, aproximadamente 20
dias después de iniciar la alimentacién, que es el tiempo que tardo el sedimentador en lienarse y
empezar a funcionar. La tendencia general de la VCO fué a sumeniar a medida que la poblacién se
aclimataba (Figura 10B). En el caso de la ¢jo;, el valor absaluto de la determinacion puede verse
afectado sensiblemente debido a errores en la determinacion de biomasa (Figura 10B). La figura
10C presenta el resultado de Ias mediciones de S8V, como se puede notar, estas mediciones
presentan grandes fluctuaciones, lo cual se atribuye al alto error experimental que presenta este
método (hasta del 20%, ver seccién de Materiales y Métodos), por lo cual se decidié utilizar la
densidad Gptica como método aliemnativo pura cuantificar biomasa.
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Figura 10. Comportamiento del sistema de Jodos activados en su primera etapa.

[Fecha de inicio (1=0) 6 Mayo 1992}
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A rravés de los distintos resuliados obtenidos se logré la caracterizacién del
comportamiento del sistema de lodos activados, el cual se resume en Ja tabla 6. Tales resulados
son los promedios e intervalos de las mediciones de DQO y S8V que se realizaron tanto para el
reactor, agua residual sintética y efluente clarificado. Los voldmenes que se reportan para el medio
de entrada y lodos de desecho fueron determinados por medicién directa, mientras que el volumen
de efluente se calculd como la diferencia entre los voltimenes de medio de entrada y lodos de
desecho, sin tomar en cuenta pérdidas por evaporacion.

Tabla 6. Resultados del sistema de lodos activados durante el primer periodo de operacién.

Txempo de opemc:on 202 dias
I
Volumen mml (medido) 349 litros
DQO (intervalo) 520 - 776 mg / litro
DQO (promedio) 636 mg / liro
S§ OmL /litro
Reactor:
Volurnen 25 liwos
DQO (intervaio) 135 - 544 mg/liro
DQO (promedio) 270 mg / liwo
SS (intervalo) 1.5 - 40 ml/ litro
SS (promedio) 15.2 mL / litro
Efluente:
Volumen total {calculado) 337 liros
DQO (intervalo) 20- 142 mg / litro
DQO (promedio) 51 mg/liro
SS 0mL/liwo
Lodos de Desecho;
Volumen total (medido) lé 2 firos
8§ 545 mL / litro
Eficiencia de Rernocidn de DOO 92.05
Rendimiento 30 lm'os 8§ / Kg DQO removido.

Después de la interrupcién de la primera etapa de operacién del sistema de lodos activados,
se arrancé una segunda etapa, aprovechando como inéculo Ia gran cantidad de lodos que fueron
producidos duranie el verano, los cuales se almacenaron a 4° C en un cuarto frio. Previamente al
arranque de esta segunda etapa, se realizaron mediciones de VCO para determinar Ja actividad de
estos lodos antes de someterlos a cultivo, enconirindose que una vez que los lodos estuvieron a
temperatura ambiente, su actividad metabdlica (VCO) sumentd gradualmente.

El sisterna de lodos activados fué operado exitosamente en su segunda etapa durante un
tiempo de casi un afio, como se muestra en la figura 11. Durante el arranque se observé un

periodo transitorio de seis meses, en el cual la eficiencia de remocion de la DQO fué de alrededor
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Figura 11. Comportamiento del sistema de lodos aciivados en su segunda etapa.

[Fecha de inicio (1=0) 27 Noviembre 1992]
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de 80%. Enla figura 11C se puede apreciar que la concentracién de sélidos, inicialmente muy alta,
descendié rdpidamente alrededor de los 90 dias, que corresponde a la fecha en que se establecié un
control mds estricto de la relacién F/M. En este perfodo, ccurrié una disminucién importante en
los s6lidos suspendidos voldtiles y la DQO del reuctor, esta respuesta dindmica tan lenta del sistema
de lodos activados enfatiza Ia importancia de disefiar herramientas experimentales alternativas para
la caracterizacion de sistemas biologicos de tratamiento de aguas. Nétese en la figura11A y 11C
que el SLA se oper6 continuamente, sin embargo, no se analizaron muestras dgurante el periodo
de los dias 22 al 54, correspondiente a vacaciones administrativas de Diciembre de 1992 de la
UNAM.

La tabla 7 presenta un resumen del desempefio del sisterna durante el segundo periodo de
operacion completo, en €sta puede observarse que los parimetros glabales, como el rendimiento y
eficiencia de remocién de 1a DQO son similares a Jos reponados para plantas reales de ratamiento
secundario convencional para aguas municipales (Bowen et al., 1992) y para un proceso de lodos
activados provisto de la adicién de una poblacion microbiana para ayudar a la degradacién
(bioaumenracién) con bacterias degradadoras de aceites en una refineria (Wong y Goldsmith,
1986, lo cual demuestra a similiwud del sisterna de Inboratorio con sistemas reales.

Tabla 7. Resultados del sistema de lodos activados durante el segundo periodo de operacién.

‘Tiempo de operacién: 320dias
Volumen total (medido) 633 titros
DQO (intervalo) 536- 1038 mg/ liwo
DQO (promedio) 678 myg / livo
SS 0 mL /liro
Actor
Volumen 25 livros
DQO (intervalo) 88 - 737 mg/ liro
DQO (promedio) 336 mg / liro
SS (intervalo) 15-45mL/ liro
SS (promedio) 23 mL/ litro
Volumen total (calculado) 618 litros
DQO (intervalo) 11- 191 mg/litro
DQO (promedio) 73 mg /liwro
SS OmL/ limo
Lodos de Des: H
Volumen total (medido) 15 liwos
DQO nd
S8 98 mL/liro
Efigiencia de Remocitn de DQO 894 %
Rendimiento 39 liros SS / Kg DQO removido.
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Después de seis meses de operacién se alcanzé un claro estado estacionario, con una
eficiencia de remocién mayor al 95 %. La velocidad de consumo de oxigeno fluctud enire 0.5 y 2
mg/L-h durante todo el periodo de operacion del sislema. E! aumento en la actividad del lodo en el
segundo semestre de operacidn también puede observarse como un incremento en la velocidad
especifica de consumo de oxigeno, Ja cual alcanzé un valor miximo de 10 mg O, /g SSV-hr
(Figura 11B). Estos valores se encuentran en el mismo orden de magnitud que los reportados para
un cultivo de lodos activados alimentados con aguas residuales de origen industrial, para los cuales
se obtuvo un miximo de 30 mg O, /¢ SSV-hr (Shamus y Englande, 1992). Se observé que la
poblacién microbiana con una alta actividad metabélica, indicada por las altas velocidades de
consumo de oxigeno, tolera adecuadamente variaciones en la carga orgdnica, tales como el pico en
la DQO del medio de entrada que se observa a los 290 dias en 1a Figura 11A,

En los dos perfodos de operacién del SLA, 1a DQO del medio de alimentacién presenté
grandes fluctuaciones, siendo en casos extremos una diferencia hasta de 500 mg/L. Tales
variaciones pueden ser aribuidas al método de determinacién de DQO utilizado.

Como puede observarse, el comportamienio del SLA simula adecuadamente el
comportamiento de sistemas reales de escala industrial. Por ejemplo, la eficiencia de remocidn de
DQO es similar ala de la planta de tratamiento de donde proviene la poblacién de lodos, Celunese
en Veracruz la cual fluctda entre 89 y 98 % (Celanese, 1991). Estos valores son superiores a
planias como ECCACIV en Morelos, la cual tiene una eficiencia entre €1 62 y 68 % (ECCACIY,
1992). Asimismo, el rendimienio de lodos desechados por DQO removido ¢s muy similar al
encontrado en plantas de tratamiento de aguas tanto industrial corno municipal,

Los resuliados de eficiencia de remocion de DQO y rendimiento de las tablas 6 y 7 fueron
caleulados utilizando todos los datos obtenidos a 1o largo del proceso, por ejemplo, para calcular 1a
eficiencia de remocidn de DQO se hizo la sumateria de la cantidad de DQO que entré al sistema y la
que salid del sistema, de igual formz el rendimiento, se calculd utilizando la camidad de sélidos
sedimentables que se desecharon de! sistema. Sin emburgo, wnto lu eficiencia como ¢l rendimiento

. tuvieron fluctuaciones a lo largo del proceso, hasta que se alcanz6 el estado estacionario. La
poblacién de lodos en el sistema presentd excelentes caracteristicas de sedimenticion, indicadas por
Ia ausencia de s6lidos sedimemables en el efluente, aunada u las bajas concenrraciones de DQO en
el efluente.

Estos resultados demuestran que el SLA presenta el mismo comportamiento que un sistema
real, en lo que se refiere a su desempefio, operacion y control. Una vez que se demostré que se
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cuenta con una fuente de indeulo con caracteristicas adecuadas
procedi6 a utilizar muestras como indeulo para cultivos por lotes
Las muestras tenfan un volumen de hasta 400 ml, es decir 1.6 %
tanto la toma de tales fracciones tienen un efecto adverso minimo
continuacién se presentan los resultados de cultivos por lotes y ex
cuales se inocularon de la forma descrita anteriormente.

7.2, SISTEMA DE CONTROL Y ADQUISICION DE DATOS

7.2.1 Control de biorreactores
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condicjones poco variables, se
exponencialmente alimentados.
del volumen del reactor. Porlo
en la estabilidad del reactor. A
ponencialmente alimentados los

Una de las actividades principales durante este trabajo fué el desarrollo de un sistema

computarizado de control y adquisicién de datos. Los resultados
sistema para el cultivo de lodos activados en biorreaciores tanto en
exponencialmente alimentado se presentan en las seccioney
determinacién de VCO y en el sistema de andlisis de flujo inyectad
se presenta en las secciones 7.2.2 y 7.2.3, respectivamente.
probado per otros investigadores y estudiantes de varios grup
Instituto de Biotecnologfa, en distintos modelos biolégicos que val
y levaduras, hasta hibridomas y poblaciones mixtas, cultivac

alimentadas. Un resumen del uso del sistema de control y adquisic

presenta en el apéndice 9.1. Dado que uno de los objetivos es|
desarrollo de un sistema versitil, umigable y poderoso, a continui

usos, por otros investigadores, y sus resultados con distintos mg

ademds, las ventajas logradas con el sistema desarrollado, y se of]
para el interesado en mayores detalles.

Las modificaciones realizadas al sistema de adquisicién d
toma de muestras, adquisicién de datos del biosensor (descri

en detalle sobre el uso de dicho
cultivo por lote como en cultive
7.3y 7.4 y su uso para Ia
o para la determinacién de DBO
Asimismo, el sistema ha sido
ps de investigacién dentro del
h desde bacterias recombinantes
os en lotes o fermentaciones
i6n de datos en tales modelos se
pecificos de este trabajo fué el
cion se resumen algunos de los
delos y sistemas, Se discuten,
ecen lus citas corespondientes

- datos y control permitieron la
o en Materiales y Méiodos),

estimacién de la DBO, presentacidn de grificas, accionamiento de 3
correctivas en el caso de que los valores de 1l DBO se end
preestablecidos en el algoritmo de control. En la figura 12 se mug

wlarmas y ejecucion de acciones
uentren fuera de los Ifmites
stra larespuesta del biosensor
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Figura 12. Respuesta del biosensor de DBO ante diferentes concentraciones de materia orgdnica
(Significado de las flechas descrito en el texto).
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para DBO obtenida al analizar una muestra estindar compuesta de glucosa y acido glutimico en
partes iguales a concentraciones de 150y 75 ppm (tomado de Gascfa et al, 1993). En el andlisis de
esta muestra, ¢l sislema detecta que la sefial del biosensor con la cimara de dilucién !ena de buffer
sea estable mediante el cilculo de la pendiente y coeficiente de comelacion de los tltimos 10 datos
(ver figura 6). Una vez que la computadora determina que la corriente basal es estable, enciende 1a
bomba de inyeccién y abre Ia valvula solenoide de entrada de muestra, evento indicado por la
primera flecha. Después de llenar la cdmara de medicién con muestra, la computadora continia
adquiriendo datos hasta lograr nuevamente la estabilidad, en ese momento calcula la diferencia de
voliajes y lo convierte a unidades de ppm o DBO utilizando una curva patrén previamente
construfda. Cuando termina la determinaciSn, la computadora vacia la cdmara de medicidn y la .
vuelve a llenar con buffer, indicado por la segunda flecha, quedando de esta forma preparado el
sistema para realizar mediciones adicionales.

Para la automatizacién del electrodo de DBO (Zambrano, 1994), los valores limite de la
DBO fueron establecidos para el sistema de lodos activados, en donde la accién de control se limité
a alertar al operador mediante una alarma. Sin embargo, el sistema permite mediante
modificaciones sencilias, acciones de control. Por ejemplo, algunas posibles acciones podrian ser
la apertura de vdlvulas de contenedores con microorginismos degradadores de materia orginica
que pueden ser agregados al sisterna, o bien el aumento de agitacion al sistema y/o el cambio de los
tiempos de residencia hidrdulicos y microbinnos medianie cambios en los flujos de entrada y de
recirculucién. Estas acciones de control podrian en principio mejorar sub ial Ia eficienci:
de un sistema de tratamiento de aguas de desecho por lodos activados durante la operacién normal.
Al mismo tiempo, esle sistema puede ser usado para tomar acciones de emergencia como respuesta
a posibles eventualidades en indusirius que originen descargas que dafien irreversiblemente 1a

poblacién microbiana del sistema de tratamiento de agua.

Existen pocos reportes en donde se ha demostrado exitosamente el uso de acciones
correctivas, como la bioaumentacién en sistemas de tratamiento de aguas (Wong y Goldswith,
1988; Hung etal, 1987; Reed, 1987). No obstante, tales acciones se han llevado a cabo en forma
manual y a rravés de la supervisién periédica de operadores. En contraste, el sistema desarrollado
pemmite, en principio, ¢l monitoreo automitico y continuo, asf como la toma de decisiones y
acciones correctivas sin la presencia de un operador.

A pesar de que muchos de los sistemus de tratamiento de aguas son procesos maduros y
establecidos en todo el mundo, existe un retraso importante en cuanto a las metodologias de control

y operacién con respecto a otros procesos biotecnolégicos. Esto se debe en parte a la complejidad
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del sistema asf como a la falta de sensores adecuados para moniterear variables relevantes y de
sistemas para controlarlos automdticamente. Los resultados de! trabajo efectuado representan un
esfuerzo tendiente a solucionar algunos de los retrasos que existen en los sistemas de monitoreo y
control en traramiento de aguas.

7.2.3. Andlisis de flujo inyectado: velocidad de consumo de oxigeno

Utilizando el sistema de anilisis de flujo inyectado, descrito en la seccion de materiales y
métodos, se lievé a cabo un experimento para determinar e efecto de sobrecargas de subsrratoen la
velocidad de consumo de oxigeno en cultivo por lotes. En este experimenio se realizé un cultivo
por lotes con un volumen de 500 ml. Tomando muestras cada hora, se midié 1a densidad 6ptica,
concentracién de glucosa y velocidad de consumo de oxigeno. Antes de que la glucosa se
consumiera totalmente, se agregd un pulso de 500 m] de medio de cultivo a una concentracién del
doble de los componenies normales del medio (equivalente a 1 g/L de glucosa). Los resultados de
este experimento se muestran en la figura 13. En la figura 13A, la grifica correspondiente a SSV
muestra que después de entrar a la fase exponencial, la concentracidn de biomasa disminuye de 186
a 175 mg/L, aproximadamente a las 5 horas de haber iniciado el cultivo, sin haberse terminado Ia
glucosa. En la figura 13B este fenémeno se hace mas evidente, ya que tanto la VCO como la qop
disminuyen gradualmente hasta llegar a un minimo, aproximadamente a las 6 horas, en este
momento se puede suponer gue los microorganismos adaptados a las condiciones del reactor de 25
L, cuya velocidad especifica de crecimiento disminuye con las nuevas condiciones, empiczan a ser
desplazados por la poblacién que estd aclimatada a las nuevas (y cambiantes) condiciones del
cultivo por lotes, por lo que a partir de este momento la velocidad especifica de crecimiento
aumenta.

Después de adicionar el pulso de medio de cultivo, indicado por la linea punteada, la
biomasa nuevamente se incrementa, mientras que el perfil de velocidad de consumo de oxfgeno
sigui6 a el perfil de biomasa. La velocidad especifica de consumo de oxigeno, por el contrario,
después de incrementarse inmediatamente después del pulso de substrato, disminuyé ligeramente,
indicando nuevamente un perfodo de adaptacién. Los cambios en la pendiente de la VCO contra el

.xi:mpo en cultivo por lotes como el minimo de la figura 13B han sido repontados anteriormente
(Shamas y Englande, 1992}, aunque su significado metabélico no se discute a fondo, mientras que
en otros casos la forma de la detenninacién de fa VCO no permite la observacién de esios cambios
transitorios (Suschka y Ferreira, 1986).
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La labor de desarrollar un sistema de tratamiento de aguas a escala laboratorio no solo s¢
hace mas sencilla al contar con este tipo de herramientas, sino que también permite plantear
estrategias de control integradas desde el procese de diseiio de una plania.

7.3. CULTIVOS POR LOTES

El cultivo por lotes de lodos activados es de gran utilidad para ta identificacién de los
diferentes estadios del cultivo, tales como las fases lag, exponencial, estacionaria y de consumo
endégeno. Ademis, si noexiste limitacidn por nutrienies o inhibicién por substrato, la velocidad
especifica de crecimiento es igual a la velocidad especifica de crecimiento mdxima (14 = J1,,), quees
uno de los pardmetros de disefio para sistemas de lodos activados. Con estos propdsitos se
llevaron a cabo varios experimentos de cultivo por lotes.

La figura 14 muesira una cinética tipica de crecimiento celelar y consumo de substrato en
cultivo por lotes. A partir de pariimetros tales como 8§V, DQO y concentracién de glucosa, se
pueden observar claramente dos fases de crecimiento: una fase inicial de crecimiento exponencial
durante las primeras 6 horas, y una fase endogena que se presenté aproximadamente después de 8
horas de operacién. Durante lu fase de crecimienio exponencial, 1a concentracién de particulas
aument6 de 0.26 a 0.37 x 108 particulas/mL; el volumen promedio de particulas aumentd de 16 a
38 pm3 y los SSV aumentaron de 150 2 500 mg/L, mientras que la glucosa fué consumida
totalmente.

La velocidad de crecimiento alcanzada en el cultivo por lotes fue de 0.2 h-1, la cual
corresponde a la velocidad mdxima de crecimiento. En la grifica se puede observar que a las 6
horas de cultivo, después de agotarse la glucosa, la DQO no llega a 0, debido a que el medio de
cultivo contiene, ademds de la glucosa, otros componentes quimicamente degradables y la
biomasa. Duranie 12 fase endégena, los SSV disminuyeron y la DQO residual fué lentamente
degradada. Sin embargo, puede notarse que Ja fase end6gena puede subdividirse en dos fases
adicionales si se analizan parimetros tal como el volumen promedio de particulas (figura 14C). De

«esta forma, una fase enddgena inicial puede distinguirse entre lus 8 y 15 horas del cultivo, donde la

concentracién de particulas se mantiene constante, pero el volumen promedio disminuye de 38 a 27
wm3, Este comportamiento puede ser indicativo de una poblacidn microbiana invariante que
metaboliza sus reservas internas, es decir una verdadera fase endégena. Después de 15 horas, la
concentracién de particulas aumenta ripidamente mientras disminuye el volumen de panicula, Esta
segunda fase endbégena puede indicar una severa limitacién por substrato, teniendo como
consecuencia la ruptura celular y acumulacion de restos celulares.
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El anilisis de particulas demostré que la composicién de la poblacién de Jodos (respecto a
volimenes de células) varia constantemente a través del tiempo en un cultivo por lotes. Como se
muestra en la figura 15, al principio de la fermentacién la mayorfa de las particulas tiene un
volumen pequefio, mosirindose en la distribucién un pico estrecho, posiblemente compucesto de
células pequefias y con pocas reservas de material intracelular. A medida que se consume el
substrato fdacilmente degradable (glucosa), el nimero de particulas de volumen mayor se
incrementa rdpidamente, hasta que se agota la glucosa, alrededor de las 8 horas de cultivo, como
puede apreciarse en Jas graficas de nimero y volumen promedio de particuias (figura 14C), en este
momento se tiene una distribucién muy amplia de panijculas, indicando que existen diversos
tamafios en proporciones “batanceadas” (aclimatadas a estas condiciones de cultivo). A partir de
este momento, el consumo endégeno se hace muis evidente, esto puede ser notado como un
aumento en el niimere de particulas de volumen pequeno en la figura 15y la disminucion en el
volumen promedio de particulas (Figura 14C), mientras que el ndmero de particulas de volumen
grande vuelve a disminuir volviendo a las formas de distribucién de particulas que el cultivo
presentaba inicialmente. El hecho de que la distribucién de particulas después del consumo
endégeno regrese a su estado original es indicativo de que al momento de inocular la poblacién de
lodos, ésta no se encontraba en fase de crecimiento exponencial.

Estos resultados demuestran que parimetros descriptivos de la poblacién, tales como las
mediciones celulares generan informacién adicional, que no es detectable a ravés de los parimetros
globales usualmente determinados, tales como SSV, SST y densidad dptica. Mediante la grifica
de niimero de particulas de diferentes voltimenes a ravés del tiempo (como en la figura 15) se
pueden detectar cambios que no son apreciables alin conociendo la cuenta total de particulas y el
volumen promedio (figura 14C).

Conjuntamente a los cultivos por lotes, se Uevaron u cabo cultivos exponencialmente
alimentados, con el fin de hacer una carucierizacidn en forma exhaustiva del comportamiento de los
lodos activados ante diversas condiciones de crecimiento.

7.4, CULTIVOS EXPONENCIALMENTE ALIMENTADOS

En base al heche de que un cullivo exponencialmente alimentado de volumen variable
simula en forma adecuada el comportamiento wansitorio y ¢n estado estacionario de un quimiostate
(ver seccion 5.3.), se procedid a realizar experimentos con esta modalidad, primeramente a
diferentes velocidades de dilucidn, con el fin de observar los perfiles que se siguen hasta alcanzar
el estado estacionario. Posterionmente se realizaron cultivos a los cuales se forzaron penurbaciones
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en el sistema cuando €ste habfa alcanzado el estado estacionario. Tal esquema experimental permite
contar con los datos Iniciales (antes de la perturbacidn) como un testigo interno, y usar la segunda
parte del cultivo para determinar e! efecio de la periurbacion realizada. De tal forma, se evitan
errores experimentales causados por las variaciones que se prcscnmn en el sistema de lodos

activados del cual se toman las muestras para inocular el cultivo expc e ndo.

7.4.1. Operacién

Los cultivos exponencialmenie alimentados se llevaron a cabo en la forma descrita en la
seccidn 5.3 de Materiales y Métodos. La figura 16 muestra el componamiento fpico de un cultivo
exponencialmente alimentado a una dilucién de 0.05 h+1, en el cual 1u linea punteada indica el inicio
de la alimeniacion, como puede notarse dei perfil de volumen (figura 16C). En la grifica
correspondiente a SSV (figura 16A) se puede observur el componamiento de un cultivo por lotes,
en el que la biomasa crece hasta alcanzar un niiximo. Después de ese momento el consumo
endégeno empieza a hacerse evidente. Unu vez que se inicia la alimentacién se puede observar que
tanto la concentracion de biomasu como de substrato (DQQ) presentan muy poca variacidn,
indicativo de un estado estacionario.

En la figura 16B se puede apreciar que el oxigeno disuelto es controlado (mediante la
manipulacién amomdtica de los gases de entrada) después de un periodo oscilatorio menor de 2
horas. El potencial redox inicialmente sigue el mismo perfil que oxigeno disuelto, pero al cambiar
gradualmente las condiciones ambientales del reactor por el crecimiento celular, su componamiento
es muy diferente. Es interesanie notar que a pesur de que ¢l oxigeno disuelto se mantiene
constante, el potencial redox decrece monoténicamente después de las 4.5 horas y hasta las 15
horas de cultivo, para después mantenerse constante. Tal disminucién del potencial redox ha sido
reportada anteriormente para diversos modelos biolégicos como E. coli, Bacillus subiilis, B,
megaterium, Klebsiella aerogenes y Candida uiilis, enwe oros (Oktyabrsky et al,, 1989;
Kjaergaard, 1977; Kwong et al., 1992), y ha sido usado como un indicativo de la aciividad celular.
Los cambios en las condiciones del reactor también estun indicados por el perfil de pH, el cual
después de disminuir drdsticamente, a las 4.5 horas vuelve a aumentar lentamente

' aproximadamente cuando el potencial redox yu no desciende. A las 4.5 horas las células han
dejado de crecer, tal y como lo indica lu grifica 16D en la que el Mujo de oxigeno deja de aumentar
exponencialmente, y disminuye repentinumente debido a que el consumo de oxigeno de las células
se detiene al entrar en la fase de consumo enddgeno. Adicionalmente, en este momento el potencial
redox aumenta escalonadumente, indicando un cambio driistico en ¢l estado fisiolégico de las

células y/o el ambiente quimico de! reactor.
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En el instante en que se inicta la alimentacion, ocurren una serie de eventos que son
ficil d bl di. los pard] s adquiridos en linea. Primeramente la concentracidn

P

de oxigeno disuelto sufre una perturbacién, ya que al introducirse una cantidad de substrato
fdcilmente degradable en el reactor, la velocidad de consumo de oxfgeno sc reestablece. Este
fenémeno se corrobora con el aumento en el flujo de oxigeno enviado por el sistema de control de
oxigeno disuelio. Otro cambio detectable es la disminucién del potencial redox ya descrita. Este
comportamiento del poiencial redox podria representar un pardmetro auxiliar para el control del
crecimiento microbiano, tal y como se ha reportado anteriormente, y en ¢l caso de sistemas de
lodos activados ya se ha generado una patente (Fujii-Masahiro et al, 1987). Sin embargo, el
potencial redox depende de otros factores, 1ales como la concentracién de oxigeno disuelto,
presencia de especies quimicas, y pH por lo que esquemas de control basados en tal variable

necesariamente tendrin que ser mds elaborados

En forma adicional al experimento anterior, se llevaron a cabo cultivos exponencialmente
alimentados a diferentes velocidades de dilucidn con el fin de observar el perfil de crecimiento y el
estado estacionario que se alcanza y hacer comparaciones con el comportamiento terico de cultivos
continuos, que representan la medalidad de cultivo mis utilizada para estudios cinéticos y pruebas
de tratabilidad. En estos experimentos se utilizaron diferentes condiciones iniciales para comprobar
la reproducibilidad del méiodo.

En la figura 17 se muestra un cultivo exponencialmente alimentado a una velocidad de
dilucién de 0.15 h1, en el cual no se llevo a cabo la etapa por lotes, Como puede observarse en la
figura 17C, el requerimiento de oxigeno aumentd respecto al tiempo, debido tanto al aumento de la
concentracién de biomasa (SSV en la figura 17A), como a 1a disminucién de la velocidad de
transferencia de oxigeno provocada por el aumento exponencial en el valumen del reactor. En esta
figura se puede observar que la DQO (estimada a partir de datos de glucosa) disminuye
gradualmente hasta llegar a niveles cercanos a 0. Esio indica un comportamiento transitorio mis
lento hacia el estado estacionario, lo cual es indicativo de que ta utilizacién de una etapa por lotes al
inicio del experimento ayuda a que el sistema alcance ripidamente el estado estacionario (ver

. discusién en la seccidn 7.5.). En esie experimento se observa que el componamiento del potencial
redox del cultivo inicialmente sigue el perfil de lu concentracién de oxigeno disuehto, pero a las 2.1
horas de iniciar el cultivo, el potencial redox presenta un descenso sdbito que no coincide con
ningin cambio 1anto en parimetros fisicos como biolégicos, por lo que se considera una falla
operacional, probablemente debide a un falso contacio en ¢l amplificador de potencial redox,
Después de que el potencial redox se restablece, este disminuye gradualmente, indicando actividad

metabélica al igual que los otros experimentos.
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La figura 18 muestra resultados de un cultivo exponencialmente alimentado operando a una
velocidad de dilucion de 0.01 hr?, con la concentracién de ox{geno disuelto conrolada a 40 % con
respecio a saturacion con aire. Durante 12 etapa por lotes, tanto la glucosa como la DQO no celular
fueron consumidas totalmente, la concentracién de SSV y el niimero de particulas se incrementaron
exponencialmente, y el volumen promedio de particulas disminuyé después de un pequeiio
incremento durante las primeras dos horas de cultivo. Como se puede apreciar en la figura
18E, también ocurrid un incremento exponencial en la velocidad de consume de oxigeno, esto se
infiere a partir del aumento en la concentracion de oxigeno en ¢l gas de entrada, la cual fué ajustada
por el sistema de control para [ la cc acién de oxfgeno disuelto. Durante el

transcurso de este ex perimento se agotd el suministro de nitrégeno, en el momento indicado por un
asterisco (*) en la figura 18E. En este lapso de tiempo el sisiema de control de oxigeno disuelto no
funcioné en forma adecuada, como puede observarse en la figura 18D. Auin después de restablecer

la entrada de gases a las 39 horas, el si presentd oscilaciones en la acidén de oxigeno

disuelto producidas por el cambio repentino en In composicin del gas de entrada. Alrededor de las
41 horas se logré nuevamente controlar el oxigeno disuelto.

Al agotarse la glucosa, aproximadamente 11 horus después del inicio del experimento, se
inici6 Ia alimentacién exponencial de medio de culiivo. El agotamiento de substrato también puede
ser inferido mediante Ia observacién del comportamiento de la concentracién de oxigeno disuelto,
¢l cual sufre una perturbacién al disminuir dristicamente la velocidad de consumo de oxigeno.
Después de un corto periodo transitorio al iniciar la alimentacién, la biomasa en el cultivo alcanza el
estado estacionario. En contraste, la concentracion de glucosa alcanza la condicidn de estado
estacionario, & un nivel muy bajo, inmediatimente despuds de iniciar la fase alimentada. La
concentracién de particulas y el volumen promedio de particulus mostraron una dindmica mds lenta
hacia el estado estacionario; mientras que ¢l nimero de particulas se incrementé lentamente 10
horas después de iniciar la etapa alimentada, ¢l volumen promedio disminuyé lentamente. Este
comportamiento refleja un cambio gradual en la distribucién de las especies que forman la
comunidad microbiana, posiblemente como un fenémeno de adaptacién a las nuevas condiciones
del reactor. Este tipo de cambios ha sido observado por Schmidt et al. (1992), quienes reportan un
_tamaiio del fléeulo bacteriano mis pequedio en reactores por lotes secuenciales cuando la poblacién
esta en condiciones de limitacién per glucosa que cuando es suplementada con glucosa. La
velocidad de consumo de substrato también alcanzé un estado esticionario de 5.24 mgpgo/L-h,
esto s¢ muestra en la figura 18B, en la cual la pendiente de la grifica del total de DQO consumida
se mantiene constante.
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Haciendo una comparacion entre las figuras 14C y 18C, podemos notar que los perfiles de
volumen de particulas son diferentes. Mientras que en el cultivo por lotes de la figura 14C el
volumen presenta una tendencia a aumentar a medida que las células crecen, en la etapa por lotes de
la figura 18C se observa que el volumen disminuye al crecer las células. Estos resultados indican
que el comportamiento de un cultivo de lodos activados dependerd en gran medida de las
condiciones del indculo, las cuales cambian dia con dfa, dependiendo de factores tales como la
concentracion y tipo de substrato que se utilice, fluctuaciones en 1a temperatura, oxigeno disuelto y
pH. Esta observacién remarca la precaucion que debe tenerse al realizar experimentos en distintas
fechas donde las condiciones del indculo pueden variar. Alternativamente, la utilizacién de un
testigo interno, como en el caso del protacolo experimental seguido aqui y descrito en la seccién
7.4.2,, elimina esta fuente de variacion.

Los resultados completos del andlisis de parifculas de un cultivo exponencialmente
alimentado tipico se muestran en la figura 19, en esta figura se observa que durante la etapa por
lotes en la poblacién microbiana se Nevan i cabo cambios repentinos, tanto en el nimero de
particulas como ¢l volumen. Al iniciar la alimentacién exponencial, estos cambios dejan de sertan
notorios, mostriindose un crecimiento similar entre las células de distintos volimenes. Después de
provocar una perturbacién en el sistema (en este caso un cambio escalonado en la concentracidn de
NaCl a las 42 horas ¢ indicade por la segunda flecha en la figura 19), estos cambios repentinos
vuelven a ser evidentes, resultando en una acumulacién de células de volumen pequefio, 1al y como
se presenta en el cultivo por loies de la figura 15. La motivacién para efectuar perturbaciones con
NaCl se detalla en la seccion 7.4.2.

Ademds de los cultivos exponencialmente alimentados mostrados en las figuras 16, 17 y
18, se realizaron otros 11, los cuales se incluyen en el apéndice 9.2. Tales cultivos se realizaron a
diferentes velocidades de dilucion, que varizron desde 0.01 1 0.2 h-1. La figura 20 presenta un
resumen de las velocidades especificas de crecimiento obtenidas en cada caso en funcién de las
velocidades de dilucidn que fueron probadas. Como puede apreciarse, el comportamiento de las
velocidades especificas de crecimiento es igual 1 el de un quimiostato en estado estacionario, tal y
como lo predice la ecuacién (30) de la seccién de Materiales y Mélodos. Es decir, la velocidad de
dilucién es igual a la velocidad especifica de crecimiento (indicado por la diagonal punteada). Sin
embargo, a diferencia de los quimiosialos, s¢ obtuvo una operacién esiable del reactor a
velocidades de dilucién cercanas u 1z velocidad especitica de crecimiento midxima, cuando
normalmente en un quimiostato hubiera ocurride el lavado. Entre las ventajas adicionales que
presenta el cultivo exponencialmente alimentado sobre otras modalidades de cultivo podemos citar
la estabilidad a velocidades especificas de crecimiento muy bajas, lo cual no siempre ocurre con los
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quimiostatos. A diferencia de los cultivos con recirculacién externa de biomasa, el cultivo

expe ial li do no produce wrbulencias en la cdmara de sedimentacién a altas

velocidades de dilucién, lo cual produce pérdida de biomasa que puede llevar al lavado.
Asimismo, ain frente a sistemnas como el biorreactor de membranas, presenta la ventaja de alcanzar
estados estacionarios reales, cosa que no ocurre en reactores de membranas con recirculacién total.
Ademis, estos Gltimos sistemas presentan problemas de operacién tal y como la oclusién de fas
membranas.

En Ia figura 20 la linea punteada horizontal indica la velocidad especffica de crecimiento en
un cultivo por lotes, al no haber limitacién por substrato, este valor puede ser considerado como la
velocidad especifica de crecimiento miixima (um). Tal velocidad concuerda perfectamente con la
midxima obtenida en los cultivos exponencialmente alimentados.

Es imponante notar que €l comportamiento transitorio y en estado estacionario del culiivo
exponencialmente alimentado es diferente al de otros sistermnas, como los cultivos con alimentacién
constante (Esener, 1981) y los biorreactores de membranas (Boulliot, 1990; Uribelarrea, 1990),
pero muy similar al de quimiostatos (Ramirez et al., 1994). Por otra parte, €l culiive
exponencialmente alimentado permitié una operacion sencilla a velocidades de dilucién muy bajas,
asf como cercanas a la velocidad mixima de crecimiento, sin legar al lavado.

Los resultados de estos experimentos demuestran que la modalidad de cultivo
exponencialmente ali do permiten condiciones de cultivo de estado estacionario, al

igual que €l quxmmsulo Esms caracteristicas especiales hacen que la modalidad de cultivo

exponenci a > de volumen variable sea un buen candidato para utilizarse en otros

tipos de sistemas de tratamiento de aguas. Por gjemplo, este tipo de cultivo podria ser usado como
alternativa a la etapa de llenadoe en el proceso de tratamiento de aguas por cultivo en lotes
secuenciales. Los cultivos por loies secuenciales son comunmenie wtilizados para wratamiento de
aguas residuales (Norcross, 1992; Wilderer et ul, 1991; Arora et al, 1985) y consisten en un
reactor de lodos activados convencional, operado como un cultivo por lotes, Una vez ierminado el
proceso por lotes, se interrumpe la agitacion y aireacién y se deju sedimentar la biomasa en el
reactor, desechando el sobrenadante, Posteriormente se repite el procese volviendo a llenar el
reactor con aguas residuales, utilizando los lodos sedimentados como inoculo. Uno de los
principales retos que se presentan en i operacion de los reactores por lotes secuenciales es la
seleccidn de la estrategia de llenado apropiada (Kennedy et al, 1991). El cullivo exponencialmente
alimentado puede ser una buena eleccién para este proceso, debido a que permite mantener las
condiciones de estado estacionario o cuasi-estacionario desde el principio de la operacidn de
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llenado hasta el final. Consecueniemente, se evitan fluctuaciones en el estado meiabélico de las
bacterias, ya que la adapracion de la poblacién bacteriana a las condiciones cambianies es uno de
los problemas que afectan 12 operacion del sistema por lotes secuenciales.

7.4.2. Perturbaciones al sistema

Con el fin de determinar el efecto de perturbaciones al sistema se llevaron a cabo varios
experimentas, que consistieron en la adicion de cloruro de sodio tanto en el medio de alimentacidn
como en el reactor, produciendo de esta forma un cambio tipo escalén en las condiciones de
salinidad de todo el sistema. Este tipo de perturbaciones se ensay6 en varios experimentos,
wtilizando concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4 y 0.6 M. El criterio de seleccién de cambios en la
concentracidn de NaCl en el reactor se selecciond por ser una estrategia de modificacion del
metabolismo y ficil de implementar.

Se conoce que 1a respuesta de algunos microorgani a akas concenwraci de salesen
el medio, es la acumulacién de solutos intracelulares, tales como el glicero! y arabinol (Higgins et
al, 1987; Reed, 1987). En tales cusos, se ha observado que una parte del substrato es utilizada

para la formacién de dichos soluos con 1a consecueme disminucion en el rendimicnio de biomasa
sobre substrato. Por ejemplo, Larsson y Gusta{sson, (1987) reportan un consumo de substrato
adiciona) del 29 % para formacion de glicerol intracelular a partir de glucosa. El fenémeno se
presenta tanto ¢n condiciones aerébicas como unuaerdbicas. Watson (1970) reporta un aumento de
4 veces en la energfa de manienimiento para levaduras utilizando una concentracién de 1 M, Como
se detall en la seccion de Introduccion, la generacion de Jodos residuales representa un problemna
importante de contaminacién. Por lo 1anto, cualquier método que pueda canalizar el metabolismo
hacia otros productos, come el bidxido de carbono o productos extracelulares ficiles de degradar,
en principio puede representar una solucidn a la formacién excesiva de lodos de desecho.

La aplicacidn prdctica del estrés osmdtico ya se hi implementado en sistemas de wratamiento
de aguas residuales, generando incluso la patente de un método de ratamiento de aguas residuales
adicionando agua de mar (Akatsuka-Hisashi et al, 1978). Debido a la naturaleza de tal trabajo, no
se dispone de informacidn detallada.

La figura 18 (discutida en la seccion 7.4.1) presenta un cultivo exponencialmente
alimentado en el que se aplicé NaCl 4 uny concentracién de (.1 M después de alcanzar el estado
estacionario, Como puede observarse en las figurns 18A y 18B, en el estado estacionario la
velocidad especifica de consumo de substrato era constante, indicado por 1a pendiente constante de
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la DQO consumida acumulada y la pendiente igual a cero de 1a concentracién de biomasa (SSV).
Inmediatamente después del cambio en la concentracidn de cloruro de sodio, el sistema sale del
estado estacionario entrando en un periodo transitorio. Aproximadamente a las 50 horas el sistema
entra de nuevo en estado estacionario esta vez con una velocidad especifica de consumo de
substrato mayor (esto pucde notarse en que la pendiente de ia DQO consumida acumulada es
ligeramente mayor que la del estado estacionirio anierior).

En un experimento llevado a cabo a una conceniracion de NaCl cercana a 1a salinidad del
mar (0.6 M), el cual se muestra en el apéndice 9.2. (asi como los demis experimenios en los que
se perturb6 con NaCl), se encontré que las célulus pricticamente dejan de crecer y de consumir
substrato, lo cual indica que altas concentraciones de NaCl tienen un efecto adverso en sistemas de
lodos activados. Los resuliados de todos los experimentos en que se aplicé NaCl se resumen en la
tabla 8; los cdlculos de los parimetros que se presentan se realizaron tomando en cuenta las
cantidades totales de biomasa (SSV) y substrato (DQO) en el estado estacionario.

Tabla 8. Efecto de la concentracién de NaCl sobre la velocidad especifica de crecimiento (i, h™l),
velocidad especifica de consumo de substrato (q‘. mg DQO / mg SSV - h) y rendimiento

abservado (Y, mg SSV /mg DQO) en cultivo expe Imente ali do

Antes del pulso de NaCl [NaCl) Después del pulso de NnCl

H° 95 Y mol/L o 9s

0.006 0.052 0.107 0.1 0.005 0.073 0.063
0.021 0.034 0.621 0.2 0.012 0.033 0.370
0.005 0.059 0.088 0.4 0.008 0.094 0.082
0.017 0,049 0.348 0.6 0.012 - -

Para las concentraciones de 0.1 y 0.2 M, el rendimiento despuds del pulso es de
aproximadamente sélo el 60 % del valor antes del pulso, mientras que para la concentracion de 0.1
M se observa un aumento en la velocidad espectfica de coensumo de substrato, para la
concentracién de 0.2 M Ja velocidad de consumo de substrato permanece constante, mientras que la
velocidad especifica de crecimiento aumenta. Para e} caso de NaCl a una concentracién de 0.4 M,
Ia disminuci6n en el rendimiento sélo fué del 7 %, lo cual indica gue 4 estas concentraciones el
efecto de la concentracién de NaCl deja de disminuir notablemente ¢l rendimiento, sin embargo, la
velocidad especifica de consumo de substrato uumenti en un 40 %. Para una concentraci6n de 0.6
M, que es aproximadamente la concenracién del agua de mar, los microorganismos dejaron de
crecer y consumir el substrato. En la tabla 8 se incluyen también las velocidades especificas de
crecimiento y consumo de substrato, 1 partir de las cuales se caleularon los rendimientos. Es
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importante notar que los valores obienidos para cada experimento corresponden a diferentes
condiciones del in6culo, por lo que no son comparables entre ellos,

Estos resuitados nos llevan a afirmar que la adicién de NaCl podria ser una buena préctica
en sistemas de tratamiento de aguas residuales, porque reducen significativamente (hasta en un 60
%) el rendimienio celular, aunque su campo de aplicacion estaria restringido a aquellos sistemnas en
los que ¢l efluente es depositado en el mar, o en cuerpos de agua donde la salinidad no represente
un problema adicional de contaminacién. No obstante, atin es necesario un estudio mds detallado y
exhaustivo sobre el tema, El presente trabajo solamente tuvo la finalidad de probar la faciibilidad
experimental de realizar tales perturbaciones y cuantificar sus efectos en un sistema de cultivo
exponencialmente alimentado.

7.5. ANALISIS DE RESULTADOS POR SIMULACION

Para validar los resultados de la seccion 7.4. se utilizaron resultados de cultivos axénicos,
tomando como modelo bioldgico la bacieria Escherichia coli, que es uno de los organismos mds
ampliamente utilizados en una gran cantidad de estudios. Esto se llevé a cabo ya que las
poblaciones mixtas como los lodos activados, el caso real se complica en gran medida, puesto que
cada microorganismo tiene sus propias constanies cindticas y estequiométricas, ademds se
presentan otros fendmenos, como el consumo endégeno, predicién ¢ inhibicidn. La forma més
sencilla de represeniar estos procesos es utilizando modelos simplificados, que si bien no son muy
acertados para describir ka situacidn uctua! del sistemu, pura describir el estado estacionario resultan
bastante adecuados. v

Utilizando como pardmetros del modelo valores tipicos para E. coli (Atkinson, 1987), se

resolvieron simults las ecuaciones de balance de biomasa y substrato descritas en la

Trad, ranid

seccion de Materiales y Métodos (ecuaciones 29 y 30). Un delosr
para una velocidad de dilucion de 0.1 h-1, y diferentes concentraciones iniciales tanio de biomasa
como de substrato se muestra en la figura 21, A partir de estos resultados se puede concluir que ¢l
comportamiento dindmico del cultivo dependerit principalmente de las concentraciones iniciales de
biomasa y substrato, ademis se observd que en todos los casos se llega a un estado estacionario
(excepto para concentraciones iniciales de biomasa igual a 0, donde no existe crecimiento), y Ia uta
mis ripida de alcanzar este estado estacionario, ¢s iniciar el cultivo en condiciones cercanas a éste,
es decir a una concentracién de biomasa refativamente alta (alrededor de 6 g/L) y concentracién de
glucosa cercana a cero.
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Figura 21. Simulaci
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Se determinaron experimentalmente las constantes cindticas de una cepa recombinante de
E. coli utilizando una grdfica de doble reciproco y a partir de los datos de cinco experimentos en
matraces (Zamora, 1993), obteniéndose los siguientes valores: pm =0.35h"}; Ks =0.14 g/L; Y =
0.65 g/g. Adicionalmente, se realizé la determinacién de las constantes cinéticas y
estequiométricas utilizando el méiodo numérico que se describe en Ja seccidn de Materiales y
Méiodos y uiilizando los datos de un solo experimento en bioreactos, obteniendo como resultado
los siguientes valores: pm = 0.36 h'!; Ks = 0.18 g/L; Y = 0.59 g/g. Como puede observarse,
estos valores son muy parecidos 3 los obienidos por el métode convencional y describen muy bien
los perfiles de biomasa y substrate de los experimentos realizados.

Se encontré que se obtienen resultados mis consistentes cuando se comparan cultivos
realizados a la misma velocidad de dilucion. Al analizar la estimacién de los pardmetros pm y Ks
se encontré que puede existir multiplicidad de parejas de valores, diando como resultado miliiples
minimos locales ademis del minimo global, estos resultados concuerdan con Jas conclusiones
obtenidas por Holmberg y Ranta (1982), ¥ coinciden con algoritmos mds formales como ¢l de
optimizacién de gradiente conjugado de Le (Kurim y Rivery, 1992).
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se diseiié y construy6 un sistemna de tratamiento de aguas por lodos activados a escala
laboratorio, el cual fué operado exitosamente durante dos penodos sumando un periodo de 520

dias, obteniendose pardmetros de desempeiio global y comportami dindmico que simulan
los de una plama de ratamiento de aguas.

Se desarroll6 un sistema computarizado de control y adquisicidn de datos para bioreactores,
que tiene como principales caracteristicas su versatilidad que le permite incorporar distintos
esquemas de control, facilidad de operacién wnto en la interfase con €l usuario como en la
modificacién a sus rutinas, y la amplia variedad de opciones que lo hace un programa poderoso.
Ademiis de su aplicacidn para sitemas de lodos activados, este sistema ha sido utilizado en diversos
sistemas bioldgicos, como la fermeniacion de bacterias recombinantes y levaduras, el cultivo de
hibridomas e incluso sistemas no biolégicos como columnas de lecho empacado, para la
delerminacion de tiempos de residencia, Los esquemas de control que se han implementado en el
sistema incluyen control proporcional, encendido/upugado, proporcional-integral-derivativo,
control de setpoint oscilunte y distintas estrategias de alimentacién de medio de cultivo, como
forzar perfiles exponenciales, y la adicién de pulsos de nutrientes al detectarse el agotamiento del
substrato por pardmetros secundarios.

Usando el sistema de adquisicidn antes mencionado, se hicieron adaptaciones para
incorporar técnicas de andlisis de flujo inyectado, que por medio de bombas peristilticas y valvulas
solenoides permite el muestreo autontitico y realizur mediciones de velocidad de consumo de
oxigeno y demanda bioquimica de oxigeno en tiempos de tan solo una fraccién de Jos métodos
convencionales. El sistema permite hacer fiicilmente modificaciones adicionales para incorporar
estrategias de control de acuerdo a los requerimientos de un sistema en particular,

Se disefid un protocolo experimental, que consiste en la utilizacién de una muestra de
volumen relativamente pequefia como indculo para ¢l cultivo de lodos en bioreactor, tanto en la
modalidad de cultivo por lotes como exponencialmente alimentado. Este arreglo probé ser una
importante herramienta que permite realizar experimentos miiltiples de procesos lentos en periodos
cortos de tiempo sin perwrbar el sistema de lodos.

En los experimentos de cultivo por lotes se identificd que los lodos activados presentan 4
fases de crecimiento: lag, exponencial, estacionuria y fuse de consumo enddgenc. Si se analiza la

distribucién poblacional de las bacterius, la fase endGgena se puede subdividir en dos fases: en la
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primera las células consumen sus reservas, por lo que disminuye su volumen, mientras que en la
segunda fase ocurre Ia ruptura celular y acumulacion de restos.

Se demostrd que los lodos activados pueden ser cultivados en un reactor exponencialmente
alimentado y que su comportamiento transiente y de estado estacionario asemeja a un quimiostato.
La tasa de dilucién pudo ser establecida en forma predeterminada, lo cual resulté en una velocidad
de crecimiento constante igual a la tasa de dilucién seleccionada. Esta caracteristica puede ser
potencialmente (til en la aplicacién de el cultivo exponencialmenie alimentado como una nueva
alternativa para la etapa de lenado de reactores por lotes secuenciales, los cuales son comunmente
utilizados en sistemas de tratamiento de aguas residuales. Ademis, se observé que mediante la
determinacién de parimetros poblacionales de las células, tales como la distribucién de volimenes
celulares se puede generar informucién importante sobre ¢l comportamiento dindmico de
poblaciones mixtas, haciendo posible de esta forma tener una éenica adicional para cuantificar el
estado metnbdlico en que se encucntran las células en cualquier momento del proceso de

crecimiento de lodos activados.

Se aprovechd la caracteristica de estado esiaciontrio que presentan los cultivos
expc ! i dos para realizar experimentos con un conirol interno, el cual consistio

en inducir cambios al sistema una vez que se alcanzo el estado estacionario, contando de esta
manera con datos del mismo cuitivo antes y después del cambio para realizar una comparacién
confiable eliminando las variaciones entre experimentos ciusadas por la historia del cultive previa
al experimento y el estado metabdlico de lus células en el momento de iniciar el cultivo.

Se utilizaron perturbaciones que consistieron en Ja adicion de NaCl al sistema para explorar
su viabilidad en esquemas de control bicenergético para la reduccién de la formacién de lodos
activados, teniendo como resulado que los cambios en la concentracién de NaCl menores a 0.4 M
provocaron una penturbacién transiente del estado estacionario original, que mils tarde se recuperd
en un nuevo estado estacionario. Se enconird que la adicion de sal a una concentracién en 0.1 y
0.2 M en el sistema, ademds de servir como una perturbacicn, disminuye hasta en un 60 % el
rendimiento de biomasa sobre substrato en lodos activados, lo cual puede representar una mejora
substancial para sistemas de lodos activados, puesto que una de sus principales desventajas es la
producci6n de grandes voltimenes de biomasa que no tiene utilidad prictica alguna. Un estudio
mis derallado al respecto atin es necesario.

Los estudios de simulucion permitieron predecir adecuadamente el comportamiento de
cultivos axénicos, encontrando de esta forn las condiciones ideales para alcanzar rdpidamente el
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eslado estacionario en cultive exponencialmente alimentado. Mediante la utilizacidn de métodos
nyméricos se desarrollé un método novedoso para la determinacidn de las constantes cinéticas y
eslequiométricas que describen el crecimiento celular en cultivos uxénicos. Si bién este tipo de
anglisis presenta prablemas al aplicarse a pobluciones mixtas como los lodoes activados, debidoa la
co‘ plejidad misma del sistema, los méiedos de estimacion de parimelros que se exploraron

representan un avance hacia una mejor comprension cuantiativa de algunos fenémenos bioldgicos.
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IX Apéndices

9.1, USOS DEL SISTEMA DE CONTROL Y ADQUISICION DE DATOS

Como se muestra en la tabla 5, comparado con otros sistemas comerciales, el SCAD es
poderoso y presenta ventajas importantes en precio, versatilidad y facilidad de uso. Las
caracterfsticas principales del “software” disefiado son su versatilidad para incorporar distintos
esquemas de control, adquisicion, proc jento y pr ién de datos, asi como la facilidad
(amigable) de ser usado y modificado en un minimo de tiempo por personas sin experiencia en
computacién, a ravés del ridpido acceso a mentis mediante el raién de la computadora. Ademds,
debido a que el programa se escribié en un lenguaje de alto nivel, el cédigo es relativamente ficil de
modificar para incluir tareas adicionales por personas con conocimientos minimos en
programaci6n. Asimismo, se selecciond e instal6 el “hardware™ o equipo necesario como tarjetas
de interfase, relevadores y amplificadores, y se integré al “software”. Como se ha visto esto
resulté en un sistema completo de control y adquisicion de datos ¢l cual ha sido probado en varios
y muy distintos modelos que se describen a continuacion.

Tabla 5. Comparacién del sistema de control desarrollado con sistemas de control comerciales.

Sistema MENTOR ANALYZE LABVIEW SCAD-IBT

Desarrollador LSL Biolafitie Taylor National g!smum de
ic

Precio (ddlares):

{software) S 8.000 5 8.000 S 2000 bt

(sistema completo) $ 60,000 $16,000 $ 17,000 $ 15000

Tipo de control CbD/Cs CcbD / CS CDD CcDD/CS

Ambiente DOS (PC) DOS (PC) Mac / Windows Macintosh

Programacicn por Hasta 300 Hasw 64 KB Limitado por Limitado por

el ug:lnaﬁo lincas RAM RAM

Config. en linea St Si No Si

Sintonfa en linca St Si No St

Manipulacién de Limitadaa 2 Usando sofltware St St

daios variables adicionzl

Facilidad de Requiere curso Requicre curso Entorno grifico Intuitive

operacién introductorio inroductorio

* Pret dora, sénsores y reactor. ** Software ho comercializado.

CDD = Conuol Dagnuu Dm:cm CS Comml Supervisorio
Fermentaciones exponencialmente alimentadas:

Las fermentaciones alimentadas, o *“fed-batch™, han sido utilizadas exitosamente como un
método de cultivo a través del cual se pueden evitar efectos negativos como lo son: inhibicién por
substrato, represién catabélica, aumento de la viscosidad, pérdida del agua y efecto Crabrree, entre
atros (Yamane y Shimizu, 1984). De tal forma, las fermentaciones alimentadas han permitido
prolongar los tiempos de cultivo y obtener concentraciones celulares superiores a los 100 g/L.

resultando en aumentos sustanciales de la productividad (Riesenberg, 1991). Debido a su
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facilidad, las fermentaciones alimentadas mids empleadas son aquellas en las que el flujo de
alimentacidn es constante. No obstante, las fermentuciones alimentadas con un flujo que aumenia
en forma exponencial presentan mayores ventajas ya que se pueden lograr condiciones de estado
cuasi-estacionario en donde se puede fijur en forma predeterminada una velocidad especifica de
crecimiento constante. Sin embargo, el uso de fermentaciones exponencialmente alimentadas ha
sido limitado debido principalmente a la muyor complejidad existente en el establecimiento de
perfiles de flujo variables.

Para probar el sistema en fermentaciones exponencialmente alimentadas se usé como
modelo una cepa de E. coli recombinante productora de 1a enzima penicilino acilasa (Ramirez et al.
1993). La resolucién del flujo fué de * 0.1 mL/hr, logrande un perfil exponencial casi perfecto.
Asimismo, se logré establecer Ia condicidn de estado cuasi-estacionario ya que el oxigeno disuelto,
la concentracidn de glucosa y de biomasu permanecieron relativamente constantes. Entse las
peculiaridades del conlirol se puede destacar que el momento de agotamiento de glucosa, que indica
el inicio y final de la fase alimentada, puede ser estimado en linea al observarse desviaciones
bruscas del valor al que se controla el oxigeno disuelto. Se probé que el sistema permite el culiivo
de fermentaciones exponencialmente alimentadas en forma sencilla y con una baja inversién en
cuanto a equipo se refiere. En contraste, los métodos que han sido uiilizados por otros
investigadores para generar perfiles de flujo exponenciales vin desde los muy rudimentarios, como
lo son ¢l cambio escalonado en forma manual (Lee et al, 1989), o e! uso de dispositivos
fotomecdnicos (Yamane y Shimizu, 1984), hasta los muy sofisticados que requieren de 4
microcomputadoras y un poder de computo exagerudo (Reisenberg et al, 1991). En algunos casos
se usa equipo de computo sencillo pero con resoluciones de 8 bits lo que resulta en una baja
precisidn de control (Paalme et al, 1990). En ninguno de estos casos se puede decir que se tiene
una sistema totalmente satisfactorio.

Fermentaciones con oscilaciones de oxigeno disucito:

Los fermentadores industriales de gran escala se caracterizan por condiciones de no
idealidad en el mezclado lo que implica que en tiles reactores es inevitable la existencia de
gradientes en pardmetros tales como temperaiura, pH, oxigeno disuelto (OD) y la concentracién de
nutrientes. El caso del OD resulta ser particulanmente critico ya que afecta en forma significativa el
metabolismo celular. Una estrategia empleada paru estudiar estos gradientes en equipos de gran
estala es simularlos en fermentadores de liboratorio, Enire los reportes existentes destacan: la
circulacién del caldo de cultivo entre dos fermentadores mantenidos cada uno a un valor de OD
distinto (Larsson y Enfors, 1988; Sweere et al, 1987) y la variaci6n de la concentracién de oxigeno
en los gases de entrada ya sea en forma aleatoria (Qosterhius et al, 1984; Yegneswaran et al, 1991;
Namden et al, 1992) o periGdica (Pdca, 1980). Estos estudios tienen la desventaja de ser procesos
de lazo abierto y no mantener un perfil predeierminudo de OD. En contraste, el sistema permite
controlar el oxigeno disuelio a cualquier tipo de perfil predeterminado a través de un sistema de
lazo cerrado. En paricular, utilizando este sistema se generaron oscilaciones sinusoidales en el OD
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usando agua sola 6 cuitivos de Kluyveromyces fragilis para la produccién de la enzima -
galactosidasa (Cortés, 1994) y E. coli recombinante para la produccién de penicilino acilasa (De
Leén, 1994; Aguilar-Aguila et al,, 1993). El programa permite fijar y modificar en linea la
amplitud, el perfodo y el eje de oscilacién de la onda asf como el flujo total de gases. Los perfodos
de oscilacién que tienen mds relevancia desde el punto de vista prictico son menores a 4 minutos,
Bajo esta circunstancia, la dindmica de Jos electrodos de oxfgeno convencionales es mis lenta
comparada a Ia del proceso. De tal forma, el programa incluye correcciones a los valores medidos
de OD con lo que se logra una estimacién mds cercana al valorreal. Para inducir las oscilaciones el
programa genera un valor fijado (setpoint) oscilunte, EI valor de 1a lectura corregida de oxigeno
disuelto se compara con el setpoint y en caso necesario la diferencia es empleada por una rutina de
control PID para establecer los flujos de gases necesarios para obtener el setpoint deseado. Debe
destacarse que el nimero de trabajos ¢n 1os que se ha reportado 1a generacién de oscilaciones en el
OD con control de lazo cerrado es muy limitado (Trliger et al, 1991: Smith et al, 1990).

Cultivo de hibridomas:

El potencial terapéutico de los anticucrpos monoclonales (AcM) ha hecho de la tecnologia
de hibridomas una de las mis promisorias de 1a Nueva Biotecnologia. Sin embargo, los métodos
acwales para el cultivo de hibridomas presentan serias desventajas, incidiendo negativamente en la
calidad y costo de los AcM. Higareda et al, (1993) presentan el uso del sistema computarizade asi
como estrategias de control para la optimizacién de la produccién de AcM secretados por
hibridomas cultivados en bioreactores agitados de | lro. La linea de hibridomus utilizada,
generada con anierioridad, produce un AcM que es especifico y neutraliza in vivo wla toxina 2 del
alacrin Centruroides noxins Hoffmann. Con este sistema se monitoreé continuamente la
velocidad de consumo de oxfgeno (VCO), el oxigeno disuelio (OD), el pH y el potencial redox del
cultivo (PRC). El OD y pH fueron controlados manipulando la composicién de oxigeno y diéxido
de carbono en el cabezal del biorreactor. Se mostrd que a OD constante, e tiempo de agotamiento
de glutarnina y/o glucosa puede ser inferido a través de la VCO y del comportamiento dindmico del
PRC. Usando esta informacién, se establecieron estrategias de alimentacién resultando en un
aumento en la productividad de AcM de mis de 9 veces compurado con el control. Asimismo, las
mediciones del PRC permitieron discriminar entre un evento metabélico real, como agotamiento de
nutrientes, y una eventualidad operacional, tal como fallas eléctricas o mecdnicas, abriendo la
posibilidad de incorporar conceptos de inteligencia anificial a nuevos algoritmos de control. Et
sistema presenta ventajas sobre otros sistemas actuaimente disponibles y otras estrategias de
control rudimentarias comiinmente usadas.

Sistemas no biolégicos:

El sistema de control y adquisicién de datos también ha sido uiilizado en sistemas no
biolégicos, como el caso de un biocatalizador de columna empacada (Quirasco, 1994), En este
reactor de flujo pistén se determind el pH 2 1y salida después de dar pulsos de 4cido, con el finde
determinar 1a distribucién de tiempos de residencia ¢n el reuctor a diferentes flujos.
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9.2, RESULTADOS TOTALES DE LOS EXPERIMENTOS
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Figura 22. Cultivo exponencialmente alimentado, D=0.1 1,
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9.3. LISTADO DEL PROGRAMA SCAD

START:
LIBRARY °TurboDrivers INTERFACE®
LIBRARY “DATAMANIPULATION INTERFACE*
OPEN "COM1:600,0,8,2," AS #10

MENU 1,0,1,"INTERACTUAR®
MENU 1.1, l 'CAMBIAH PAHAMETROS' CMDKEY 11,°P"
ER

»ALIMENTACION®

“INICIAR™.CMDKEY 2,1.”1°

CAMBIAR PAHAMETROS":.CMDKEY 2.
,3,1,"DETENER BOMBA*:CMDKEY 2,3,°S"

MENU 2,4,1,'FLUJO CONSTANTE":CMDKEY 24,°C*

ON MENU GOSUB INTERAC: MENU ON

WINDOW 2°PARAMETRQS", {60,40)-(600,470),1

INPUT "Nombra del Archivo {no repetir nombie ya usado)”; ARCHIVOS PRINT
INPUT “Intervalo de Adquisicion de Datos (seg)Ti! : PRIN

INPUT *Tiempo de la Farmentacidn (Hrs.);TFH: PRINT

INPUT “Flufo Total de Gases de Entrada en ccpm {no exceder de 1000)": FG% : PRINT
PRINT ~Composicion inicial da los Gases de Entrada™

INPUT "% N2 (sugerido:79%)"; N2!

INPUT "% 02 (sugerido:21%)™; 021: PRINT

INPUT *% de Oxigeno Disuelto Deseads’; SDO! : PRINT

INPUT "pH Deseada®;SPHIE: PRINT

INPUT "Tiempo de Control; DELTA! : PRINT

INPUT “Ganancia para Qxigeno Disuelto (-1 para suprimir contro)";GAINDQ : PRINT
INPUT "Duracién del pulso pata comiral de pH {seg.) {-1 uara suptimir contral)™
INPUT “Banda de Tolerancia para Oxigeno Disusito {«/- %00)";TOLDO : PRINT
INPUT °Banda de Tolarancia pata pH {+/- pH)":;TOLPH : PRINT

PRINT “Factor da Corraccibn por Diferenda de Piesién de las Condiciones Estandard®
INPUT '= 1,225 para Cuemnavaca™; ALFA

WINDOW CLOSE 2

PUMPFLAGx0
DIM value%(15):0IM valus!{15)

(GAINPH

IX Apéndices

PRINT

DIM DOPI{NP+10):0IM PHPI{NP+10):01M O2P!{NP+10)}:DIM N2P){NP+10):01M TRHP(NP+10):DIM

TEMPP(NP+10}:DIM VOL{NP «10}:0IM REDOXP(NP+10}
E£R%e0:5101%x= 1 :value%{0)»0:L SB«10000/4006: ER%=0
FOR bit
CALL saiDoutbit {bit%,1,5101%.VARPTR{ER%))
NEXT bit%
PRINT #10, "APMXARSTA®; CHRS$(0); "APMXBRSTB"; CHRS (0)
PRINT #10, "APMXA0000": CHRS$(0): "APMXB0000"; CHRS (0)
PRINT #10, "APMXASTRA®; CHRS$(0); "APMXBSTRB"; CHRS (0}
ARCHIVO1$="Macintosh HD: USUARIOS DATOS:"+ ARCHIVOS+*.DO"
ARCHIVO2$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS "+ ARCHIVOS« " PH*
ARCHIYO3S="Maciniosh HD:USUARIOS:DATOS:"s ARCHIVOS$+*.02"
ARCHIVO4$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS "+ ARCHIVOS+".N2"
ARCHIVO5$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS:"+ ARCHIVOS+™ TEMP*
ARCHIVO8ES="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS:" +ARCHIVOS+*. TR"
ARCHIVO?$«"Macintosh HD:USUARIOS:DATOS "+ ARCHIVOS.*.VOL"
ARCHIVOBSa"Macintash HD:USUARIOS:DATOS: " ARCHIVOS+*.REDOX"
SPO2%~=((FG%"021".05)/(ALFA))/LSB
SPN2%s=({(FG%"N21".05)/(ALFA)ILSB
CON1=1

CON2«1
IF NP = 200 THEN COMP%=0
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IF NP < 200 THEN COMP%ax200/NP*(-1)
1F NP > 200 THEN COMP%=NP/200

. _OPEN “O".#1,ARCHIVO1S: CLOSE #1
"OPEN "O°,#2,ARCHIVO2S: CLOSE #2
OPEN °O",#3,ARCHIVO3S: CLOSE #3
OPEN *O", ﬂ4 ARCHIVO43: CLOSE #4
OPEN *O".#5,ARCHIVOS5S: CLOSE #5
QPEN "O"#6,ARCHIVOBS: CLOSE #6
OPEN *O°.#7.ARCHIVO7S: CLOSE #7
QOPEN “0O°,#8,ARCHIVOBS: CLOSE #8
CALL PANTALLA

INICIO:
TIEMPOO=TIMER
FECHAS=DATES

DIASa0
TIEMPO1=TIMER+{DIAS 864001
TIEMPO2=TIMER+(DIAS 854001

IF FECHAS<DATES THEN DIAS=DIAS+1

FECHAS=DATES

THH-((TIMERvTIEMPOD).DIAS'BGAOD&)IJSOO

IF CON2«1 THEN TAH1=TRH

CALL CWRITE({145.84.. SPO?'/. sI0t%. VARPTR(ER%))

CALL CWRITE(145,72,5PN2%,5l01%,V ARPTR{ER%})
setad 0, 1. slolis,VARPTR(ER%)

ARPTR(ER%)
VARPTR(ERY%)
VARPTR(ER%)
setad 7, 1, slol%.VARPTR(ER%)
cread 0, 0, VARPTR(value%(0)), slot%, VARPTR(ER%)

cread 1, 0, VARPTR({valua%{1)),
cread 2, 0, VARPTR(value%(2)),
cread 3, 0, VARPTR{value%(3)),

slot%, VARPTR(ER®)
slot%, VARPTR(ER%)
slot%, VARPTR(ER%)

cread 4, 0, VARPTR(value%(4)). slo1%, VARPTR(ER%)
cread 5, 0, VARPTR{value%(5}), slot%, VARPTR({ER%)
cread 6, 0, VARPTR(valus%i6}), slot%, VARPTR{ER%)
craad 7, 0, VARPTR(value®%(?)). slot%. VARPTR(ER%)
CALL ITOS (VARPTR (valua{0)) VARPTR (value!(0)).0,7)
DOl {value!{0)*LSB.270)/100.4
FORECOLOR 33:LOCATE 7,15:PRINT USING "% Oxigeno Disuelto: ###.4*:.00!
PHa{ivaluel(1)°L$B).63.04)/701.28
LOCATE 7 55:PAINT USING *pH= a#.#5":PH!
REDOX!a{valua)(2)-5)'LSB
FORECOLOR 409:LOCATE 7,70:PRINT USING 'p REDOX « #z#2.#8"REDOX!
LOCATE 22,4: PRINT "Entrada de Gases (%):°
O2i={value)(5)'LS8) 20" ALFAF G%
FORECOLOR 205:LOCATE 22.20:PRINT USING -Q2:ss#.7".02!
N2l={valusl{6)"LSB) 20'ALFA/F G%
FORECOLOR 341:LOCATE 22,28:PRINT USING “N2:aa#.3":N2!
TEMPls{value!(4)}°'LSB}10
FORECOLOR 137:LOCATE 19,60 :PRINT USING *Temperatura = ##a.2% "C*.TEMPL:FORECOLOR 33
LOCATE 4,80:PHINT DATES:LOCATE 5,80:PRINT TIMES
FORECOLOR 137:LOCATE 19,15 :PRINT USING *Tiempo Transcurtido = #a%.%# His*, TRH:FORECOLOR 33
D0S!=D01+DOSI:DOPYCON1)=DOSYCON2
PHS!=PHI+PHS1:PHP{CON1)=PHSVCON2
025(=02!,0251:02P{CON1)}=025YCON2
N25!=N2l+N2S1:N2P{CON1)=N2SVCON2
TEMPS!=TEMPY TEMPSETEMPP{CON 1} TEMPSVCON2
REDOXS'»REDOX!+REDOXSIREDOXPHCON1)=REDOXSYCON2
TRH2=TRH
TAHPYCON1)=(TRH1TRH2)2
CALL PLOT (1,100.230,40,VARPTR (DOP!{0)},100,0,CON1,COMP%
CALL PLOT {1,100.230.345 VARPTR {PHP!{0}).9.5.CON1,COMP2,
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FORECOLOR 409:CALL PLOT (1,100,236,345,VARPTR (REDOXPY0)),200,0.CON1,COMP%.0,11.0)
FORECOLOR 205:CALL PLOT (1,280.420.40.VARPTR {O2P!{0}},100,0.CON1.COMP%.0,11.0)
FORECOLOR 341:CALL PLOT (1,280,420,40,VARPTR (N2PH0}).100,0,.CON1.COMP%.0,11,0)
CON2=CON2+1
IF PUMPFLAG=0 THEN GOTO SINALIM
TIEMPOx{TIMER-TIEMPOA)+ BIAS 864001
FLUJORVI'MU’ EXP{MU TIEMPO/3600)
FLUJO(1)=FLUJO
N=i
{F FLUJO > 999.9 THEN GOTO AJUSTE
CS(2)=0": DS{2)="0": E$(2)a"0": F$(2)="0"
FOR I=1 TON
F(1)=FIX (FLLLJO(1)/100)
FS(N=RIGHTS{STRS(F(1}).1)
E(I)=FIX (FLUJO(I}10)-F(1)*10
ES(=RIGHTS(STRS{E(IL1)
D{1)=FIX (FLUJO{N-{F()}* 100) (E)"10)
DS{)=RIGHTS(STRS{D{I) 1
Ch=FIX (FLUIO{) 10} (F(I) 1000)+{E(1)*100) +{D{1}*10)
csu)-mems.(smsm(n) 1)
25(1)=*APM:
zs(m.-nmxa-
AS(I)-ZS(I)oCs(l).DS(lhESlleS(l)
PRINT #10, “APM CHRS(0); *APMXBRSTB": CHRS (0)
‘PRINT #10, 'APMXAOOO CHR${0): "APMXB0000™: CHRS {0}
*PRINT #10, *APMXASTRA®; CHR$(0); "APMXBSTRS": CHRS (D)
va; #10.A8{1;:CHRS$(0)

FLUJOS(1)=FS(1)+ES(1)+ DS 1)+ 7+ CS5(1)
FLUJos(z)-Fsm.Es:z).oslz). *4+C${2)
FORECOLO!
LOCATE 22 55 PRINT USING *ALIMENTACION: (Daz.#588) MU
LOCATE 24,50:PRINT “Bomba A: “;FLUJOS{1):" mUHr
LOCATE 26,50:PRINT "Bamba B: "FLUJOS(2);" mLHr
VOL=VI"EXP(MU'TIEMPO/3600)
LOCATE 28,50:PRINT USING *VOLUMEN PRESENTE: sasass.nz ml (#32.84 %) :VOL{VOUVF)'100
LOCATE 30,50:PRINT USING "TIEMPO ALIMENTACION: ssas.s#t Hrs (39358
%)":TIEMPO/IE0D;({TIEMPO/3E00)/TA} 100
F VOL > VF THEN GOTO FINALIM
SINALIM:
TIEMPO3=TIMER+(DIAS*864001)
IF MOUSE{0) <> 0 THEN CALL PANTALLA
IF TRHPYCON1) > TF/3600 THEN GOTO FINAL
IF TIEMPO3-TIEMPO1 > « Tl THEN GOTO SALVAR
IF TIEMPO3.TIEMPO2 > = DELTA! THEN GOTO CONTROL
GOTO CICLO

STE:
IF FLUJO > 1999.9 GOTO FLMAX
FLUJO(1)=599.9
FLUJO{2)=FLUJO-599.9
N=2
GOTO CICLO
FINALIM:
PRINT #10, “APMXAC000"; CHRS(0); "APMXBODOD™: CHRS (0)
PRINT #10, "APMXASTPA®; CHRS(0); "APMXBSTPB*: CHRS (0)

LS
BEEP:BEEP:BEEP:BEEP
LOCATE 22.,50:PRINT "La Etapa Alimentada ha Concluido®

LOCATE 24,S0:PRINT “Apagar Bomba*

LOCATE 26,50: PRINT "La Farmentacion Proseguird desde Ahora®

LOCATE 28,50: PRINT "Como un Proceso por Lote:
PUMPFLAGR0
GOTO SINALIM

cLS
BEEP:BEEP
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PRINT #10, "APMXA2999"; CHR${0); "APMXB9999°; CHRS (0)
PRINT *El Flujo ha la C i de |2 Bornba*®
PRINT “Ei Flujo se Mantendra Constante en 1999.8°
TIEMPO!-(TIMER-START)QDIAS'&NOO!
ESPEAA2:
TIEMPO2e(TIMER-START}+ DIAS 86400!
IF TIEMPO2-TIEMPO > INTE THEN TIEMPO=(TIMER-START)+DIAS'86400!
FECHA2S<DATES
IF FECHA2S > FECHAS THEN DIAS=DIAS, 1:FECHAS=DATES

VOL =VOL+({{TIEMPO2.TIEMPQ1)/3600)"1999.8)
LOCATE 4,4:PRINT USING ‘EL VOLUMEN PRESENTE DEBE SER ##aass.xz mlL (s52.84

%)*:VOLI{VOLIVF)* 100

TIEMPO1=(TIMER-START)+DIAS 86400
IF VOL > VF THEN GOTO FINAL
GOTO ESPERA2

oL

IF GAINDO = -1 THEN GOTO CONTROLPH

DIFDO!=S DOI-DOPHCONT)

IF DIFDO! > TOLDO THEN SPO2%=5P02%-(DIFDO"GAINDO)

IF DIFDO! < {-1°TOLDQ) THEN SPO2%=SP02%-ABS({DIFDOI'GAINDO)

IF SPO2% < 0 THEN SPO2%x=0:4F SPO2% > (5°'FG%WALFA)LSE THEN SPO2%=(5'FG%WALFA)LSB
SPN2%x(5"FGWALFAYLSB-SPO2%

IF SPN2% < O THEN SPN2%=C:IF SPN2% > (5'FG%/ALFA)LSB THEN SPN2%as(5'FG%W/ALFANLSB

CONTROLPH:

PULSO1=TIMER(DIAS'86400)
IF GAINPHw-1 THEN TIEMPOZ=TIMER +(DIAS*86400!):G0TO CICLO
IF PHPYCON1) » SPH! » TOLPH GOTO ACIDO
IF PHP(CON1} < SPHI - TOLPH GOTO ALCALI
TIEMPO2.TIMER4(DIAS'86400!)
GOTO CICLO
ACIDO:
PULSO2=TIMER+(DIAS"B86400!)
CALL satDoutbit (0,0,s/01%,VARPTR(ER%)}:LOCATE 7.75:PRINT "CONTROLANDOHI*
IF PULSQ2-PULSO1 < GAINPH THEN GOTO ACIDO
CALL setDoutbit (0,1.sl01% VARPTR{ER%)):LOCATE 7,75:PRINT * *
TIEMPO2=TIMER+({DIAS 86400}
GOTO CICLO
ALCALL
PULSO2=TIMER+(DIAS" 86400!)
CALL setDoutbit (1,0.5l01%, VARFTR(ER'/.)):LOCATE 7.75.PRINT "CONTROLANDOW"
IF PULSO2:PULSO1 « GAINPH THEN GOTO ALCALI

CALL selDoutbit {1,1.sl0t%,VARPTR(ER%)):! LOCATE 7.75:PRINT ~ N
TIEMPO2=TIMER +(DIAS *86400!)
GOTO CiCLO

SALVAR:

OPEN "A"#1,ARCHIVO1$:0PEN ~A"#2,ARCHIVO2S.0PEN 3., ARCHIVO35.0PEN "A*#4, ARCHIVO4S
OPEN °A*,#5,ARCHIVOS$:0PEN A" 86, ARCHIVOES:OPEN 7.ARCHIVO7S:0PEN "A*.#8, ARCHIVO8S
WRITE #1, DOPI{CON1)WRITE #2, PHPI(CONU‘WRITE #3, OZP'(CONU WRITE %4, N2P}{CON1)
WRITE #5, TEMPPY{CON1).:WRITE #5, TRHP{CON1):WRITE #7, VOLWRITE #8, REDOXP(CONY)
CLOSE #1: CLOSE #2: CLOSE #3: CLOSE #4 : CLOSE #5; CLOSE #6; CLOSE #7: CLOSE #8
CON1aCON1+1

CON2a=1

TIEMPO1aTIMER+{DIAS 864001}
DQS1=0:PHS!=0:025!=0:N28 0. TEMPS!=0:REDOXS!=0

GOTO CICLO

FINAL:

WINDOW 3,,(215,100)-(420,300).2
BEEP : BEEP : BEEP : BEEP
CALL TEXTFACE (1}

PRINT
PRINT "EL TIEMPO DE FERMENTACION®
PRINT

PRINT * HA TERMINADO"

CALL TEXTFACE (0)

BUTTON 1,1,"CONTINUAR",{20.145)+(180.160),1

BUTTON 2,1,"TERMINAR"(20,175){180,190),1
1240175
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r%{1)=20
%4(2)=190
r%(3}=180
inSelRect v°/=(0).~1 -4
PENSIZE 3,
FRAMEROUNDRECT VARPTR({r%(0)),16.16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG(0)
WHILE DIALOGO<1 AND DIALOGO<x6
DIALOGO=DIALOG(0)

INVERTROUNDRECT VARPTR({r%(0)),16.16
BOTON=DIALOG(1}
IF BOTON=2 OR DIALOGO=6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 3: SYSTEM
IF BOTON=1 THEN CLS: WINDOW CLOSE 3: CALL PANTALLA: GOTO EXTRA
INTERAC:
NUMMENU=MENU(0): IF NUMMENU < 1 OR NUMMENU > 2 THEN RETURN
IF NUMMENU=2 THEN GOTO MENU2
ARTMENU=MENU(1)
ON ARTMENU GOSUB PARAM. DETENER, REINICIAR, TERMINAR
RETURN
MENU2:
ARTMENUaMENU(1)
ON ARTMENU GOSUB GO,PARAMZ, PARAR, CONS:RETURN
PARAM:
WINDOW 4,,(135,70)-{380.430}.2
CALL TEXTFACE (1)
PRINT * Pardmetro a modificar:”
CALL TEXTFACE {0}
BUTTON 1,1.,'Tiempo de Adguisicion®.{20.35):{210,50),1
BUTTON 2,1, *Tiempo de Faermentacion®,(20, 55) (210.80).1
BUTTON 3.1,*Flujo de Gases*,(20.85)-(210,110),1
BUTTON 4,1,°% de Oxigeno Deseado”.(20,125)-{210,140}.1
BUTTON 5,1,'pH Deseado®,(20,155)-(210,170},1
BUTTON 6.1,"Tiempo de Controi*.{20.185){210.200).1
BUTTON 7,1,"Ganancia D0",(20,215)-(210,230}.1
BUTTON 8,1, Tolerancia DO",(25,245)-(210.260).1
BUTTON 8,1,"Pulso para Control de pH",(20.275)-(210,290},%
BUTTON 10.1,’Tolerancla pH".(20,305)-{210,320).1
BUTTON 11,1,"0K",(150,335}-{200,350),1
1%(0)m335
r%{1}=150
1%%(2)=350
1%{3}=200
inSetRedt 1°4(0),4,-4
PENSIZE 3.3
FRAMEROUNDRECT VARPTR({r%:{0}).16,16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG{0)
WHILE DIALOGO<>1 AND DIALOGO<>6
DIALOGO«DIALOG(0)
WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR({r%(0}),16,16
BOTON=DIALOG(1)
IF BOTON=11 OR DIALOGOs& THEN WINDOW CLOSE 4; CALL PANTALLA: RETURN
ON BOTON GOSUB TADQ, TFER, FLG, OXI, PHD, TCON, GANDO, TOLEDO,GANPH .TOLEPH
WINDOW CLOSE 4: CALL PANTALLA

RETURN
TADQ:
PRINT USING ‘Aciual: .28 seg=: TI!
INPUT “Tiempo de Adqguisicién®: TI!
GOTO PARAM
TFER:

CLS
PRINT USING “Actual: pes.28 Hrs.™; TFR
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INPUT *Tismpo de Fermentacidn‘s TFH
NP = TFH*3600TI

CON1 =1
CON2 a1
GOTO PARAM
A
cLS
PRINT USING “Actual: #=#.#8 SCCPM"; FG%
INPUT *Flujo Total de Gasas FG'/-
GOTO PARAM
oxX:
CLS
PRINT USING “Actual: ##8.8% %" SDO!
INPUT “% de Oxlgenc Desado*; SDO!
GOTO PARAM
PHD:
CcLS
PRINT USING *Actual: a=a.au°; SPH!
INPUT “pH Desado; SPHI
GOTO PARAM
TCON:
PRINT USING “Actual: #2844 seg.* . DELTA!
INPUT °Tiempo de Control®; DELTA
GOTO PARAM
GANDO:
CLS
PRINT USING “Actual: a23.s%°: GAINDO
INPUT *Ganancia para DO"; GAINDO
GOTO PARAM
TOLEDO:
PRINT USING “Actual: #3%.4% % DO' TOLDO
INPUT “Tolerancia para DO": TOLD!
GOTO PARAM
GANPH:
CLS
PRINT USING “Actual; ###.#% seg.": GAINPH
INPUT “Pulso de AcidosBase®; GAINPH
GOTO PARAM
TOLEPH:
cLS
PRINT USING “Aclual: z#8.#4% TOLPH
INPUT “Tolerancia para pH*; TOLPH
GOTO PARAM
DETENER:

WINDOW 5,,(215,100)-{420,300}.2
CALL TEXTFACE (1)
PRINT
PRINT * EI sislema se ha detenido”
PRINT
PRINT * momenianeamente”
CALL TEXTFACE (0}
BUTTON 1,1,°Conlinuar®,{5,175)-(200,180),1
%(0}=175
1%{1)25
%{2)=190
1%(3)=200
inSetRect r°/.10) 4,4
PENSIZE
FRAMEROUNDRECT VARPTR(r%(0)).16,16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG(0)
WHILE DIALOGO<»1 AND DIALOGO<>6
DIALOGO=DIALOG(O}
WEND

101



IX A )zéndicer

INVERTROUNDRECT VARPTR(r%(0)},16.16
CLS: WINDOW CLOSE 5: CALL PANTALLA

WINDOW 6..(215.100)-{420,300}.2
PRINT

CALL TEXTFACE (1)

PRINT * ¢ REALMENTE DESEA"

PRINT * REINICIAR 7*

CALL TEXTFACE (0)

BUTTON 1,1,"Reiniciar,(5,135)-{200,150},1

BUTTON 2,1,"Continuar,(5,175)-{200,190},1
%(0)=175

194(3}=200
inSetRect r%{0).-4,-4
PENSIZE 33
FRAMEROUNDRECT VARPTR(r%(0)),16.16
PENNOAMAL
DIALOGO=DIALOG(0)
WHILE DIALOGO<>1 AND DIALOGO<>6
DIALOGO=DIALOG (D)
WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR(1%{0}),16,16
BOTON«DIALOG(1)
IF BOTON=1 THEN CLEAR:GOTO START
IF BOTON=2 OR DIALOGO=6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 6: CALL PANTALLA

BEEP

WINDBOW 7,(215,100}-(420,300),2
PRINT

CALL TEXTFACE (1)

PRINT * ¢ REALMENTE DESEA"

PRINT ~ TERMINAR ? ©

CALL TEXTFACE (0)

BUTTON 1.1,"Terminar"{5,135)-(200.150},1
BUTTON 2,1,"Continuar*,(5.175}-{200,190).1

1%(3)=200
inSeiRect 1%(0),-4,-4
PENSIZE 3.3
FRAMEROUNDRECT VARPTR{r%(0)).16.16
PENNORMAL
DIALOGODIALOG(0)
WHILE DIALOGO<>? AND DIALOGO<>6
DIALOGOaDIALOG(0}
WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR(r%(0)).16.16
BOTON=DIALOG(1)
JF BOTON=1 THEN SYSTEM
IFEBTOTOz-Z OR DIALOGO=6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 7: CALL PANTALLA
RETUR

A

WINDOW 8..(215,100)-(420.300).2

PRINT * Tiempo Adicional de *

PRINT * Fermentacion®

PRINT USING °(No Exceder de s#sa.88 Hrs.)":TF/3600
INPUT TA

TF e TF + TA

NP = TFT!

CONY = %
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CON2 = 1

WINDOW CLOSE 8
CALL PANTALLA
GOTo INicio

PUMPFLAG=PUMPFLAG+1!
iF PUMPFLAG >=2 THEN RETUAN
MENU 2,1,0."INICIAR":CMDKEY 2,171
TIEMPQA =(TIMER. START)+DIAS 86400!
WINDOW 9,,(150,50)-(500.350).2
PRINT "DATOS PARA ALIMENTACION EXPONENCIAL®
INPUT "Volumen inicial (mbL)":Vt
INPUT “volumen Final (mL)*:VF
INPUT “val. Esp. de Crecimiento {1/h)":MU
VOL=VI
TALOGIVF/VI)IMU
PRINT*La Elapa Afimentada Durard®; TA:*Hrs.*
BUTYON 1,1, "OK",(200,100)-{250,118)
4(0)=100
%{1)=200
12:(2)=118
1%a(3)=250
inSetRect 1%{0),-4,-4
PENSIZE 3.3
FRAMEROUNDRECT VARPTR{r%(0)).16,16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG(0)
WHILE DIALOGO <1 AND DIALCGO«>6
DIALOGO=DIALOG(0}
WEND
WINDOW CLOSE ¢
RETURN

2:
WINDOW 10,,(155,70)-{360.340},2
PRINT *Pardmetio a modificar:*
BUTTON 1.1,’Tiempo Alimeniacion *,(5,35)-(200.50).1
BUTTON 2,1, “Volumen Final*,{5,65}-{200,80},1
BUTTON 3,1,°Dilucién®,(5,85)-(200,110),1
BUTTON 5.1,"0K",(150,235)-{200.250).1
4(0)=235
%(1)=150
1%({2)=250
%{3)=200
inSetRect 1%{0).4.-4
PENSIZE 3.3
FRAMEROUNDRECT VARPTR(r%(0)).16.16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG (0}
WHILE DIALOGO<>1 AND DIALOGO<»6
DIALOGODIALOG(0)

PARAM:

WEND
BOTON=DIALOG(1)
{F BOTON=5 OR DIALOGO.6 THEN WINDOW CLOSE 10: CALL PANTALLA:RETURN
ON BOTON GOSUB TACT, NVFIN, NMU
GOTO PARAM2
RETURN
TACT:

LS
PRINT USING "ACTUAL: wag.%3 Hrs," TIEMPO
INPUT "Tiempo Transcurrido™:TIEMPO
RETURN
NVEIN:

CLS
PRINT USING "ACTUAL: #s=.3a mL*VF

INPUT *Volumen final {(mL)"; VF
TR OG(VFIVIIMU
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RETURN
NMU:

cLS

PRINT USING “ACTUAL: #2207 H*1%MU
INPUT “Dilucion®; MU

RETURN

E
PRINT #10, *APMXA0000"; CHRS${0); *APMXB0000": CHRS (0)
WINDOW 11,,(215,100)+{420,300).2
PRINT °La Bobma se ha Detenldo”
PRINT °“Momentaneamenie”
BUTTON 1,1, °Continuar*,(5,175)-(200,190),1
%{0)}=175
r%{1)e5
%{2)=160
1%(3)=200
inSetRect r94(0).-4.-4
PENSIZE 3,3
FRAMEROUNDRECT VARPTR{r%(0)),16,16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG(0)
WHILE DIALOGO<>1 AND DIALOGO<>6
DIALOGO=DIALOG(0)
WEND

INVERTROUNDRECT VARPTR{r%(0}}.16.16
CLS: WINDOW CLOSE 10: RETURN
ON BOTON GOSUB
WINDOW CLOSE 11
RETURN
CONS:
BEEP
WINDOW 12,,{215,100)-(420,300).2
PRINT

PRINT *; REALMENTE DESEA UTILIZAR®

PRINT *  FLUJO CONSTANTE 2°

BUTTON 1.3,"OK".(5,135)-({200,150),1

BUTTON 2,1,"Continuar*,{5,175}-{200,190),1
1%{0}=175

%{3}=200

inSetRact %(0),-4.-4
PENSIZE 3,3
FRAMEROUNDRECT VARPTR(t%(0}),16,18
PENNORMAL

DIALOGO=DIALOG({0)

WHILE DIALOGO<»1 AND DIALOGO<»E

DIALOGO=DIALOG{0)
WEND

BOTON=DIALOG(1)
tF BOTON«1 THEN GOTO FLC

IF BOTON«2 OR DIALOGOa6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 12
RETURN

WINDOW CLOSE 12

cLS
INPUT “FLUJO DESEADO"; FLUJO
IF FLUJO > 1999.9 THEN PRINT *LA BOMBA NO PROPORCIONA FLUJOS TAN ALTOS III:GOTO CONS
IF FLUJO > 0 THEN FLU(1)}xFLUJO : Nat
IF FLUJO > 999.9 THEN FLU(2)=FLU{1)-999.9 : FLU{1)=999.9 : Nx2
FOR I=1 TON

F(l)=FIX (FLU{})/100)

FS{N=RIGHTS(STRS(F{1)}.1)

E{l)=FIX (FLU[)NO)-F(1)*10

ES{)=RIGHTS{STRS(E().1)

D{1)=FIX (FLUI)-(F{1}"100}-(E()"10)
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DS{1}=RIGHTS{STRS(D (. 1)
C(l)<FIX_(FLUI)*10)-(F(1)* 10005+ {E(1)*100)+{D(1}*10)
CS(I)-H[GHTS(STRS(C(I)) 1)
25(1)m"Al
ZS(Z)-'APMXB‘
AS()=Z${1)+CS{1)+DS{)+ES{1)+FS{1)
PRINT #10,AS(/;CHRS(0)

GOTO CICLO
ESPERAR:
TIEMPO2+«(TIMER-START)+ DIAS 86400!
IF TIEMPO2-TIEMPO > INTE THEN TIEMPO=({TIMER-START}+DIAS*86400!
FECHA25=DATES
IF FECHA2S » FECHAS THEN DIAS=DIAS +1:FECHAS=DATES
VOL«VOL+{{{TIEMP O2-TIEMPO1)r3600)" FLUJO)
LOCATE 4,4:PRINT USING “EL VOLUMEN PRESENTE DEBE SER sszaussas ml (fewsd
%)";VOL;(VOL/VF)* 100
TIEMPO1x{TIMER-START)+DIAS*86400!
IF VOL > VF THEN GOTO FINAL
GOTO ESPERA3

i
SUB PANTALLA STATIC
WINDOW 1,.(0,20}-{650,480)
CALL TEXTFONT (0)
CALL TEXTSIZE (18)
CALL TEXTFACE (65)
FORECOLOR 409
LOCATE 1.4: PRINT * UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO"
LOCATE 2.11: PRINT “INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA®
LOCATE 3.9; PRINT *DEPARTAMENTO OE BIOINGENIERIA®
FORECOLOR 33
CALL PENSIZE (3.3)
CALL MOVETO (10,70): CALL LINETG (620,70): CALL LINETO (620.450) CALL LINETO ({10,450): CALL
LINETO (10,70)
CALL MOVETO (31570): CALL LINETO (315.450)
CALL MOVETO (10,260): CALL LINETO (620.260)
CALL PENSIZE {2,2)
CALL MOVETO (40,100):CALL LINETO (40,230):CALL LINETO0{290,230)
CALL MOVETO (345,100):CALL LINETO (345,230):CALL LINETO{590,230)
CALL MOVETO (40,290):CALL LINETO (40,420):CALL LINET0{290,420)
‘CALL MOVETO {345,200;:CALL LINETO (345420):CALL LINETO{500,420)
CALL PENSIZE {1,1)
CALL TEXTFONT (1)
CALL TEXTSIZE (10)
CALL TEXTFACE (8)
CALL TEXTSIZE (7)
CALL TEXTFONT (1)
CALL TEXTFACE (0)
LOCATE 114: PRINT *100°
LOCATE 24,6: PRINT *0*
LOCATE 11,67: PRINT “9°
LOCATE 24,67: PRINT
LOCATE 30,4: PRINT -100°
LOCATE 43,6: PRINT °0*
'LOCATE 30,65: PRINT 100"
LOCATE 43,67: PRINT "0
CALL TEXTSIZE(10)
END SU
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9.4, LISTADO DEL PROGRAMA SFI

START:
LIBRARY *TurboDrivers INTERFACE®
LIBRARY "DATAMANIPULATION INTERFACE®

CLs

MENU 2, 0.1 *=:MENU OFF

MENU 1,0,1"MUESTREO*

MENU 11,1 'CALIBRAFI' ‘CMDKEY 1,1,°C"

MENU 1,2,1,*TOMAR MUESTRA*.CMDKEY 1.2"M°

MENU 1,3,1,"ESPERAR".CMDKEY 1,3,"E*

MENU 143, TERMINAR"CMDKEY 1,4,'T*

ON MENU GOSUB INTERAC: MENU ON
GOTOBYPASS
PRINC:

WINDOW 2,"PARAMETROS", (60.40}-(600.470).1
INPUT “Nombre dal Archivo (no repalir nombre ya usado); ARCHIVOS < PRINT
INPUT “Intervalo de Adquisicion de Datos (seg)';TH : PRINT
INPUT "Tiempo de ia Adquisicin (Hrs.)* TFH: PRIN
INPUT “Numero de datos de la nonala::ldn (sugarldu 5):NUMDAT:PRINT
INPUT °T ia para la getido 0.07)*;TSLOPE:PRINT
INPUT *Tol ia para la i ido 0.8)" TRSQ:PRINT
ASEG-22 ' TIEMPO LLENADO CAMARA DILUCION
ABSEG=30 ' TIEMPO LLENADO CAMARA ELECTRODO
BSEG«15 ‘ TIEMPQ ENTRADA MUESTRA PARA DILUIR
CSEGs0 ' TIEMPQ ENTRADA BUFFER PARA DILUIR
DSEGa35 ' TIEMPO DAENADO CAMARA DILUCION
LSEG.2 ‘ TIEMPQ ENJUAGADD
MSEGs5 ‘' TIEMPO MEZCLADO
WINDOW CLOSE 2
CONSTANTES:
TF«=TFH'3600
NP=TFTI
DIM value%(15):DIM valuei(15)
DIM DOPYNP+10):DIM TRHP(NP- 10)
ER%=0:5l0t%x=1:valua%(0)«0.LSB=10000:4086
FOR bit%=0 TO 7
CALL setDoutbit (bit%,1,5!0t%, VARPTR(ER%:))
NEXT bit%
ARCHIVO15="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS " +ARCHIVOS+",DO"
ARCHIVO28~"Macintosh HD:USUARIOS:DATOS:"»ARCHIVOS.".TR*
CON1=1
CON2=1
E2'= 0
E3l= 0
IF NP = 400 THEN COMP%%a0
IF NP < 400 THEN COMP%w400/NP"(+1)
IF NP > 400 THEN COMP%=NF/400
QOPEN "O".#1,ARCHIVO1S: CLOSE #1
OPEN *O",#2 ARCHIVO2S: CLOSE #2
CALL PANTALLA
INICIO:
TIEMPOOTIMER
FECHAS=DATES
DIAS=0
TIEMPO1=TIMER+(DIAS 864001
TIEMPO2=TIMER+(DIAS 864001

cicLo:

IF FECHA$<DATES THEN DIAS=DIAS+1

FECHAS=DATES

“TRHa{{TIMER-TIEMPQO)+DIAS 864008 /3600

IF CON2=1 THEN TRH1=TRH
setad 0, 1, s101%.VARPTR(ER%}
cread 0, 0, VARPTR(value%{0}). slot%%, VARPTR(ER%)
IF ER%<>0 THEN GOTQ EfrorRepon
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CALL ITOS (VARPTR (value%:{0)).VARPTR (value!(0)}.0.7)
DO!={value!{0)"LSB)
FORECOLOR 33:.LOCATE 10,5;PRINT USING "Lectura (mV):eansat.#a 00!
FORECOLOR 137:LOCATE 33,30 :PRINT USING *Tiempo Transcuiido = #%.8% Hrs*;TRH:FORECOLOR 33
DOSt=DOl DOSLDOPY CON1)sDOSVCONZ
FORECOLOR 33:.LOCATE 4,80;PAINT DATES:LOCATE 5,80:PRINT TIMES
TRH2<TRH
TRHPHCON1)=(TRH1+TRH2)2
CALL PLOT (1,150,400.100,VARPTR {DOP!{0)).5000,0.CON1.COMP%,0,11.0)
CON2aCON2+1
LOCATE 2.2 :PRINT CON1
TIEMPO3=TIMER+{DIAS 864001)
IF MOUSE(0} <> O THEN CALL PANTALLA
IF TRHPYCON1) > TF/3600 THEN GOTO FINAL
IF TIEMPOJ-TIEMPO! » = TII THEN GOTO SALVAR
GOTO CICLO
SALVAR:
QPEN “A°,#1,ARCHIVO1S:0PEN "A",#2,ARCHIVO2S
WRITE #1, DOPHCON1):WRITE #2. TRHP{CON1)
CLOSE #1: CLOSE %2
CON1=CON1+1
CON2m1
TIEMPO1~TIMER+(DIAS'B54001)
510

GOTO CICLO
INTERAC:
NUMMENU=MENU(O): IF NUMMENU <> 1 THEN RETURN
ARTMENUSMENU(1}
ON ARTMENU GOSUB CALIB, SAMPLE, STANDBY, TERMINAR
RETURN

CALIB:
PRINT "FALTA ESTA RUTINA®
RETURN

SAMPLE;

FOR bit%=0 TO 7

CALL setDoutbit (bit%,1,sl01%, VARPTR{ER:))
NEXT bit%

‘LLENADO DE LA CAMARA DE DILUCION CON BUFFER

LOCATE 10.25:PRINT "LLENANDO CAMARA DILUCION (BUFFER)"

PULSO1=TIMER+(DIAS"86400!)

CALL setDoulbit (0,0,sl01%.VARPTR(ER%))

CALL setDoutbit {4.0,skit%. VARPTR(ER%))

PASO1

PULSO2=TIMER+({DIAS'B54001)

IF PULSO2-PULSO1 < ASEG THEN GOTO PASQO1

CALL setDoutbit (0,1,s101%, VARPTR(EA%))
CALL setDoutbit (4,1,810%. VARPTR(ER%))
'LLENADO DE LA CAMARA DEL ELECTRODO CON BUFFER
LOCATE 10,25:PRINT "LLENANDO CAMARA ELECTRODO (BUFFER)™
PULSO1=TIMER+(DIAS" 864001
CALL setDoutbit (6,0,s101%,VARPTR(ER%))
PASO1B:
PULSO2=TIMER+(DIAS"86400!)
IF PULSO2-PULSO1 < ABSEG THEN GOTO PASO1B
CALL setDoutbit {6.1,8101% YARPTR(ER%)}
CTEM=CON1
CALL ESTABILIZACION (CON1,NP,TIEMPOO.DIAS. FECHAS. ARCHIVO 1S, ARCHIVO2S, NUMDAT, TII, Bl)
VALORK1)=81!
OPEN *I*, #3, ARCHIVO1S
FOR I=CON1 TO CTEM STEP -t
INPUT # 3, DOPY1)

‘DRENADO DE LA CAMARA DE DILUCION
LOCATE 10,25:PRINT *DRENADO CAMARA DILUCION M
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PULSO1=TIMER+({DIAS*86400))
GALL setDoutbit {3.0.s101%. VARPTR(E R%)}
CALL setDousbit (4.0,5la1%, VARPTR(ER%))
PASOC;
PULSOE-TIMER‘(DIAS'86400!)
IF PULSO2-PULSOT < DSEG THEN GOTO PASO2
CALL setDoutbit (3,1,slo1% VARPTR(E R%})
CALL satDoutbit (4.1,5l01%.VARPTR(E Re%))
'ENTRADA DE MUESTRA EN LA CAMARA DE MEZCLADO
LOCATE 10,25:PRINT *LLENANDO CAMARA DILUCION {MUESTRA)*
PULSO1=TIMER+(DIAS*854001)
CALL satDoutbit {1,0,slot%, VARPTR(ER%})
CALL setDoutbit {4,0,sl01%, VARPTR(E R%)}
PASO3:
PULSO2«TIMER({DIAS 864001)
IF PULSO2-PULSO1 < BSEG THEN GOTO PASO3
CALL satDoutbit {1,1,slo1%,VARPTR{ER%})
CALL setDoubit (4, 01% VARPTR(ER®A))
‘ENTRADA DE BUFFER EN LA CAMARA DE MEZCLADO
LOCATE 10,25:PRINT "LLENANDO CAMARA DILUCION (BUFFER)"
PULSO1=TIMER+(DIAS 86400
CALL satDoutbit {0.0,5l01%.VARPTR(ER%))
CALL setDoutbit (4.0,slot%% VARPTR{ER%%})
PASO4:
PULSO2=TIMER+(DIAS *B5400!)
IF PULSO2-PULSO1 < CSEG THEN GOTO PASO4
CALL setDoutbit {0,1,sl01% VARPTR{ER%%))
CALL setDoutbit {4,1,8101%. VARPTR{ER%})
'MEZCLADO DE MUESTRA+BUFFER
LOCATE 11.25:PRINT "MEZCLANDO"
PULSO1=TIMER+(DIAS 86400}
PASOS:
PULSO2-TIMERA(DIAS *BE400Y)
IF PULSOR2-PULSO1 « MSEG THEN GOTO PASOB
LOCATE 11,25:PAINT -
‘ENTRADA DE MEZCLA A LA CAMARA DEL ELECTRODO
LOCATE 10,25:PRINT "LLENANDO CAMARA ELECTRODO (MUESTRA+BUFFER)"
PULSO1=TIMER+({DIAS"85400!)
CALL selDoutbit (6.0,5101%,VARPTRIER%))
PASOS:
PULSO2=TIMER+{DIAS"864001)
IF PULSO2-PULSO1 < ABSEG THEN GOTO PASCS
CALL SBIDnulbil (6,1,5101%.VARPTR(ER®%))
CTEM
CA";L EgTIABILIZACION (CON1NP. TIEMPOO.DIASFECHAS, ARCHIVO1S, ARCHIVO2S. NUMDAT, TIL, Bl
'ALORY2):
OPEN °I~, #3, ARCHIVO1S
FOR 1=CONY TO CTEM STEP -1
INPUT # 3, DOPY(l)

0
VOLTAJEI=VALORI{1}-VALOR!(2}
LOCATE 12,25:PRINT VALOR!1},VALORY{2),VOLTAJE!
'DRENADO DE LA CAMARA DE DILUCION
LOCATE 10,25:PRINT "DRENANDO CAMARA DILUCION®
PULSO1«TIMER+(DIAS*864001)
CALL satDoutbit {3.0.st01%,VARPTR{ER%))
CALL setDoutbil (4,0.5l0t% VARPTR(ER%)}
PASO?:
PULSO2=TIMER.(DIAS 864001
IF PULSO2-PULSO1 < DSEG THEN GOTO PASO7
CALL setDeutbit (3,1,sl01%.VARPTR(ER%)}
CALL setDoutbit {4,1,sl01%,VARPTR{ER%))
*LAVADOQ DE LA CAMARA DE DILUCION
LOCATE 10.25:PRINT "ENJUAGANDO CAMARA DILUCION®
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PULSO1.TIMER«({DIAS'88400!)
CALL setDoutbit (0,0,s101%,VARPTR(ER%))
CALL setDoutbit {4,0,sl0%. VARPTR(EA%))
PASO8:
PULSO2aTIMER.(DIAS"86400!)
iF PULSO2-PULSO1 < LSEG THEN GOTO PASOB
CALL se1Doutbit {0,1,sl0t%. VARPTR(ER?%))
CALL selDoutkit (4,1,5101%,VARPTR(ER%))
FULSO!-TIMER;(D[AS B6400!)

PULSOZ-TIMEFMDIAS 86400!)
iF PULS02.PULSO1 <« MSEG THEN GOTO PASOZ
'LAVADO CAMARA DEL ELECTRODO
LOCATE 10,25:PRINT *ENJUAGANDO CAMARA ELECTRODO"
PULSO1=TIMER +{DIAS 86400!)
CALL setDoutbit (3.0,s10t%, VARPTR(ER%}}
CALL setDoutbit {4,0,5101%,YARPTR(ER%}}
PASO10:
PULSOR=TIMER+(DIAS"86400Y)
IF PULSO2-PULSO1 < DSEG THEN GOTO PASO10
CALL setDoutbit (3,1,sl01%.VARPTR(ER%)}
CALL se1Doutblt {4,1,5l01%,.VARPTR(ER%})
‘LLENADO DE LA CAMARA DE DILUCION CON BUFFER
LOCATE 10.25:PRINT “LLENANDO CAMARA DILUCION (BUFFER)*
PULSO1aTIMER+({DIAS"864001)
CALL setDouibit {0,0,sl01%, VARPTR(ER%))
CALL satDoutbit {4,0,sla1%, VARPTR(ER%))
PASOI1C:
PULSO2=TIMER+{DIAS 86400}
IF PULSO2-PULSO1 < ASEG THEN GOTO PASDIC
CALL setDoutbit {0,1,st01% VARPTR(ER%}}
CALL setDoutbit {4.1,s'0t%.VARPTR(ER%))
'LL.ENADO DE LA CAMARA DEL ELECTRODO CON BUFFER
LOCATE 10,25:PRINT “LLENANDO CAMARA ELECTRODO (BUFFER)"
PULSO1=TIMER+{DIAS"884C0!)
CALL sstDoutbit {6.0,s101%,.VARPTR{ER%))
PASO1D:
PULSO2=TIMER+{DIAS 864001
IF PULSO2.PULSO1 < ABSEG THEN GOTO PASOID
CALL setDoutbit (6,1,5l01%,VARPTR({ER%))

RETURN
SUB ESTABILIZACION {CON1, NP, TIEMP0O0.DIAS, FECHAS ARCHIVO1S, ARCHIVO2S, NUMDAT, TILB!) STATIC
IF FLAG=1 GOTO SKFL
FLAG=1
LIBRARY “TurboDrivers INTERFACE®
LIBRARY "DATAMANIPULATION INTERFACE®
DIM valua%{15):DIM value!{15):DIM X{20):DIM Y(20)
DIM DOPHNP+10):DIM TRHP(NP+10)
SKFL:
ER%=0:501%=1:valua%{0)=0:LSB: 0)=0:CON2=1:CONA=1:D0S 1«0
TIEMPO1=TIMER+{DIAS"86400!)
TIEMPO2TIMER+(DIAS*86400!)
TRAH 1={{TIMER-TIEMPO0)+DIAS 864002)/3600
CICLOEST:
IF FECHAS<DATES THEN DIAS=DIAS+1
FECHAS=DATES
TRH={(TIMER-TIEMPQD)+DIAS 864008 /3600
IF CON2=1 THEN TRH1=TRH
LOCATE 11,25:PRINT *ESTABILIZANDO™
CALL satad (0, 1, slo1%.VARPTR{ER%})
CALL cread (0, 0, VARPTR(value%(0)}. slot%s, VARPTR(ER%})
IF ER%<>0 THEN GOTO ErrarRepon
CALL ITOS (VARPTR (value%{(0)).VARPTR (value!(0)).0.7}
DO!={valuel{0)*LSB}
FORECOLOR 33:LOCATE 10,5:PRINT USING “Lectura (mV):##3ss.54"00!
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FORECOLOR 137:LOCATE 33,30 :PRINT USING “Tiempo Transcurrido = ##4.4% Hrs* TRH:FORECOLOR 33
DOS1=DO!+DOSEDOPHCON1)=DOSICON2
FORECOLOR 33:LOCATE 4,80:PRINT DATES:LOCATE 5,80:PRINT TIMES
TRH2=TRH
TRAHPHCON1)«(TRH14+TRH2)/2
‘CALL PLOT (1,150.400,100,VARPTR {DOPK0)},5000,0,CON$ .COMP%.0,11.0}
CON2=CON2+1
LOCATE 2,2 :PRINT CON1
IF MOUSE(0) < 0 THEN CALL PANTALLA
IF CONA < NUMDAT+1 THEN GOTO SKIP
{F DOPCON1) < = 0 THEN GOTO SKIP
FOR (=NUMDAT+1 TO 2 STEP .1
Xi(h=({{TRHPYCON1-1+1}-TRHP{CON1-NUMDAT)}*3500)
Y 1}={DOPY{CON1- I+ 11}
SUMXI=SUMX14 XY(1)
SUMY!aSUMYI+YI(l)
SUMXYE=SUMXYL+(XK1}* Y1)}
SUMX21aSUMX2!+ XH1)*2
SUMY2!aSUMY21.Y!I()}*2
NEXT |
Mia{NUMDATI SUMXYI-SUMX!* SUMYH{NUMDAT I'SUMX2!{ SUMX1*2)
Bla{{SUMYI"SUMX2!)-(SUMX!* SUMXY1V({NUMDAT!* SUMX21)-({SUMX!)*2))
‘Ala(({NUMDATESUMX YI)-{ SUMXI*SUMY1)){ SOR(ABS{(NUMDAT ' SUMX21)-{{ SUMX1}* 2)) ({NUMDAT!* SUMY 21}
(tsumynr21my)
'LOCATE 10.25:PRINT USING “Pendiente: wﬁ matnna M
'LOCATE 1042:PRINT USING "b:szses 28"
'LOCATE 10,55:PRINT USING "r#.ansesi H'
SUMX!e0
SUMY!0
SUMXY!=0
SUMX21s0
SUMY2laD
IF ABS(MY < = TSLOPE! THEN GOTOESTABLE ' AND ABS(R!) > TRSQH

KIP:
TlEMPOJ-TIM:Ro(DIAS 864001)
1F TIEMPOJ.TIEMPO1 > » TI! THEN GOTO SALVAREST
GOTOCICLOEST
SALVAREST:
CLOSE #1: CLOSE #2
OPEN *A".#1,ARCHIVO1$:OPEN °A".#2 ARCHIVO2$
WRITE #1, DOPHCON1):WRITE #2, TRHP{CON1)
CLOSE #1: CLOSE #2
CON1=CON1+1
CONAXCONA«+1

CON2=1
TIEMPO1aTIME R+(DIAS *86400')
DOS!=0

TRH1={{TIMER-TIEMPO0)+ DIAS '864008)/3600
GOTO CICLOEST

ESTABLE:

LOCATE 11,25:PRINT "ESTABLE *

VALORMV1=-B!
ENDSUB
STANDBY:

WINDOW 5,.(215,100)-(420,300).2
I:ALL TEXTFACE (1}

PRINT El slstema se ha detenido”

PRINT

PRINT * momentaneameanta®

CALL TEXTFACE (0)

- BUTTCN 1,1,"Continuas*,({5,175)-{200,190),1
H'/-(O)-17

R )=
R%{3}=200
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E:

InSetRect R%(0},-4.-4
PENSIZE 3.3
FRAMEROUNDRECT VARPTR(R%{0}),16:18
PENNORMAL
DIALOGO-DIALOG(O)
WHILE DIALOGO<>1 AND DIALOGO<>6
DIALOGO=DIALOG(0)
ND

INVERTROUNDRECT VARPTR(R%(0)),16,16
CLS: WINDOW GLOSE S: CALL PANTALLA
RETURN

AMINAR;

WINDOW 7,.(215,100)-(420,300},2
PRINT

CALL TEXTFACE (1}
PRINT *  ; REALMENTE DESEA”
PRINT * TERMINAR ? *

CALL TEXTFACE (0)
BUTTON 1,1, Terminar*{5,135)-({200,150),1
BUTTON 2,1,"Continuar”,{5,175)-(200,190}.1
R%(0)=175
R%{1)=5
R%{2)=190
R%(3)=200
inSetRect R%(0),4,-4
PENSIZE 3.3
FRAMEROQUNDRECT VARPTR{R%{0)).16.16
PENNOAMAL
DIALOGOaDIALOG(0)}
WHILE DIALOGO<>1 AND DIALOGO<>6
DIALOGO*DIALOG(O}

INVERTROUNDRECT VARP TR{R%({0)),16,16
BOTONx=DIALOG(1)

IF BOTON=1 THEN SYSTEM
IF BOTON=2 OR DIALOGO«& THEN CLS: WINDOW CLOSE 7: CALL PANTALLA
RETURN

AL

WINDOW 3.,(215 |00) (420 300),2
BEEP : BEEP : BEEP : BEEP

gALL TEXTFACE (|)
PRINT "EL TIEMPO DE ADQUISICION®
PRINT

PRINT * HA TERMINADO"
CALL TEXTFACE (0)
BUTTON 1,1."CONTINUAR® (20.145)-{180,160}.1
BUTTON 2,1,"TERMINAR",{20,175)-{180,190}.1
A%(0)=175
R%(1)e20
R%(2)=100
R%(3)=180
inSelRect R%(0),-4,-4
PENSIZE 3,
FRAMEROUNDRECT VARPTH(R%(0}),16,16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG(O}
WHILE DIALOGO<>1 AND DIALOGO <6
DIALOGO-DIALOG(O)
WEND

INVERTROUNDRECT VARPTR{R%(0)).16.16
BOTON=DIALOG(1)

IF BOTON=2 OR DIALOGO=6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 3: SYSTEM

IF BOTON=1 THEN CLS: WINDOW CLOSE 3: CALL PANTALLA: GOTO EXTRA
XTRA:

m

IX Apéndices



IX Apéndices

WINDOW 8,,{215,100)-{420,300).2
PRINT * Tiempo Adicional de *
PRINT = Fermentacién®
PRINT USING *{No Excedar de ##%.4# Hrs,)" TF/3600
INPUT TA
TF=TF + TA
NP = TR
CONt = 1
CON2 = 1
WINDOW CLOSE 8
CALL PANTALLA
TGOTO INICIO

8UB PANTALLA STATIC
WINDOW 1,,(0,20)-(650,480)
CALL TEXTFONT (0)
CALL TEXTSIZE (18)
CALL TEXTFACE (65)
FORECOLOR 409
LOCATE 1,4: FRINT * UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO®
LOCATE 2,11: PRINT "INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA®
LOCATE 3,9: PRINT "DEPARTAMENTO DE BIOINGENIERIA®

FORECOLOR 33
CALL PENSIZE (3.3)
CALL MOVETO {10,70): CALL LINETO {620,70): CALL LINETO {620,450): CALL LINETO (10,450): CALL LINETO

PAN

(10,70)
CALL PENSIZE (2,2)
CALL MOVETO (100,150):CALL LINETO (100.400):CALL LINETO{500,400)

CALL PENSIZE (1,1)

CALL TEXTFACE (65)
LOCATE 5,19:PRINT*ANALIZADOR DE DBO*
CALL TEXTSIZE (7)
CALL TEXTFONT (1}
CALL TEXTFACE {0)
LOCATE 16,16: PRINT *5000°
LOCATE 40,19: PRINT “0*
CALL TEXTSIZE(1Q)

END suB
BYPASS;

ARCHIVOS="ART": Titx=1: TFHa.2:NUMDATIxS: TSLOPE!«.07:.TRSQu.8

ASEG=2:BSEG=0:CSEG.2:DSEC2L SEG=2MSEG2

GOTO CONSTANTES
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9.5. LISTADO DEL PROGRAMA DE SIMULACION

p:o?lam Constantas;
{SR+}
{s5+}
{SR IDSelection.rsrc)
{5V l0Selection}
{$U DitferantialEquat}
uses
MemTypes, QuickDraw, OSintt, Toolintf, Packint{, PasPrinter,
{$S SecondSegment}
DiftarentialEquat, 10Selection;

var
NumEquations : integer; { Numero de ecuaciones de primer orden }
Lowerllmit : Extended; { limite inlerior del intervalo }
Uppertimit : Extended; { limite suparior del intervalo }
InitialValues : TNvector; { valores iniciales en el limite inferior }
NumReturn : intager; { numero de valores }

Numintervals
SolutionValues :
Error : byte;
FuncVect : FuncVector:
D :Extended:
So :Extended:;
itinteger;
] tinteger:;
k zinteger;
I:integer:
m:integer;
Numval : integer;
Tiempo : array [1..100]) of Extended;
DQO : array [1..100) of Extended;
SSV :array [1..100} of Extended:
valMumax : array [1..100) of Extended;
valKs : array [1..100) of Exiended;
valKd ; arrey {1..100) of Extended;
valY : array (1..100) of Extended;
minMumax : Extended;
maxMumax : Extended:
numvalMumax : inleger;
minKs : Extended:
maxKs : Extendod;
numvalKs : integer;
minKd : Extended;
maxKd : Extonded:
numvalKd : integer;
minY : Extanded:
maxY : Extended;
numvalY : Integer;
Mumax : Extended;
Ks : Extended:
Kd : Extended;
Y :Extende:
Intervalo : Extended:
ecmi @ Extended:
ecm2 : Extendead;
secmi : Extended:
sacm2 @ Extended;
datos : Text;
funciion TNTargetFi(V : TNvector} : Extended:
begin
TNTargetF1 = ((Mumax * V(2] 7 {Ks « V[2]})} - Kd - D) * V|1]:
end; { function TNTargetF1 }
{SS$ ThirdSegment}

nteger; { numero de intervalos )
TNmatrix:
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function TNTargetF2(V : TNvector) : Extended;
begin

TNTargetF2 = D * (So - V[2]) - ((Mumax * V{2] / (Ks = V[2)}} * V{1) 7 Y}
end; { function TNTargeiF2 }

procedure GeiConstants ( var Numval tinteger;
var D :Extended;
var So tExtended;

var Numintetvals : integer);

bagin: {procedure Constantes}
writeln ('Programa para calcular constantes ¢lnéticas para cultive exponencialmenta alimentado');
writ n'
writeln
write (Dlluclén ?'%
readin{D):
writeln;
write {'DQOO en alimentacién ? °);
rudln(So).
writ
write
wrllaln ('Entrada de Valores Experimentales:);
writeln;
wirlte (‘numero de valores ? ‘)
readin{Numval};
writein;
for ket to Numval do
bagin
write (Tlampo * 1L'? ‘%
readin{Tiampol[i]};
write {DOO ' ,i'?

1}
readin(SSV[i]);
writeln;

write {'Estimado minimo para pmax ? *);
ra-dln(mInMumax),

writ
write {'Estimado maximo para pmax ? ')
readin{maxMumax):

wrlteln;

write {'numero de valores para pmax ? ")
readin{numvalMumax);

valMumax{1).:= minMumax;

intervalo = . ’ WL
for j:=2 to do j) = j-1) + intervalo:

wrile {Estimado minimo para Ks ? ');
roadin{minKs);
writeln;
write {‘Estimado maximo para Ks ? 'hs
readin(maxKs);
writeln;
write (numero de valores para Ks ? );
readin{numvalKs);
valKsf1}:= minKs:
intervalo ;= (maxKs - minKs) / {numvalKs - 1);
for ki=2 10 numvatKs do valKs[k] := vale[k 1) ~ intervalo;

writs {Estimado minimo para Kd ? ');
readin(minKd);
wrileln:

114

IX Apéndices



write {(‘Estimado maximo para Kd ? °);
readin{maxKd);
writeln;
welite (‘numaro de valores para Kd ? ');
readin{numvalKd):
valKd[1):= minKd;
intervalo = {maxKd - minKd} ¢ (numvaikd - 1);
lor I:=2 to numvalKd do valKd]]] :« valKd[l-1] + intervalo;
wrltein;
wrlte!n;
write ('Estimado mfnimo para ¥ 7 *);
readin{minY);
writeln;
wilte (‘Estimade maximo para Y ? °);
readin{maxY);
weitatn;
write (‘numero de valores para Y ? °);
readin{numvalY);
valY[1)i= minY;
intervalo = {max¥ - minY) / (numval¥ - 1);
for ms2 10 numvalY do val¥{m] t= valY[m-1) « intervalo;
writeln:
writeln;
wrlte (‘"Numero da intervalos de integracion ? °);
readin{Numintarvals);
and; { proceduro Constantes }

precedure Inltiatize{var | dnmeger;
var k dnteger;
var! dnteger;
varm dnteger;
var NumEquations : integer;
var Lowerlimit : Extended:

var Upperlimit  : Extended;
var InitialValue ;: TNvecior;
var NumReturn : integer;

var Error :byte;

var Mumax : Extendad;
var Ks :Extended;

var Kd :Extended;

varyY :Extended):;

begln
Mumax,-valMumaxm

Y:= valY[m}:
NumEquauons =2

FilIChar{initialValua, SizeOf{InitialValus), 0);
NumRetuin = 1;
Error = 0;
FuncVaeel(1] = @TNTargetF1;
FuncVect[2] 1= @TNTargetF2;
ond; { procedure Initialize }
procedure GelData(var Lowerlimit  : Extended;
var UpperLimit : Extended;
var InitialValues : TNvecior);
procedure Getlimits(var Lowerlimit : Extended;
var UpperLimit : Extended):
begin
Lowarllmit := Tiempo[1];
UpperLimit i= Tiampofi);
end; { procedura Getlimits }
procedure GatlnitialValuas{var LowerLimit : Exlonded;

var InitialValues : TNvector):

begin
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InittalVaiues[O} := LowerLimit;

InitialValues{1] 1= SSV[1});

InitiaiValues(2] ;= DOO[1);
end; { procedure GetlnitialValuas }
begin { procedure GetData )

GetLimits({LowerLImit, UpperLimit);

owerLimit, InitialValues);
end; { procedure GetData }
bngln { programm Constantes }
. So, 14

rewrite (dalua.’dams dat’ i3

writeln (gmax Ks Kd Y ecml eem2y;
writeln (datos, ‘umax Ks Kd Y ecml ecm2);
for = 1 to numvalMumax do

begin
for ki= 1 to numvalks do
begin
for = 1 to numvalKd oo
begin
for m:= 1 {0 numval¥ do
begin
for ke2 to Numval do
begin

Initiatiza(. k, |, m, NumEquations, Luweanmu UpparLimit, InitialValues,
NumReturn, Error, Mumax, Ks, Kd,
GetData{ LuwarLImh UpperlLimilt, ImuaIVaIues)
InitialC i LowerLimit, UpperLimit,
InI(laIValuss. NumReturn, Numintesvals,
SolutionValuas, Error, Funcvect);
ecm1 = Sqr (SSV{]} - SolutionVaiues|1,1));
ecm2 := Sgr {DQO[i] - SolutionValues[1,2]):
secm1i e sacml + ecmi;
58CM2 (= S6CM2 + ECM2;
ecm1
acm2
and;
secm ;= Saqrt (secm1);
sacm2 = Sgnt {secm?2);
writeln {valMumax[j] 4:4;" vale[k} 4.4,
valY[m) 4:4," . secm , secm2; :
writeln (daias.valMumax[j] 4 . vale[k] # L valKd]) 44,
valY[m] :4:4, ', secm1:4:4,' °, secm24:4);

., valKd[l} 4:4.

secml e O;
secm2 im 0;
end:
end;
end;

end:
Closa {datos); .
WaitReturnOrCtick; :
end., { program Constaniesl.odos }
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