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RESUMEN
En la actualidad la industria petrolera juega un papel muy importante, ya que es la
encargada de proveer productos de interés basico para todos los mexicanos. Las aguas
residuales provenientes de los procesos de craqueo catalitico e hidrotratamiento, se
destacan por presentar una alta cantidad de contaminantes toxicos (Coelho et al, 2006)
como (fenoles, nitrégeno amoniacal, grasas y aceites, cianuros, sulfuros e hidrocarburos

aromaticos), de no ser tratados provocan gran impacto ambiental.

El presente trabajo, es desarrollado con la finalidad que se lleve a cabo la preservacion de
un consorcio microbiano funcional nitrificante y degradador de compuestos fenodlicos,

utilizando la liofilizacién como método de conservacion.

Para monitorear la reactivacion del consorcio liofilizado, se inocularon dos biorreactores;
uno bioldégico de membrana y un sistema por lote. Los reactores fueron alimentados con
disolucion sintética, simulando aguas desflemadas provenientes de la refinacion del

petroleo.

A cada uno se les determinaron los parametros analiticos solidos suspendidos totales
(SST), sélidos suspendidos volatiles (SSV), oxidacion de nitrogeno amoniacal (N-NH4"),
produccion de nitritos y nitratos (NO2™ y NO3”), oxidacion de fenoles totales (FT), carbono

organico total (COT) y pH.

El consorcio se reactivdo en ambos reactores y se logrd la oxidacion de una mezcla de
fenoles totales (fenol; o-cresol; p-cresol; 3,4-dimetilfenol; 3,5-dimetilfenol) de
concentracion 60mg/L y 300 mg/L de nitrdgeno amoniacal (N-NH4"), al final de la
operacion.

Después de la reactivacion se realizaron cinéticas de degradacion y cinéticas de
bioaumentacion en sistemas por lote, para comprobar si con la bioaumentacion surgen
ventajas, en comparacion con el sistema de tratamiento bioldgico convencional, el

experimento se realizo en las mismas condiciones de temperatura, pH y volumen.

Se emplearon tres consorcios microbianos, uno de ellos especializado en el proceso de
nitrificacion y degradacion de compuestos fendlicos a 60mg/L de la mezcla de fenoles

totales y 300 mg/L de nitrégeno amoniacal, este se utiliza en su forma liofilizada (polvo), el



segundo consorcio es el resultado de la reactivacion del consorcio preservado (pasta) y el
ultimo de ellos procedente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Cerro de la

Estrella (PTARCE).

Las eficiencias mostradas al finalizar la experimentacion son las siguientes: 91%, 91% y
87% respectivamente, para la oxidacion de la mezcla de fenoles totales. En el caso de la
oxidacion del nitrégeno amoniacal los consorcios muestran las siguientes eficiencias: 69%,

69% y 1% respectivamente, en las cinéticas de bioaumentacion.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Durante la refinacion del petrdleo se generan aguas residuales amargas, se les da este

nombre por el alto contenido de azufre y otros contaminantes.

El agua desflemada se genera después que el agua amarga es alimentada a una torre de
desorcion, a medida que la torre desciende, el amoniaco y el acido sulfhidrico, son
desorbidos por el vapor que entra en el fondo de la torre, el agua colectada es procesada por
un intercambiador de calor para ser enfriada, este efluente es conocido como agua

desflemada.

Cabe mencionar que este tipo de aguas posee altas concentraciones de nitrogeno amoniacal
N-NH4" [211 mg/L], compuestos fendlicos [80 mg/L] y materia organica (Nava et al,
2013).

Los compuestos fenolicos, son de los contaminantes mas frecuentes en este tipo de aguas,
se consideran asi porque poseen un anillo aromatico en su estructura molecular, esto los

hace compuestos muy estables y son muy resistentes a la biodegradacion (Nava, 2014).

Entre los compuestos aromaticos mas presentes en las aguas desflemadas se encuentran el
fenol, o- cresol, p-cresol,m-cresol, 2,3-dimetilfenol, 2,4- dimetilfenol, 3,4-dimetilfenol y

3,5-dimetilfenol (Diya'uddeen et al. 2011; Al-Khalid y El-Naas, 2012).

Actualmente, las actividades realizadas por la industria petroquimica, ocasionan gran
impacto ambiental con la introduccién de contaminantes al ambiente, principalmente en

ecosistemas acuaticos.

Las innovaciones en el campo del tratamiento para aguas residuales, son una de las
estrategias mas importantes para la conservacion del ambiente (Lozano et al, 2006). Existe
un gran interés por el desarrollo de nuevas tecnologias para la remocion de contaminantes
como nitrégeno amoniacal (N-NH4") y compuestos fenolicos en aguas residuales,

generadas durante la refinacion del petroleo.



Un proceso biologico convencional de remocion de nitrogeno consiste en oxidar amonio a
nitrato gracias a un grupo de bacterias nitrificantes, en un proceso de dos pasos, conocido
como nitrificacion, desafortunadamente éste proceso se ve inhibido en presencia de

compuestos fenolicos.

CAPITULO 2. PROBLEMATICA Y JUSTIFICACION

2.1 Problematica

No existen microorganismos viables para oxidar nitrégeno amoniacal y una mezcla de
fenoles (fenol, o- cresol, p-cresol, 3.4-dimetilfenol y 3,5-dimetilfenol) que hayan sido
conservados y reactivados para observar nuevamente su funcionalidad, fuera de su medio

de adaptacion habitual.

Las bacterias nitrificantes son muy sensibles a condiciones ambientales y de lento
crecimiento, por esta razon su posibilidad de ser reactivadas disminuye. Tomando en cuenta

estos criterios se plantea la siguiente pregunta.

(Sera posible reactivar microorganismos provenientes de un consorcio funcional, oxidantes

de nitrogeno amoniacal y una mezcla de fenoles, luego de haber sido preservados?

2.2 Justificacion

Coémo respuesta a la pregunta anterior, surge este trabajo el cual consta de tres etapas, a

continuacion, mencionadas:
*Etapa I: Preservacion
*Etapa II: Reactivacion por bioaumentacion del consorcio bacteriano funcional

*Etapa III: Cinéticas de degradacion del sistema reactivado y cinéticas de bioaumentacion

de tres consorcios distintos.



En el proceso de refinacion del petrdleo se produce agua amarga, se llama asi porque
contiene contaminantes como acido sulfhidrico, amoniaco, fenoles, hidrocarburos y

compuestos de azufre de bajo peso molecular.

La literatura menciona que los principales contaminantes en el agua amarga proveniente de
la industria petroquimica es el nitrogeno amoniacal, su aparicion en sistemas acuaticos
genera problemas ambientales muy severos, por otra parte, los compuestos fenolicos
producidos en el proceso también son un problema, es comun encontrar concentraciones
por encima de 60 mg p-cresol /L, méas de 20 mg o-cresol/ L, y 710 mg NH4" /L, en los

efluentes de una refineria en Tula, México. (Olmos et al, 2004).

CAPITULO 3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivo general:

Lograr la preservacion y reactivacion de microorganismos viables para la oxidacion de

N-NH4'y la degradacion de compuestos fenolicos.

3.1.2 Objetivos especificos:

e Conservar por el método de liofilizacion microorganismos, provenientes de un

consorcio funcional.
e Reactivar un consorcio funcional utilizando un sistema RBM en continuo.
e Reactivar un consorcio funcional utilizando un reactor por lote.

e Comprobar la bioaumentaciéon mediante la cuantificacion de solidos suspendidos

volatiles (SSV) y carbono organico total (COT)

e Comprobar la reactivacion del consorcio funcional en presencia de los sustratos:

nitrogeno amoniacal (300mg/L) y dos concentraciones de la mezcla de fenoles (36 y



60 mg fenoles totales /L); mediante la cuantificacion de N-NH4", una mezcla de

fenoles totales y la produccion de nitratos (NO3").

e Observar los perfiles de degradacion de 300 mg N-NH4 /L y 60 mg/L de la mezcla
de fenoles totales, esto para el reactor operado en continuo. Asi mismo que se lleve
a cabo la bioaumentacion de tres tipos de consorcios microbianos en reactores por

lote.

3.2 Hipdtesis:

Si se lleva a cabo la conservacion por liofilizacién de un consorcio microbiano funcional
para nitrificacion y se reactiva en un reactor RBM continuo, se podran tener eficiencias de
nitrificacion comparables con el mismo consorcio sin haber sido sometido al proceso de
liofilizacion ni reactivaciéon a niveles que permitan la oxidacion de N-NH;" y la

degradacion de compuestos fendlicos.

CAPITULO 4. MARCO TEORICO

4.1 Industria petroquimica: Contaminacion por nitrégeno amoniacal y compuestos

fenolicos.

Actualmente la demanda de la sociedad para la descontaminacion de aguas, ha impulsado al
desarrollo de nuevas tecnologias de purificacion, de modo que existe un gran interés por
estimular la remocién de mezclas complejas de compuestos organicos e inorganicos en
aguas residuales generadas en la industria quimica, petroquimica y en la industria del

carbono (Figuerola y Erijman, 2010).

Durante la refinacion del petroleo se generan “aguas residuales amargas”™, éstas provienen
del craqueo catalitico e hidrotratamiento (Gasperin, 2013) reciben el nombre, por el alto
contenido de 4cido sulthidrico, amoniaco, fenoles, entre otros compuestos, como restos de

hidrocarburos.



El impacto ambiental de aguas provenientes de la refinacion del petrdleo, es indigno, esto
se debe a la liberacion de contaminantes toxicos como fenol, minerales disueltos y restos de

hidrocarburos (Ishak et al, 2012).

La industria petroquimica es una de las actividades mds importantes para nuestro pais. De
los petroquimicos basicos se desprenden numerosas aplicaciones que van desde la

agricultura hasta la produccion de articulos de belleza (PEMEX, 2015).

La industria petroquimica, utiliza el petrdleo y gas natural como materias primas con las
cuales se pueden fabricar productos de uso comun, por ejemplo, fertilizantes, medicinas,
plasticos, disolventes, pinturas, colorantes y cosméticos. Sin embargo, es importante
mencionar que consecuencia de la aportacion de estos bienes, se genera en el ambiente un

alto grado de contaminacion, esto da origen a un grave impacto ambiental.

Pemex Gas cuenta con sistemas para tratamiento de aguas residuales, lo que le permite
cumplir al 100% con los limites permisibles establecidos en la NOM-001-SEMARNAT-
1996, para los contaminantes basicos regulados, como grasas y aceites, solidos suspendidos

totales, nitrogeno total y fosforo (PEMEX, 2015).

A continuacion, se muestra la Figura 1, que describe la concentraciéon de contaminantes
provenientes de la industria petroquimica en aguas residuales ASIPA, 2012 (PEMEX, Gas

y petroquimica).



Figura 1. Contaminantes en las descargas de aguas residuales

Atendiendo el problema ambiental, debido a la presencia de contaminantes como nitrogeno
amoniacal y derivados fendlicos, se han realizado diferentes investigaciones sobre como
atacar este tipo de contaminantes y reducir el nivel de contaminacion. Para remover los
contaminantes como nitrogeno amoniacal y fenoles provenientes de este tipo de aguas se
han desarrollado y perfeccionado tratamientos biologicos y procesos fisicoquimicos, como
la adsorcion, electrocoagulacion, oxidacion quimica y fotocatalisis, por mencionar algunos

(Ishak et al, 2012)



4.2 Nitrégeno amoniacal

4.2.1 Problemas ambientales debido a la presencia de nitrogeno amoniacal en aguas

residuales.

La presencia de nitrogeno en exceso en el ambiente ha provocado serias distorsiones en los
compartimentos suelo, agua y aire. El nitrégeno amoniacal es soluble en agua, lo que
significa que puede contaminar aguas subterraneas por mecanismos de lixiviacion/
infiltracion (Halbinger et al, 2002). Existen diversas formas en que podemos encontrar al
nitrogeno en sistemas acuaticos, las mas comunes son el cation amonio (NH4"), y los iones

nitrito (NO2") y nitrato (NO3") (Camargo y Alonso, 2007).

Dentro de los principales problemas que enfrenta el ambiente, debido a la contaminacion

por nitroégeno inorganico son:

1-. La acidificacion de rios y lagos, con baja o reducida alcalinidad.

2-. La eutrofizacion de aguas dulces con la aparicion de algas.

3-. Toxicidad directa de compuestos nitrogenados para los animales acuaticos.

4-. En los ecosistemas acuaticos la concentracion de NO;z™ suele ser mucho mayor que la
concentracion de HNO», los iones nitrito son considerados los principales responsables de

la toxicidad para los animales.

5-. Como ultimo caso, la contaminacién por nitrogeno puede producir efectos secundarios

en la salud humana.

Se considera que niveles maximos de nitrogeno inorganico disuelto estd dentro del rango
0.5 — 1.0 mg NID/L, estos niveles pueden ser adecuados para prevenir los procesos de

acidificacion y eutrofizacion en ecosistemas acuaticos. (Camargo y Alonso, 2007).

4.2.2 Eliminacion del nitrégeno amoniacal contenido en aguas residuales

Es importante mencionar que para eliminar este contaminante se conocen diversos métodos

ya sean procesos fisicoquimicos o biologicos.



El tratamiento biologico por nitrificacion y des nitrificacion se considera como la mejor
alternativa econOomica y biologica para eliminar el nitrogeno amoniacal en sistemas

acuaticos.

4.2.3 Técnicas fisicoquimicas para la eliminacion del nitrogeno amoniacal en aguas

residuales.

4.2.3.1 Arrastre de amoniaco (Stripping).

El método de stripping es un método fisico, que se usa para la remocion de N-NH4", donde
¢éste es transferido de una fase liquida a una fase gaseosa, por medio de una columna
empacada (Quan et al, 2009). El proceso consiste en alcalinizar el agua hasta lograr un pH
entre 10.5 y 11.5 a manera que el equilibrio NH4" + 2e'2 NHs+ H; esté desplazado hacia
la formacion de amoniaco y éste sea eliminado mediante una corriente de aire (EPA, 1987).
Por otra parte, es necesario considerar la eficiencia del método, por lo tanto es necesario
trabajar a una temperatura mayor a 60°C, y al término del proceso, el amoniaco producido
debera ser absorbido por una corriente de agua, a fin de que el gas no sea emitido
directamente a la atmosfera y se obtenga agua amoniacal o una sal de amonio. Cabe
mencionar que el proceso es eficaz en aguas residuales con concentraciones entre 10-100
mg/L, para este trabajo se utilizan concentraciones de 150 y 300 mg/L de N-NH4", razén

por la cual se le considera al método deficiente.

4.2.3.2 Resinas de intercambio ionico.

Este método es costoso si se realiza con resinas comerciales. Para reducir costos, las
resinas, pueden ser sustituidas por zeolitas naturales (Halbinger et al, 2002). Por ejemplo, la
zeolita llamada clinoptilolita, tiene una gran afinidad hacia cationes como el amonio debido

a que posee una estructura con carga negativa.

El método no es conveniente porque cuando el intercambiador de iones se satura, tiene que
renovarse habitualmente, y cabe mencionar que una zeolita de este tipo pierde
notablemente su capacidad de intercambio i6nico en su tercera regeneracion (Turan et al,

2005).



4.2.4 Técnicas biolégicas para la eliminacion del nitrégeno amoniacal en aguas

residuales.

El tratamiento convencional de eliminacién biolégica del amonio consta de dos procesos
microbianos. Se define como el acoplamiento de los procesos nitrificante y desnitrificante
para transformar amonio a nitrogeno molecular. Este sistema de tratamiento, se divide en
dos etapas, una aerobia (nitrificacion) donde el amonio es oxidado a nitrato, seguido del
proceso de (Desnitrificacion) que es una etapa andxica, en la cual el nitrato producido en la

nitrificacion; es reducido a nitrogeno molecular (Silva, 2011).

4.2.5 Ciclo del nitrégeno

El ciclo del nitrégeno es un proceso biologico cerrado, que tiene como principio suministrar

este elemento a todos los seres vivos.

Dentro del ciclo del nitrogeno se encuentran procesos reductivos y s6lo un oxidativo, este

ultimo es el mas importante en este estudio.

Dentro de los procesos reductivos que integran el ciclo del nitrégeno, se encuentran:
e Fijacion del nitrégeno
e Amonificacion
e Reduccion desasimilatoria del nitrato a amoniaco (RDNA),
e Oxidacién anaerobia del i6n amonio (ANAMMOX) por sus siglas en inglés.
e Desnitrificacion

El tinico proceso oxidativo dentro del ciclo del nitrogeno es la nitrificacion, cuya ruta se

puede apreciar consecutivamente en la figura 2 (Silva, 2011).

El proceso de oxidacién de amonio da inicio por la accion de la enzima amonio oxigenasa
(AMO), ésta oxida el amonio a hidroxilamina (NH>OH) mediante el consumo de oxigeno
molecular y dos electrones. El intermediario hidroxilamina es oxidado a nitrito por la
enzima hidroxilamina oxido reductasa (HAQO), finalmente el anion nitrito (NO>") es oxidado

a nitrato (NOj3") a este proceso se le conoce como nitrificacion.



Z
z

Fijacién-N,

—— N-Organico

Amonificacién

Amonio oxidacion

Nitrificacion

Figura 2. Ciclo biogeoquimico del nitrogeno. Retomado de (Silva, 2011) por consultar en (Figura

1: Ciclo biogeoquimico del nitrogeno modificado de Beristain et al, 2009)

Los compuestos de nitrogeno pueden ser eliminados tanto por procesos fisicos y quimicos,

0 por procesos bioldgicos.

4.2.6 Proceso de nitrificacion

La nitrificacion es un proceso aerobio bioldgico convencional, de remocion de nitrdgeno, el
cual consiste en oxidar amonio a nitrato. Se lleva a cabo en dos etapas (A y B) debido a dos

grupos de microorganismos gram negativos litotroficos, filogenéticamente no relacionados,

Nitrito oxidacion

NO;-

estos pueden ser esféricos, bacilares o espirales (Mackenzie, 2005).

4NHs +6 0, ————>4 NO> + 8 H+ 4 H,O

A) 4NO; +20; —> 4NO3
La primera reaccion se lleva a cabo a través de bacterias Nitrosomonas y Nitrosococcus,
este tipo de bacterias se conocen como bacterias amonio oxidantes (BAO), la segunda
reaccion se ve dirigida por las bacterias del género Nitrobacter, también conocidas como
nitrito oxidante (BNO). Es importante sefialar que, en ambas etapas, las respectivas
bacterias nitrificantes utilizan amonio o nitrito como fuente de energia, oxigeno molecular

como aceptor final de electrones y CO2 como fuente de carbono (Silva, 2011).

La reaccion general entre estos dos pasos es (C): (Mackenzie, 2005).
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B) NHs*+20; —> NOs +2H+H;0
Desafortunadamente la reaccion (C) se ve inhibida con la presencia de compuestos

fenolicos (Figura 3), algunos generados por la industria petrolera. (Texier y Gomez, 2011)

Compuestos
fendlicos

2 a

NH4" 3 NO; =—3 NOs

 {

Figura 3. Proceso de nitrificacion inhibido en presencia de compuestos fenolicos. Elaboracion
propia.

4.2.7 Bacterias nitrificantes

Las bacterias nitrificantes son denominados organismos quimiolittrofos aerobios, esto quiere
decir que obtienen energia de reacciones quimicas, consumiendo un sustrato inorganico dador de
electrones, por ejemplo, HCO3;™ o CO> como fuente de carbono, obteniendo la energia necesaria
para su crecimiento, también producen su propia masa celular y materia orgdnica. Para que
este tipo de microorganismos subsista es necesario que se desarrollen en un medio rico en oxigeno
diatomico. La ecuacion 1 muestra representativamente la reaccion global del proceso biologico

conocido como nitrificacion, el cual es estudiado en este trabajo.

4 CO; + HCO3 + 22 NH4" +37 0, —> CsH7NO; + 21 NO3™ + 20 H,O + 42 H' (Ec.1)

CsH7NO; =biomasa

En la figura 4, se presentan algunas caracteristicas de las bacterias Amonio Oxidantes y las

bacterias Nitrito Oxidantes.
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Figura 4. Caracteristicas de las bacterias amonio oxidante y nitrito oxidante. (Jiménez, 2010;
Silva, 2011). Elaboracion propia.



4.2.8 Inhibicion de la nitrificacion

4.3.1 Problemas ambientales debido a la presencia de compuestos fendlicos en aguas

residuales.

1-. Los peces sufren pérdida total en la actividad motora y en muchas ocasiones la muerte

(Barrios et al, 2006).

2-. De ser ingerido por el organismo humano, puede causar descompensaciones como la

anorexia, dafo hepdtico y presion arterial (Barrios ef al, 2006).

3-. Son facilmente absorbidos por los animales y el hombre a través de la piel y las
membranas mucosas, afecta a gran parte de los tejidos, organos, sistemas de drganos e

incluso a los cromosomas (Camacho, s.f).

4.3.2 Eliminacion de compuestos fendlicos contenidos en aguas residuales

El fenol y sus derivados se utilizan ampliamente como materias primas en la industria
petroquimica y en el aceite de refinerias, por ejemplo, en el lavado y acondicionamiento de
productos alcalinos o 4cidos (Barrios et al, 20006)

El fenol puede ser oxidado de manera bioldgica, quimica o electroquimica, cuando se
utilizan estas técnicas se tiende al método destructivo, que se usa cuando las

concentraciones de fenol son bajas.

La mezcla de compuestos fenolicos para este estudio es la siguiente: (fenol; o-cresol; p-

cresol; 3,4-dimetilfenol; 3,5-dimetilfenol).

4.3.3 Degradacion biologica del fenol

Se dice que, para contrarrestar el problema ambiental por contaminantes orgénicos, no es
conveniente su degradacion por procesos biologicos, porque las técnicas resultan muy
costosas, una opcion puede ser la oxidacion parcial de los compuestos fenodlicos.

Industrialmente se usan métodos como la extraccion, para fenoles sustituidos, y de
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concentracion alta, sin embargo, las pérdidas de disolventes pueden ser significativas y se
crea un problema adicional por el uso de estos compuestos. Se procedid a realizar la
degradacion bioldgica de los compuestos fendlicos porque es un método capaz de

mineralizar por completo las moléculas organicas a CO» y agua en condiciones aerobias.

Las industrias petroquimicas y de transformacion del carbon descargan fenol, metil fenoles
y en general alquil fenoles (ATSDR, 2008). Por ejemplo, los siguientes compuestos

fenolicos, cuya mezcla es objeto de estudio en este trabajo (Figura 5).

Cabe mencionar que para conocer la presencia de la mezcla de fenoles totales en la
disolucion sintética se toma en cuenta la NMX-AA-050-SCFI-2001, se lleva a cabo por el
método espectrofotométrico UV- visible, asi mismo para detectar la ausencia de la mezcla

en la misma disolucion ver anexo 9.3.

OH
OH
oH o
e S~ CH3 =
s e CHy
Fenol o0- cresol p- cresol
OH
OH
-,
i
=7 CH, P
CH, H4C CHj

3,4-dimetilfenol 3,5-dimetilfenol

Figura 5. Mezcla de compuestos fendlicos estudiados en este trabajo. Estructuras realizadas con el

programa 3D Viewer. Elaboracion propia.\ﬂ

14



En el afio 2010 Lazcano, realizé un estudio de cromatografia de gases (CG) para determinar
la concentracion de cada uno de los fenoles incluidos en esta mezcla y presentes en el agua

de lagunas de estabilizacion, en la tabla 1 es posible apreciar esta informacion.

Tabla 1. Determinacion de compuestos fendlicos en agua de lagunas de
estabilizacion (Lazcano, 2010)

Compuesto ‘ Concentracion [mg/L]

Fenol 201.3
o- cresol 64.6
p- cresol 2.8
3,4-dimetilfenol 4.8
3,5-dimetilfenol 13.7

Es importante mencionar que en este trabajo la degradacion del fenol se llevara a cabo por
medio de un consorcio funcional nitrificante y degradador de compuestos fenolicos, este es

un sistema aerobio y se realiza via catecol.

4.3.3.1 Degradacion biolégica del fenol aerobia:

1) El primer paso de la degradacion del fenol es catalizado por una enzima llamada
mono- oxigenasa, la cual incorpora uno de los dos atomos de oxigeno molecular al
anillo bencénico del fenol, en forma de grupo hidroxilo, en consecuencia, el otro
atomo se reduce al agua. Obteniendo como producto de la reaccion, el compuesto

catecol (Schlegel, 1997), este proceso se observa en la figura 6.
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Figura 6. Hidroxilacion del fenol a catecol

2) El anillo del catecol formado, puede ser oxidado por via orto para obtener acido
mucoénico o via meta donde se obtiene semialdehido 2-hidroximuconato. Las especies
de Pseudomonas mineralizan el fenol a través de la via meta-oxidacion (Barrios et al,

2006)

4.3.3.1.1 Ruta orto.

La figura 7 describe la ruptura del anillo que ocurre al interior del enlace diol, posicién
1-2 del catecol, generando como producto de la reaccién, acido mucoénico, los
microorganismos que codifican las enzimas de la ruta orto se encuentran situados en el
DNA, algunos de ellos son Acinetobacter calcoaceticus, Candida tropicalis,

Rhodotorula rubra.
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Figura 7. Degradacion biologica aerobia del fenol, ruta orto. Elaboracion propia. Adaptado de
(Garcia, 2007; Valera, 2006)

4.3.3.1.2 Ruta meta

En la ruta meta la ruptura de la especie catecol, se lleva a cabo entre los carbonos 2-3 de
anillo bencénico, originando como producto de la reaccion el compuesto semialdehido 2-
hidroximucénico, esta ruta es muy comun en el metabolismo de bacterias, micro algas y
hongos, los microorganismos que participan en este proceso son, por mencionar algunos
Pseudonomonas pickettii, Pseudonomonas putida, Ralstonia eutropha y Ochromonas
danica. El producto semialdehido 2- hidroximucénico (2-hmas) puede ser degradado de

dos maneras diferentes.

Forma A:
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a) El semialdehido 2- hidroximucénico (2-hmas) es oxidado por una enzima

deshidrogenasa, para dar lugar a la especie quimica acido 2- hidroximuconico.

b) El 4cido 2- hidroximuconico es descarboxilado por la accion sinérgica de dos
enzimas (Isomerasa y descarboxilada), para producir el Acido 2- oxo-penta-4-

endico.

¢) Este ultimo es degradado por hidratacion a 4acido-4-hidroxi-2-oxopentanodico,

debido a la accion de una hidrolasa;

d) La degradacion continua hasta las especies acetaldehido y acido piravico, por
accion de una aldolasa, estas ultimas especies pueden ingresar al ciclo de Krebs

(Garcia, 2007)

Forma B

La segunda forma para degradar la especie 2-hmas es que este puede ser fraccionado por
hidrolisis y producir los éacidos formicos y 2- oxopenta-4-enoico, con ayuda de una

hidrolasa, la degradacion contintia, como se describe en los incisos ¢ y d de la forma A.

A continuacion, se muestra la figura 8, la cual describe claramente el proceso descrito.
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Figura 8. Degradacion biologica aerobia del fenol, ruta meta. Elaboracion propia, adaptado de
(Garcia, 2007)

4.4 Reactor bioldgico de membrana
El sistema reactor bioldgico de membrana (RBM) combina dos procesos uno de depuracion

bioldgica y la filtracion por membrana.

Esta constituido por dos pardmetros importantes; 1) la membrana, cuya funcion es retener
los solidos en suspension, la biomasa depuradora y otros microorganismos presentes en el
agua, logrando un efluente de gran calidad (Vizcaya, 2006). 2) la biomasa, tiene como

finalidad llevar a cabo los procesos de degradacion bioldgica.

4.4.1 Funcionamiento del reactor biolégico de membrana

El agua del reactor es filtrada pasando a través de las paredes de una membrana, debido a

una pequefia depresion producida por una bomba centrifuga. El agua filtrada es extraida del
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sistema mientras el fango y los compuestos de tamafio superior al poro de la membrana

quedan retenidos y permanecen o retornan al reactor biologico (Lozano, 2006)

Para llevar a cabo la experimentacion de este trabajo se utiliz6 un sistema (RBM), con
biomasa suspendida, esto quiere decir que los microorganismos se encuentran libres dentro

del tanque (Valera, 2006).

4.5 Preservacion de cepas microbianas.

Existen tres objetivos que se deben lograr para conservar correctamente las cepas

microbianas en los laboratorios de microbiologia.

1-. El cultivo a conservar debe ser puro, evitando que se produzcan contaminaciones

durante el proceso de conservacion y sin alteraciones en el material genético de la célula.

2-. Para que el método utilizado sea Optimo es importante que se obtenga la supervivencia

de al menos el 70-80% de las células preservadas.
3-. Las células deberan permanecer genéticamente estables (Garcia y Uruburu, 2001).

Segun la Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos (WFCC por sus siglas en inglés)
es conveniente optar por al menos dos métodos de conservacidon, para garantizar la

seguridad y minimizar la probabilidad de pérdida de cepas (Weng et al, 2005)

4.5.1 Técnicas de preservacion de microorganismos

Las técnicas de preservacion de microorganismos se dividen en 3 categorias, de acuerdo al

tiempo en que las células permaneceran viables.

4.5.1.1 Método de eleccion o de conservacion a largo plazo

Son los mejores porque en ellos se paraliza el crecimiento de las células microbianas, pero
¢éstas no han muerto. Aun asi, no se puede descartar algiin cambio originado por el método

preparatorio en si mismo (Garcia y Uruburu, 2001)

e Conservacion por congelacion (-70 °C y -196 °C)

20



e (Conservacion por liofilizacion

Estas dos técnicas minimizan el riesgo de cambio genético en las células y las mantienen
viables por 10 afios o mas (Weng et al, 2005). El problema que presentan estas técnicas es
que el precio es muy elevado, razén por la cual se recurre a utilizar métodos alternativos o

restringidos.

4.5.1.2 Métodos de conservacion alternativos

Son los que se utilizan cuando no se pueden emplear los métodos de eleccion a largo plazo,
por carecer de los equipos necesarios, o porque la cepa microbiana no resiste los
tratamientos de la conservacion por estos métodos (Garcia y Uruburu, 2001). Conservacion

por transferencia periddica

e Conservacion por suspension en agua destilada o en agua de mar estéril

4.5.1.3 Métodos de conservacion restringidos:

En este grupo se engloban métodos no empleados habitualmente, pero a los que es
necesario recurrir a la hora de conservar grupos de microorganismos muy determinados que
no resisten bien la liofilizacion o la congelacion, como por ejemplo los géneros bacterianos

Spirillum, Rhodospirillum, etc. (Garcia y Uruburu, 2011).

e Desecacion en papel de filtro

e Desecacion en suelos, arena, silica gel

e Desecacion en bolitas de alginato

e Desecacion en sal gorda para halo bacteria

Estos cuatro métodos se basan en la paralizacién del crecimiento por eliminacion del agua

disponible para las células.
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4.6 Liofilizacion: Método de preservacion a largo plazo

Estd considerado como el método més adecuado para la preservacion de microorganismos
(Hernandez y Loaiza, 2014). Se basa en el congelamiento de un cultivo en fase
estacionaria, donde las células son mas resistentes, posteriormente son re-suspendidas con
un medio crio protector (regularmente inositol o leche descremada) (Garcia y Uruburu,
2001) con el fin obtener una alta densidad celular; seguido por un secado bajo vacio, razén
por la cual se lleva a cabo el proceso de sublimacion del agua contenida en la suspension
celular, este cambio de estado va desde el estado so6lido al gaseoso del ambiente sin pasar

por el liquido, preservando la estructura molecular de la sustancia liofilizada.

Este método de preservacion es apropiado para la conservacion de la mayoria de las
bacterias, encontrandose que las Gram positivas sobreviven mejor que las Gram-negativas.
Cuando un material es liofilizado correctamente, éste puede ser almacenado por periodos
muy prolongados de tiempo, incluso es confiable la conservacion de sus caracteristicas

fisicas, quimicas, organolépticas y bioldgicas.
4.6.1 Proceso de liofilizacion
El proceso de liofilizacion se divide en tres etapas.
1) Congelacion
2) Secado por sublimacion del hielo
e Primera etapa de secado

e Segunda etapa de secado

3) Almacenamiento del producto seco en condiciones controladas.
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4.6.1.1 Etapas de la liofilizacion:

4.6.1.1.1 Congelacion

De esta etapa depende la mayor parte del proceso de liofilizacion, resalta los principios
fisicos bajo los cuales ocurre la solidificacion del agua, el nimero y el tamafio de los

cristales dependeran de la velocidad de congelacion

El producto debe congelarse de manera que garantice que sufrird pocas alteraciones en el
proceso posterior a la sublimacion, es necesario que se conozcan las siguientes

caracteristicas:
a) Temperatura a la que ocurre la maxima solidificacion.
b) La velocidad optima de enfriamiento
¢) La temperatura minima de fusion incipiente

Se busca que el producto ya congelado tenga una estructura so6lida sin huecos en los que

haya liquido concentrado para propiciar que todo el secado ocurra por sublimacion.

En caso de que la mezcla contenga cristales de hielo o vitreos amorfos, quiza se puede
deber a que estas ultimas son propiciadas por la presencia de azicares, alcoholes, cetonas,

aldehidos y acidos, o por las altas concentraciones de sélidos en el producto inicial.

Es importante considerar que el agua en aspecto vitreo sigue estando en forma liquida, la
presion de vapor del agua en el vidrio, seglin la ley de Raoult, tendera a ser menor que la
del hielo a la misma temperatura. Como resultado de la baja velocidad de evaporacion del

agua el sistema vitreo puede fundirse cuando la temperatura aumenta.
Porosidad del producto

La difusion de vapor aumenta proporcionalmente con la porosidad, razén por la cual la
lenta velocidad de congelacion del producto provoca rapida velocidad de secado, ya que los
cristales formados son voluminosos y se transforman en poros después de la sublimacion.
Los cristales formados durante la congelacion son mas pequeiios en cuanto mayor es el
extracto inicial. Por lo tanto, la velocidad inicial disminuye cuando aumenta el extracto

seco del producto.
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4.6.1.1.2 Secado por sublimacion del hielo

En la etapa anterior (congelacion), ya se ha solidificado la mayor cantidad de agua;
posteriormente inicia la etapa de secado o deshidratacion por sublimacion que

constituye el objetivo principal de la liofilizacion.

Primera etapa de secado

El proceso de secado como tal puede ocurrir o no a bajas presiones, pero en tales

condiciones es mucho mas eficiente el proceso difusivo.

El paso de hielo a vapor requiere gran cantidad de energia que suministrada en alto vacio la
interface de secado se mueve hacia el interior de la muestra y el calor tiene que atravesar

capas congeladas.

Considerable riesgo de fusion del material intersticial o quemar la superficie del producto

que ya esta seco.

En la sublimacion se distinguen tres etapas, la fase conductiva, la primera fase difusiva y la

segunda fase difusiva.
L. Fase Conductiva

Inicia por el calentamiento de la muestra, la velocidad de sublimacién aumenta y llega a un
maximo. Esta fase dura poco tiempo, sin embrago es donde se lleva a cabo la

deshidratacion de la muestra hasta un 90%.

II. Primera fase difusiva
Se observa la aparicion de una capa porosa de material seco en la superficie de la muestra,
la cual opone resistencia al flujo de calor y al vapor cuando avanza el secado, a esta barrera
se le llama frente de sublimacioén, mismo que se desplaza hacia el interior de la muestra,
causando que el contenido del agua disminuya paulatinamente; por esta razon ocurre un
importante descenso en la velocidad de sublimacidn, con acercamiento a cero, esto se debe

a que el calor necesario para deshidratar la muestra es mas alto que el calor de sublimacion.

II1. Segunda fase difusiva
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La velocidad de sublimacion sigue descendiendo, porque la cantidad de agua es menor, esto
se debe a que el calor necesario para deshidratar la muestra es mas alto que el calor de

sublimacion.

Segunda etapa de secado

Después del proceso de secado primario, la humedad remanente en el producto se adsorbe

por la superficie del mismo.

4) 4.6.1.1.3 Almacenamiento del producto en condiciones controladas

Los productos liofilizados, deben ser almacenados en ambientes frescos y obscuros por
largos periodos de tiempo para que preserven las propiedades fisicas, quimicas, biologicas

y organolépticas.
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5) 4.6.2 Equipo de liofilizacion.

El equipo de liofilizacion (Figura 9) consta de tres partes principales, la cdmara de secado,

el condensador y el sistema de vacio.

Condensador

con circuito de :

refrigeracion Sistema de
vacio

Camara de
liofilizacion

Figura 9. Equipo de liofilizacion marca LABCONCO

4.6.2.1 Camara seca o camara de liofilizacion: Corresponde al lugar donde se coloca la
sustancia a liofilizar, debe tener condiciones esterilizadas y su material debe soportar
los valores de presion y temperatura requeridos. En esta parte del equipo es donde se
realiza la sublimacion, pasando el agua de s6lido a vapor. El cierre es hermético y se

trabaja a bajo vacio.

4.6.2.2 Condensador con circuito de refrigeracion: Conecta con la cdmara seca, en esta
parte se condensa el vapor que se produce en el proceso de sublimacion. El sistema de
condensacion enlaza también con un refrigerante, éste lo mantiene a una temperatura
mas baja que la camara seca (-50 °C), esta condicién de temperatura es Optima para

controlar el secado primario y secundario.
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4.6.2.3 Sistema de vacio: El vacio se produce con una bomba de aceite que trabaja sobre
0.018 mbar conectada a una trampa para que no pasen vapores del disolvente a su
interior. El sistema de vacio elimina primero el aire de la camara seca al iniciar el

proceso de liofilizacion, y luego induce la sublimacion.

Al emplear la liofilizacién como método de conservacion se comprobd que se mantienen
inalteradas las caracteristicas propias de las especies microbianas estudiadas, con un alto

grado de pureza (Burguet et al, 2012)

4.7 Bioaumentacion

La informacién sobre la bioaumentacion a gran escala de microorganismos especializados
es escasa, debido a los experimentos fallidos sobre este ambito (Park ez al/, 2008). Sin
embargo, el uso de bacterias es muy rentable, sobre todo en el mejoramiento del proceso de
nitrificacion, en plantas de tratamiento, o sitios donde el principal problema es el nitrogeno

amoniacal.

El aumento en la biomasa, también llamado bioaumentacion, considera dos aspectos
importantes el primero es incrementar la densidad de poblacion bacteriana con sus
respectivas enzimas, y el segundo es llevar a cabo el objetivo especifico de degradacion,
como mitigar el mal olor y disminuir la produccion de lodos (Garcia, 2012), es una
alternativa eficiente para la mejora en el tratamiento de aguas residuales municipales que
presentan una alta concentracion de amonio. Para el caso de la remocion de compuestos
organicos el proceso de bioaumentacion es considerado eficiente, debido a que se usan
bacterias especificas que presentan ventajas sobre los tratamientos bioldgicos
convencionales, pues estos microorganismos pueden degradar y oxidar completamente los

compuestos organicos toxicos a compuestos inocuos, estos procesos son de bajo costo.
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4.8 Cinéticas de reaccion:

El estudio de la velocidad a la cual se efectiian las diferentes reacciones quimicas, se llama
cinética quimica o cinética de reaccion, este estudio involucra la variable tiempo y

monitorea la trayectoria que siguen los reactivos para convertirse en productos.

4.8.1 Velocidad de reaccion (v)

Describe la rapidez de formacién o desaparicion de un compuesto al transcurrir el tiempo

de reaccion.

4.8.2 Ley de velocidad

En la cinética de reaccion, la produccion de un compuesto se representa con un signo

positivo (+r), inversamente se aplica un signo negativo (-r) a la desaparicion del mismo.
aA+bB > cC Ec. 1.1
Donde

a,b,c = coeficientes de proporcionalidad para los reactivos A,B,C.

1dial _ 1diB] _ 1€l _ _ a 8 -
= == k[A] *3] Ecuacion. 1.2

4.8.3 Ecuacion de velocidad de reaccion
a B
v=k [A] [B] Ecuacion 1.3

Donde

a, f y k Son constantes determinadas empiricamente
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4.8.4 Constante de velocidad de reaccion

Se representa con la letra k, es un término de proporcionalidad que depende de la

temperatura y la presion del medio.

4.8.5 Orden de la reaccion

El orden total de la reaccion, es la suma de los exponentes a los cuales estan elevadas las
concentraciones referidas en la ley de rapidez de reaccion y se determina

experimentalmente.

En la ecuacion 1.3 el exponente a es el orden de reaccidén con respecto al reactivo A 'y
B con respecto al reactivo B, de tal modo que el orden global de la reaccion es orden global

= +ﬁ

La degradacion de contaminantes se lleva a cabo con la reaccion de primer orden. En la
figura 10 se representa la curva de rapidez de reaccion, la cual comprende una reaccion de
primer orden, asi mismo la tabla 2 comprende los parametros requeridos para estimar la

cinética de primer orden.

Tabla 2. Parametros para cinética de primer orden

Reaccion de primer orden

Ecuacion de velocidad de orden cero Y.=k[A] (tiempo )
Velocidad de reaccion de orden cero en su | d[A]/dt =-k[A]

forma diferencial.
Velocidad de reaccion de primer orden en | Ln[A]/[A]o=-kt
su forma integrada
Forma de la grafica Lineal: In[A] vs t ; m=-k ; b=In[A]o
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Cinéticas de reaccion

Figura 10. Grafica que ilustra la cinética para una reaccion de primer orden

Ln[A]i=-kt+ Ln[A]o Ecuacion 1.4

Doénde:
[A]o= concentracion al tiempo cero [A]= concentracion final
t= tiempo de experimentacion k=constante cinética

4.9 Crecimiento microbiano

Cuando se trabaja con reactores bioldgicos es necesario comprender la forma en la que el
crecimiento microbiano se lleva a cabo dentro del sistema. En un cultivo de bacterias en

medio liquido se presentan cuatro fases, latencia, exponencial, estacionaria y muerte.

La figura 11 representa la curva de crecimiento microbiano, la cual muestra las fases a

continuacion descritas.
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Figura 11. Crecimiento microbiano. Modificado de (Ghasem, 2007)

Este tipo de curva se usa para representar el comportamiento del crecimiento de
microorganismos a través del tiempo, la curva ayuda para identificar el momento en que se

produciré la mayor cantidad de biomasa (Trinidad, 2014).

4.9.1 Fase latencia o de adaptacion (lag).

En esta etapa, los microorganismos inoculados se adaptan paulatinamente a las
condiciones nutricionales y ambientales del nuevo medio, en esta fase el crecimiento
microbiano puede no ser representativo, aunque hay metabolismo microbiano activo.
Lo breve o prolongada que pueda ser esta fase va a depender de la procedencia del

cultivo y las condiciones ambientales que se suministren al consorcio microbiano.

4.9.2 Fase exponencial o logaritmica:

En esta etapa los microorganismos son alimentados con el sustrato correspondiente y
ocurre duplicacion celular, las células participes se multiplican a la maxima velocidad,

manteniendo un crecimiento exponencial constante.

1) Velocidad méxima de crecimiento:
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e Depende de condiciones ambientales como temperatura, pH, composicion
del medio, concentracion de oxigeno disuelto y también las caracteristicas
genéticas del microorganismo.

e Permanece constante durante la etapa exponencial y es independiente de la

concentracion del sustrato, solo si éste ultimo se encuentra en exceso.

2) Tiempo de duplicacion:

Es el tiempo en que una célula se duplica, también se le conoce como tiempo de
regeneracion, que en el caso de las bacterias va desde los 15 minutos hasta las 20 horas

(Trinidad, 2014; Ortiz, 2013)

__In2

t= Ecuacidon 1.5

p= velocidad especifica de crecimiento (t™)
t= tiempo de crecimiento (t)

Finalmente, la fase exponencial concluye si los nutrientes se agotan, las condiciones
ambientales fundamentales se modifican y cuando la misma célula produce metabolitos

toxicos que inhiben su reproduccion (Trinidad, 2014).

4.9.3 Fase estacionaria:

En esta etapa el crecimiento de la comunidad microbiana depende de la concentracion
del sustrato, de tal manera que, si la concentracion de sustrato aumenta, también lo haré
la tasa de crecimiento microbiano, y por ende, si disminuye la cantidad de sustrato, se
reducird la concentracion del consorcio microbiano. Es en esta fase donde la velocidad
de division celular ha menguado, por eso las células nuevas se producen al mismo
tiempo que las viejas mueren y el nimero de células es constante, razon por la cual se

aprecia un equilibrio celular.
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4.9.4 Fase muerte

Esta es la ultima etapa del crecimiento microbiano, también se le conoce como fase
declive o fase endogena, inicia cuando el alimento del medio de cultivo ya no es
suficiente, por lo tanto, no hay reproducciéon y prevalece la muerte celular, en

consecuencia, la tasa microbiana disminuye paulatinamente de manera exponencial.

4.10 Ecuacion de Monod.

A continuacion se enuncia la ecuacion de Monod la cual describe el crecimiento celular
para la biomasa y decrecimiento del sustrato durante el cultivo en un reactor por lote
(Figura 12), en aquellos sistemas donde la mayor parte de la concentracion del sustrato

es transformado en biomasa.

p=pu

S Ecuacién 1.6

max (g

Para conocer el valor de la constante especifica de crecimiento microbiano (u), es
posible graficar los valores de Ln X vs t (Logaritmo natural de la concentracion de
biomasa, con respecto al tiempo), esto no es otra cosa que la linealizacion de la

ecuacion de Monod.

LnX=ux*t+cte Ecuacionl.6a

Mmax

K, [5]

Figura 12. Ecuacion de Monod
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En la ecuacion de Monod se enuncia que, a una concentracion baja de sustrato, la

velocidad de crecimiento llega a ser funcion de la concentracion del sustrato.

Para este trabajo se desea evaluar experimentalmente los parametros cinéticos Ky tnax
para los consorcios “preservado original” y “preservado reactivado” a partir del

comienzo de la bioaumentacion.

dX _ pmax*(X)*(S)
dat Ks+S

Ecuacion 1.7

La ecuacion 1.7 indica que la velocidad de crecimiento de la biomasa es proporcional a la

cantidad de biomasa existente.

ds dx .
Y —=— Ecuacion 1.8
dt dt

La ecuacién 1.8 hace referencia a la velocidad del consumo de sustrato, afirmando que es
inversamente proporcional a la cantidad de biomasa existente.
Despejando el parametro Y de la ecuacion 1.8

ax , dt dx y
Y=—(—%*— Y=— Ecuacion 1.9
at as as

Sustituyendo la ecuacion 1.7 en la ecuacion 1.8:

dS_ pmaxx(X)*(S)
dt Ks+S

=Y

Ecuacion 1.10

. . ds . .
Despejando el parametro—_- de la ecuacion 1.10 se obtiene:

as__ u maxx*(X)*(S)

Ecuacion 1.11
dt Y(Ks+S)

Para estimar los parametros cinéticos Ksy tnqx, €5 necesario conocer el valor de la
velocidad especifica de crecimiento ( 1 ), para hallar este valor se utiliza la ecuacion 1.12

AS
— At e
u= Ecuacion 1.12
Xmax
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Xmax—Xo, [méaxima concentracién de biomasa ]—[concentracién de biomasa inicial]

- (So—Sfinal) (Concentracién de sustrato inicial)—( Concentracion de sustrato inicial)Ecuamon
1.13
AS _ [Sf]-So] [Sfinall —[Siniciall .,
— = = - : — Ecuacion 1. 14
At (Tf)—(To) (Tiempo final)—(Tiempo inicial)

Xmax = Concentracion maxima de biomasa

En la figura 13 se linealiza la ecuacién de Monod.

1/u

e

1/[5]

Figura 13. Método de linealizacion de la ecuacion de Monod por la ecuacion Lineweaver-

Burk

1 Ks 1 .,
- = — %= Ecuacion 1.15
u umax S umax
Donde:
__ Ks 1
umax umax

La tabla 3 contiene los parametros de la ecuacion de Monod y Lineweaver- Burk, utiles

para estimar el crecimiento microbiano de los sistemas en continuo y por lote.
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Tabla 3. Parametros de la ecuacion de Monod

Parametro Significado unidades
X Cantidad de células o biomasa al tiempo (t) (mg/L)
Es la velocidad especifica de crecimiento celular 1
H idad de ti )
por unidad de tiempo.
umax Es la velocidad especifica maxima de crecimiento th
Es la constante especifica de cada sustrato, a la que
K se producen microrganismos con una velocidad (mg/L)
* igual a la mitad de la velocidad especifica de &
crecimiento maximo.
o g biomasa producida
Y Constante de rendimiento del sustrato en producto. -
g sustrato consumido
S Concentracion de sustrato limitante (mg/L)
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CAPITULO 5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se dividio en tres etapas de experimentacion las cuales se enuncian a

continuacion y se describen detalladamente en cada apartado.

Etapa I

* Preservacion por liofilizacion del consorcio nitrificante y

degradador de compuestos fendlicos.

Etapa II

» Reactivacion por bioaumentacion del consorcio nitrificante y degradador
de compuestos fendlicos en dos tipos de reactores RBM en continuo y un

sistema por lote.

Etapa I1]

* Cinéticas de degradaciéon del consorcio reactivado, funcional
nitrificante y degradador de compuestos fendlicos proveniente del RBM
en continuo. Cinéticas de bioaumentacion de los tres consorcios PTAR

CE, preservado original, preservado reactivado.

NS

5.1 ETAPA I: Preservacion por liofilizacion del consorcio nitrificante y degradador de

compuestos fendlicos.

En esta etapa, se determind la concentracion de solidos suspendidos totales dentro del

reactor biologico de membrana que dond el consorcio para su posterior reactivacion,

ubicado en el laboratorio 303 del Conjunto E, Facultad de Quimica UNAM. Este se

encontraba operando a una concentracion de fenoles totales de 60 mg/L y una

concentracion de nitrogeno amoniacal de 300 mg/L. Se obtuvo un resultado de SST= 7 000

mg/L y se extrajeron 500 mL de lodos activados para su posterior conservacion. El reactor

donador del consorcio, muestra las caracteristicas descritas en las tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Condiciones fisicas para la operacion del reactor biolégico de membrana

donador del consorcio funcional.

Parametro Condicion
Aireacion 6 LPM
Figura Cilindrica
Flujo de alimentacién 4 mL/ min
Oxigeno disuelto 5-mg/L O

pH 8- 8.5 (este intervalo se mantiene con una
disolucion NaHCO; (40g/L))

Temperatura 25°C

Tiempo de retencion hidraulico (TRH) 21 horas

Tabla 5. Caracteristicas de la membrana utilizada en el reactor biolégico donador del

Parametros técnicos

Condiciones de uso

consorcio para reactivacion.

Parametro Valor
Adhesivo Epodxido
Area de filtracion 0.04 m?
Diametro de membrana 0.7/1.3 mm

(interno/externo)

Estructura de poro

Poro esponjoso

Forma de la membrana

Fibra hueca

Material de la membrana PVDF

Tamano de poro 0.1 um
Concentracion maxima de | 200mg/L

cloro

Contenido de grasa <2mg/L
Me¢étodo de filtracion Interna/externa
Presion 0.01-0.05 MPa
Rango de pH 2-11
Temperatura de operacion 5-45°C
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Después de ser extraidos los 500 mL de biomasa, se procedidé a la conservaciéon por

liofilizacion del consorcio microbiano funcional.

En este método de preservacion es necesario congelar la muestra, para después someterla a
una camara de vacio, lo que provocara su deshidratacion, transfiriendo las moléculas de
agua del estado solido al estado gaseoso, sin pasar por el estado liquido, para esto se
utilizan ciclos de congelacion sublimacion. Cabe mencionar que a pesar del proceso al cual

se someten los microorganismos siguen conservando su misma estructura molecular.

Una vez que la muestra fue extraida del reactor, se somete a un equipo liofilizador,
FREEZE DRY SYSTEM LYPH.LOCK 6. LABCONCO, el cual funciona con una presion

de 0.018 mbar, con una temperatura de - 50°C.

Los 500 mL de lodos activados, fueron sometidos al proceso de liofilizacion, durante 14
dias por un periodo de 4 horas diarias, cabe mencionar que pasaron solo 18 horas para que
la muestra alcanzara la temperatura de solidificacion, el aspecto es un hielo grande (Figura
14), por tal motivo se procede a destrozar el s6lido en fracciones mas pequenas y de esta
manera agilizar el proceso de liofilizacion. Al finalizar la operacion se obtuvieron

aproximadamente 3.5 g del consorcio microbiano funcional.
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Figura 14. Solido de biomasa formado durante el proceso de liofilizacion. 1) Solido después de 18
horas de liofilizacion: 1) Consorcio fraccionado para acelerar el proceso de liofilizacion, 111)
Consorcio liofilizado después de 10 dias.

Cabe mencionar que al cabo de 56 horas la muestra se deshidraté completamente, se obtuvo
el consorcio pulverizado con el que se inocularon los reactores en la siguiente etapa

experimental.

5.2 ETAPA II: Reactivacion por bioaumentacion del consorcio nitrificante y
degradador de compuestos fendlicos en dos tipos de reactores RBM en continuo y un

sistema por lote.

5.2.1 Construccion de los reactores biologicos

De membrana

Por lote

La tabla 6 muestra un disefio de experimentos para la etapa II, sobre el monitoreo analitico

de los dos tipos de reactores.
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Tabla 6. Diserio de experimentos que comprende la etapa 11

Variables

Variables independientes: reactor

Reactor por lote

Niveles

en continuo

Reactor biologico de membrana

Variables independientes: | 36 mg/L mezcla de | 36mg/L mezcla de | 60 mg/L
concentracion de fenoles fenoles fenoles mezcla de
150 mg/L de N-|150 mg/L de N- | fenoles

NH4" NH4" 300 mg/L
de N-

NH4*

Variables dependientes o de a) % Eficiencia de consumo de NH4" (Exnas+)

respuesta b) % Eficiencia de produccion de NO3 (Enos-)
c) % Eficiencia de consumo de fenoles (Efenoles

totales)

d) Crecimiento microbiano medido como sélidos

suspendidos volatiles (SSV, mg/L) y carbono

organico total (COT)

Se construyeron dos sistemas, uno de ellos con membrana en continuo, mismo que fue

operado 196 dias consecutivos, el otro fue un sistema por lote sin membrana, el cual se

instald 24 horas después que el anterior y estuvo monitoreado 173 dias consecutivos. Asi

mismo se les dio un seguimiento analitico, atendiendo los siguientes parametros; pH,

solidos suspendidos totales y volatiles (SST y SSV), determinacion de carbono orgénico

total (COT), degradacion de una mezcla de fenoles totales (FT), degradacion de nitrogeno

amoniacal (N-NHy"), determinacion de la produccion de nitratos (NO3") y nitritos (NO2),

para esto se utilizan las técnicas analiticas descritas en la tabla 7.
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Parametro

Tabla 7. Técnicas analiticas

Normas Mexicanas

Método

empleado

2011

Fenoles totales

NMX-AA-050 SCFI
—2001

pH NMX-AA-008-SCFI- | Potenciométrico Thermo SCIENTIFIC.
2000 ORION 2 STAR.

Nitrégeno amoniacal NMX-AA-026-SCFI- | Titulométrico Rapid Destilation UNIT
2010 LABCONCO

Nitratos NMX-AA-082-1986 | Espectrofotometria | Cary 50 SCAN. UV-

Nitritos NMX-AA-154-SCFL- | UV - Visible Visible Spectrophotometer

VARIAN

Crecimiento microbiano

So6lidos  Suspendidos Balanza: OHAUS, maxima
Totales (SST) Gravimetria: capacidad
So6lidos  Suspendidos 210 g
volatiles (SSV) Diferencia  de | Probabilidad = 0.0001 g
NMX-AA-034-SCFI- | Peso, ~ secado  a
2001 105°C Estufa: Felisa Horno.
Diferencia de
peso, calcinacion
550°C Mufla: Barnstead
Thermolyne 48000
Furnace.
Carbono organico total Oxidacion SHIMADZU TOC-VCSN.
(COT) Térmica TOTAL ORGANIC
CARBON ANALYZER

El reactor en continuo fue inoculado y alimentado con una disolucion sintética, que simula

agua residual proveniente de la industria petroquimica con concentracion de N-NH4" igual

a 150 mg/L y 36 mg/L de la mezcla de fenoles totales, después de 136 dias la concentracion

de N-NH4" correspondio a 300 mg/L y en el dia 141 la concentracién de la mezcla de

fenoles totales se increment6 a 60 mg/L.
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El reactor por lote fue operado por “ciclos de degradacion”, cuando el sistema por lote
iniciaba un ciclo nuevo la concentracion de la solucion sintética como influente

correspondia a la concentracion del primer dia del ciclo.

Las caracteristicas de los reactores son las que se muestran en las tablas 8 y 9

respectivamente.

Para la inoculacion del reactor biolégico de membrana se pesaron 0.1417g, de consorcio
microbiano previamente liofilizado, para esta accion se considera la informacién
establecida en el manual de procedimiento de reactivacion de consorcios bacterianos
comerciales, también se afiadieron 1.5101g de fécula de maiz, marca maicena (Siegfried et

al, 2007; Wang et al, 2002; Garcia, 2012)

El reactor por lote fue inoculado con 0.1430g del consorcio microbiano y 1.5098¢g de fécula
de maiz, marca maicena. Se emplea una media de nylon para “bloquear” el soporte que es
empleado para empaquetar a las bacterias, logrando que las bacterias se reproduzcan en
tiempo y forma por la adicidon de nutrientes al medio y no porque desde un principio fueron
inoculadas en toda el area del reactor, logrando la alteracion de la biomasa acumulada

(Garcia, 2012).

En ambos casos el consorcio y la fécula de maiz se pesaron independientemente, luego
fueron mezclados respectivamente y contenidos en una media de nylon, a modo que se
obtienen dos bolsas llamadas “cargas bacterianas”. La representacion se aprecia con solidez

en la figura 15.
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Figura 15. Cargas bacterianas para la reactivacion del consorcio microbiano funcional en reactor
biologico de membrana y por lote.

Ahora se procede a inocular los reactores bioldgicos que daran seguimiento al experimento.

El reactor biologico de membrana fue inoculado y puesto en operacion el dia 11 de
noviembre de 2015, el sistema es un rectdngulo de medida 20 cm x 10 cm x 40 cm y de
material acrilico, la membrana fue colocada en la superficie del reactor sujeta a la tapa del
mismo, la carga bacteriana se retiene a la pared del contenedor con alambre comun,
recubierto de cinta teflon y procurando que llegue al fondo del reactor, en donde ya se
encuentra la piedra porosa que proporcionard la aireacion a todo el sistema (figura 16), la
disolucion sintética se localiza en un tanque conectado a una bomba peristaltica, la que
permite regular el flujo ( 4 mL/min) del sistema, se observa también un deposito que
contiene la disolucion amortiguadora, esta mantiene estable el pH, finalmente se observa el
recipiente que recibe al efluente. Las caracteristicas del RBM en continuo se ubican en la

tabla 8.
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Tabla 8. Condiciones fisicas para la operacion del reactor biologico de membrana
(RBM), durante la reactivacion del consorcio microbiano funcional.

Parametro ‘ Condicion

Aireacion 6 LPM

Figura cubo

Flujo de alimentacién 4 mL/ min

Oxigeno disuelto 5-mg/L O

pH 8- 8.5 (este intervalo se mantiene con una
disolucion NaHCOs3 (40g/L))

Temperatura 25°C

Tiempo de retencion hidraulico (THR) 1250 minutos

Una vez montado el reactor, se da inicio a la operacion, con una concentracion inicial de 36
mg/L de la mezcla de fenoles totales (fenol, p-cresol, o-creso, 3,4 dimetilfenol y 3,5

dimetilfenol) y una concentracion inicial de 150mg/L de nitrégeno amoniacal.

El reactor por lote fue montado e inoculado el dia 12 de noviembre de 2015, fue operado en
13 ciclos para la remocion de N-NH4" y la mezcla de fenoles totales, la carga bacteriana del
reactor por lote, fue sujeta a la pared del mismo con un alambre de hierro y recubierto con
cinta teflon, con la precaucion de que la media tocara la pared del fondo del contenedor
(figura 17), a fin que la aireacion sea homogénea en todo el sistema y el aumento de la
biomasa se observe en un lapso de tiempo apropiado. Este sistema comparte las
caracteristicas basicas del RBM en continuo, s6lo que no presenta membrana de
ultrafiltracion en su construccion. Cabe mencionar que las caracteristicas fisicas del sistema

por lote se pueden observar en la tabla 9.
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Tabla 9. Condiciones fisicas para la operacion del reactor bioldgico por lote, durante
la reactivacion del consorcio microbiano funcional.

Parametro ‘ Condicion

Aireacion 6 LPM

Figura cubo

Oxigeno disuelto 5- mg/L O

pH 8- 8.5 (este intervalo se mantiene con una
disolucion NaHCO3 (40g/L))

Temperatura 25°C

Tiempo de retencion hidraulico (THR) De 10 a 20 dias.

Membrana No contiene

La tabla 10 muestra, la informacion del tiempo de duracion de los ciclos del reactor por lote

y la concentracion de fenoles totales y nitrogeno amoniacal que degradaron.

Tablal0. Etapas de duracion del proceso por lote

Tiempo (dias) [N-NH4+"] mg/L [Fenoles totales] mg/L
1
2 10 ~150 ~36
3 12 ~150 ~36
4 17 ~150 ~36
5 9 ~150 ~36
6 10 ~150 ~36
7 9 ~150 ~36
8 10 ~150 ~36
9 13 ~150 ~36
10 13 ~150 ~36
11 20 ~300 ~36
12 20 ~300 ~60
13 20 ~300 ~60

Elaboracion propia, basada en resultados experimentales.

Como se observa en la tabla 10, se aument6 primero la concentracion de nitrogeno

amoniacal (ciclo 11), y posteriormente se aumentd la concentracion de fenoles totales (ciclo
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12). Esto con el objetivo de aumentar primero la concentracion de un parametro y después

el otro, para que de este modo se exponga una mejor respuesta.

4"
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Figura 16. Reactor biologico de membrana usado en este experimento. 1) influente,2) bomba
peristaltica,3) membrana de ultrafiltracion, 4) disolucion amortiguadora,5) carga bacteriana,6)

agitador,7) efluente.
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Figura 17. Reactor por lote usado en este experimento 1) influente,2) bomba peristaltica,3) carga
bacteriana,4) disolucion amortiguadora, 5) agitador,6) efluente.

En la pagina 53 se muestran imagenes reales, de la construccidon de estos sistemas usados

en este trabajo (Figuras 20 y 21).
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5.4 ETAPA III. Cinéticas de degradacion del consorcio reactivado, funcional
nitrificante y degradador de compuestos fendlicos proveniente del RBM en continuo.
Cinéticas de bioaumentacion de los tres consorcios PTAR CE, preservado original,

preservado reactivado

5.4.1 Cinéticas de degradacion para el consorcio reactivado, nitrificante y degradador

de compuestos fenolicos.

Las cinéticas de degradacion se realizaron por duplicado y se utilizo el consorcio

reactivado obtenido del RBM en continuo.

0. Se centrifugaron 330 mL de lodos activados, provenientes del reactor biologico de
membrana sujeto a reactivacion (Ver calculos en el anexo 9.8), los lodos fueron
centrifugados y lavados con NaCl 0.85 % con una frecuencia de 4 000 rpm; en un

tiempo de 15 minutos.

1. El lodo centrifugado fue suspendido en un volumen de 600 mL de disolucién
sintética, de concentracion 300 mg N-NH4"/L mas nutrientes (cuya composicion se
encuentra descrita en la tabla 11) y la concentracion de la mezcla de fenoles totales

60 mg/L.

2. Para simular los reactores por lote se utilizaron recipientes de plastico de 1L,
mismos que contenian piedras porosas en el fondo, a fin de que éste proporcione la
aireacion necesaria para todo el sistema; mientras que el aire fue suministrado con

una bomba para pecera (Figura 18).

3. Se vertieron 300 mL de licor mezclado en cada reactor y después se anadieron 20
mL de bicarbonato de sodio (40 g/L) para controlar el pH en un intervalo de 8-8.5;

obteniéndose un volumen total de operacion de 320 mL.

4. Una vez dado inicio la reaccidon, se tomo la primera muestra (5 mL de lodos
activados), a la cual se le determinaron los parametros solidos suspendidos totales y
volatiles, concentracion inicial de nitrogeno amoniacal, nitratos, nitritos y

concentracion inicial de la mezcla de fenoles.
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5. Se tom6 muestra cada hora, pero unicamente del sobrenadante, por lo que 5 minutos

antes de cada muestra fue necesario retirar el difusor y dejar sedimentar el lodo.

6. Una vez que el sistema mostrd un comportamiento constante en la concentracion de
fenoles totales y nitrégeno amoniacal o en su defecto, no se observd remocion de
estos, se da por concluido el perfil de degradacion y se toma una ultima muestra de
5 mL de la mezcla lo mas homogénea posible, para determinar la concentracion de

solidos suspendidos totales y volatiles del sistema. La cinética dur6 31 horas.

Figura 18. Experimento cinéticas de degradacion

5.4.2Cinéticas de bioaumentacion

Se realizaron dos repeticiones de cada cinética de bioaumentacion, el experimento
constd del montaje de tres reactores por corrida, de nombre (consorcio PTARCE,
consorcio preservado original y consorcio preservado reactivado), se le dan estos
nombres porque el primer consorcio fue adquirido de la Planta de tratamiento de
aguas residuales cerro de la estrella (PTARCE), ubicada en Iztapalapa, Ciudad de
México. El segundo consorcio es llamado “consorcio preservado original” porque
pertenece al consorcio pulverizado obtenido del reactor biologico donante. Y
finalmente se presenta el “consorcio preservado reactivado” éste fue extraido del

reactor bioldgico de membrana sujeto a reactivacion.
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1) Se extrajeron 953 mL de lodos activados, provenientes de la planta de tratamiento
de aguas residuales Cerro de la Estrella (PTARCE), ubicada en la Delegacion
Iztapalapa, Ciudad de México. Cabe mencionar que la concentracion de sélidos

suspendidos totales para estos microorganismos es de 5 190 mg/L.

2) Los microorganismos fueron centrifugados y posteriormente lavados con una

disolucion de cloruro de sodio 0.85%, durante 15 minutos y 4 000 rpm.

3) El lodo centrifugado fue suspendido en un volumen de 1 200 mL de disolucion
sintética, de concentracién 300 mg NH4'/L mas nutrientes (cuya composicion se
encuentra descrita en la tabla 11) y la concentracion de la mezcla de fenoles totales

60 mg/L.

4) Para simular los reactores por lote se utilizaron recipientes de plastico de 1L,
mismos que contenian piedras porosas en el fondo las cuales proporcionan la
aireacion necesaria para todo el sistema (Figura 19); mientras que el aire fue

suministrado con una bomba para pecera.

5) Se vertieron 400 mL de licor mezclado en cada uno de los tres reactores, después se
afladieron 20 mL de bicarbonato de sodio (40 g/L) para controlar el pH en un

intervalo de 8-8.5; finalmente se obtuvo un volumen de operacion de 420 mL.

6) Una vez dado inicio la reaccidon, se tomo la primera muestra (5 mL de lodos
activados), a la cual se le determinaron los parametros solidos suspendidos totales y
volatiles, concentracion inicial de nitrogeno amoniacal, nitratos, nitritos y

concentracion inicial de la mezcla de fenoles.

7) Se muestrea cada 60 minutos durante las primeras cuatro horas de la reaccion, para
observar paulatinamente el proceso de oxidacion del sustrato principal (N-NH4") y

el inhibidor (mezcla de fenoles)

La manera en la que se toma la muestra es la siguiente:
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8)

Apagar la bomba que proporciona el aire al sistema 5 minutos antes del muestreo,
esto con el propdsito que sedimente y asi extraer la menor cantidad de lodos en la

toma de muestra.

Tomar 5 mL del sobrenadante dentro del reactor y depositarlo en frascos vial para
determinar los pardmetros mencionados anteriormente exceptuando SST y SSV. El
intervalo de muestreo se definié de acuerdo a la velocidad de degradacion de cada

sustrato, como parametro adicional se determin6 pH.

Una vez transcurridas las 4 horas de reaccion en dos de los reactores, se procedié a
la bioaumentacion, dicho proceso consiste en adicionar un consorcio diferente a los

lodos de planta que estaban previamente contenidos en cada uno de los reactores.

Al primer reactor llamado “Consorcio PTARCE” no se adicioné més cantidad de
masa del consorcio, puesto que es considerado como experimento testigo en

comparacion con los otros dos.

Al segundo reactor llamado “Consorcio preservado original” se afiadio 1.0 g del
consorcio liofilizado (polvo). La masa que se adiciond del consorcio preservado en
la bioaumentacion, es proporcional con la concentracion de soélidos totales del

consorcio proveniente de la planta.

Al tercer reactor se adiciond una pasta de microorganismos centrifugados,
correspondiente al volumen de 66 mL del consorcio reactivado en el reactor
biologico de membrana (El volumen de consorcio reactivado afiadido es
proporcional a la concentracion de solidos totales del consorcio proveniente de la

planta. (Ver célculos correspondientes en Anexo 9.9)

Al transcurrir las primeras 4 horas de la cinética, se da por concluida la cinética de

degradacion. Posteriormente, se comienza a monitorear la cinética de bioaumentacion con

esté nuevo consorcio adicionado en cada caso.

Se tom6 una muestra de 5 mL (sistema completamente homogéneo) a la cual se le

determinaron sélidos suspendidos totales y volatiles ademas de los parametros ya asistidos

anteriormente.
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9) La bioaumentacion durd 28 horas y luego que el sistema mostrdé un comportamiento
constante en la concentracion de fenoles totales y nitrogeno amoniacal o en su caso
no se observo remocion de éstos, concluye el perfil de degradacion del sustrato y se
toma una ultima muestra que permite conocer si hay crecimiento microbiano dentro

de los reactores.

Figura 19. Experimento cinéticas de bioaumentacion

Tabla 11. Composicion de la disolucion sintética con los nutrientes y el sustrato
principal de amonio

Nombre del Formula Concentracion ‘Nombre del Formula Concentracion

compuesto (g/L) | (mM) Ccompuesto (gL) (mM)

cloruro de | NH4Cl

amonio

Cloruro de | NaCl 0.106 | 1.81 Sulfato  de | CuSOq4 0.166 | 0.07
sodio cobre 11

Fosfato  di | KH,PO4 | 0.098 | 0.720 Sulfato de MnSOs | 0.0113 | 0.077
éCIdO. de manganeso

potasio 1I

Sulfato  de | MgSO4 0.024 | 0.199 Sulfato  de | FeSOq4 0.166 | 0.109
magnesio II hierro II
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA I: Preservacion por liofilizacion del consorcio nitrificante y degradador de

compuestos fendlicos.

En este trabajo fue posible la preservacion del consorcio nitrificante funcional y degradador
de compuestos fenolicos. La muestra se obtuvo como solido pulverizado, después de 56
horas sometido a deshidratacion como se puede apreciar en la figura 14 pagina (40). Esta

aseveracion se sustenta en los resultados presentados en la ETAPA 1I.

Figura 20. (a) (b) Figura 21. (a) (b)

Figura 20 RBM en continuo (a) y sistema por lote (b), durante la instalacion y Figura 21. RBM en
continuo (a) y sistema por lote (b) al final de la operacion (196 y 186 dias ) respectivamente.

En las figuras 20 y 21 se observan imagenes de los reactores bioldgicos de membrana en
continuo y por lote el dia de la construccion y ultimo dia de operacion respectivamente, se
nota cualitativamente la presencia de lodos activados, este hecho evidencia aumento de la
biomasa durante la operacion de cada reactor (Figuras 29 pag (61) y 36 pag (67)). Para
llevar a cabo la etapa III los microorganismos con los que se realizaron las cinéticas de

degradacion y bioaumentacion se obtuvieron del sistema RBM en continuo sujeto a
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reactivacion. El consorcio fue extraido cuando el reactor se encontraba a una concentracion

influente de 300 mg N-NH4" /L y 60 mg fenoles totales /L.

5.2 ETAPA II: Reactivacion por bioaumentacion del consorcio nitrificante y
degradador de compuestos fenolicos en dos tipos de reactores RBM en continuo y un

sistema por lote.

La etapa dos consistio en la reactivacion de un consorcio bacteriano funcional en dos tipos
de reactores biologicos. Se construyd y operd un sistema reactor bioldégico de membrana
(RBM) en continuo, y un reactor por lote, a ambos se les determind los pardmetros

analiticos contenidos en la tabla 7.
5.2.1 Reactor biologico de membrana (RBM) en continuo

En la figura 22 se muestra la determinacion de valor de pH dentro del reactor, a lo largo de
su funcionamiento. Cabe mencionar que el valor de pH 6ptimo para que se lleve a cabo la
nitrificacion debe oscilar entre los valores 8.0 y 8.5, esta grafica nos muestra que en
ocasiones este parametro mengud a valores incluso muy bajos o acidos, y por el contrario
se observa que algunos dias éste se dispard a valores mas altos, propiciando alcalinidad en
el medio y en consecuencia la volatilizacion del amoniaco en su estado natural (gas). Es
importante sefalar que el aumento o descenso de este pardmetro se le atribuye a dos
circunstancias, la primera: un exceso o falta de la disolucion amortiguadora NAHCO3 (~0.5
M) en el medio, y la segunda asocia a aspectos del proceso de nitrificacion. Atendiendo la

ecuacion 1.
4 CO2 + HCO3 + 22 NH4"+37 02 —> CsH7NO2 + 21 NO3 + 20 H,0 +42 H' (Ee.1)
CsH7NO; =biomasa

Esta ecuacion considera que por cada mg/L de NH4" oxidado, se deriva una disminucion de
7.14 mg/L de alcalinidad expresada como carbonato de calcio (CaCO3), lo cual representa

un descenso en el valor de pH (Metcalf, Eddy, 2003).

Durante la experimentacion, lo anterior se comprende debido al exceso de bicarbonato de

sodio en el medio, se estiman valores de pH altos, sin embargo esto no es lo que se
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requeria, puesto que esta accion presenta consecuencias en el proceso de nitrificacion, la

reaccion de disociacion del cloruro de amonio (NH4Cl) es la siguiente:

NH4Cl (ac) — NH4" (ac) + CI (ac) como se observa, la sal se disocia completamente en
estado acuoso, dando lugar a la formacion del cation amonio el cual en contacto con agua

se hidroliza, dando origen a la especie amoniaco.
NH4" (ac) + OH" (ac) — NHj (ac) + H20 (1)

El amoniaco en su forma natural es un gas, por tanto si el pH es igual a 9.4 o maés el
amoniaco se volatiliza y se va al ambiente sin pasar por el proceso de nitrificacion, esto no
sucede si el pH se mantiene en un intervalo entre 8 y 8.5 Optimo para bacterias nitrificantes,
los microorganismos realizan el proceso de nitrificacion y la especie amoniaco se oxida
hasta la especie nitrato, nos damos cuenta que se esta llevando a cabo el proceso, por la

disminucioén del pH.
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Figura 22. Determinacion de pH en RBM

El reactor bioldgico de membrana operé 196 dias consecutivos, en la figura 23 se aprecia que el
reactor fue puesto en marcha con una concentracion inicial de aproximadamente 36 mg fenoles
totales/L; permaneci6 140 dias con esta concentracion, obteniéndose una eficiencia de remocion de
fenoles totales igual a 96%. En el dia 141 de operacion, la concentracion se aumentd a 60 mg
fenoles totales/L aproximadamente. El reactor persiste 57 dias mas con dicha concentracion (casi el
doble), logrando una eficiencia de remocién del 99% en un total de 196 dias en operacion, este fue

el final de la operacion.
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En la figura 24 se aprecia graficamente la eficiencia promedio obtenida al finalizar el experimento

de degradacion de la mezcla de fenoles totales siendo igual a %Epromedio=99%.

Para calcular el porcentaje de eficiencia promedio en el trascurso de operacion del reactor
biologico de membrana se utiliza la ecuacion 4.1.

[Concentraciéon inicial |-[Concentracion final]

%Epromedi(): * 100% EC 4 1 .
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Figura 23. Determinacion de degradacion de la mezcla de fenoles totales en RBM
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Figura 24. Determinacion del porcentaje de Eficiencia promedio de degradacion de la mezcla de
fenoles en RBM.
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En la figura 25 se aprecia la oxidacion de nitrogeno amoniacal. El experimento se realizo
en dos etapas, en la primera la concentracion inicial fue de ~150 mg N-NH4" /L, esta
concentracion persiste 136 dias obteniendo un %E ~nna=82%, en el dia 137 la
concentracion de nitrégeno amoniacal se aument6d al doble es decir 300 mg/L y esta
concentracion permanece hasta el dia que el reactor dejo de operar los cuales fueron 196

dias, obteniendo un % En-npa =90%.

Los microorganismos previamente liofilizados muestran la reactivacion esperada,
claramente se observa en la eficiencia promedio para la remocién de la mezcla de fenoles

totales y nitrégeno amoniacal.
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Figura 25. Nitrificacion en presencia de compuestos fenolicos RBM

También se puede observar que a pesar de la presencia de compuestos fendlicos en el
medio se llevd a cabo el proceso de nitrificacion, este hecho se refuta en la figura 26, se
observa que la produccion de iones nitrato (NO3") va en aumento y la concentracion de la

especie nitrito (NO>") desciende conforme la concentracion de iones nitrato aumenta.

Como bien se ha mencionado anteriormente, el proceso de nitrificacion se divide en dos

etapas. En la figura 26 se observan experimentalmente como se lleva a cabo el proceso de
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nitritacion (a) y el proceso de nitratacion (b). Estos procesos se pueden observar en la

ecuacion 2.

NHsf ——> NO» ————> NO; Ecuacion. 2

(@  (b)
El proceso de nitritacion (a) es la oxidacion del ion amonio a nitrito y se lleva a cabo por un
grupo de bacterias llamadas nitrosomonas, como se puede observar en la figura 26, cuando
se determind este parametro por primera vez pasaron 44 dias y la concentracion delos
mismos se encontraba alta (~120 a 40 mg/L) obteniendo un %En.no2” = 58.06 %. Esto
quiere decir que las bacterias nitrosomonas predominaban en el proceso oxidando la
especie amonio a nitrito solamente. Para solucionar el problema se realizaron un par de
experimentos para conocer la relacion F/M hasta ese punto del reactor y se aument6 la
oxigenacion dentro del mismo. A medida que los microorganismos se aclimataron y
conforme fue avanzando el tiempo la concentracion de biomasa aumentd. Se observa que la
concentracion del anion nitrito disminuye paulatinamente y la de nitratos aumenta hasta una
concentracion de 290 mg/L aproximadamente, esto supone que las bacterias del género

Nitrobacter han proliferado en el proceso de nitrificacion.
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Figura 26. Continuacion de nitrificacion en presencia de compuestos fenolicos RBM
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La figura 27 es una representacion grafica del porcentaje de eficiencia promedio al finalizar
el experimento se obtuvo un %Epromedio=90%. Este dato muestra que la degradacion de
nitrégeno amoniacal fue eficiente, en el tiempo de operacion, del reactor biologico de

membrana en continuo.
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Figura 27. Determinacion del porcentaje de Eficiencia promedio de degradacion de la especie N-
NH," en RBM

En la figura 28, se muestra la concentracion de carbono organico total en la mezcla de
fenoles totales, para esto se utilizd un analizador de carbono organico total (Shimadzu,
TOC-V CSN), cuyo principio se basa en la absorcion de radiacion infrarroja que presenta el
COz para cuantificar el carbono organico de tal manera que el carbono inorgénico como en

NaHCO:s sea eliminado en forma de CO; ¢n las muestras. (Silva, 2011).

Se aprecia que la concentracion de carbono orgénico total inicial para la primera parte es de
33.5 mg/L, para la segunda parte aument6 la concentracion de la mezcla de fenoles totales
y por lo tanto la concentracion de COT es de 48.09 mg COT/ L como influente, cabe
mencionar que estos son valores promedio de las entradas determinadas de la disolucion

sintética que simula agua desflemada de la industria petrolera. Al finalizar el proceso de
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nitrificacion en presencia de compuestos fenodlicos se obtuvo una concentracion final de

6.04 mg COT /L.

Este parametro fue determinado con el fin de observar la oxidacion de la mezcla de fenoles
(fenol; o-cresol; p-cresol; 3,4-dimetilfenol; 3,5-dimetilfenol), se asume la concentracién

inicial de 60 mg fenoles totales /L.
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Figura 28. Determinacion de carbono organico total (COT) en RBM

La figura 29 describe el crecimiento microbiano durante el proceso de operacion del reactor
bioldgico de membrana, el reactor se inoculdé con una concentracion inicial de SST=720
mg/L y de SSV= 440 mg /L. Estos pardmetros se determinaron para observar la variacion
del crecimiento de la biomasa dentro del reactor a lo largo del experimento, el cual, al
finalizar el tiempo de operacion muestra un incremento en la concentracion

microorganismos de 4 560 mg/L para SST y 2 940 mg/L para SSV.
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Figura 29. Determinacion de solidos suspendidos totales y voldtiles en RBM.

5.2.2 Reactor por lote

El reactor por lote operdé en 13 ciclos, de los cuales se determinaron los parametros

analiticos descritos en la tabla 7, cuyos resultados se dan a conocer a continuacion:

La figura 30 muestra la variacion de pH en el transcurso de la experimentacion, este
parametro oscilo en un intervalo entre 6 y 9.5. Cabe mencionar que el pH 6ptimo para que
se lleve a cabo el proceso de nitrificacion es de 8.0 a 8.5, por lo que un pH 4cido interfiere
con el proceso de nitrificacion, asi mismo un valor de pH alcalino, convierte el ion amonio
en amoniaco y este es volatilizado en su forma natural (gas). Esta es la razén por la cual el
nitrogeno amoniacal no era removido en su mayor totalidad y por ende la concentracién de

iones nitrato se muestra insuficiente.

61



0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

o pH Tiempo (d)

Figura 30. Determinacion de pH en reactor Lote

En los trece ciclos que se oper6 el reactor bioldgico por lote se aprecio la remocidn casi
completa de fenol (figura 31). Los primeros 11 ciclos de operacion la concentracion de
fenoles totales fue de (~ 36 mg/L), obteniendo en el ciclo nimero once una eficiencia de
96% (figura 32), en los ciclos 12 y 13 la concentracion de trabajo de la mezcla de fenoles
fue (~ 60 mg/L) logrando 99.33% eficiencia al finalizar el experimento. Lo que quiere
decir que el consorcio funcional contenido en el reactor por lote oxidd una concentracion

maxima de la mezcla de fenoles totales de 60 mg/L en 20 dias.
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Figura 31. Determinacion de degradacion de la mezcla de fenoles en reactor Lote
La figura 32 muestra la determinacion del porcentaje de eficiencia en el reactor por lote la

eficiencia es calculada como eficiencia promedio en cada ciclo (Ec.4.1). Con base en este

calculo, se puede observar que las eficiencias de remocion se muestran por encima del
90%.
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Lote

En la figura 33 se muestra la determinacion de la degradacion de nitrogeno amoniacal en
los trece ciclos, se observa que en los primeros diez ciclos la remocién de nitrégeno
amoniacal se llevo a cabo casi en su totalidad. También se muestra que la presencia de
compuestos fenolicos no limita la oxidacion del ion amonio en el proceso de nitrificacion,
se alcanzo un porcentaje de eficiencia de remocion de 93.54% (figura 35). En comparacion
con los diez ciclos anteriores el 11, 12 y 13 mostraron un porcentaje mas alto (97.5, 97.2,
99.2 % respectivamente). Notese que en el caso de la mezcla de fenoles totales la
concentracion se aumentd en los ultimos dos ciclos, en este caso no fue asi puesto que se
aspir6 monitorear primero el sustrato de mayor concentracion presente en la disolucion,

posteriormente el segundo contaminante.
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Figura 33. Nitrificacion en presencia de compuestos fenolicos en reactor Lote

En cuanto a la produccion de nitratos la figura 34 sefiala que en los primeros diez ciclos no
hay un aumento considerable de iones nitrato, incluso, hasta antes del ciclo ocho se observa
gran cantidad de iones nitrito. Para contrarrestar este problema se aumento la aireacion del
sistema, a fin que a través del oxigeno suministrado, se complemente el proceso de
nitrificacion oxidando la especie nitrito hasta la especie nitrato; con esta mejora se observa
un resultado eficaz y a partir del ciclo nueve la disminucion de iones nitrito es notoria

observandose un aumento considerable en la concentracion de iones nitrato, alcanzando un

maximo de 254.5 mg/L.
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Figura 34. Continuacion de nitrificacion en presencia de compuestos fenolicos en reactor Lote
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Figura 35. Determinacion del porcentaje de Eficiencia de degradacion de la mezcla de
N-NH," en reactor Lote.

En la figura 36 se aprecia el aumento de crecimiento microbiano en el reactor lote, en los
dias de monitoreo. En el caso de los sdlidos suspendidos totales se inicid6 con una
concentracion de 300 mg/L y alcanz6 una concentracion de 1 180 mg/L al final de la
operacion. Asi mismo para los sélidos suspendidos volatiles el incremento se reporta de la
siguiente manera, 100 mg/L SSV a 960 mg/L SSV, hasta el final de la operacion.
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Figura 36. Determinacion de solidos suspendidos totales y voldtiles en reactor Lote.

5.3 ETAPA III. Cinéticas de degradacion del consorcio reactivado, funcional
nitrificante y degradador de compuestos fendlicos proveniente del RBM en continuo.
Cinéticas de bioaumentacion de los tres consorcios PTAR CE, preservado original,

preservado reactivado.

5.3.1 Cinéticas de degradacion para el consorcio microbiano funcional de RBM en

continuo sometido a reactivacion

A continuacién, se muestran los resultados estimados para referenciar el perfil cinético del
reactor biologico de membrana en continuo, como se menciond anteriormente el
experimento se realizo por duplicado, los calculos para realizar este tipo de cinéticas se

observan detalladamente en el anexo 9.8

Los presentes son el promedio de ambos eventos. El perfil cinético de degradacion se llevo
a cabo en 31 horas. Durante el experimento se monitorearon los parametros analiticos, pH,
solidos suspendidos totales y volatiles, degradacion de nitrogeno amoniacal y fenoles
totales. Es importante mencionar que las cinéticas de degradacion son una especie de
simulacro, para monitorear el comportamiento de los microorganismos antes de llevar a

cabo la bioaumentacién en experimentaciones posteriores.
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En primer lugar, la figura 37, muestra la variacion del pH en el transcurso del experimento.
Durante el tiempo que dur6 la cinética, el pH se mantuvo entre 6 y 8.5, no obstante que
durante algunas horas el pH estuvo bajo, los resultados de la nitrificacién en presencia de

compuestos fendlicos para esta experimentacion se muestran favorecidos.

La figura 38 muestra el perfil de degradacion de los contaminantes fendlicos. Se observa
que de una concentracion ~50 mg/ L, se alcanza una remocion casi en su totalidad. Los

puntos fueron muestreados cada seis horas, mostrandose un avance en la reaccion exitoso.

La figura 39 muestra la degradacion de nitrégeno amoniacal con concentraciéon de 300
mg/L, se puede observar claramente que en 31 horas el contaminante fue degradado a pesar

de la presencia de compuestos fendlicos en el medio.

También se puede observar (Figura 40) que la nitrificacion se lleva a cabo produciendo un

maximo de 150 mg/L de N-NOs3™; la grafica no muestra obtencion de iones N-NO>".

Finalmente, para este experimento se muestra notoriamente, el aumento de la biomasa
(Figura 41), la cinética dio inicio con una concentracion de sélidos suspendidos volatiles
igual a 3 200 mg/L, los cuales aumentaron a 3 600 mg/L después de 31 horas que durd la

cinética.
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Figura 41. Determinacion de solidos suspendidos totales y voldatiles en perfil cinético RBM

También se presenta el valor de p para el consorcio sujeto a reactivacion en este
experimento (u=0.0074 mg/L*h), y el valor de Ks y umax para la mezcla de fenoles totales
son (10.24 mg/L y 0.138 mg/L*h) respectivamente. Estos valores, son parametros

cinéticos.

5.3.2 Cinéticas de bioaumentacion comparacion entre los tres consorcios.

En el transcurso de este trabajo se han mostrado los resultados de la reactivacion del
consorcio nitrificante degradador de compuestos fenolicos, se han demostrado evidencias
de la nitrificacion aun en presencia de contaminantes toxicos, también se menciona que se
llevo a cabo un simulacro para observar los perfiles de degradacion de los contaminantes
principales en este estudio, es decir la mezcla de fenoles totales y el nitrégeno amoniacal,

también se describe como actlian los microorganismos reactivados en este estudio.

Como se menciond en un principio, también se realizaron cinéticas para observar el
aumento de la biomasa, y los perfiles de degradacion de los sustratos. En este apartado del
capitulo se muestran los resultados comparativos de los tres consorcios estudiados 1)

Consorcio PTAR CE, 2) Consorcio preservado original y 3) Consorcio preservado
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reactivado. El primero es un consorcio activo obtenido de la Planta de Tratamiento de
aguas residuales Cerro de la Estrella, ubicada en Iztapalapa, CDMX. El segundo consorcio
se refiere al liofilizado, experto en llevar a cabo el proceso de nitrificacion aun en presencia
de compuestos fenodlicos, obtenido directamente del reactor bioldgico de membrana
aclimatado por la Candidata a Dra. Paulina Sarabia Bafiuelos, cabe mencionar que este

consorcio se utilizé en forma de polvo para todos los experimentos.

El consorcio preservado reactivado, es el que fue sometido a reactivacion 196 dias en un
reactor bioldgico de membrana, para realizar las cinéticas, éste se utilizd centrifugado en

apariencia de pasta lodosa, igual que el consorcio PTAR CE.

En este experimento se llevan a cabo dos tipos de cinéticas: Las primeras tres horas se lleva
a cabo la cinética de degradacion en cada uno de los reactores, la cinética da inicio con los
lodos provenientes de la planta de tratamiento de aguas residuales, a partir de la hora cuatro
da inicio la cinética de bioaumentacion, en este punto se agregan los consorcios a estudiar,

es decir el consorcio preservado original y el preservado reactivado.
La figura 42, muestra la determinacion de pH en todo el proceso cinético, para cada tipo de

COonsorcio.
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Figura 42. Determinacion de pH en perfil cinético de bioaumentacion.

El pardmetro pH permaneci6 en el intervalo de 6 a 9. Es importante mencionar que las
bacterias oxidantes de amonio (BOA) en este caso las del genero nitrosomonas presentan
un mejor crecimiento en un intervalo de pH entre 5.8 y 8.5, en cambio las bacterias nitrito

oxidantes (BNO) presentan mayor crecimiento entre 6.5 y 8.5. (Gieseke et al, 2006).

En la figura 43 se observan las curvas de crecimiento microbiano para los consorcios
preservado original y preservado reactivado; asi mismo se puede apreciar que el consorcio
PTAR CE no presenta crecimiento microbiano, se observa la fase muerte desde la segunda
hora de reaccidn, posteriormente se presenta la fase estacionaria, esta etapa permanece
hasta la hora numero 22 y después se observa la fase exponencial pero en menor

concentracion.

La curva de crecimiento para el consorcio preservado original exhibe que la fase de
adaptacion inicia desde el primer momento y permanece hasta la hora 16, después se
observa la fase exponencial la cual refiere que los microorganismos estds siendo

alimentados con el sustrato correspondiente y existe duplicacion celular, este evento se
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muestra entre las horas 22 y 28 iniciando la fase estacionaria, la etapa endégena o muerte

no se observa.

Para el caso del consorcio preservado reactivado no se aprecia la fase latencia debido a que
ocurre muy rapidamente. La fase exponencial inicia junto con la bioaumentacion (hora 4),
luego ocurre la fase estacionaria y predomina hasta la hora nimero 22, en este ultimo punto
de la cinética se aprecia que surge nuevamente la fase exponencial, pero ahora en menor
concentracion; estudios realizados por (Garcia, 2012) aseveran que a este ultimo fenémeno
se le denomina crecimiento criptico, se refiere a que los microorganismos deben
metabolizar su propio protoplasma sin la reposicion de éste, pues la concentracion del
sustrato disponible se encuentra al minimo. En este caso ese sustrato limitante del cual se

habla en 1la mezcla de fenoles totales.

Las curvas de crecimiento para los consorcios preservado original y preservado reactivado
son similares, ambas inician con aproximadamente la misma concentracion de solidos
suspendidos volatiles (2 700 y 2 680 mg/L), la curva referente al consorcio PTAR CE
muestra una concentracion de SSV=3 780 mg/L , es importante destacar que se realizaron
los calculos convenientes para que los tres consorcios comenzaran en una concentracion
similar de Solidos suspendidos volatiles, ver anexo 9.9, las concentraciones finales de
biomasa fueron 1 620 mg/L, 2 920 mg/L y 2 700 mg/L para el consorcio PTAR CE,

preservado original y preservado reactivado respectivamente.
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Figura 43. Determinacion de solidos suspendidos volatiles en perfil cinético de bioaumentacion

La tabla 12 muestra los valores de la constante para la velocidad especifica de crecimiento

(1) en cada tipo de consorcio.

Tabla 12. Velocidades especificas u, para los consorcios bacterianos.

Consorcio microbiano i (mg/ L*h)
Consorcio preservado reactivado 0.0058
Consorcio preservado original 0.0048
Consorcio PTAR CE 0.0032

Los valores de tabla 12 fueron obtenidos utilizando la ecuacion 1.6 a, se realiza la grafica

de Ln X vs t, en dicha ecuacionm = U.

Los valores de esta tabla son calculados a partir de la cuarta hora, es el tiempo donde

comienza la bioaumentacion.
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Se observa que el consorcio preservado reactivado es el que presenta mayor crecimiento
exponencial alcanzando un valor para (#=0.0058 mg/L*h), después estd el consorcio
preservado original (4=0.0048 mg/L*h) y finalmente el consorcio PTAR CE, que muestra
un valor de (4=0.0032 mg/L*h).

La figura 44 muestra la determinacion de degradacion en la mezcla de fenoles totales para

cada consorcio, se observa que los tres presentan un comportamiento similar.

Las eficiencias de remocion que presentan los consorcios se consideran buenas.
Recordemos que para que un porcentaje de rendimiento o eficiencia de remocion se
considere bueno, éste debe estar por encima del 80%. En este estudio los valores estimados
para los consorcios preservado original, preservado reactivado y PTAR CE respectivamente
son (91.30%, 91.30%, 86.97%). En el anexo 9.10, se muestra el analisis estadistico para
estas muestras, utilizando el programa STATGRAPHICS CENTURION.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
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Degradacion de fenoles totales consorcio PTAR CE
—a— Degradacion de fenoles totales consorcio preservado original

—a— Degradacion fenoles totales consorcio preservado reactivado

Figura 44. Determinacion de degradacion de fenoles totales en perfil cinético de bioaumentacion
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La figura 45 indica la degradaciéon de nitrégeno amoniacal en cada uno de los tres
consorcios el consorcio preservado original y el reactivado son semejantes en

comportamiento, por el contrario, el PTAR CE esta muy alejado de esa tendencia.

En el anexo 9.10 Se observa el andlisis estadistico para saber si las muestras aqui

representadas son significativas.
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Degradacién N-NH4+ consorcio PTAR CE

—=—Degradacion N-NH4+ consorcio preservado original
—a— Degradacion N-NH4+ consorcio preservado reactivado

Figura 45. Determinacion de la degradacion de N-NH," en perfil cinético de bioaumentacion

En las figuras 46 y 47 se muestra la produccién de las especies nitritos y nitratos, se
muestra claramente que la produccion de nitratos fue minima en los tres consorcios, y la
produccion de nitratos no alcanzé mas alla de los 80 mg/L, esta razon se puede atribuir a 1)
existid error experimental en el perfil cinético de degradacion al momento de tomar la
muestra y 2) el perfil cinético del sustrato nitrégeno amoniacal concluyd antes que la

produccion de N-NOs™ alcanzara la méxima concentracion.
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Figura 46. Nitrificacion en presencia de compuestos fenolicos perfil cinético de bioaumentacion
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Figura 47. Nitrificacion en presencia de compuestos fenolicos, perfil cinético de bioaumentacion
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Las figuras 48 y 49 respectivamente, muestran los datos obtenidos de los perfiles cinéticos
de bioaumentacioén, para la degradacion de la materia orgénica en el sistema. El
experimento se realizéo mediante la determinacion de la degradacion de la mezcla de fenoles
totales y nitrogeno amoniacal tomando en cuenta los datos de la concentracién de SSV,
como una medida indirecta del crecimiento microbiano. Se determinaron las rapideces
especificas maximas de crecimiento (Umax) y las constantes de saturacion o afinidad por el
sustrato (ks) a partir de la ecuacion de Monod (1.6) y posteriormente se recurre a la
ecuacion 1.15 (1/u vs 1/s) para estimar los pardmetros antes mencionados. Se utiliza el
método de linealizacion Lineweaver-Burk, porque éste es el que presenta el coeficiente de

determinacion lineal (r?) mas cercano a 1 y predice la velocidad de reaccion.

400
y =3270.6x - 98.688

350 . R? = 0.682

300

250
<
= 200
= y =1085.2x +21.239

150 R?=0.9077

100 /

50 u
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
1/s (h)
—®— consorcio preservado original —— Cconsorcio preservado reactivado

Figura 48. Ecuacion de Lineweaver-Burk (SSV) para la mezcla de fenoles totales, en consorcios
preservado original y preservado reactivado.
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Figura 49. Ecuacion de Lineweaver- Burk (SSV), para N-NH," en consorcios preservado original
y preservado reactivado.

Es importante mencionar que en la figura 47 soélo se ilustran los resultados de los
consorcios preservado original y preservado reactivado, el PTAR CE no se toma en cuenta
puesto que no presentd bioaumentacion de un consorcio diferente. Los resultados aqui
presentes son obtenidos a partir de la cuarta hora de la cinética, porque fue en ese momento

en que comenzd la bioaumentacion.

En el caso de la figura 48 se toman en cuenta 3 valores del perfil cinético, debido a que es

en este intervalo en el que el experimento tuvo un comportamiento lineal.
La tabla 13, muestra los porcentajes de remocion de los tres consorcios.

La tabla 14 concentra los valores cinéticos para (Umaxy Ks) estimados con el valor de solidos
suspendidos volatiles en el crecimiento microbiano, para las concentraciones de la mezcla

de fenoles totales y nitrégeno amoniacal.
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Tabla 13. Porcentaje de eficiencia de fenoles totales y N-NH4" en los tres consorcios

Consorcio concentracion inicial =~ Concentracion Final % Eficiencia
Fenoles [mg/L] [mg/L]
PTAR CE 57.5 7.5 86.97%
Preservado
original 57.5 5.0 91.30%
Preservado
reactivado 57.5 5.0 91.30 %
Consorcio concentracion inicial  Concentracion Final % Eficiencia
N-NHq4 [mg/L] [mg/L]
PTAR CE 293 290 1.02%
Preservado
original 293 91.5 68.77%
Preservado
reactivado 293 92 68.60%

Tabla 14. Parametros cinéticos pmax y Ks para SSV, en la degradacion de la mezcla de
fenoles totales y nitrogeno amoniacal.

Parametros cinéticos

Bmax (1/h) K, (mg/L)

Solidos suspendidos

volatiles (mg/L)

Consorcio Fenoles totales
Preservado original 0.0101 33.14
Preservado reactivado 0.04708 51.09
Consorcio Nitrogeno amoniacal
Preservado original 0.0028 36.77
Preservado reactivado 0.0085 69.30

En el caso de la degradacion de fenoles totales se aprecia, un % Eficiencia de degradacion
de 91.3% para los consorcios preservado original y preservado reactivado, como es notable,

ambos consorcios presentan el mismo dato de degradacion, sin embargo, el consorcio PO,
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muestra un valor de K=33.14 mg/L y para el consorcio PR, se obtuvo un valor de K
=51.09 mg/L. Con estos datos se aprecia que el consorcio preservado original muestra
menor valor de constante de saturacion, pero se obtiene una degradacion buena, por lo
tanto, se dice que ambos consorcios tienen afinidad por el sustrato, ya que es degradado
casi en su totalidad.

Para el caso de nitrogeno amoniacal se muestran los porcentajes de degradacion estimados
en la tabla 13. Es posible percibir que el porcentaje de degradacion para el consorcio PTAR
CE, es muy bajo (1.02 %) con respecto al que muestran los consorcios PO y PR (91.3%)),
¢éstos ultimos refieren mas afinidad por el sustrato, es decir que degradan el nitrogeno
amoniacal casi en su totalidad, los valores de Ks se muestran en la tabla 14.

También podemos apreciar los valores estimados de la tasa méaxima de crecimiento
especifica (umax), €n este caso es importante mencionar, que de los tres consorcios
estudiados en esta etapa el que presentd mayor concentracion de microorganismos fue el
proveniente de la PTAR CE (3 780 mg/L), cabe resaltar que no se calcularon los valores de
los parametros cinéticos para este consorcio, porque a €ste no se le afiadié6 un consorcio
adicional en la bioaumentacion, en la figura 43 se aprecia cualitativamente esta afirmacion.
Por otra parte, la tabla 14 contiene los datos de (pmax) para el consorcio preservado original
y el preservado reactivado los valores que presentan son (0.010 y 0.047 h')
respectivamente, estos valores muestran que el consorcio preservado reactivado obtuvo el
maximo crecimiento especifico para la concentracion de sustrato, en este caso la mezcla de
fenoles totales.

Para el caso del sustrato nitrdgeno amoniacal, la tasa maxima de crecimiento especifico
adopto el mismo comportamiento (tabla 14), el mayor valor de pmax alcanzado es el del
consorcio PR (0.0085 h'), seguido del consorcio PO (0.0028 h!), estos datos refutan lo
anterior que el maximo crecimiento alcanzado entre estos dos consorcios le corresponde al
consorcio preservado original, aunque ambos arrojan el mismo porcentaje de remocion.

Se observa que los consorcios de ambos experimentos son semejantes y realizan la
operacion a la par, no obstante que en uno de ellos el crecimiento bacteriano era mas lento.
Por ultimo, se puede observar que en todos los casos el valor de Ks fue mucho menor que la

concentracion del sustrato, por lo que se asume que el orden de las reacciones en ambos
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consocios es de primer orden, en las figuras 49 y 50 se muestran detalladamente los valores

estimados.

5.3.2.1 Constantes de velocidad para la degradacion de fenoles totales y nitrogeno

amoniacal

La figura 50 muestra los datos con los que se obtienen las constantes de velocidad de
degradacion de la concentracion de nitrégeno amoniacal (k) haciendo uso de la ecuacion
para una cinética de primer orden In[C]/[Co]=-kt, donde [A] es la concentracion descrita a

un tiempo t.

Los valores de la constante de velocidad obtenidos experimentalmente son, 0.0003, 0.0442,
0.0444 (h!) para el consorcio PTAR CE, preservado original y preservado reactivado
respectivamente. Lo que indica que el consorcio PTAR CE, es el que degrada el N-NH4"

mas lentamente, ya que es el que presenta la menor k en comparacion con los tres cultivos.
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Figura 50. Cinéticas de degradacion Consorcio PTAR CE, PO y PR. Nitrogeno amoniacal
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De acuerdo con la figura 51 se observan las constantes de velocidad experimentales para la
degradacion de la mezcla de fenoles, (0.0582, 0,076 y 0.079), para el consorcio PTAR CE,
PO y PR, respectivamente, como se puede apreciar el orden creciente de la constante de
velocidad es el mismo que con el sustrato nitrogeno amoniacal, también es representado
con una cinética de primer orden en su forma integrada siendo el consorcio PTAR CE el

que degrada mas lentamente la mezcla de fenoles totales.

30

-2.5 {y=-0.0582x-0.8137 y =-0.076x - 0.4083 y =-0.0798x - 0.3662
R2=0.5276 R2 =0.8195 R?=0.8636
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—e— Consorcio PTAR CE —m— Consorcio preservado original

—a— Consorcio preservado reactivado

Figura 51. Cinéticas de degradacion Consorcios PTAR CE, PO y PR. Mezcla de fenoles totales.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES
Se llevd a cabo la preservacion de un consorcio funcional nitrificante y degradador de

compuestos fendlicos por el método de liofilizacion.

Se logré la reactivacion del consorcio preservado por bioaumentacion en dos tipos de
reactores, un reactor bioldogico de membrana con operacion en continuo y un sistema por

lote sin membrana.

Fue posible reconocer el aumento de la biomasa con la evaluacion de curvas de crecimiento
microbiano mediante la cuantificacion de sélidos suspendidos volatiles y la determinacion
de carbono organico total (COT), ademas de observar la degradacion continua de una

mezcla de fenoles.

Se cuantificod la concentracion de nitrogeno amoniacal, con el fin de evaluar el consorcio
microbiano sujeto a reactivacion, para garantizar la eficiencia del método, a la comunidad
microbiana le correspondia degradar (300 mg N-NH4" / L y 60 mg mezcla de fenoles
totales /L). Con la evaluacion de la prueba analitica para observar la degradacion de
nitrégeno amoniacal se aprecian porcentajes de eficiencia de remocion mayores al 90%,
que en términos quimicos este valor se considera bueno y por lo tanto garantiza la

eficiencia del proceso con el consorcio microbiano sujeto a reactivacion.

Como se menciono anteriormente el proceso de nitrificacion se ve inhibido en presencia de
compuestos fendlicos, sin embargo es importante destacar que en este experimento el
consorcio microbiano a estudiar también degrado la mezcla de contaminantes aromaticos,

logrando eficiencias de remocion mayores al 95%.

Se observa que las eficiencias de remocion de los contaminantes para el reactor biologico
de membrana y el sistema por lote son muy similares, por lo que se concluye que no es
necesario preservar el consorcio en un sistema por lote y después sembrarlo en otro, sino
que es posible ahorrar el paso de aclimatacion de los microorganismos en un sistema por

lote y sembrar el consorcio directamente en el reactor en continuo.

Los perfiles cinéticos de degradacion de los contaminantes muestran mayor afinidad al
sustrato para el consorcio preservado original (PO), seguido del consorcio preservado

reactivado (PR).
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Finalmente se afirma que de los tres consorcios estudiados el PTAR CE fue el que presento
menor porcentaje de remocion para la concentracion del N-NH4" y la mezcla de fenoles
totales, también es posible apreciar que los consorcios PO y PR muestran eficiencias de
remocién muy semejantes entre si, a pesar que este ultimo no fue sometido al proceso de

reactivacion.
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CAPITULO 9. ANEXOS

Anexo 9.1
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Anexo 9.2 Método Potenciométrico usado para las determinaciones de potencial de

hidrogeno. NMX-AA-008-SCFI-2001.

De cada reactor se extrajeron aproximadamente 50 mL de lodos activados, el electrodo se
encuentra sumergido en una disolucion de cloruro de potasio 3M, la membrada debe ser
lavada con agua destilada, y posteriormente, se sumerge el electrodo en el recipiente que

contiene la muestra, cuando el equipo estabiliza la cifra se registrar el dato de pH.

Anexo 9.3 Técnica espectrofotométrica usada para las determinaciones de fenoles

totales. NMX-AA-050-SCFI-2001

Para llevar a cabo esta técnica se usaron 25 mL de la muestra (influente y efluente de cada

reactor en operacion).
e Determinacion de la concentracion de entrada de fenoles totales.

1) Preparar una dilucion 1/5 de la disolucion sintética, preparada para alimentar los
reactores. Es decir, se tomaron 10,0 mL de la disolucion sintética (Fenoles

totales+ N-NH4" + nutrientes) y se afor6 a 50,0 mL con agua destilada.

2) En un vaso de precipitados de 50 mL se coloca una alicuota de 25,0 mL de la

dilucién preparada previamente.

3) A esta ultima ejecucion se afadieron 625 uL de una disolucion de NH4OH
(0.5N) y 250 puL de 4-aminoantipirina (2 % m/v), agitar suavemente la mezcla y
posteriormente agregar 250 puL de ferricianuro de potasio, K3 Fe(CN)s (8 %

m/v).
e Determinacion de la concentracion de salida de fenoles totales.

1) A una muestra de 25 mL de efluente del reactor en operacion (sin dilucién), se
anadieron 625 uL de una disolucion de NH4OH (0.5N) y 250 uL de 4-
aminoantipirina (2 % m/v), después de efectuar esta ultima adicion, agitar
suavemente la mezcla y posteriormente agregar 250 uL. de ferricianuro de potasio

(8 % m/v).
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Es importante destacar que cualitativamente la concentracion de fenoles totales de
entrada al reactor, se tornaba color rojo entre mas alta era la concentracion de
compuestos fenolicos existentes, y amarillo para concentraciones mas bajas. Esta
deduccion, podia comprobarse cuantitativamente a través de una prueba analitica
espectroscopica en el espectrofotometro Cary 50 con ayuda de la siguiente curva de

calibracion. 0.04796*conc+0.004442 1>=0.99889 Abs=506.9 nm

Anexo 9.4 Técnica espectrofotométrica usada para las determinaciones de nitratos.

NMX-AA-082-1986.

1) Para llevar a cabo esta técnica se necesitaron 500 uL. de muestra (efluente) de cada

reactor en operacion.

2) Se adicion6 agua des ionizada a la mitad de un matraz volumétrico de 25,0 mL,

posteriormente, se adiciona la muestra y en seguida 500 uL de HCI (8.3%)).

3) La muestra se dejo reposar durante 5 minutos y posteriormente se leyd en el

mismo equipo Cary 50 usando la siguiente curva de calibracion.

0.26380*conc+ 0.03178 17=0.99989 Abs=220.1

Anexo 9.5 Técnica espectrofotométrica usada para las determinaciones de nitritos.

NMX-AA-154-SCFI1-2011

Preparacion del reactivo de color de buffer: En un vaso de precipitados 500 mL colocar 250
mL de agua desionizada, afiadir 105 mL de HCI (Para realizar esta ejecucion, colocar el
matraz sobre una cuba hidroneumatica, esto ayudard a amortiguar el calor propiciado por la
reaccion exotérmica que ocurrird al mezclarse el acido con el agua, para realizar

correctamente la disolucion desplazar cuidadosamente el 4cido por las paredes del matraz).

Agregar 5 gramos de sulfanilamida y 0.5 gramos de diclorhidrato de N-(1-naftil)
etilendiamina. Agitar vigorosamente hasta observar la completa disolucion de los

compuestos participantes, se observara una coloracion buganvilia. Agregar 136 gramos de
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acetato de sodio, trasvasar a un matraz volumétrico de 500,0 mL y aforar con agua

desionizada.
Se emplearon 25,0 L. de la muestra (efluente) de los reactores en operacion.

En un matraz de 50,0 mL se colocaron ~25 mL de agua desionizada y el volumen de
muestra correspondiente. El matraz se afora a la maxima capacidad de su volumen y

posteriormente se agregan dos mililitros del reactivo de color buffer.

Con esta ultima adicion la mezcla se deja reposar 15 minutos y si no hay desaparicion del
color, entonces puede ser leida en el espectrofotometro haciendo uso de la curva

0.95543*conc+ 0.00325 1°=0.99904 Abs. 540.1 nm.

Anexo 9.6 Método titulométrico para las determinaciones de nitrogeno amoniacal

NMX-AA-026-SCFI-2010.

1) Para llevar a cabo esta técnica, es necesario que el matraz bola contenga agua
destilada, posteriormente se abre la llave del agua (B), luego se abre la llave del

vacio (A) y se conecta el equipo para que el agua del matraz ebulla.

2) l\uintras el agua del matraz se calienta a temperatura de ebullicion, se colocan 20
mL de 4c 5 bdrico (20 g/L), y tres gotas de una mezcla de indicador rojo de metilo

y azul de metileno (3:2), la coloracion que adopta dicha disolucion es color violeta.

3) Se utilizan 6 mL de muestra y se depositan en el contenedor del equipo (1), se
afiaden 4 mL de hidroxido de sodio 6N, cuando la mezcla esté lista, se abre la llave
(2), inmediatamente se cierra la llave nimero 4, el vaso que contiene el indicador se
coloca en el espacio (5), donde serd recolectado el amoniaco en forma de gas,
mismo que se utilizard para la cuantificacion de la degradacion del nitrogeno
amoniacal, se espera a que el vaso de precipitados se llene al doble del volumen
inicial, o sea 40 mL, cuando éste volumen se alcanza, la reaccion ha finalizado y se

procede a la siguiente parte.

4) En una bureta de 25,0 mL se coloca el titulante (H2SO4= 0.01N), la muestra anterior

se titula con el acido sulfurico, la valoracién termina cuando el vire final es similar

96



o casi igual al vire inicial (violeta), es importante mencionar que un exceso de
amoniaco tornard una coloracién verde en el dcido con indicador.
5) La ecuacion con la que se estima el valor de N-NH4", en la muestra es:

_14000+Concentraciéndeltitulante(#equivalentes/L)*volumendetitulantegastado(mL)
Volumendelamuestra(mlL)

[N-NH4]

Nota 1: La mezcla de indicador rojo de metilo y azul de metileno (3:2) se prepara pesando
200 g de cada reactivo por separado, el azul de metileno se coloca en un vaso de
precipitados de 50 mL y se agregan 3 gotas de agua desionizada; la mezcla se homogeneiza
con ayuda de una varilla de vidrio, cuando ya esté casi disuelto el soluto, de trasvasa un
matraz volumétrico de 50,0 mL y se afora con etanol, lo mismo se hace para el caso del
rojo de metilo. Cuando las disoluciones estan listas se mezclan 3 partes de rojo de metilo y
dos partes de azul de metileno. Por ejemplo, se requiere preparar 50 mL de la mezcla de

indicadores, se unen 30 mL de rojo de metilo y 20 mL de azul de metileno.

Anexo 9.7 Técnica gravimétrica (peso seco) usada para las determinaciones de sélidos

suspendidos totales y volatiles (SST y SSV) NMX-AA-034-SCFI-2001.

1) Para llevar a cabo este método se utiliza papel filtro de fibra de vidrio, y charolitas
de aluminio. La preparacion del papel filtro es ingresar el papel filtro sobre una
charola de aluminio (limpia) a la estufa, durante 5 horas, esto con la finalidad de

que el papel quede completamente libre de moléculas de agua.

2) Una vez transcurrido el tiempo dentro de la estufa, el papel filtro es transferido a un
desecador, que contiene silica gel en el interior, con la finalidad de enfriar el papel

filtro, éste permanece en el desecador el resto del dia.

3) Para realizar la prueba, es necesario pesar el papel filtro (despreciando la masa de la
charola que lo contiene), se registra esta masa porque es el dato numero 1, se
extraen 5 mL de lodos activados perfectamente homogeneizados del reactor a
estudiar, posteriormente son filtrados al vacio con el papel filtro, después son
colocados en las charolitas de aluminio y trasladados a la estufa con T= 105°C, alli

permanecen durante 8 horas.
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4) Una vez trascurrido el tiempo dentro de la estufa, se someten al desecador durante 4
horas mas, cuando éste tiempo transcurre, nuevamente se registra la masa del papel
filtro después de 105 °C y se ingresa 20 minutos a la mufla a una temperatura de
550°C, cuando pasa el tercio de hora recomendado, las charolitas se extraen de la
estufa (usando pinzas y guantes gruesos) , finalmente se coloca en el desecador 5
horas y pueden ser pesados, para registrar la tltima masa del papel filtro, después de

550°C.

5) Ahora se menciona la manera en la que son estimados los valores para solidos

suspendidos totales y solidos suspendidos volatiles.

SST = masaregistrada 105°C(g)—masainicial(papelfiltroseco)(g)(1000000)

volumendemuestra

_ masaregistrada 105°C(g)—masaregistrada 550°C(g) ,
= (1000000)
volumendemuestra (mL)

SSV

Con el factor de conversion al multiplicar por un millén, se obtienen unidades de (ppm en

mg/L)

Anexo 9.8 Cinéticas de degradacion

Los so6lidos suspendidos totales (iniciales) del consorcio preservado reactivado corresponde

a: SST=4 600 mg/L.

Para que exista la misma cantidad de sdlidos suspendidos totales en los reactores por lote
de 320 mL cada uno y el reactor bioldgico de membrana, de donde se obtuvieron los lodos,
se calcula que 588.23 mL/L de lodos activados, relacionan eficazmente dicho valor. Es

decir:

588.23 mL lodos activados del RBM (5L) 1000mL volumen total

) G R — 560 mLvolumen total

X= 330 mL de lodos activados del RBM (5L) reactivado para conservar la concentracién

dentro del reactor de 4 600 mg/L.

Doénde:
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Disolucion A: (disolucion (300 mg N-NHs"/L mas nutrientes, 60 mg mezcla de fenoles

totales/L).
Volumen total= (Lodos del RBM (5L) reactivado + disolucion A
(300 mg N-NH, /L mas nutrientes, 60 mg mezcla de fenoles totales/L).

Con este calculo lo que se desea transmitir al lector es que, como bien se menciona
anteriormente, el experimento se realizd por duplicado y en cada caso se necesitan 300 mL
de muestra (lodos reactivados), por esta razoén se extraen unicamente 330 mL de lodos
activados del RBM (5L) reactivado/ 0.6 L, una vez centrifugados se retira el sobrenadante,
de tal manera que solo quede disponible el s6lido de lodos que tiene un aspecto de pasta,
dicha muestra se coloca en un vaso de precipitados de 1000 mL y se afora a 600 mL de la
disolucion A y asi se obtiene el volumen total, con el que se da marcha a la operacion de

estor reactores.

Anexo 9.9 Cinéticas de bioaumentacion experimentos 1y 2

Primer experimento de cinéticas de bioaumentacion.

Soélidos suspendidos totales para PTARCE | 5190 mg/L

Soélidos suspendidos totales para consorcio | 4 120 mg/L

reactivado
5 190 mg consocio PTARCE ------------ 1000 mL licor mezclado PTARCE
4 120 mg consorcio reactivado ----------- X=?

X=1793.83 mL lodos activados del consorcio PTARCE / 1000 mL volumen total

Son tres reactores los que se inocularon con lodo proveniente de la planta de tratamiento
cerro de la estrella, cada uno con un volumen total de 300mL, por lo tanto, solo se
centrifugaron 900 mL de lodos activados de la PTARCE, para lo que se realiza el siguiente
analisis.

793.83 mL lodos activados consorcio PTARCE -------——--e——- 1000 mL volumen total
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Y=? 900 mL volumen total

Y= 714.44 mL lodos activados consorcio PTARCE / 0.9 L volumen total.
Donde:

Disolucion A: (disolucion (300 mg N-NH4"/L mas nutrientes, 60 mg mezcla de fenoles

totales/L).

Volumen total= (Lodos del RBM (5L) reactivado + disolucion (300 mg N-NH4"/L mas

nutrientes, 60 mg mezcla de fenoles totales/L).

Con esta conjetura, lo que se desea expresar es que se extrajeron 715 mL de lodos activados
del consorcio PTARCE, se centrifugaron, para luego completar un volumen de 900 mL de
volumen total, y asi comenzar satisfactoriamente con el experimento de degradacion. De
modo que 715 mL de lodos activados de la planta son suficientes para conservar la
concentracion de SST =5 190 mg/L, atn en los reactores del experimento de
bioaumentacion.

Mientras las primeras cuatro horas transcurren, se aprovecha para centrifugar los lodos
activados provenientes del reactor biologico de membrana, mismo que contiene los

microorganismos reactivados.

793.83 mL lodos activados consorcio PTARCE = --------- 1000 mL volumen total
7=7 e 300 mL volumen total

Z=238 mL de lodos activados del consorcio reactivado / 300 mL de volumen total.

Para el consorcio liofilizado, se parte de que la concentracion de SST para el reactor

biologico de membrana (5L) es de 4 120 mg/L, entonces.
4120 mg SST en consorcio reactivado ------------------ 1000 mL de volumen total.

R S R — 300 mL de volumen total

W=I1 236 mg (10010ng) = 1.236 g microorganismos liofilizados.

Se peso 1.0 g de microorganismos liofilizados.
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Tabla 15. Cinéticas de bioaumentacion experimento 1

Experimento 1

Nombre del consorcio | Cantidad extraida del Volumen de aforo

reactor (mL)

poren et | 90mL | 5190 |
de aguas residuales 715 mL PTARCE
Cerro de loa estrella.
300 mL 4120
Consorcio preservado 238 mL RBM
reactivado
300 mL 4120
Consorcio preservado 1.0g RBM
original
Segundo experimento
3 600 mg lodos activados PTARCE ---------- 1000 mL licor mezclado PTARCE

4 100 mg lodos activados PTARCE ------ X=1139 mL licor mezclado PTARCE

4 100 es la concentracion del primer experimento de bioaumentacion, coémo se puede
observar la concentracion de SST de la planta es de 3 600 mg/L , cantidad menor a 4 100
mg/L; por esta razon fue necesario concentrar los solidos y también establecer una
comparacion en la concentracion de los so6lidos suspendidos totales entre uno y otro

experimento.
1 139 mL licor mezclado PTARCE -------—--- 1000 mL volumen total.
4 S —— 900 mL

Y=1025 mL de lodos activados PTARCE /900 mL volumen total.
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Para reactivados:

1180 mg lodos activados reactivados-------- 1000 mL lodos activados reac.
4 100 mg lodos activados reactivados-------- =?

7Z=3 474 mL de lodos activados reactivados.

3 474 mL de lodos activados reactivados -------- 1000mL volumen total
W=1042.2 mL de lodos activados reactivados ------ 300 mL volumen total

Se centrifugaron 1 042 mL del reactor con microorganismos reactivados y se aforaron a

900 mL de volumen total.

Se peso 1.0 g del consorcio liofilizado.

Tabla 16. Cinéticas de bioaumentacion experimento 2

Experimento 2

Nombre del consorcio  Cantidad extraida del Volumen de aforo SST (mg/L)

reactor (mL)

Planta de tratamiento

de aguas residuales 1025mL

4 100 PTARCE
Cerro de loa estrella.

Consorcio preservado 1 042 mL 300 mL 1 180 RBM

reactivado

Consorcio preservado 10g 300 mL 1 180 RBM

original

9.10 Analisis estadistico

Para valorar si las muestras estudiadas son significativas entre si, se realizd una prueba de

hipoétesis, haciendo uso del programa estadistico STATGRAPHICS.
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En las pruebas de significacion estadistica es importante tener en cuenta que siempre se
plantea la hipotesis nula "Ho" en la cual no se evidencia diferencia significativa entre los
datos estadisticos de las muestras comparadas, asi mismo se plantea la hipdtesis alternativa

"Hi", en ésta si hay diferencias significativas. (Gomez et al, 2001)

En un andlisis estadistico cuando se rechaza la hipotesis nula, estd argumentando que los
estadisticos de las muestras comparadas son diferentes entre si, con una probabilidad mayor
al 95%. (Gomez et al, 2001). No siempre es posible rechazar Ho (p > 0,05), si éste es el
caso, no se puede argumentar que las muestras estudiadas son iguales o diferentes debido a

que la probabilidad es <95%.

A) Se realiz6 una prueba de hipdtesis para la degradacion de la mezcla de fenoles
totales y nitrogeno amoniacal en la cual se analizaron los 24 datos juntos (8 por
CONsorcio).

B)

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA FENOLES TOTALES

Andlisis de una variable - Concentracion (mg/L)

Datos/Variable: Concentracion (mg/L)

24 valores con rango desde 5.0 a 57.5

Este procedimiento esta disefiado para resumir una sola muestra de datos. Calculara varios

estadisticos y graficas. En el procedimiento también esté incluida la prueba de hipotesis.

Tabla 17. Prueba de Hipotesis para la concentracion (mg/L)

Parametro Valor

Media Muestral 21.8542
Mediana Muestral 12.5
Desviacion Estandar de 1a Muestra 18.507
Prueba t
Hipdtesis Nula: media =0 Alternativa: no igual
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Estadistico t = 5.78499 Valor-P = 0.00000680749

Se rechaza la hipdtesis nula para alfa = 0.05.

Los valores anteriores muestran los resultados de las pruebas relativas a la poblaciéon de la
cual procede la muestra de concentracion (mg/L). La prueba-t evalua la hipotesis de que la
media de Concentracion (mg/L) es igual a 0.0 versus la hipotesis alterna de que la media de
concentracion (mg/L) es no igual a 0.0. Debido a que el valor-P para esta prueba es menor

que 0.05, se puede rechazar la hipdtesis nula con un 95.0% de confianza.

C) PRUEBA DE HIPOTESIS PARA NITROGENO AMONIACAL N-NH4*
Andlisis de una variable - concentracion (mg/L)
Datos/Variable: Concentracion (mg/L)

24 valores con rango desde 91.5 a 293.0

Tabla 18. Prueba de Hipdétesis para Concentracion (mg/L)

Parametro Valor

Media Muestral 2445
Mediana Muestral 290.0
Desviacion Estandar de la Muestra 73.2964
Prueba t
Hipotesis Nula: media = 0 Alternativa: no igual
Estadistico t = 16.3419 Valor-P =0

Se rechaza la hipdtesis nula para alfa = 0.05.
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Se presentan los resultados de las pruebas relativas a la poblacion de la cual procede la
muestra de concentracion (mg/L). La prueba-t evalua la hipotesis de que la media de
Concentracion (mg/L) es igual a 0.0 versus la hipotesis alterna de que la media de
Concentracion (mg/L) es no igual a 0.0. Debido a que el valor-P para esta prueba es menor

que 0.05, se puede rechazar la hipdtesis nula con un 95.0% de confianza.

2) Se realizo la prueba de hipotesis para la degradacion de la mezcla de fenoles totales

y nitrégeno amoniacal en la cual se analizaron las muestras por separado.

COMPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LA CONCENTRACION DE
FENOLES TOTALES.

Comparacion de los tres consorcios
Muestra 1: Preservado original (8 valores en el rango de 5.0 a 57.5)
Muestra 2: Preservado reactivado (8 valores en el rango de 5.0 a 57.5)

Muestra 3: PTAR CE (8 valores en el rango de 7.5 a 57.5)

Este procedimiento compara los datos en 3 columnas del archivo de datos actual. Realiza
varias pruebas estadisticas y graficas para comparar las muestras. La prueba-F en la tabla
ANOVA determinard si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las
Pruebas de Rangos Multiples le diran cudles medias son significativamente diferentes de

otras.

Tabla 19. ANOVA

Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P

Cuadrados Medio
Entre grupos 93.7708 46.8854

Intra grupos 7783.97 21 370.665

Total (Corr.) 7877.74 23
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La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso
es igual a 0.12649, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-

grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una

diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un nivel del

95.0% de confianza.

Tabla 20. Pruebas de Multiple Rangos

Media
PTAR CE 19.0625

Grupos Homogéneos

Preservado original 8 23.125 X

Preservado reactivado 8 23.375 X

Tabla 21. Diferencia significativa

+/- Limites
4.0625 20.0191
4.3125 20.0191

Contraste

Sig.  Diferencia

Preservado original - PTAR CE

Preservado reactivado - PTAR CE

Preservado original - Preservado reactivado ‘

* indica una diferencia significativa.

La tabla 9.7 aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay diferencias estadisticamente
significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun la alineacion de
las X's en columna. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X's.

COMPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LA CONCENTRACION DE
NITROGENO AMONIACAL.
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Comparacioén de los tres consorcios
Muestra 1: PTAR CE (8 valores en el rango de 287.0 a 293.0)
Muestra 2: Preservado original (8 valores en el rango de 91.5 a 293.0)

Muestra 3: Preservado reactivado (8 valores en el rango de 92.0 a 293.0)

Este procedimiento compara los datos en 3 columnas del archivo de datos actual. Realiza
varias pruebas estadisticas y graficas para comparar las muestras. La prueba-F en la tabla
ANOVA determinara si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las
Pruebas de Rangos Multiples le dirdan cudles medias son significativamente diferentes de

otras.

Tabla 22. ANOVA

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P

Cuadrados Medio
Entre grupos 25819.9 12910.0

Intra grupos 97744.6 21 4654.5

Total (Corr.) 123565. 23

La tabla 9.8 ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso
es igual a 2.77365, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un nivel del

95.0% de confianza.
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Tabla 23. Pruebas de Multiple Rangos

Casos Media Grupos Homogéneos

Preservado reactivado 220.438

Preservado original 8 222.188 X

PTAR CE 8 290.875 X

Tabla 24. Diferencia significativa

Contraste

Sig.  Diferencia +/- Limites

68.6875 70.9399

PTAR CE - Preservado original

70.4375 70.9399

1.75 70.9399

Preservado original - Preservado reactivado

PTAR CE - Preservado reactivado ‘

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla 9.10 se aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay diferencias estadisticamente
significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segtn la alineacion de
las X's en columna. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos

niveles que compartan una misma columna de X's.
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