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RESUMEN

Los procesos de tratamiento de agua residual tienen limitaciones en cuanto a eficiencias de
remocion y requieren de grandes volUmenes de reactor para biodegradar |os toxicos. Por esta razon, es
necesario el empleo de nuevas estrategias de operacion y control en procesos biolgicos gue muestren
mejores resultados, permitiendo que el tiempo de degradacion de las sustancias toxicas sea minimo,
traduciéndose en un rendimiento dptimo de las plantas. Es posible mejorar la eficiencia de un sistema
de tratamiento biol6gico manteniendo la actividad microbiana tan alta como sea posible. Sin embargo,
es indispensable la medicién en linea de la concentracion de sustrato y actividad microbiana para €l
control de la planta, lo cua puede resultar dificil y costoso. En el presente trabgjo se realizan
mediciones de actividad microbiana por medio de métodos bioguimicos, correlacionando éstos con la
medicién en linea del oxigeno disuelto.

Se utilizd un proceso biolégico para tratar 4-clorofenol. Para ello se comparé un proceso
discontinuo secuencial (SBR) con un proceso continuo por lodos activados. El proceso SBR funciond
bajo tres diferentes estrategias de operacion: 1) Tiempos fijos, 2) Tiempos variablesy 3) Estrategia con
flujo 6ptimamente alimentado donde el sustrato fue estimado a partir de la concentracion de oxigeno
disuelto. En esta parte € flujo del agua de entrada se control 6 para mantener |la tasa de degradacion en
su valor maximo. Se observé que en genera e proceso discontinuo presentd una mejor operacion que
el proceso continuo ya que la actividad microbiana se incremento en 13% en € sistema SBR, operado
bajo la estrategia de tiempo fijo, en comparacion con € reactor continuo. Los valores de actividad
microbiana mostraron un notable incremento en la estrategia con flujo optimamente alimentado (166
um INT/gSSVeh) mientras que en la estrategia de tiempo variable (99 um INT/gSSVeh) y de tiempo
fijo (112 um INT/gSSVh) los resultados son muy similares. Se encontré que fue factible la medicion
en linea de la concentracion de 4-clorofenol a través de la concentracion de oxigeno disuelto para
controlar el sistema. En la estrategia de tiempo variable se utilizd un algoritmo de control para conocer
el final de la reaccién, obteniéndose cargas orgénicas méximas eliminadas de 2.6 kg DQO/m>d cuatro
veces més a las obtenidas durante la estrategia de tiempo fijo (0.65 kg DQO/m’ed). Mientras que la
estrategia con flujo Optimamente alimentado, la carga organica maxima eliminada fue de 4 kg
DQO/m’ed con tiempos de degradacién inferiores a 1 h para una concentracién de 100 mg/L de 4-
clorofenol.

Palabras clave: Actividad microbiana, SBR, 4-Clorofenal, INT, oxigeno disuelto.



INTRODUCCION

El incremento exponencial de la poblacién humana y €l desarrollo industrial en los dltimos
tiempos ha traido como consecuencia altos niveles y formas de contaminacion, 1o cual se manifiesta
con un efecto destructivo en el planetay en todas sus formas de vida.

Hoy en dia, México se enfrenta a gran problema de la contaminacion de sus fuentes de
abastecimiento de agua, debido a la gran cantidad de aguas residuales que son arrojadas a los rios,
lagos, lagunas, acuiferos y aguas marinas sin ningun tratamiento. Este proceso acumulativo de
contaminacion ha dado como resultado la degradacion parcia o total de diversos cuerpos de agua.

Se estima gue la descarga total de aguas residuales municipales e industriales en nuestro pais
asciende a 260 m*/s. De estos e 40% proviene del sector industrial, caudal que constituye e efluente
mas contaminante y heterogéneo.

En particular las aguas de desecho industriales que contienen fenoles, representan un gran
problema para € ecosistema; su creciente produccion ha llevado a la creacion de nuevas estrategias
para su tratamiento. En este sentido se ha visto que los compuestos organicos toxicos se pueden
eliminar a altas concentraciones en los reactores discontinuos, |os cuales son un método bhioldgico en
donde los microorganismos mineralizan el contaminante (Buitrén y Capdeville, 1995). A pesar de que
existen otros métodos como |os fisicoguimicos, éstos Unicamente remueven € contaminante sin llegar a
degradarlo, ya que pasa a un polimero el cual debe ser confinado adecuadamente para cumplir con las
normas ambientales.

Existe la necesidad de aumentar la eficiencia de degradacion de compuestos téxicos en los
procesos bioldgicos de tratamiento de aguas residuales industriales y ademas minimizar los costos de
construccion y operacion. Para ello resulta conveniente automatizar las plantas con equipos que
permitan que los procesos de tratamiento sean mas eficaces al contar con estrategias de control
adecuadas.

Para automatizar un sistema discontinuo es necesario tener una estrategia de control y la
medicidon en linea de las variables de proceso. También es necesario conocer la actividad de los
microorganismos para evaluar su funcionamiento. Por esta razén, en e presente trabajo se presenta
como alternativa realizar un seguimiento de la actividad microbiana en un reactor discontinuo, a traves
de métodos bioquimicos por medio de la actividad de deshidrogenasa usando €l método del cloruro de
2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5 fenil tetrazolio (INT). La actividad también ser4 medida a través de
métodos respirométricos para compararlo con los resultados obtenidos por INT. Para este fin, € trabajo
se estructura de la siguiente manera.

En e Capitulo 1 de generalidades, se habla acerca de: a) las caracteristicas de los
compuestos xenobidticos, b) la aclimatacion de los microorganismos para la degradacion de estos
compuestos, ¢) las caracteristicas de los procesos SBR y d) las técnicas para determinar la actividad
microbiana, asi como su relevanciaen € proceso SBR.

Una vez establecido el marco tedrico de estainvestigacion, seindica en € Capitulo 2, la
metodologia empleada en el desarrollo experimental. Lo cual comprendié las etapas de aclimatacion y
la comparacion entre un reactor operado en continuo y otro operado de manera discontinua secuencial o
SBR (sequencing batch reactor) bajo 3 diferentes estrategias de operacion y control. Estas Ultimas
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fueron: estrategia de tiempo fijo, estrategia de tiempo variable y estrategia con flujo éptimamente
alimentado. En la primera estrategia el tiempo de reaccion es fijado de acuerdo con la experiencia del
operador; en la segunda se utiliza la relacion que existe entre el consumo de sustrato y la concentracién
de oxigeno disuelto, donde la etapa de reaccion es concluida después de que e oxigeno disuelto pasa
por un minimo. Y por ultimo, la estrategia con flujo dptimamente alimentado se basa en la estimacion
de la concentracion de sustrato a partir del oxigeno disuelto. Durante esta estrategia €l flujo del agua de
entrada se control 6 para mantener |a tasa de degradacién y actividad microbiana en un maximo.

En & Capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos durante la fase de aclimatacion y
las diferentes estrategias empleadas en |os reactores. Cada una de las estrategias de operacion presenta
las caracteristicas de la biomasa, tiempos de degradacion, tasas de degradacién, eficiencias de
remocion, actividad microbiana, respirogramas, entre otras mediciones, asi como la influencia de los
periodos de ayuno. Aunado a esto se observa la aparicion de un metabolito durante la degradacién del
compuesto.



Capitulo 1
ANTECEDENTES

1. Tratamiento de Aguas Residuales I ndustriales

Existe un problema ambiental importante de contaminacion de agua, y éste se ha convertido en
un problema mundial poco facil de resolver. Diversas metodologias han tratado de disminuir los
contaminantes del agua, muchas de ellas han tenido problemas en su implementacion o a cumplir las
normas ambiental es establecidas. Los sistemas de tratamiento biol dgicos son una buena aternativa para
el tratamiento de aguas residuales industriales (Buitrén et al., 2005) especialmente en los Ultimos afios
ha sido de gran interés e uso de estos procesos sobre todo s se trata de degradar un compuesto
especifico en lugar de compuestos complejos 0 una mezcla desconocida (Seignez et al., 1993).

1.1. Compuestos xenobioticos

El término “xenobidtico” significa extrafio para la biota. En el sentido estricto son compuestos
fabricados o introducidos por e hombre, frecuentemente por procesos industriales que involucran
quimicos sintetizados, que a ser liberados a medio ambiente se convierten en contaminantes
produciendo un efecto dafiino para € ecosistema. El tipo y magnitud de los efectos indeseables
dependen principamente de la toxicidad del compuesto y de la concentracion del mismo. Los
compuestos xenobi 6ticos son compuestos recal citrantes (total mente resistentes) o persistentes gue no se
degradan rgpidamente (Nordin, 2004).

La persistencia de un compuesto en el ambiente es debido a: 1) ausencia de microorganismos
con la capacidad de degradar el compuesto; 2) condiciones ambientales desfavorables para la
biodegradacion (temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes, presencia de quimicos inhibidores y
organismos competidores); 3) concentraciones desfavorables del sustrato (el contaminante puede estar
presente en ata concentracion, lo cual produce inhibicion, o en baja concentracion, obstruyendo la
accion de degradacion de las enzimas) (Fetzner, 1994).

Algunas de las razones por las cuales un compuesto organico xenobiotico es recalcitrante a la
biodegradacion son: 1) estructura quimica del compuesto y sustituciones inusuales (tales como &omos
de carbono terciarios y cuaternarios); 2) anillos arométicos altamente condensados y 3) ato peso
molecular (en el caso de polietileno y otros plésticos) (Moreno y Buitrén, 2004; Atlas, 1993).

1.1.1. Clorofenoles

Son compuestos extremadamente téxicos y potencialmente carcinégenosy teratdgenos (Nakhla,
1993), que debido a su toxicidad, concentracion, y persistencia, son causa de preocupacion por sus
efectos en la calidad de vida. A pesar del conocimiento que se tiene acerca de la degradacion de los
clorofenoles, alin siguen encontrandose comunmente en |las aguas residual es.

Actuamente se utilizan en la industria petroquimica, en la fabricacion de fungicidas y de
herbicidas. La presencia de estos compuestos en los medios naturales (cuerpos de agua y mantos
fredticos) procede también de los subproductos del blanqueamiento de pulpa, desinfeccion de agua, o
incineracion de desperdicios y también pueden formarse como subproducto del rompimiento quimico y
bioldgico de los herbicidas fenoxi tales como el 2,4- &cido diclorofenoxiacético (Buitrén et al., 2005;
Nordin, 2004).



L os clorofenoles son més téxicos que los fenoles debido a la presencia de atomos de cloro en la
molécula organica, siendo mas dificil de biodegradar 1a molécula a aumentar el nimero de atomos de
cloro.

Debido a su toxicidad, tendencia a acumular y la persistencia en el ambiente, la contaminacion
de clorofenoles en suelo y agua es un grave problema, y la remediacion es en estos momentos
imprescindible.

El término de biodegradacion implica la degradacion molecular de una sustancia,
frecuentemente en un medio acuoso, que resulta de acciones complejas de organismos vivos. La
biodegradacion permite la remocion de los compuestos xenobiéticos del medio transformandolos en
productos minerales y biomasa. Es bien conocida la biodegradacion de los clorofenoles. Una de las
ventgjas de esta técnica es su bajo costo comprado con otras técnicas de limpieza tradicionales tales
como la incineracion de residuos. La sensibilidad de las bacterias hacia los clorofenoles varia
dependiendo del tipo de compuesto y de las especies bacterianas involucradas. Los procesos de
tratamiento biolégico para estos contaminantes necesitan ser disefiados de manera cuidadosa y
supervisados continuamente para prevenir efectos téxicos en los microorganismos responsables de la
degradacién (Nordin, 2004).

Se ha demostrado que la glucosa y e fenol pueden ser utilizados como cosubstratos de
crecimiento en la biodegradacién cometabdlica del 4-CF (Tarighian, et al., 2003).

Algunas de las maximas concentraciones de 4-CF degradadas han sido reportadas por Buitron et
al., (2003) con concentraciones de 400 mg/L dentro de un reactor SBR automatizado.

1.1.2. Ruta metabdlica de degradacion del 4-Clorofenol (4-CF)

Los catecoles son los productos iniciales de la oxidacion de hidrocarburos arométicos. En la
mayoria de |os microorganismos, la aperturadel anillo se da através de dos vias, llamadas, orto y meta.
En el caso orto (intradiol), €l rompimiento del anillo se da entre los dos grupos hidroxilo del catecol,
mientras en la via meta (extradiol), el rompimiento puede ocurrir al lado de uno de los grupos hidroxilo.
La via de rompimiento depende de muchos factores, como € tipo de hidrocarburo aromético, las
especies bacterianas, y € modo de induccion (fig. 1.1).

L os productos del rompimiento son posteriormente metabolizados a intermediarios del ciclo de
los &cidos tricarboxilicos. El rompimiento orto lleva alaformacion de succinil-CoA y acetil-CoA. Y la
via de rompimiento meta del catecol lleva alaformacion de acido piravico, acetaldehido, oxal oacetato,
malato o succinato (Nordin, 2004).

Se considera completa la biodegradacion de los compuestos arométicos hal ogenados cuando €l
anillo es roto para generar didxido de carbono, aguay biomasay el haldgeno organico es mineralizado.
La degradacion de 4-CF se ha estudiado ampliamente, y las vias de degradacion estan bien
caracterizadas. Se han aislado diversas bacterias aerobias y hongos capaces de degradar 4-CF, en la
tabla 1.1. se indica la diversidad de microorganismos capaces de degradarlo y sus mecanismos de
degradacion.

Cuando por condiciones desfavorables, el rompimiento del anillo es por via meta, se genera un
metabolito amarillo [lamado &cido semialdehido 5-cloro-2-hidroximucoénico, € cua es un inhibidor de
los microorganismos (Soto, 1999).
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Tabla 1.1. Ejemplos de microorgani smos gque degradan 4-CF

Microor ganismo M ecanismo Referencia
Rhodococcus sp. cepas An117 y An213 A Inn et al., (1989)
Rhodococcus erythropolis 1cp A Gorlatov et al., (1989)
Azotobacter chroococcum cepa MSB1 A Balajee y Mahadevan (1990)
Arthrobacter sp. - Kramer y Kory (1992)
Alcaligenes sp. cepaA7-2 A Schwien y Schmidt (1982)
Candidatropicalis A Ivailov et al., (1983)
Candida maltosa A Polnisch et al., (1992)
Penicillium frequentans Bi 7/2 A Hofrichter et al., (1993, 1994)
Acinetobacter, Brevibacillus y - Moreno y Buitron (2004)

Pseudomonas

A: Hidroxilacion a clorocatecol con deshal ogenacion del anillo bencénico

1.2. Aclimatacion

Al describir a grosso modo el problema del tratamiento del agua residual industrial, se debe
enfatizar primeramente la necesidad de aclimatar la biomasa de cultivos mixtos aerobios, especialmente
S se trata de compuestos xenobi éticos (Moreno-Andrade y Buitrén, 2004).

La aclimatacion es el periodo en € cual se hace perceptible la biodegradacion de un compuesto,
lograndose solo cuando la estructura del compuesto puede ser atacada por las enzimas sintetizadas por
los microorganismos involucrados, € cual puede considerar una adaptacion o periodo lag. Puede
definirse como €l intervalo de tiempo entre la adicion de un quimico en el ambientey la deteccion de su
pérdida (Alexander, 1999).

Esta aclimatacion se ha detectado para diversos compuestos como son: herbicidas. endotal,
monuron, insecticidas. azinfosmetil, metil paration, fungicidas: vinclozolin, iprodion, hidrocarburos
aromaticos policiclicos. naftaleno, antraceno y otros. Fenol, 4-CF, 4-Nitrofenol, Clorobenceno, 1,2- y
1,4-diclorobenceno, 3,5-acido diclorobenzoico y difenilmetano (Alexander, 1999).

El proceso de aclimatacion conlleva varios mecanismos de |os microorganismos como son: (a)
proliferacion de poblaciones pequefias especializadas; (b) adaptacion a la presencia de toxinas; (C)
combate a la depredacion por protozoarios; y (d) aparicion de un nuevo genotipo, que les permita
sobrevivir.

Cuando los cultivos mixtos son aclimatados a un nuevo o inusual quimico, la duracion de esta
etapa va de pocas horas a varias semanas 0 meses dependiendo del tipo y concentracion del compuesto,
cantidad y calidad del inéculo utilizado, presencia de enzimas inducibles, asi como de las condiciones



ambientales (temperatura, pH, aireacion, concentracion de nitrogeno, fésforo y otros nutrientes)
(Moreno y Buitrén, 2004).

Se ha comprobado que los cultivos aclimatados incrementan la actividad microbiana con
respecto a la degradacion de los toxicos orgénicos si estos cultivos estan adecuadamente inducidos
(Buitron y Capdeville, 1995), llegando a degradar concentraciones de hasta 1400 mg/L (Buitron et al.,
2003).

1.2.1. Mecanismos enzimaticos

L os microorganismos producen muchas enzimas a pesar de que sus sustratos no estén presentes.
Estas son conocidas como enzimas constitutivas. En contraposicion, las enzimas inducibles se
sintetizan en cantidades apreciables solo cuando € sustrato, o una sustancia quimica estructuralmente
similar, esta presente. Muchas de las enzimas involucradas en |a degradacion de compuestos sintéticos
son inducibles, por gemplo, muchas de las dehalogenasas que remueven cloro de las moléculas
halogenadas (Alexander, 1999).

Existen microorganismos capaces de degradar compuestos aromaticos sintéticos. Durante el
metabolismo aerobio de estos compuestos las bacterias expresan una bateria de sistemas enziméticos
para convertir el sustrato a estructuras anilladas desestabilizadas dihidroxiladas, como |os catecoles. El
catecol es un intermediario en la degradacién de compuestos como € benzoato, naftaleno, salicilato y
fenol. Los catecoles sustituidos son intermediarios en el catabolismo de derivados metilados y clorados
de estos compuestos (Nordlund et al., 1993).

1.2.2. Cambios genéticos

L os microorganismos sufren cambios genéticos como resultado de la aparicion de un mutante en
la poblacion o la transferencia de informacion genética de una especie a otra. Tales eventos se dan a
baja frecuencia, por 1o que solo algunas células en una poblacion poseeran un nuevo genotipo con las
nuevas caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, si € nuevo genotipo posee caracteristicas fisiologicas
gue le den ventajas selectivas, éste se multiplicara. El poseer enzimas que degradan un sustrato nuevo,
como una molécula sintética, y que proporciona energia a las células que las sintetizan es sin lugar a
dudas una ventgja selectiva si otros miembros de la comunidad microbiana son incapaces de crecer a
expensas de esa molécula. Existe poca evidencia experimental de mutaciones que suceden durante la
aclimatacion, debido principal mente ala ocurrenciafortuita de las mismas (Alexander, 1999).

La transferencia horizontal de genes es la mayor fuente de evolucién bacteriana (Ochman et al.,
2000; Koonin et al., 2001). La secuencia gendémica ha mostrado que las bacterias contienen un mosaico
de genes adquiridos horizontalmente, y la proporcién de genes de origen externo puede llegar hasta un
17% (Ochman et al., 2000). Estos genes pueden ser transferidos por transposones (Tan, 1999), siendo
el vehiculo més comin de transferencia de genes |os plasmidos (Alexander, 1999).

Se sabe que las vias metabdlicas de los compuestos xenobidticos evolucionan por €l
reclutamiento de enzimas de otras vias metabolicas y de alteraciones de |os correspondientes genes por
mutaciones y recombinaciones (Coopley, 2000). La transferencia de genes involucrados en la
biodegradacion se ha mostrado que tiene lugar en medios conteniendo dos diferentes bacterias. Por
gjemplo, la capacidad de degradar clorocatecoles puede ser transferida de una cepa de Pseudomonas a
otra cepa de Alcaligenes, y €l nuevo genotipo puede metabolizar 2-, 3-, y 4-CF, una propiedad que
ninguna de las bacterias madres posee (Schwien y Schmidt, 1982). Igualmente, la transferencia de
genes que codifican los pasos del metabolismo de 3-Clorobenzoato puede darse entre cepas diferentes
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de Pseudomonas (Rubio et al., 1986). Sin embargo, todavia no se ha confirmado la transferencia de
genes gque conducen a la evolucion de nuevos genotipos involucrados en la biodegradacion en
ambientes naturales o muestras ambientales que han sido llevadas a laboratorio (Alexander, 1999).

Muchas vias catabdlicas aromaticas estan codificadas en plasmidos, y en algunos casos se han
encontrado total o parcialmente codificadas en grandes transposones (Nordlund et al., 1993).

1.2.3. Multiplicacion de microor ganismos especializados
Wiggings et al., (1987) propusieron que hay una seleccion y multiplicacion de microorganismos
especializados durante la fase de aclimatacion.

Se han identificado algunos microorganismos en la degradacion de uno o mas de los siguientes
compuestos: fenol, 4-CF, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol (Aeromonas sp., Acinetobacter sp.,
Brevibacillus sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter chlorophenolicus A6, Pseudomonas putida,
Flavimonas oryzihabitants, Chryseomonas luteola) y dos micobacterias (Buitron et al., 1997; Moreno y
Buitron, 2004; Nordin, 2004). Estos microorganismos especializados adquieren la habilidad de
degradar otros compuestos andlogos a quimico a cual fueron aclimatados. Por gemplo, la
aclimatacion de los organismos que metabolizan fenol en el agua, dara como resultado un aumento del
metabolismo de 4-CF, 3-aminofenol y m-cresol (Shimp y Pfaender, 1987).

1.3. Actividad Microbiana

Se puede definir |a actividad microbiana como el conjunto de procesos metabdlicos, al degradar
un sustrato, que llevan a cabo los microorganismos para sus procesos vitales (mantenimiento,
crecimiento, respiracion y motilidad celular).

En los sistemas de remocion biologica de nutrientes, la tasa de remocion de nutrientes es una
funcion del metabolismo microbiano y/o crecimiento. Los sustratos son convertidos a productos por
reacciones catalizadas a través de la actividad microbiana.

Podemos clasificar a los microorganismos aerobios en tres tipos dependiendo de su estado
fisiolégico:
¢+ Microorganismos activos

Son aquellos que consumen oxigeno. Se dividen en:

. Viables. Aquellos microorganismos con funciones celulares basicas como son:

reproduccion, actividad metabdlica e integridad de la membrana.

. No Viables. Aquellos cuyo material genético pudo ser dafiado y por ello pueden
perder su capacidad de multiplicarse, y por o tanto de biodegradar.

. Estado latente. Estado reversible de bga actividad metabdlica, sus formas
esporuladas son debidas a un largo periodo de ayuno o condiciones ambientales adversas en €l
cual pueden persistir sin reproducirse.
¢+ Microorganismos muertos

No presentan actividad metabdlica, su membrana celular ha sido dafiada aunque sus
estructuras principal es pueden estar presentes.

1.3.1. Medidas para determinar la Actividad Microbiana
En un sistema bioldgico de tratamiento de agua es necesario mantener la actividad microbiana
tan alta como sea posible. Para esto, se necesita una estrategia de control del proceso.
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La actividad microbiana puede llegar a bajar debido a la concentracién de los toxicos a los que
fueron aclimatados, ya que concentraciones altas inhiben a los microorganismos, 0 en el caso de una
mezcla complegja retardan |a degradacion de otros compuestos presentes. También al eliminar de la
alimentacion el toxico a que fueron adaptados los microorganismos aclimatados, disminuye su
capacidad de degradacion (Buitron et al., 1994).

La actividad microbiana se puede medir de manera directa o indirecta a través de diversas

técnicas como son:

e Contenido de Adenosin Trifosfato (ATP)

Hidrdlisis de diacetato de fluoresceina (FDA)
Cuenta directa de naranja de acridina (NA)
Cuenta heterétrofa en placa
Citometriadeflujo

M étodos respirométricos de consumo de oxigeno y produccién de didxido de carbono

e Actividad de deshidrogenasa por medio del INT
En latabla 1.2 se presentan las ventgjas y desventgjas de cada uno de |os métodos.

Tabla1.2. Ventagjasy desventajas de las diferentes técnicas utilizadas para medir la actividad microbiana

Técnicas

Desventgjas

Ventgas

Adenosin Trifosfato
(ATP)

Presenta interferencias debidas a su
sensibilidad. No muestra actividad
real.

Expresa biomasa viable (Frolund, 1995).

Diacetato de
Fluoresceina (FDA)

Sobrestima biomasa viable. Sin
correlacion con actividad o biomasa
(Jorgensen, 1992). No penetra la
pared de |as bacterias Gram-.

Se enfoca en microorgani smos saprofitos.

Naranja de Acridina
(NA)

No reflgja actividad (Bitton, 1993).

No detecta  ultramicrobacterias.
Reacciona con  particulas no
biol 6gicas.

Cuantifica microorgani smos.

Citometriade Flujo

Requiere equipo costoso (Jansson,
1997) y personal calificado.

Réapiday poco laboriosa.

Cuenta Heterotrofa
en Placa

Baa estimacion de biomasa para
muestras ambientales. Mide
abundancia. Consume mucho tiempo
(Andreottolaet al., 2002)

ComuUnmente utilizada Aidla

mi croorgani Smos especificos.

Respirometria

Sensibilidad de la membrana a
perturbaciones ambiental es.

Expresa cantidad de biomasa activa
Medicién en linea sencillay rapida.

Cloruro de 2-(p-
iodofenil)-3-(p-
nitrofenil)-5-fenil
tetrazolio (INT)

Procedimiento complejo, reactivos
peligrosos y de alto costo. No mide
especificidad (Andreottola et al.,
2002)

Sencillo, sensible y mide actividad
respiratoria (Stubberfield y Shaw, 1990).
Correlacion con el consumo de oxigeno
(Chang-Won et al., 1994).




La técnica de produccion de ATP expresa la cantidad de biomasa viable pero es
extremadamente sensible y no muestra una actividad real (Karl, 1993).

El FDA es un sustrato no fluorescente €l cua es hidrolizado por enzimas intray extracelulares
tales como esterasas, proteasas, hidrolasas y lipasas, para dar fluoresceina la cual permanece en las
células y puede cuantificarse por espectrofotometria (Inbar et al., 1991; Ryckeboer et al., 2003). Estas
enzimas estan relacionadas con la descomposicion de tgjidos, por ello se enfoca en microorganismos
saprofitos. Se ha observado que esta técnica sobreestima la biomasa (Jorgensen, 1992). Ademas, €l
FDA dificilmente penetrala pared de las bacterias Gram-.

La cuenta total de bacterias con NA es un método popular para determinar € nimero de
microorganismos en muestras ambientales via microscopia de epifluorescencia. El NA se une a los
&cidos nucleicos con el complejo &cido ribonucleico (RNA) fluoresciendo rojo-naranja (células activas)
mientras que e complejo acido desoxirribonucleico (DNA) fluoresce verde (células inactivas). Este
método da informacién en nimero y biomasa de los microorganismos establecidos, sin reflgjar
necesariamente la actividad microbiana (Bitton, 1993; Rebillard y Torre, 1993). En €l caso de las
ultramicrobacterias tienen poco DNA para su deteccion. El DNA proveniente de otro material bioldgico
puede también interferir con la imagen (Jansson, 1997). Aunado a todo esto el NA puede reaccionar
con particulas no biolégicas (Rebillard y Torre, 1993).

La cuenta heterétrofa en placa es el método méas comin para la estimacién de la abundancia de
células viables en muestras ambientales, pero no detecta a los microorganismos en periodo latente o
con periodos lag mayores a los de incubacion. La formacion de colonias en € medio de cultivo puede
ser inhibida por interacciones antagonistas con colonias vecinas o por la competencia de nutrientes, asi
como también es afectada por la selectividad del medio y condiciones de cultivo que conducen alabaja
estimacion de su nimero (0.1-10% eficiencia) (Jansson, 1997).

Existe una controversia entre investigadores con respecto a las “células viables pero no
cultivables’ (Roszak y Colwell, 1987), esto es particularmente importante para dar un seguimiento alos
mi croorgani smos activos metabdlicamente y/o potencialmente infecciosos. Sin embargo, a pesar de sus
inconvenientes el medio puede ser disefiado para seleccionar organismos o0 grupos especificos que
degradan compuestos xenobidticos, nitrato o celulosa, afiadiendo estos compuestos en € medio como
Unica fuente de carbono y energia o variando las condiciones particulares de cultivo. Ademas, es
posible afiadir inhibidores para seleccionar |os microorganismos deseados (Jansson, 1997).

Finalmente, esta prueba consume mucho tiempo y da poca informacion del nivel nutriciona o
evidencia de toxicidad que puede afectar |as actividades metabdlicas y puede ser crucial en estudios de
ecologia microbiana.

La citometria de flujo es una técnica de alta velocidad, que nos proporciona andlisis de datos
multivariantes, realiza una clasificacion celular siendo especificay es menos laboriosa que el NA, pero
el equipo utilizado es muy costoso y necesita de personal calificado para operar (Andreottola et al.,
2002; Jansson, 1997).

L a técnica de respirometria por cuantificacion de O, y CO,, presenta muchas ventajas sobre las
técnicas convencionales. La cantidad de CO, producido o de O, consumido por los microorganismos
activos metabdlicamente es proporcional a sustrato mineralizado. El equipo utilizado para medir O, es
menos sofisticado que el de CO, y las mediciones se obtienen répidamente. Una de sus desventajas es
la sensibilidad de la membrana a perturbaciones ambientales. Diversos autores han propuesto, como
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estrategia de control en linea de lodos activados, la medida de consumo de oxigeno (Buitrén et al.,
2003, Rozzi et al., 2003).

El método de INT ha sido utilizado desde hace algunos afios para medir la actividad microbiana
con €l fin de realizar un seguimiento del funcionamiento de lodos activados (Kim et al., 1994). El
método de INT tiene correlacion con e consumo de oxigeno (Chang-Won et al., 1994) y es unatécnica
sencilla y sensible para determinar la actividad microbiana de organismos en cultivos mixtos
(Stubberfield y Shaw, 1990). ElI INT (soluble) es transformado a INT-formazan (INTF, insoluble) el
cual es depositado en las células activas como cristales intracelulares obscuros que se cuantifican por
colorimetria después de su extraccion con metanol (Kim et al., 1994).

1.3.2. Actividad Deshidrogenasa

Las deshidrogenasas son enzimas intracelulares de oxido-reduccion que participan en el
transporte de electrones de los sustratos organicos hasta los aceptores finales de electrones. En €
metabolismo aerobio el aceptor final de electrones es el oxigeno y por esto la tasa de consumo de
oxigeno reflgja la actividad total deshidrogenasa (ADH). Los colorantes de Oxido-reduccion que
compiten con el oxigeno en el sistema de transporte de electrones (STE) han sido utilizados para medir
ADH. Estos incluyen azul de metileno, resazurina y sales de tetrazolio como el INT y el cloruro de
trifeniltetrazolio (TTC).

Las sales de tetrazolio en estado oxidado son solubles en agua (por €l carécter cationico del
anillo de tetrazolio heterociclico) ademas de ser amarillas o incoloras, y bajo condiciones de moderada
reduccion se convierten en sales de formazan intensamente coloreadas (insolubles en agua por su
neutralidad) (Iskiyama et al., 1993) que pueden extraerse con un solvente organico y medirse
espectrof otométricamente a 480-490 nm. Estas sales se caracterizan por un heterociclo de 4 atomos de
nitrégeno y 1 atomo de carbono, y éste Ultimo se abre biol égicamente. Como & formazan se deposita
en las células, es posible contar |os organismos activos metabdlicamente.

El INT es un compuesto que ha sido ampliamente utilizado para la medicion de la actividad
microbiana en aguas, sedimentos y lodos activados (Johnsen et al., 2002; Katsifas, et al., 2000), y sobre
todo para evaluar la toxicidad de los compuestos xenobioticos (Johnsen, et al., 2002). La prueba se
realiza espectrofotométricamente después de extraer la sal de formazén reducida en las células
metabdlicamente activas de una muestra, actuando como aceptor externo para detectar la actividad
microbiana. Esta medida de actividad se basa en la reduccion de |as sales de tetrazolio solubles en agua
eincoloras a cristales rojos de formazan insolubl es.

Este método se basa en el acoplamiento del complejo de enzimas de succinato deshidrogenasa
gue oxida succinato a fumarato en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos para € STE de la cadena
respiratorialo cua es una medida de la actividad metabdlica. La actividad microbiana puede estimar la
capacidad de oxidacion de un sistema de tratamiento bioldgico (Manias, 1991).

El INT tiene bajo potencial redox (+90mV) que lo hace un buen competidor frente al oxigeno
(+560mV) por los electrones en € STE y esto elimina la interferencia con oxigeno en el ensayo
(Manias, 1991; Bauer, 1991). El método de ADH puede determinarse por extraccion de INTF (ADHe)
0 por cuenta microscopica de cristales de INTF (ADHc) (Chang-won, et al., 1994) ésta Ultima mide
microorganismos libres.
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Cloruro de p-iodonitrofenil tetrazolio

/N —N ——CgH, ——1|

CeHs —C ‘

N:N + Cl'

N

CeHs —NO,
p-iodofenil-p-nitrofenil-fenil-formazan

CeHs

| —CgH4 —N =N —C =N _N_C6H4_N02

H

Figura 1.2. Formulas desarrolladas del INT

1.3.3. Respirometria

La respirometria es la medida e interpretacion de la tasa de respiracion (OUR; oxygen uptake
rate) de la biomasa presente en los lodos activados. La tasa de respiracion es la cantidad de oxigeno por
unidad de volumen y tiempo que es consumido por 10s microorganismos en un sustrato orgénico. Para
medir esta cantidad de oxigeno consumida se utiliza un instrumento Ilamado respirometro el cual es
econémico, confiable y no requiere de personal especializado para su operacion. Estatécnicasirve para
controlar el proceso de lodos activados debido a que latasa de respiracion esta directamente unida a dos
importantes procesos bioquimicos que deben controlarse en una planta de tratamiento de aguas
residuales: actividad microbiana y consumo de sustrato (Yoong et al., 2000; Adani et al., 2003), los
cuales son factibles sensar por otros métodos pero resultan costosos o laboriosos.

Esta metodologia se basa en la relacidn cuantitativa entre el consumo de oxigeno, el consumo de
sustrato y el crecimiento de la biomasa (microorganismos aerobios). Esta relacion permite el uso de los
datos del consumo de oxigeno como una medida alterna para los datos de remocién de sustrato.

Actualmente, los respirometros se utilizan en las industrias para evaluar € impacto de desechos
industriales en |os procesos de tratamiento de aguas residuales municipales (Nguyen et al., 2000).

1.4. Sistema SBR

El reactor SBR (Sequencing batch reactor) es un proceso de cultivos mixtos de biomasa en
suspension y se caracteriza por un vaciado y llenado periddico. La forma frecuente de operacion de un
SBR consiste en llenar € tanque hasta su volumen maximo utilizando el mayor flujo de agua y luego
esperar un tiempo fijo suficientemente largo para asegurar que la concentracion de téxicos hallegado a
su nivel deseado. En la préctica en las plantas de tratamiento de agua residual (PTAR) se utiliza
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normalmente un ciclo de 24 h para la reaccion. Cada tanque efectla las funciones de igualacion,
aireacion y decantacion en una secuencia con respecto al tiempo.

El sistema SBR funciona normalmente en cinco fases: 1) llenado, 2) reaccion, 3) decantacion, 4)
vaciado y 5) tiempo muerto. En la fase de llenado e influente tiene una homogénea distribucion de
biomasay sustrato, ya que durante esta etapa puede estar en funcionamiento la aireacion que permite la
respiracion de los microorganismos y la adecuada agitacion. En la fase de reaccion, el reactor contintia
con la aireacion y agitacion, y es agui donde los microorganismos degradan casi en su totalidad los
contaminantes. El tiempo de duracién de esta fase depende de la experiencia del operador y/o esta4
basado en pruebas piloto. Una vez concluida esta fase se inicia la decantacion, en la cual el volumen
contenido permanece en reposo durante € tiempo que permita la sedimentacion de la biomasa
suspendida. Este periodo es variable dependiendo de las caracteristicas especificas del reactor y de la
sedentabilidad de los floculos. Después de la sedimentacidn, se procede a la decantaciéon del
sobrenadante clarificado, quedando los microorganismos remanentes en el fondo del reactor en
condiciones de iniciar un nuevo ciclo. Después de |la etapa de vaciado, podria realizarse la purga de la
biomasa anterior, con €l fin de sustituirla por biomasa nueva. La etapa de tiempo muerto es conveniente
s el reactor es parte de una serie de reactores en paralelo 0 en caso de no existir suficiente influente que
amerite iniciar otro ciclo. Durante este tiempo los lodos contintian respirando, aunque la alimentacion
del influente no se realiza. También en estafase pudiera ocurrir la muerte natural de microorganismosy
fuese conveniente purgar biomasa.

La manera en la que se determinala duracién de las fases se denomina: Estrategia de Operacion,
y tiene un gran impacto en las caracteristicas del SBR (Moreno y Buitrén, 2002). El control del sistema
se puede llevar a cabo através de captores de nivel, de temporizadores o de medios computarizados.

El proceso SBR presenta ventagjas con respecto a los procesos continuos para el tratamiento de
aguas contaminadas como son:

e Consorcio de microorganismos con altos rendimientos

e Ladegradacion de los compuestos se realiza en funcién del tiempo, ya que dependiendo de la
concentracion del sustrato se puede aumentar o disminuir la duracién del tratamiento, de tal
manera gque, en caso de haber un choque de concentracion (aporte puntual de un toxico), se
puede prolongar la duracion del tratamiento para cumplir con las normas

e Disminucion en costos de inversion, debido a que € mismo tanque sirve de reactor y de
sedimentador asi como en costos de operacion, ya que la demanda de energia es menor que en
los sistemas convencionales (Steinmetz et al., 2002)

e Mejoramiento en la decantacion de la biomasa debido ala operacion ciclica del reactor

A pesar de las ventajas sobre |os reactores en continuo los sistemas SBR operados en la forma
usual adolecen de algunas dificultades como son:

1. Inhibicion causada por sustancias toxicas que disminuyen la capacidad de degradacién
de la biomasa por altas concentraciones, 1o cual nos lleva a una aclimatacion previade la
biomasa a la sustancia toxica y tiempos de reaccion largos para asegurar la
mineralizacion del toxico.

2. Choques de concentracion del toxico sustanciales e inusuales en €l influente que llevan a
mayores tiempos de degradacion. Al recibir una alta concentracion del toxico la biomasa
puede verse seriamente afectada en sus caracteristicas fisiol 6gicas e inclusive morir.
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3. Disminucion de la capacidad de los microorganismos para realizar la degradacion debido
alafalta de sustrato toxico por periodos largos de tiempo (ayuno) (Buitrén y Capdeville,
1995).

4. Ineficienciay baja confiabilidad en la operacion aunada a la combinacion de los factores
anteriores y la forma usual de operacion conducen a una baja eficiencia del reactor en
términos de la cantidad del influente tratado. Adicionalmente las diversas perturbaciones
presentes en la operacion del sistema hacen que no se tenga ninguna certeza de que el
téxico haya sido degradado al final del ciclo.

Una estrategia de control para el reactor puede llegar a eliminar las desventgas anteriormente
expuestas (Dudley et al., 2004, Moreno y Buitron, 2002) y depende basicamente de la reduccion en el
tiempo de reaccion (Buitron et al., 2003).

1.5. Influencia de los periodos de ayuno

Aun cuando los microorganismos se aclimatan a un compuesto téxico, los periodos de ayuno a
los que se ven sometidos influyen negativamente sobre el tiempo de degradacion (Buitron, 1993) y
produce una disminucién de la actividad y la muerte de microorganismos (Coello et al., 2003).

Arbuckle y Kennedy (1989) observaron que un reactor alimentado con 4-CF y una mezcla de
compuestos organicos (urea, peptona, extracto de carne y lactosa), alimentado con lodos activados
aclimatados al 4-CF perdio su actividad microbiana cuando €l compuesto se elimina del influente. La
tasa de degradacion del 4-CF disminuye después de 1 dia de ayuno un 30% y 56% al transcurrir dos
dias de ayuno.

Segun Torres (1999) experimentos con 4-CF mostraron gue la tasa méxima de crecimiento
especifico (umax), disminuye después de un periodo de ayuno de 4, 8, 12, 24y 36 h de 0.35 a0.15 h™.
Ademas se demostré que la viabilidad disminuye a incrementarse e periodo de ayuno, llegando a
perderse hasta un 76% después de 36 h de ayuno.

Experimentos realizados por Moreno-Andrade y Buitron (2004) indican que durante el ayuno se
observa una disminucion en la tasa de degradacién especifica (0x) ademés de una pérdida de actividad,
medida como tasa especifica de consumo de oxigeno. Estos resultados indican que e grado de
desaclimatacién de los microorganisSmos en ayuno parece ser determinado por la historia de la biomasa.
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HIPOTESIS

La estrategia de operacion del bioreactor influye en las eficiencias de degradacion de 4-
clorofenol. La aimentacion Optimamente controlada en un reactor discontinuo permitira mantener
elevada |a actividad metabdlica de los microorganismos, lo cual se verareflejado en un incremento en

la eficiencia de degradacion y menores tiempos de degradacion.

OBJETIVO

El objetivo general de este trabgjo fue evaluar lainfluencia que tienen 3 estrategias de operacion
de un proceso biolégico sobre la actividad de los microorganismos degradadores de 4-CF, medida a

través de la actividad deshidrogenasa y respirométrica

L os objetivos particulares fueron:

1. Implementar una técnica para la determinacion de la actividad deshidrogenasa (técnica del
INT) y respirométrica para la medicion de actividad microbiana, las cuales indicaran el estado
metabolico y de respiracion de |os microorgani smos

2. Comparar la actividad microbiana en un reactor continuo y discontinuo, para tener una
referencia de sus valores de eficiencia

3. Evaluar la actividad microbiana del reactor discontinuo operado bgo tres estrategias de

operacion
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Capitulo 2

METODOLOGIA

2. Estrategia experimental

Se estudié la operacion de un reactor continuo y un reactor discontinuo secuencial (SBR). En el
sistema SBR se estudiaron tres diferentes estrategias de operacion [lamadas. a)de tiempo fijo, b)de
tiempo variable y c)con flujo Optimamente alimentado. El funcionamiento de cada una de las
estrategias se realizé por medio de la medicion de actividad microbiana la cual fue medida a través de
la técnica de deshidrogenasa con INT, asi como se midieron eficiencias de degradacion, solidos
suspendidos volétiles (SSV) y oxigeno disuelto (OD). En este capitulo se describira con detalle la fase
experimental .

Reactor Continuo. El sistema continuo funcionaba de manera constante, de modo que € sustrato
entrara de manera intermitente con una velocidad constante la cual eraregulada paralograr |os tiempos
de retencién hidraulica (TRH) deseados. Este reactor se utilizé para comparar €l funcionamiento del
sistema SBR.

Reactor SBR. La estrategia de tiempo fijo consistié en establecer un tiempo de 10 min de
[lenado, un tiempo fijo de reaccion donde variaron los TRH, un tiempo de sedimentacién de 30 min 'y
un tiempo de vaciado de 10 min. En la busqueda de aternativas de optimizacion de PTAR, se proponen
2 estrategias de control. En la estrategia SBR de tiempo variable se determina el tiempo de reaccion a
medir la concentracion de OD en el reactor, utilizando un agoritmo de control que detiene
autométicamente la etapa de reaccion. Y en la estrategia SBR con flujo éptimamente alimentado se
determina el final de la reaccion utilizando la medicion del OD y un modelo que estima la
concentracion de sustrato, biomasa y volumen dentro del reactor, con el propdsito de reducir al minimo
el tiempo de degradacion del sustrato, a llevar la tasa de crecimiento hasta su valor maximo (Umax) Y
mantenerla ahi hastallenar el tanque, para después esperar a que €l sustrato se degrade al valor deseado.
Hay que enfatizar que las variables importantes del proceso (biomasa, sustrato y volumen) pueden ser
medidas en lineay que € flujo de entrada de agua al tanque esté disponible como variable de control.

2.1. Inoculo

Se inocularon los reactores con lodos activados (2100 mg/L SSV) provenientes de un tanque de
aireacion de una PTAR municipales, los cuales se transportaron a laboratorio en menos de 30 min,
para ser posteriormente cribados y aireados durante 2 h para degradar el sustrato remanente. En esta
etapa de aclimatacion se procedio a introducir el sustrato en forma de medio sintético € cual contenia
4-CF, nutrientes y oligoel ementos seguin recomendaciones de AFNOR (1985) (ver tabla2.1) y pH de 7.

2.1.1. Aclimatacion
Durante la aclimatacion, €l flujo de aire utilizado fue de 1.0 L/min, y se empled la medicion del
OD paramonitorear € comportamiento de la reaccion.

El 4-CF (grado analitico) fue empleado como unica fuente de carbono para los microorganismos
con una concentracion inicial de 50 mg/L. Al permanecer constantes los tiempos de reaccion la
concentracion se increment6 a 100 mg/L. Los lodos se consideraban aclimatados cuando la eficiencia
de degradacién era mayor a 95%.
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2.2. Descripcion del piloto SBR y continuo utilizados

El reactor SBR utilizado para todas las estrategias, fue construido con material acrilico
transparente, siendo sus dimensiones. 60 cm de altura, 15 cm de diametro interno y una doble pared de
1.5 cm utilizada como proteccion térmica, siendo su volumen utilizado de 7 L. Debido a la variacion
gue tiene e OD y los microorganismos con respecto a la temperatura fue necesario mantener el reactor
a 20°C + 2°C sugerido por Qureshi et al., (2003), con un circuito cerrado de agua, controlada por un
termostato a través de la doble pared del reactor (PolyScience model 210). La aireacion se administré a
través de un sistema de difusores porosos en su base. Para controlar el flujo del aire se utilizé una
valvula solenoide (Marca SMC Mod. VXD2142), un regulador de presiéon y un rotametro. El agitador
consistié de una flecha de acero inoxidable de 70 cm de largo, |a cual tenia dos aspas rectangulares de 5
cm * 2 cm las cuales se encontraban colocadas a 10 y 15 cm de distancia del fondo del reactor. Con un
flujo de aire entre 0.5-1.5 L/min y una velocidad de agitacién de 120 rpm, lo cual garantizaba una
buena homogeneizacion en € reactor y una concentracion de OD mayor a 2 mg/L recomendada por
Magbanuaet al., (2004).

Tabla2.1. Medio sintético con nutrientes y oligoelementos en |os reactores

Compuesto Concentracion mg/L Compuesto Concentracion mg/L
KH2PO4 19.125 FeCl3-6H,0 0.023
K2HPO4 24.45 MnCl»-4H,0 0.0026
Na;HPO,-7H0 56.63 H3BOs 0.00429
NH,4CI 5.63 ZnCl; 0.00152
MQgSO,-7H0 1.69 (NH4)sM 07,024 0.0026
CaCl-2H,0 2.73 EDTA 0.00405

Se utilizaron dos bombas peristélticas (Masterflex Mod. 7523-20), utilizadas en la alimentacion
del influente y lapurga del efluente; mismas que fueron conectadas a un temporizador (ChronTrol XT),
el cual sirvid para controlar el proceso. Se monitored el OD através de un oximetro (Mod. YSI 058) €l
cua se encontraba sumergido a 20 cm de la superficie, y estaba acoplado a un graficador (Mod. D-
1052) para imprimir el respirograma. Se coloco un No Break Tripp Lite Mod. Omnismart-2200PNP al
cual se conectaron todos |os equipos.

2.3. Estrategia de operacion en modo continuo

El sistema continuo es un tanque de acrilico transparente de 5 L con un sedimentador en €l
exterior, que mantuvo una aireacion continua a través de difusores porosos, contd con 2 bombas
peristalticas para alimentacion del influente y recirculacién de los lodos desde el sedimentador.

El reactor continuo (fig. 2.1) se llenaba de manera constante, el efluente se llevaba a un
sedimentador para retornar la biomasa al reactor y conducir € sobrenadante al drenagje. La tabla 2.2.
presenta | as condiciones de operacion utilizadas en el reactor continuo.
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Los lodos se aclimataron después de 20 dias de trabgjar en € sistema continuo a
concentraciones de 100 mg/L de 4-CF.

Tabla 2.2. Condiciones de operacion del reactor continuo

U

Influente

Flujo (Q) del | Recirculacion TRH (h) Carga volumétrica Tiempo de
influente (L/h) (L/h) (mg 4-CF/L-d) retencion celular
(TRC) (dias)
0.208 0.624 5,8,11, 16, 32 50, 100 18
v
Efluente
£ —»
Sedimentador
—R
Bomba Lodo
<

Fig. 2.1. Esguema de la estrategia de operacion en modo Continuo

2.4. Estrategia de operacion en modo discontinuo

2.4.1. Estrategia detiempo fijo
L a estrategia de operacion de tiempo fijo consistio en llenar el reactor de manerarpiday poder
esperar el tiempo necesario para eliminar el sustrato. Uno de sus inconvenientes es la duracién de la

etapa de reaccion la cual puede ocasionar periodos de ayuno.

Esta etapa se inicié después de una aclimatacion de los lodos que durd 27 dias con ciclos de 24
h. Después de la etapa de aclimatacion el tiempo de llenado fue de 10 min, con un tiempo de reaccion
fijo de 4, 6, 8, 12y 24 h, la sedimentacién se fijé en 30 min, y el tiempo de vaciado en 10 min, sin
considerar el tiempo muerto. Aungue se superviso continuamente el consumo de OD no se utilizé como
herramienta de control en esta etapa. En un inicio los lodos tenian poca sedimentabilidad por 1o que en
los primeros ciclos la fuente de carbono se alimentaba directamente sin intercambiar agua hasta

alcanzar progresivamente un volumen intercambiado del 75%.

Enlafig. 2.2. se observa el arreglo de la estrategiade tiempo fijoy en latabla2.3. seindican las
condiciones de operacion de |la estrategia de tiempo fijo.

18



Tabla 2.3. Condiciones de operacion de la estrategia de tiempo fijo

Decantacion|Vaciado| TRH (horas) TRC Volumen Carga volumétrica
(min) (min) (dias) | intercambiado (mg4CF/L-d)
(%)
30 10 5, 8,11, 16, 32 34 75 50, 100

2.4.2. Estrategia detiempo variable

En la estrategia de tiempo variable se llend el reactor utilizando el mayor flujo posible de aguay
el tiempo de degradacion se determind midiendo la concentracién de OD en € reactor. Cuando el OD
Ilega a la saturacion después de pasar por el minimo, el algoritmo de control automaticamente detiene
la reaccion, iniciando la siguiente etapa del proceso. Es posible implantar la estrategia de tiempo

variable ya que existe una relacion estrecha entre el sustrato y la concentracion de OD.

7

11

Aire

| nfluente

10

Fig. 2.2. Arreglo del equipo SBR. Reactor (1), agitador (2), bomba de llenado (3), bomba de vaciado (4), vdvula
solenoide (5), rotametro (6), vavulade presion (7), temporizador (8), calentador (9), tanque de alimentacién
(20), medidor de oxigeno (11), graficador (12).

Con e empleo de técnicas respirométricas se puede conocer € final de la reaccion y de esta
manera controlar el sistema evitandose periodos de ayuno que afectan la actividad microbiana (fig. 2.5).
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Mendozay Buitron (1998) indican la méxima actividad microbiana en un ciclo del reactor SBR
coincidiendo con e 90% de degradacion del sustrato. El influente fue el mismo medio sintético de 4-CF
y una mezcla de nutrientes siendo el volumen intercambiado de 75%.

2.4.3. Estrategia con flujo éptimamente alimentado

Esta estrategia fue unamejor opcion para minimizar el tiempo de degradacion del toxico, 1o cual
se logré con técnicas de optimizacion dinamica que consisten en regular Q para mantener la
concentracion de sustrato dentro del reactor en un valor donde la tasa de crecimiento fuese maxima
(Moreno y Buitron, 1998). Con la medicién del OD y un modelo que estimo los demas estados del
sistema (concentracién de sustrato, biomasay volumen), se determiné €l final de lareaccion.

Enlafigura 2.3. se observa el arreglo del equipo tanto en la estrategia de tiempo variable como
en la de flujo Optimamente alimentado.

Aire 7

Influente

AR

9

Figura 2.3. Arreglo del equipo en la estrategias de tiempo variable y con flujo 6ptimamente alimentado.
Reactor (1), agitador (2), bomba de Ilenado (3), bomba de vaciado (4), valvula solenoide (5), rotametro (6),
vélvula de presion (7), tarjeta de adquisicion de datos (8), termostato (9), tanque de alimentacién (10), medidor
de oxigeno (11).

o

O
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La estrategia con flujo Optimamente alimentado regula la tasa de alimentacién a través de la
medicién de OD para mantener una concentracion de sustrato Optima constante en el reactor, dando
como consecuencia una disminucion del tiempo de reaccion, y evitando la inhibicién de la biomasa por
altas concentraciones del sustrato y periodos de ayuno.
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El reactor tuvo una concentracion inicial de 100 mg/L de 4-CF, y un volumen de intercambio
del 75%.

Para establecer el control del reactor fue necesario disponer de un modelo matemético que
describiera los fendbmenos fisicos de forma satisfactoria; para los intereses del presente trabajo, fue
suficiente con la modelacion de las fases de llenado y reaccion. El model o planteado fue un balance de
masa para cada estado del sistema: volumen, OD, biomasay sustrato.

Este modelo se utiliza para disefiar la ley de control y se busca que describa adecuadamente la
situacion fisica real, aungque no es facil cuando se trata de reacciones biogquimicas complejas como las
de un proceso bioldgico.

2.4.3.1. Modelo del proceso
El modelo matemético para € reactor propuesto por Moreno y Buitron (1998) tiene las
siguientes suposiciones y simplificaciones:

1. Sesupone biomasa homogénea, con iguales tasas de crecimiento y mortalidad

2. Considera que €l sustrato es Unico y gue su concentracion en € influente es constante y
conocida, ademas de existir la misma concentracion en cualquier punto del reactor

3. Seconsidera que la concentracion de OD es suficiente

Bajo las consideraciones anteriores, las fases de llenado y reaccion pueden ser descritas por las
siguientes ecuaciones diferenciales, las cuales provienen de un balance de masa en €l reactor:

dX Q

o X—K. - X=-X.—&n 2.1

i d Y (2.1)

ds 1 Q

e~ - X+(S -5).—&n 2.2

itV HeX+(Sy,=9) v (2.2)
x/s

do__ 1 X-b-X+K O -0)+(0_ -0 Sen 2.3

E——Y—'ﬂ' -0 A+ La'( S~ ) +( en )'T (2.3)
x/o0

dv

Vv _ 2.4

= Q% (24)

Donde:

X :  concentracion de biomasaen €l reactor, mg/L de SSV

S: concentracion de sustrato en el reactor, mg/L de 4-CF

O: concentracion de OD en el agua del reactor, mg/L

V : volumen de aguaen el reactor, L

Yx/s: coeficiente de conversion biomasa/sustrato, mg SSV/mg 4-CF
Yxo: coeficiente de conversion biomasa/oxigeno, mg SSV/mg OD
KLa: coeficiente de transferenciade masa, h™

b:  tasaespecificade respiracion endégena de biomasa, h™

Kq: tasademortandad de biomasa, h™

u: tasade crecimiento especifico de biomasa, h™

Qen: flujo de entradade agua, L/h
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Sa i concentracion de sustrato en el flujo de entrada, mg 4-CF/L
Oen: concentracion de OD en €l flujo de entrada, mg/L
Os: concentracion de saturacion de O, mg/L.

Como la cantidad de OD en € reactor se supone suficiente para que los microorganismos
respiren adecuadamente, la tasa de crecimiento de biomasa depende exclusvamente de la
concentracion de Sy presenta inhibicion con altas concentraciones de sustancias toxicas. Por €llo, se
consideré laley de Haldane:

M S
p=—"—g (2.9)
Ki+S+—
|
Con esta ley, como se puede ver en lafig. 2.4, para una concentracion de sustrato S se alcanza

una taza de crecimiento maxima ., donde dicho punto se describe por :

S =K, -K (2.6)
n =AK 2.7)
1+2 /—S
KI
Donde;

1 tasa méxima de crecimiento especifico, h
Ks: constante de afinidad, mg/L,
K, : constante de inhibicion, mg/L.

S* S
Figura2.4. Ley de Haldane.

2.4.3.2. Ley decontrol

La ley de control de tiempo éptimo considera que Qe €S la variable de control durante €l
[lenado y reaccion del sistema. Donde 0 < Qen < Qmax Y Se supone Ky = 0. Utilizando técnicas de control
optimo (Moreno y Buitrén, 1998) se tiene que unaley que permite minimizar €l tiempo de reaccién, ec.
2.8.

0 S (V=Vmx)06(S>S)
Qo= Qsng Si (V<Vma) Y (S=S) (2.8)
Quex S (V<Vima) Y (S<S)
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donde Qsng es el flujo de entradatal que S = Sy esta dado por:
i VX

Qu=y s _9
Yy (a9

(2.9)

2.4.3.3. Programa
El control del reactor serealizé utilizando € paquete MATLAB y SIMULINK.

El panel de control y visualizacion de datos permiten a usuario llevar un control sobre el
desarrollo del proceso observando la concentracion de OD real y estimado, asi como e sustrato,
biomasa, volumen y Q (fig. 2.6). Es posible cambiar |a etapa del proceso o la forma de operacién al
gjustar los parametros del modelo y calibrar € observador (Vargas et al., 2000). Ademas de la
observacion gréfica permite amacenar 10s datos que se generan alo largo del experimento.

El control del piloto utilizd un modelo que se resolvié con la medicion de Q, OD y con
estimados iniciales de biomasay sustrato; las variables medidas y estimadas se observaron en pantalla,
mientras que el controlador envia una sefial correctiva alas bombas para seguir operando.

El sistema esta definido por cada una de las partes que conforman el piloto, exceptuando €l
CPU. Asi, las bombas, € sensor de OD y la valvula de aire envian una sefid que es procesada en la
computadora, la cual a su vez retroalimenta una sefial correctiva.
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Figura 2.5. Panel de control

Cuando €l observador se encuentra calibrado adecuadamente, los valores estimados de
concentracion de sustrato son similares a los reales, lo cua resulta en un buen desempefio del
controlador, al mantener la concentracion de S en un valor Optimo. Lo cual permite mantener latasa de
crecimiento méxima, asi como regular Q y obtener el menor tiempo de degradacion del toxico.
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2.5. Método Respirométrico
Las mediciones de OD se lograron a través de un oximetro Y SI modelo 5730 (Y ellows Springs
Instrument Co., Y ellows Springs, Ohio) acoplado a una computadora.

El aparato se calibra con agua saturada de oxigeno alatemperatura de la pruebay los valores de
solubilidad se gjustan seguin la altitud a la gue se encuentra realizando la prueba. La sonda de oxigeno
se encontraba localizada a 20 cm de la superficie y cuando se alcanza el punto minimo de OD se toma
una muestra para medir €l punto maximo de actividad microbiana.

2.5.1 Respirograma patron

En € respirograma de un ciclo completo para la estrategia de tiempo fijo y variable (fig. 2.7) es
posible identificar cada una de las etapas del reactor SBR. El tiempo del ciclo, en horas, se calculo
segun la siguiente ecuacion:

T=Ti+ T+ Ta+Ts+ Ty +T + Ty

Donde:

T.: Tiempo del ciclo Ts = Tiempo de sedimentacion
T, : Tiempo de reaccion T, = Tiempo de vaciado

Tq : Tiempo de degradacion Ty = Tiempo de llenado

Ta: Tiempo de ayuno Tm = Tiempo muerto

2.6. Comparacion entre el sistema SBR y continuo

2.6.1. Variaciondel TRHy TRC

Se operd un reactor SBR con estrategia de tiempo fijo y otro continuo a temperatura ambiente,
su modo de operacion se mostrd anteriormente. Ambos reactores se operaron por un periodo de 100
dias.

La sonda de oxigeno se introduce en € reactor SBR justo después de afadir el sustrato, y
cuando se alcanza el punto minimo de OD se toma una muestra para medir la actividad microbiana ya
gue este es € punto donde se detecta su méxima medicion. En el reactor continuo puede ser medida en
cualquier momento.

El efluente de los reactores fue analizado para conocer la concentracion final de 4-CF y SSV
seguin Standard Methods (1992) ademas de medir el carbono orgénico total (COT). Aunado a esto se
realizaron pruebas de actividad microbiana con INT (Manias, 1991) y respirometria, indice volumétrico
de lodos (1VL) y un metabolito detectado a 380 nm. Se realizaron tres andisis de actividad microbiana
paracada TRH.
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Fig. 2.6. Respirograma donde se muestran las diferentes etapas de un ciclo de operacién

2.7. Técnicas analiticas
Los parametros que se determinaron fueron: concentracion de 4-CF, COT, SSV, IVL,
metabolito detectado a 380 nmy actividad microbiana através de INT y respirometria.

2.7.1. Curva Patrén de Actividad deshidrogenasa | NT-For mazan

Para redlizar esta curva patron se preparan diluciones de 5 a 35 uM de INTF en metanol
partiendo de una solucion madre de 1 mM en agua destilada, la cual es puesta en ultrasonido (90 V, 1
min) para disolver completamente los granulos, siendo €l pico de absorcion a 480 nm. Para evitar
interferencias, las celdas del espectrofotdmetro se lavan en mezcla sulfocromica, con agua destilada y
por ultimo con metanol.

La técnica para medir la actividad microbiana por medio del INT fue la descrita por Manias
(1991), la cual fue modificada para adecuarse a este trabajo experimental. El procedimiento a seguir fue
el siguiente: en un tubo de ensayo estéril se afladen 10 mL de biomasa, se le agrega répidamente 1 mL
de INT a 0.659 mM (muestra fresca y aislada de la luz) (Kim et al., 1994). Se incuba la muestra
durante 20 min a 20°C en la obscuridad. L os tubos fueron vigorosamente agitados en un vortex cada 5
min para asegurar la homogeneidad. Para detener la reaccion se afiade 1 mL de formaldehido a 37%
(p/v), se vuelven a agitar los tubos y se colocan en ultrasonido a 90 V durante 30 s. Después se tomala
cantidad determinada para un ensayo preliminar, la cual depende de la concentracion de la muestra 'y
variade 1 a 4 mL, se centrifuga por 10 min a 3700 rpm y se procede a retirar € sobrenadante. Se
adiciona suficiente metanol (9 mL) y se vuelve a colocar en ultrasonido.

Lacurva patron (fig. 2.8) que se obtuvo muestra un coeficiente de regresion r = 0.999.
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Posteriormente se mantiene el tubo de ensayo 1 h en la obscuridad, se centrifuga 10 min a 3700
rpmy selee el sobrenadante a 480 nm contra el blanco, el cual es una muestraincubada en presencia de
INT y formaldehido.

L a actividad microbiana de la muestra se calcula através de la ecuacion 2.1.
#mMOlINT — (zmol/L)* vol metanol (mL) , 3.6(1/h)

= (2.10)
gSSV —-h vol.deensayo (mL) X(g/L)

2.7.2 Determinacion de4-CFy COT

Con e propdsito de evaluar la minedlizacion del 4-CF se redlizaron las siguientes
determinaciones. La concentracion de sustrato se midio tomando muestrasy procesandolas utilizando la
técnica colorimétrica con el método de 4-aminoantipirina para la determinacion de 4-CF (Standard
Methods, 1992) el cual es medido através del espectrofotometro Hach DR/2000.

Para determinar la concentracion de COT se utiliza un analizador TOC-5050 Shimadzu. Este
aparato inyecta a la muestra previamente acidificada (1 mL H3PO,4 1:20) un flujo de aire de alta pureza
(150 mL/min) humidificado, €l cual esllevado a un tubo de combustién con un catalizador calentado a
680°C para llegar a CO,. Este gas es medido a través de un analizador de infrarrojo que da una sefial
proporcional a la concentracion de COT de la muestra. Al acidificar se eliminan los componentes de
carbono inorganico, a llevarlos a carbonatos.
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2.7.3. Absorbancia de metabolito

En algunas ocasiones se observo la presencia de un metabolito de color amarillo verdoso. Para
evitar su acumulacion la cual causa inhibicién en los microorganismos, se determinG este compuesto
midiendo la absorbancia en un espectrofotémetro DU serie 650 Beckman a 380 nm.

2.7.4. Estimacion de la biomasa

Para determinar la concentracion de biomasa en un instante dado en el reactor, se midieron los
SSV y solidos suspendidos totales (SST) segun (Standard Methods, 1992). También se realizaron estas
pruebas para el efluente de |os reactores.

2.7.5. Indice volumétrico de lodos

Se dgaron sedimentar los lodos en una probeta de vidrio de 1 L durante 30 min, para
posteriormente medirse el volumen sedimentado, este volumen se divide entre la concentracion de SST.
El IVL estéadado por la ecuacion 2.11.

V3O

Donde:

IVL = indice volumétrico de lodos (mL/g)

V3= Volumen (mL) sedimentado en una probeta de 1 L durante 30 min
X = Concentracion de SST (g) en el reactor

2.8. Calculos de variables del proceso

2.8.1. Cargaorganica eliminada (B.e) y aplicada (B,z)
LaB,aeslacantidad de materia organica oxidable por volumen Util de reactor y tiempo de ciclo;
dicha carga se calcul6 con laec. 2.12.

B, = (ie"j - \\//' 1 2.12)

C

La Bye se obtuvo de la ec. 2.13, la cual es e producto de la carga orgénica aplicada por la
eficienciadel sistema.

Bve = Bva “n (213)
Donde la eficiencia se determind a partir delaec. 2.14.
p = om S (2.14)
S

en

La DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) se calcula estequiométricamente y se utiliza para
obtener €l valor del factor de conversion f.
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OH

+ 630 —> 6CO2 +2%H20+CI'

Cl

2.8.2. Tasas de degradacion especifica (gy) y volumétrica (qy)
L a tasa especifica de degradacién evalUa la actividad de la biomasa para consumir el sustrato:

S, -S
qx{ z “]-V' (2.15)
T,-X )V
Sen_Sef V|
_ v 2.16
d, ( T, ]V (2.16)
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Capitulo 3

RESULTADOSY DISCUSION

3. Funcionamiento de los reactores baj o diferentes condiciones de operacion

Antes de iniciar la experimentacion propia de esta tesis, se describira la realizacion de pruebas
para determinar la volatilizacién del 4-CF. Se probaron concentraciones de 100 mg/L tanto en €l reactor
continuo como en e SBR de tiempo fijo en agua potable bgjo continua aireacion, con ausencia de
microorganismos. Estas pruebas se realizaron por duplicado. Bajo tales condiciones no se observé una
pérdida significativa de 4-CF con lo cual se constaté que no hubo pérdidas del compuesto por
volatilizacion (Tabla. 3.1.). Experimentos realizados por Nordin, 2004 muestran que después de 168 h
de aeracion, la volatilizacién fue menor al 3.5% de la concentracion inicial de 4-CF, lo cua coincide
con los valores obtenidos en esta tesis.

Tabla 3.1. Valores de volatilizacidn en reactor SBR y continuo

Tiempo Reactor SBR | Reactor Continuo
(h) % 4-CF % 4-CF
0 0.1 0.1
1 0.2 0.1
2 0.2 0.2
3 0.3 0.2
4 0.2 0.1
5 0.1 0.2
6 0.1 0.2
7 0.2 0.1
8 0.1 0.1

3.1. Aclimatacion deloslodos

Los lodos activados, como se explicd en e capitulo 2, fueron aclimatados a 4-CF y
posteriormente se variaron las condiciones de operacion en el sistema SBR en la estrategia de tiempo
fijo, de tiempo variable y con flujo éptimamente alimentado. El tiempo para alcanzar degradaciones
constantes fue de 27 dias.

3.1.1. Cinéticas de degradacion en etapa de aclimatacion
En lafigura 3.1. se observa que los lodos degradan 90% alas 20 h en la estrategia de tiempo fijo
con una concentracion de 4-CF de 50 mg/L y al segundo ciclo disminuye a 10 h & tiempo de
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degradacion, llegando a los 6 dias a degradarlo en 4.5 h. Siendo importante resaltar que mientras
transcurria la aclimatacion (ciclos del reactor) el tiempo de degradacion disminuia. En este punto se
aument6 a 100 mg/L y los lodos lograron degradarlo en 11 h, disminuyendo paulatinamente el tiempo
de degradacion. Es necesario resaltar que a aumentar la concentracion del 4-CF se duplica el tiempo de
degradacién por € efecto inhibitorio del toxico (Hill et al., 1996). Estos resultados son muy similares a
los obtenidos por Buitrén y Moreno (2004), quienes proponen un modelo para € proceso de
aclimataci 6n/desaclimatacion.

En la etapa de aclimatacion en la estrategia SBR de tiempo fijo las eficiencias de degradacion
fueron mayores al 90% y los tiempos de degradacion fueron de 3.0 + 1.0 h, por 1o que fue posible
realizar hasta 5 ciclos diarios cuando estuvieron ya aclimatados los lodos, |o que equivaldria a tratar 5
veces mas influente que en un tratamiento SBR convencional que operaen ciclos de 24 h.

—a— Ciclo-1
—e— Ciclo-2
—a— Ciclo-3
—B8— Ciclo-6
—6— Ciclo-9
—A— Ciclo-11
—— Ciclo-15
—— Ciclo-27
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w
o
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Tiempo (h)

Fig. 3.1. Cinéticas de degradacion del sustrato durante la aclimatacion de la estrategia SBR de tiempo
fijo

3.1.2. Sistema SBR operado con tiempos variables

El estudio agui presentado se basa en la estimacion en linea del oxigeno consumido a través de
medidas respirométricas. Sin embargo, como se puede apreciar en la fig 3.2., se adicionaron lodos
aclimatados y se observa que es précticamente imposible en los primeros ciclos que un instrumento
detecte las variaciones de concentracion de OD. Conforme aumentan los ciclos disminuye el tiempo de
degradacién del 4-CF consumido por los microorganismosy es mayor la pendiente del OD. En € ciclo
1, el tiempo de degradacién del 4-CF esde 6 h, en €l ciclo 5 el tiempo desciende a 5 h hasta llegar &
ciclo 30 donde € tiempo de degradacion del toxico es de 2 h, llegando a mantenerse constantes los
tiempos de degradaciéon. Se observa en un inicio que los microorganismos degradan en un menor
tiempo debido a que se reinoculan lodos a los ya existentes y esto disminuye el tiempo de degradacion
gue tendrian los lodos originales que hubiesen sido inoculados sin previa aclimatacion a téxico. El
consumo de oxigeno se readliza lentamente a lo largo de un tiempo considerable. En la minima
concentracién de OD la degradacién es superior a 95% de 4-CF. Es decir en el momento en que € OD
Ilega a un punto minimo se ha degradado la mayor cantidad del toxico.
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En la primera parte de la reaccion, 10s microorganismos consumen oxigeno para metabolizar €l
sustrato, pero a partir de la minima concentracion de OD €l sustrato se agota 'y €l consumo de oxigeno
es solo por respiracion enddgena (conversion de moléculas amacenadas, las cuales en ausencia de un
sustrato externo se utilizan paralos procesos de crecimiento y mantenimiento celular).

La tasa maxima de consumo de oxigeno (TMCO) en la estrategia de tiempo variable se puede
observar en latabla 3.2, donde los valores se incrementan hasta llegar a 19.97 mgO./L -h. Buitrén et al,
(2000) mencionan, para aguas municipales, que para valores menores a 4 mgO,/gSST:h existe una
poblacion no estable por la entrada de un toxico y valores de 4 a 9 mgO./gSST-h son valores tipicos
para €l proceso por aeracion extendida, lo cua indica que los valores obtenidos en el sistema SBR de
tiempo variable cuando los lodos estaban completamente aclimatados a 4-CF en el ciclo 30 lograron
equipararse a un sistema que degrada materia organica facilmente degradable (tabla 3.3).

Tabla3.2. Vaoresde TMCO en el sistema SBR de tiempo variable

Ciclo | TMCO (mgO4/L -h) TMCO especifica
(mgO,/gSST -h)
1 4.23 2.48
5 6.04 3.77
10 9.12 5.21
20 13.68 7.60
30 19.97 9.98

Tabla 3.3. Valores tipicos parala TMCO especifica observados en plantas de tratamiento de aguas
municipales y domésticas por lodos activados (Buitrén et al., 2000)

TMCO especifica (mgO,/gSST -h) Significado
<4 Poblaci6n biol6gica no estable ni saludable. Posible entrada de un toxico
4-9 Vaorestipicos para el proceso por aeracion extendida. Vaoresdela
actividad enddgena. También encontrado cuando la materia organica es
lentamente biodegradable
10-20 Vaores normales parala mayoria de los |odos activados convencional es
>20 M ateria organi ca facilmente biodegradable. Valores tipicos del proceso
dedtatasa

En la figura 3.3 se observa que a lo largo de los ciclos la variacion de la tasa de degradacion
volumétrica (qy) la cual se va incrementando conforme transcurren los ciclos de aclimatacion, hasta
Ilegar a obtener valores de 48 mg DQO/L-h en € ciclo 27.

3.1.3. Comparacion de un sistema SBR de tiempo fijo vs. Continuo

Para tener un punto de referencia se compard la operacion del sistema SBR de tiempo fijo con
un sistema continuo.

Cuando los sistemas estuvieron aclimatados con ciclos de 24 h (TRH 32 h), las eficiencias de
degradacion del 4-CF se mantuvieron arriba del 90% en e reactor SBR, eficiencias muy similares a
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reactor continuo. Se observa que ambos reactores llegan a degradar el compuesto casi en su totalidad
(fig. 3.4). En € ciclo 8 se perdieron lodos en ambos reactores debido a un accidente, lo que ocasiond
una disminucién del 80% de |a eficiencia de degradacion por la pérdida de |os microorgani smos.
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OD (mg/l)

i
.1

M !

l Ciclo1

. Ciclo10
1+ Ciclo20

Ciclo30

o 1 2 3 4 s & 71 8 9
Tiempo (h)
Fig. 3.2.Respirogramas con adicién de microorganismos aclimatados en estrategia SBR de tiempo variable
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Fig. 3.3. Tasas de degradacién volumétrica en la estrategia SBR de tiempo fijo en etapa de aclimatacion

La actividad microbiana promedio se compard en ambos sistemas siendo en € SBR 112 + 3.39
y en e continuo 99 * 4.16 um INT/gSSV -h respectivamente, esto permite concluir que a pesar de tener
similares eficiencias de remocién, € sistema SBR tiene mayor potencial (fig. 3.5), esto se debe
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principalmente a la operacion ciclica del reactor que logra un consorcio de microorganismos con altos
rendimientos.

Los resultados de Lopez et al., (1986) son muy similares alos reportados en este trabajo para el
sistema continuo, estos investigadores realizaron experimentos en el mismo sistema para €l tratamiento
de aguas domeésticas. También es importante mencionar que observaron una correlacion entre el INT y
latasa de respiracion como indicativo de actividad microbiana.

Es importante observar que la concentracidn de la biomasa disminuy6 en un inicio debido a la
muerte natural de los lodos que no estaban adaptados al toxico, sin embargo después de algunos ciclos
la biomasa se estabiliz6 mostrando gue los microorganismos se aclimataron al compuesto. Durante
todos los ciclos que constituyeron la estrategia SBR de tiempo fijo y continuo (fig. 3.6).

Tabla3.4. SSV elVL en estrategia SBR de tiempo fijo y Continuo

SSV promedio (mg/L) VL minimo (mL/qg)
SBR Tiempo Fijo 1512 65
Continuo 870 90

100

95

90 +
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80 -

% Eficiencia
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—o— SBR
—o— Continuo
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Fig. 3.4. Eficiencias de degradacion de 4-CF en la estrategia SBR de tiempo fijo y continuo
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Fig 3.6. Concentracion de SSV e lVL en estrategia SBR de tiempo fijo y continuo

Los resultados mostrados en la Tabla 3.4. demuestran que las caracteristicas de
sedimentabilidad (Yu et al., 1996) e incremento de la biomasa de los microorganismos son mas
favorables en la estrategia SBR de tiempo fijo que en & sistema Continuo. Cabe mencionar que la
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disminucion del VL en € reactor SBR también es un indicativo de una baja en 1os microorganismos
filamentosos tanto por la concentracion de 100 mg/L de 4-CF como por las caracteristicas ciclicas del
sistema. Mejoras en la calidad de los lodos activados permite un incremento sustancial en la calidad del
efluente (Marx et al., 2003).

Moreno-Andrare y Buitron (2004) obtuvieron un IVL de 240 mL/g en similares condiciones de
operacion de la estrategia SBR, mientras que Franta et al., (1994) reportan un valor cercano a de este
trabajo.

3.1.4. Respirogramas en etapa SBR de tiempo variable

Se puede observar un respirograma de dos diferentes ciclos (fig. 3.7), en donde la pendiente de
sustrato (velocidad de reaccion) es menor en € ciclo 10 que en € 30 y es posible observar la relacién
entre el consumo de oxigeno y la degradacion del sustrato. La eficiencia de degradacion del 4-CF es
superior a 95%.

La minima concentracion de OD nos indica el consumo del sustrato como consecuencia de la
actividad metabdlica de los microorganismos y posteriormente hay una concentracion de OD maxima
debido ala saturacion del agua (Buitron et al., 2003).

Parael ciclo 10y 30 se muestraen latabla 3.3. un incremento en g, y TMCO conforme transcurren
los ciclos. Estas mediciones también estan rel acionadas con la actividad microbiana.

Tabla3.5. Vaoresdeq, y TMCO parael ciclo 10y 30 de laestrategia SBR de tiempo variable

Ciclo10 [Ciclo30

gv (Mg 4CF/L -h) 14 48
TMCO (mg O2/L -h) 9 20

3.1.5. Actividad especifica con respectoal TRH y TRC
Se trabgj6 tanto en € sistema SBR de tiempo fijo como en € continuo para comparar sus
actividades en diferentes TRH y TRC. SevariaronlosTRH en 5, 8, 11, 16y 32 h para cada reactor.

En € reactor continuo el TRC fue de 18 dias y en e SBR de tiempo fijo de 34 dias. Esta
diferencia se presenta basicamente por la mejora en la sedimentabilidad de los lodos en €l SBR de
tiempo fijo, ya que esto permitio disminuir la cantidad de lodos que se pierden en € efluente. Bernal-
Martinez et al., (2000) muestran que un incremento en el TRC es indicativo de una mayor remocion de
sustrato.

L os resultados globales de actividad microbiana para € reactor SBR de tiempo fijo fueron de
155 um INT/gSSV -h, mientras en el reactor continuo fueron de 99 um INT/gSSV -h. Confirmando que
el sistema SBR es e més indicado para incrementar la actividad microbiana. No se encontraron
referencias para comparar 1os resultados obtenidos para €l sistema continuo, mientras que para el
reactor SBR los resultados son comparados con Trevors (1984) cuyos resultados en acuiferos de agua
natural son de 1,605 um INT/gSSV-h y Andreottola et al., (2002) indican valores de 748 um
INT/gSSV -h en una PTAR de aguas domeéstica.
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La eficiencia de remocion de 4-CF en ambos reactores fue mayor del 99% en todos los TRH,
pero en el continuo con TRH = 5 h la eficiencia disminuy6 a 79% indicando que este proceso no fue
capaz de mantener altas eficiencias de remocién en TRH bajos.
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Fig. 3.7. Respirograma Vs. Cinéticas de degradacion en SBR de tiempo variable Ciclo 10 y Ciclo 30

Una vez que & SBR de tiempo fijo presentdé mejoras en su operacion, se siguieron realizando
experimentos variando las condiciones de operacion en este sistema. Una de las desventajas a fijar €l
tiempo del ciclo es que no se pueden prevenir perturbaciones, lo cua puede causar incrementos en los
tiempos de degradacion o disminucion en la actividad microbiana, ya que € tiempo establecido no es
suficiente para degradar el sustrato, llegando a acumularse y alterar e metabolismo de los
mi croorgani Smos.

3.1.6. Respirogramas estrategia de tiempo variable y con flujo éptimamente

alimentado

Debido a que los respirogramas de la estrategia de tiempo fijo y tiempo variable siguen €l
mismo patron se €ligié comparar las estrategias que estan reguladas por algun tipo de programa
computacional, como son la estrategia de tiempo variable y con flujo optimamente alimentado, paralo
cual se realizaron cinéticas de consumo de oxigeno y degradacion de sustrato.

En la estrategia de tiempo variable e tiempo de ciclo disminuy6 de 1.9 a 1.0 h, debido a la
buena aclimatacién de los lodos y ala eliminacion de los periodos de ayuno en esta estrategia. En lafig.
3.8. se presenta el menor tiempo de degradacion de la etapa de tiempo variable donde la actividad
microbiana fue de 106 um INT/gSSV :-h, SSV = 2288 mg/L y laTMCO = 27 mg O2/L :h.
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En la etapa con flujo 6ptimamente alimentado, €l llenado del reactor fue tal que siempre se
mantuviera la tasa maxima de eliminacién de sustrato. Al regular € flujo de alimentacion del influente
la concentracion inicial es de 25 mg/L 4-CF, con € objeto de mantener la concentracion de sustrato en
un valor en donde la tasa de crecimiento especifico fuese méxima. Con la estimacion de la
concentracion de sustrato, a partir de lamedicion del OD, se determind el final de lareaccion.

Siendo la alimentacion de 175 mg/L de 4-CF, e reactor operé a un volumen minimo y méximo
de 3y 7 L respectivamente. La estrategia con flujo optimamente alimentado inicié después de 7 dias en
ciclos SBR con estrategia de tiempo fijo con TRH de 5 h, una actividad microbiana de 77 um
INT/gSSV:h y un tiempo de degradacion de 3 h, lo cua nos habla de una baja actividad de los
microorganismos en €l inicio de la experimentacion.

Al iniciarse la etapa con flujo éptimamente alimentado es notoria una disminucion en el tiempo
de degradacion de 3 a 1.5 h., la actividad microbiana se incrementa hasta 105 umINT/gSSV -h, siendo
la concentracion de SSV = 2530 mg/L. La TMCO fue de 39 mg O,/L-h superior a la estrategia de
tiempo variable.

En lafig. 3.9 se observa que el OD se mantiene constante durante toda la reaccion y aumenta al
final de la misma debido a la degradacion del sustrato. Siendo su tiempo de degradacion de 0.8 h,
confirmando que tiene mejores tiempos de degradacion que | as etapas de tiempo fijo y variable.

Oxigeno Disuelto (mg/L)
4-CF (mg/L)

— OD (mg/L)

—A— Concentracion 4-CF (mg/L)

T T T T T T T T T A T T T T 0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

Tiempo (h)

Fig. 3.8. Cinética de degradacion y respirograma de estrategia de tiempo variable.

37



T+ 25

+ 20

+ 15

4-CF (mg/L)

Oxigeno Disuelto (mg/L)
Volumen (L)

+ 10

% ——Volumen(L)| 1 g
—e— 0D (mg/L)
Q . —6—4-CF (mg/L)
T8 8 0998 o 06 PP0000600090666004
O T T T T S & T RIS = = 0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
Tiempo (h)

Fig. 3.9. Respirograma durante la estrategia con flujo éptimamente alimentado

En lafig. 3.10. se observa que la medicion de OD estimado mediante simulacion del modelo
matemético es muy similar al obtenido experimentalmente, demostrando que €l programa realizé
estimaciones muy precisas.

Aunque es posible que el observador realice una baja o alta estimacion y en estos casos €l
[lenado puede ser muy lento o demasiado rapido parala actividad de los microorganismos.

3.1.6.1. Carga organicay tasasde degr adacion

Se obtuvo una B, maxima de 2.6 kg DQO/m®-d en la estrategia de tiempo variable, cuatro veces
més a |as obtenidas durante la estrategia SBR de tiempo fijo (0.65 kg DQO/m?*.d) comparado con los
resultados de 0.037 kg DQO/m>.d que obtuvieron Bazaldia et al., (1996) para un reactor SBR. La Bye
méxima en la estrategia con flujo dptimamente alimentado fue de 4 kg DQO/m>.d. En la fig. 3.11 se
observa que la By, fue précticamente igual a la Bye (con un coeficiente de correlacion cercano a uno)
porgue las eficiencias de degradacion del 4-CF son cercanas a 100%, esto se debio a la estrategia de
operacion del reactor, donde no importaba cuanto tiempo durase la degradacién siempre y cuando las
eficiencias se mantuviesen constantes.
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Fig. 3.10. Comparacion de OD estimado y real en estrategia con flujo éptimamente alimentado.

En lafig 3.12 se observa la evolucion de la biomasa e IVL en la estrategia con flujo variable
donde se tiene una concentracion promedio de SST de 3120 mg/L. Iniciamente las propiedades de
sedimentacion no fueron las mas adecuadas, con un IVL de 134 mL/g. A pesar de €llo, las
caracteristicas de sedimentacién tuvieron una recuperacion rapiday se observo una disminucion en €l
IVL hastalograr valoresde 77 mL/g.

En la estrategia con flujo variable (fig. 3.13), la tasa de degradacion especifica (gx) promedio
fue de 24 mg 4-CF/g SSV-h y la tasa de degradacion volumétrica (qg,) tuvo un promedio de 62 mg 4-
CF/L:h.

Por su parte, en lafig. 3.14 se observa la evolucion de los SST e IVL en la estrategia con flujo
Optimamente alimentado, teniendo un promedio de SST de 3220 mg/L mostrando un incremento
sustancial de 4000 mg/L en algunos ciclos, o cual muestra que esta estrategia favorece la reproduccion
de los microorganismos.
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Ademas e VL llegb hasta valores de 63 mL/g menor alos de las anteriores estrategias, |0 que
indicala posibilidad de reducir significativamente el tiempo de |a fase de sedimentacion y decantacion.
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Fig. 3.11. Carga organica aplicada V's. eliminada durante la estrategia con flujo Optimamente alimentado
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Fig. 3.13 Tasa de degradacion especificay volumétrica para estrategia con flujo variable

Se muestra en lafig. 3.15 las tasas de degradacion especificay volumétrica de la estrategia con
flujo éptimamente alimentado, donde la gy y g, promedio fueron de 28 mg 4-CF/g SSV-h 'y 77 mg 4-
CF/L-h respectivamente, valores mayores que en la estrategia de tiempo variable. Las eficiencias de
remocion fueron mayores a 99% en ambas estrategias.

Aungue no se lograron las tasas de degradacion especificas maximas reportadas por Buitron y
Capdeville (1995) de 105 mg 4-CF/g SSV-h, las de degradacion volumétrica son muy similares, las
cuales son muy importantes en e funcionamiento de los reactores. Lo anterior se puede explicar por
diferencias en la actividad, origen y composicién del indculo asi como la estrategia de aclimatacion.

3.2. Evaluacion de la actividad microbiana en la estrategia de tiempo fijo

3.2.1. Correlacion de la actividad microbiana con €l consumo de sustratoy
oxigeno

Se midié la actividad microbiana a través de la ADH y se realiz6 una cinética en € ciclo 45,
encontrando una correlacion con la evolucion del OD. Se observé que la actividad microbiana aumenta
cuando se afade el sustrato y Ilega a un punto maximo que corresponde al agotamiento de sustrato y al
punto minimo de OD (fig. 3.16). Aunque se observa que la actividad microbiana no desciende
completamente o que muestra una baja en la actividad metabdlica, es importante mencionar que es
necesario un periodo de tiempo para alcanzar su estado inicial, el cua debe ser tomado en cuenta antes
del inicio de un nuevo ciclo.

Dada la variaciéon de la ADH durante un ciclo, para el seguimiento de esta variable se tomo, en
todos los casos, en € punto maximo de la curva paratener un patron de comparacion.
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Fig. 3.16. Correlacion de actividad microbianay consumo de sustrato y OD (SSV=1200 mg/L)

A continuacion se analizara la relacién entre actividad microbianay OD, asi como €l consumo
de sustrato.

3.2.2. Variacion de la actividad en las estrategias de tiempo fijo y Continuo

Para la estrategia de tiempo fijo la actividad microbiana se mantiene en un promedio de 112 um
INT/gSSV -h, mientras que en €l continuo fue de 99 um INT/gSSV -h (fig.3.17). En € sistema SBR €l
tiempo de reaccién disminuye de 20 a 1 h. El promedio de los SSV es de 1512 en €l SBR y 870 mg/L
en € continuo. Bazaldia et al., (1996) muestran actividades microbianas méximas de 25 um
INT/gSSV -h en un sistema SBR, por debajo alas reportadas en este trabajo.

En la Fig. 3.17 se muestra que la estrategia SBR de tiempo fijo tiene mayor actividad
microbiana que el continuo. Moreno y Buitrén (1996) indican que una de las ventajas de la estrategia
SBR es crear un consorcio de microorganismos con atos rendimientos. Caravelli et al., (2004)
realizaron experimentos en un reactor continuo para analizar €l efecto del cloro a concentraciones de
6.0 mg Cl,/L en lodos activados, quimico frecuentemente utilizado para disminuir microorganismos
filamentosos, y poder cuantificar la actividad microbiana a través de INT, sus resultados son 10 veces
mayores alos reportados en este trabajo.

43



160

140 4

120 4

100 +

80 -

60 -

40 A

Actividad deshidrogenasa (micromoles INT/gSSV-h)

20 ~ —e—SBR
—©— Continuo

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Dias de operacién

Fig. 3.17. Actividad microbiana en estrategia de tiempo fijo vs. continuo

3.2.3. Variacion de la actividad en las estrategias de tiempo variabley con
flujo Optimamente alimentado

Durante |a estrategia de tiempo variable la actividad microbiana se mantiene en un promedio de
99 um INT/gSSV -h. Mientras que los tiempos de reaccion bajan de 20 hasta 1.6 h dando en los ultimos

ciclos un tiempo maximo de 2 h (fig. 3.18). El promedio delos SSV esde 2313 mg/L y € IVL esde 55
mi/g.

En esta estrategia los lodos se aclimatan hasta el ciclo 26 con un temporizador y después
trabajan completamente con la estrategia con flujo Gptimamente alimentado.

En € ciclo 27 de la estrategia con flujo éptimamente alimentado, se observa que la actividad
microbiana acanza los 190 um INT/gSSV:h (fig 3.18), mientras que la duracion del tiempo de
degradacién llegaa 1 h. El promedio de actividad microbiana es igual a 166 um INT/gSSV -h, lo cua
representa un incremento del 60% en comparacion con la estrategia de tiempo variable, ya que en esta
estrategia la pmax Se tratd de mantener 1o mas ato posible y los periodos de ayuno se eliminaron.
Trevors (1984) reporta valores 10 veces mayores en acuiferos de agua natural siendo sus resultados
1,605 um INT/gSSV-h en estos ambientes naturales es mas ata la actividad microbiana debido a las
condiciones favorables que presentaban de disponibilidad de nutrientes y ausencia de toxicos.
Andreottola et al., (2002) realizaron experimentos para determinar la actividad microbiana en una
PTAR de aguas domésticas, sus resultados son de 748 um INT/gSSV-h, 4 veces mayores a los
mostrados en este trabajo, 1o cual indica la influencia que tienen los compuestos recalcitrantes en la
actividad de los microorganismos.
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Fig. 3.18. Actividad microbiana en estrategia de tiempo variable y con flujo éptimamente alimentado

3.2.4. Relacion delos periodos de ayuno y tiempo de degradacion

Se estudid la influencia del periodo de ayuno en los microorganismos sobre € tiempo de
degradacion de 100 mg/L de 4-CF. Para ello se dejo en € ciclo 24, de la estrategia de tiempo fijo,
transcurrir un ayuno de 14 h (fig 3.19). Se puede observar que antes del ayuno la degradacion erade 2.5
h, mientras que después del mismo éste aumenté a 3.5 h. Moreno y Buitrén (2004) mostraron que
después de un ayuno de 20 a 23 horas € tiempo de degradacion se increment6 de 0.7 a 4.5 h con las
mismas concentraciones de 4-CF.

Asi mismo Buitron y Torres (1998) nos indican que la viabilidad de los microorganismos
disminuye al aumentar €l tiempo de ayuno.

3.2.5. Evolucién dela actividad para las estrategias de flujo Optimamente
alimentado y detiempofijo

Se compard la evolucion de la actividad microbiana en un reactor operado con la estrategia con
flujo optimamente alimentado y la de tiempo fijo operado en ciclos de 24 h. Una vez aclimatada la
biomasa, ésta se repartio en dos reactores (2350 mg SSV/L) y cada uno se operd ya sea con la estrategia
con flujo Optimamente alimentado o la de tiempo fijo. Ambos reactores operaron a temperatura
constante de 20 + 2°C y un volumen de intercambio del 75%.
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Fig. 3.19. Respirograma en estrategia de tiempo fijo durante un periodo de ayuno=14 h

Se observaron mejoras en las variables de proceso para la estrategia con flujo éptimamente
alimentado, o mismo sucedié con las caracteristicas de la biomasa.

En lafig. 3.20 se observa que al inicio la actividad microbiana fue similar en ambas estrategias
y conforme transcurren los dias de operacion se hizo notorio un incremento en la estrategia con flujo
Optimamente alimentado comparada con la de 24 h, lo que vuelve a confirmar que este tipo de
operacion no es lamas adecuada para mantener altala actividad de |os microorgani smos.

3.3. Evolucion de un metabolito
Durante la estrategia con flujo éptimamente alimentado se observo la aparicion de un metabolito
el cua se contabiliz6 como unidades de absorbancia a 380 nm. Se realizaron cinéticas donde se muestra

gue e punto maximo de concentracién de metabolito coincide con la disminucién de la actividad
microbiana.

La degradacion del 4-CF es via catecol, €l cual a su vez puede degradarse por un rompimiento
orto o meta en el anillo (Parson y Commandeur, 1990). Cuando € rompimiento es meta se genera un
metabolito de color amarillo verdoso, e &cido semialdehido 5-cloro 2 hidroximuconico. Este
compuesto se present6 en los ciclos intermedios de la aclimatacion y aparecio en la fase final de la
reaccion, ocasionando un incremento en |os tiempos de degradacion (fig. 3.21).
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Fig. 3.20. Actividad microbiana en estrategia con flujo Optimamente alimentado vs. Tiempo fijo de 24 h

Al redlizarse una subestimacion de los parametros, € sustrato real estaba muy por debajo del
estimado generandose el metabolito que ademas de incrementar €l tiempo de reaccion, el observador no
fue capaz de detectar por lo que podria terminar la reaccion antes de que sea degradado, 1o que
originaria su acumulacién disminuyendo la actividad de |os microorgani smos.

En los ciclos 1 y 2 (fig. 3.21) se observa que el OD llego a la saturacion después de que la
degradacién de 4-CF se completd, sin embargo aln se tuvo la presencia del metabolito. Para solucionar
el problema de la acumulacién del metabolito se agregd un periodo de tiempo necesario para que este
desaparezca. Esta duracion depende de la actividad microbiana y debe ser fijada segin observaciones
experimentales

Si la reacciéon se concluye cuando se ha degradado el 4-CF y aln existe metabolito, se
empezaria a acumular provocando inhibicion de los microorganismos. Debido a que la aparicion de este
compuesto no fue contemplada en el modelo de control, se agregé una etapa que comprende el tiempo
necesario para permitir la degradacion del metabolito por [os microorganismos.

Este comportamiento se presentdé en algunos ciclos de las diferentes estrategias de control,
durante los primeros ciclos de un cambio de operacién del reactor o cuando se operd a muy bajas
concentraciones. Algunos estudios han mostrado que la aparicion de este metabolito es debida a un
problema operacional y por lo tanto a una desaclimatacion de los microorganismos a sufrir un ayuno
(Buitron et al, 2003, Moreno-Andrade y Buitron, 2004).

Posiblemente, la formacion del metabolito se debié a desarrollo de una enzima presente en €l
indculo, que se activo cuando e sistema sufrié alguna alteracion.
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Fig. 3.22 Cinética de actividad microbianay metabolito en estrategia con flujo Gptimamente alimentado

Durante la cinética de degradacion del 4-CF se observa la aparicion del metabolito y también se
detecta un ligero descenso en la actividad microbiana (Fig. 3.22).
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Capitulo 4

CONCLUSIONES

En general los valores més elevados de actividad microbiana se obtuvieron para los procesos
discontinuos estudiados durante la degradacion de 4-CF. De las tres estrategias probadas en modo SBR,
la mejor fue la de flujo Optimamente alimentado, pues la actividad microbiana fue mayor, asi como
menor el tiempo de degradacion. Al comparar la actividad especifica del reactor continuo y SBR se
observd que éste Ultimo mostraba valores mayores lo cua indicé su potencial por e modo de
operacion, lo cual se debe a que este sistema se caracteriza por un consorcio de microorganismos
adaptado alas variaciones ciclicas donde se sel eccionaron microorganismos con una alta actividad.

Se logré una eficiente aclimatacién del sistema a operarlo en modo discontinuo. Después de 27
dias @ reactor estaba completamente aclimatado. La etapa de aclimatacién concluye cuando son
constantes los tiempos de degradacion, llegando hasta valores de 1.5-2 h y hay una mejora en las
caracteristicas de sedimentacion y reproduccion de la biomasa para operar de manera automética el
sistema. Se logré mejorar la actividad de la biomasa a implantarse la estrategia con flujo 6ptimamente
alimentado. Las €eficiencias de remocion en todas las estrategias de SBR fueron mayores a 90% como
4-CF.

En el sistema continuo con TRH de 32 h, la actividad microbiana promedio fue de 99 um
INT/gSSV h, los SSV =870 mg/L y & IVL minimo = 90 ml/g. Cuando se utiliz6 un TRH de 5 h en
disminuyé la eficiencia de remocién de 4-CF en € reactor continuo indicdndonos que este proceso no
es capaz de trabajar con tiempos de retencion hidréulica bajos, 10 que implicaria volUmenes de tanque
mayores.

Para el SBR operado con la estrategia de tiempo fijoy TRH de 32 h, la actividad microbiana fue
de 112 um INT/gSSV:-h, los SSV = 1512 mg/L y € IVL minimo = 65 ml/g. La tasa maxima de
consumo de oxigeno llega hasta valores de 19.97 mgO,/L-h. Mientras que la tasa de degradacion
volumétrica fue de 48 mg 4-CF/L -h.

En la estrategia de tiempo variable la actividad microbiana fue de 99 um INT/gSSV -h, los SSV
= 2313 mg/L, & IVL =55 ml/g y las tasas de degradacion volumétrica fueron de 62 mg 4-CF/L-h. Se
obtuvo en la estrategia de tiempo variable una carga orgénica eliminada méxima de 2.6 kg DQO/m>-d,
4 veces mas ala obtenida durante la estrategia de tiempo fijo.

La actividad microbiana en la estrategia con flujo Optimamente aimentado = 166 pum
INT/gSSV-h, los SSV = 3220 mg/L y @ IVL = 63 ml/g y latasa de degradacion volumétrica = 77 mg
4-CF/L-h. La carga organica eliminada llegb hasta un valor de 4 kg DQO/m3-d, siendo €l mayor valor
de todas las estrategias. Los valores de actividad microbiana muestran un incremento considerable con
respecto alaestrategia de tiempo variable y tiempo fijo.

La actividad microbiana tiene buena correlacion con e consumo de sustrato y OD, lo cua se
observé cuando coincide la méxima actividad microbiana con e punto minimo de concentracion de
sustrato y OD. Uno de los problemas a comparar 1os resultados obtenidos fue la escasa literatura
cientifica y experimentacion realizada en sistemas continuos y SBR que degradan clorofenoles, con
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respecto a la actividad microbiana medida como INT y la diferencia en las unidades de esta medicion
reportadas en laliteratura.

La estrategia SBR con tiempos de ciclo fijos presenta algunos inconvenientes como son: ayunos
cuando €l ciclo es demasiado largo y acumulacion de sustrato si €l tiempo de degradacién es muy corto
dando como resultado la inhibicion de los microorganismos. Al utilizar e OD como herramienta para
hacer un seguimiento de la reaccion se evitaron los inconvenientes de la estrategia anterior, aunque es
necesario conocer la concentracion inicial de sustrato.

Las medidas de control de la concentracion de sustrato y la tasa de respiracion no son
suficientes para describir €l final de los procesos de biodegradacion. Al parecer la actividad microbiana
dentro de la célula continGia por un periodo de tiempo mayor. Es necesario permitir el final de las
reacciones metabdlicas para evitar fallas en el sistema.

Se sugiere e poder escalar la experimentacion en sistemas donde sea posible acercarse més al
modo de funcionamiento de una PTAR real.
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