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RESUMEN

Para estudiar la influencia de la formacion de una biopelicula delgada en comparacion de
una biopelicula gruesa durante la transformacién simultdnea de materia organica y
compuestos nitrogenados en aguas residuales de origen domeéstico se operaron tres
reactores, con biopelicula, de flujo discontinuo a escala de laboratorio. Como el objetivo
de este trabajo es determinar las respuestas de las biopeliculas creciendo sobre
diferentes medios de soporte durante el tratamiento de aguas residuales municipales, se
seleccionaron tres diferentes medios de soporte comerciales. Estos medios han sido
utilizados para diversos tratamientos de aguas residuales y se ha podido comprobar su
funcionalidad para desarrollar biopeliculas con resultados positivos en la eliminacion de
materia organica y de compuestos nitrogenados. Un reactor utilizé esferas de ceramica,
como medio de soporte, de la marca comercial Liapor, un segundo reactor utilizd
particulas de polietileno de alta densidad con una configuracion especial, a manera de
anillos, de la marca Kaldnes; un tercer reactor fue empacado con cubos de poliuretano
expandido (hule espuma) de la marca Linpor. Durante dos afios y cuatro meses de
procedimientos experimentales la carga organica se varid en un intervalo de 0.5 a 8.0
gDQO/m?.d y se analizd su respuesta a través de pardmetros como la DQO, sélidos
suspendidos totales y volatiles, compuestos nitrogenados inorganicos y nitrdgeno
Kjeldahl. Los resultados indican que la carga organica tuvo influencia sobre la calidad de
los efluentes tratados en los tres reactores. Con cargas organicas inferiores a 2.5
gDQO/m?-d los tres reactores mostraron una operacién estable con remociones de
materia organica superiores al 70 por ciento y de nitrdgeno amoniacal por arriba del 95
por ciento. Con cargas organicas superiores a 3.0 gDQO/m?.d las remociones
disminuyeron hasta llegar a valores inferiores al 70 por ciento de remocién de DQO e
inferiores al 50 por ciento para nitrégeno amoniacal. El reactor con lecho de Linpor
respondié mejor a los cambios de carga organica. Tomando en cuenta los balances de
materia para el nitrégeno, las diferencias entre la remocion de nitrégeno amoniacal y la
generacion de nitritos y nitratos se debe a una desnitrificacion simultanea llevada a cabo
en las onas profundas de las biopeliculas. Relacionando los resultados de calidad del
agua con el analisis de la estructura de las biopeliculas desarrolladas sobre los medios de
soporte se concluye que la formacion de biopeliculas delgadas (anillos Kaldnes y esferas
Liapor) es favorable para eliminar materia orgéanica y nitrdgeno amoniacal (nitrificacién) en
aguas residuales de origen municipal cuando las cargas orgzénicas son inferiores a 2.5
gDQO/m?.d. Para cargas orgénicas superiores a 3.0 gDQO/m?.d el reactor empacado con
cubos Linpor presentd mejores resultados, incluyendo la remocion de nitratos, debido a
gue este medio permite alojar una mayor cantidad y variedad de especies microbianas
debido a su porosidad.



ABSTRACT

In order to study the influence of thin biofilms growth in comparison with thickness one,
during the simultaneous transformation of organic matter and nitrogen wastewater
compounds of domestic origin, the performance of three laboratory sequencing batch
biofilm reactors (SBBR) was analysed. As the objective of this work is to determine the
answers of biofilms growing on different support media during the municipal wastewater
treatment, three different commercial support media were selected. These carrier media
have been used for diverse residual water treatments and it has been possible to verify its
functionality to develop biofilms with positive results in the elimination of organic matter
and nitrogen compounds. A reactor used ceramics spheres of the Liapor mark; a second
reactor used high density polyethylene particles with a special configuration, to ring way, of
the Kaldnes mark; a third reactor was packed with expanded polyurethane cubes (rubber
foams) of the Linpor mark. During the 452 days of the experimental procedures the organic
load was varied between 0.5 and 8.0 gCOD/m?-d. Periodical sampling of influent and
effluent was made for COD, suspended and volatile solids, inorganic nitrogen compounds
and Kjeldahl nitrogen. The results indicate that the organic load had influence on the
guality of the effluents treated in the three reactors. All three reactors showed a more
stable operation at organic loading rates under 2.5 gCOD/m*d with removals of organic
matter (COD) over 70 percent and near 95 percent of ammonia nitrogen. With organic
loads over 3.0 gDQO/m?d the removal rates decreased under 70 percent for COD and
under 50 percent for ammonia nitrogen. The reactor packed with Linpor cubes responded
better to the changes of organic load. The explanation given to the differences between
ammonia nitrogen removal and NOx-N generation is a simultaneous denitrification inside
the deep biofilms.Relating the results of quality of the water to the analysis of the structure
of biofilms developed on carrier media is possible to conclude that, the formation of thin
biofilms (Kaldnes rings and Liapor spheres) is favourable to eliminate organic matter and
ammonia nitrogen (nitrification) in municipal wastewaters to organic loading rates under
2.5 gDQO/m?«d. For organic loading rates over 3.0 gDQO/m?d the reactor packed with
Linpor cubes displayed better results, including the nitrate removal, because this media
allow to lodge a greater amount and variety of microbial species due to its porosity.



1. INTRODUCCION

Los reactores con biopelicula cada vez se vuelven mas importantes en el campo del
tratamiento de aguas residuales. Las ventajas que ofrecen este tipo de sistemas en
comparacion con los sistemas de lodos activados incluyen: mejor respuesta ante altas
cargas organicas, mejor estabilidad ante condiciones extremas de pH, temperatura y
substancias toxicas, y la capacidad de disminuir volimenes de construccion (Ouyang et
al., 2000; Wilderer et al., 2001). Estas ventajas son propiciadas por una gran
concentracion de biomasa en el reactor y por altas tasas de eliminacion de contaminantes.
Principalmente estos sistemas son apropiados o0 convenientes cuando se requieren

organismos de lento crecimiento o cuando se tiene un pobre rendimiento de la biomasa
(Wilderer et al., 2001).

El espesor de las biopeliculas es uno de los principales parametros de control en los
procesos con peliculas biologicas. El crecimiento, el grosor y el desprendimiento de la
biopelicula dependen de diferentes pardmetros como la velocidad de flujo, mezclado, el
tipo de material utilizado como medio de soporte (superficie, forma, etc.), la carga organica
y la frecuencia e intensidad del retrolavado.

En la literatura se ha destacado la importancia de favorecer una biopelicula en la cual
puedan difundirse con facilidad el oxigeno disuelto y los nutrientes contenidos en el seno
liguido. Bajo estas condiciones se tiene una pelicula delgada, activa y estable que ofrece
mas ventajas para el tratamiento de agua residual ya que permite un mejor intercambio de
nutrientes (Larsen y Harremées, 1994; Lazarova y Manem, 1994). No obstante, el
desarrollo de biopeliculas con una difusion limitada de oxigeno puede permitir la
combinacién de metabolismos de tipo aerobio y anaerobio que pueden darle una mayor
eficiencia al sistema logrando simultdneamente una remocion de material carbonoso y una
remocion total de compuestos nitrogenados (Figura 1.1).



En recientes trabajos se han reportado resultados en donde se han obtenido en forma
paralela procesos de nitrificacion y desnitrificacion operando reactores bajo condiciones
aerobias Garzon-Zuniga y GonzalezMartinez, 1996; Arnz et al., 2001). Ellos atribuyen
este fendmeno a que en algunas de las capas profundas de la biopelicula se tienen
condiciones anaerobias en donde las bacterias capaces de desnitrificar emplean los
nitratos liberados en las capas superficiales para su metabolismo. Sin embargo, pocos
son los trabajos que se han enfocado, o al menos no lo mencionan, a dilucidar si
efectivamente se mejora la eficiencia de remocion de compuestos carbonosos y nitrégeno
amoniacal con el desarrollo de biopeliculas parcialmente penetradas por oxigeno y
nutrientes.

Fase acuosa N '\fH“ OIZ . DQO
i |
aerobio ; ¢ nitrificacion |, :
; NH; —> NOy co,
Biopelicula i : 4 4
. a —
| desnitrificacion  § | i v
anaerobio N, <—— NO; AGV COo,
Soporte

— reaccion

----- * difusiéon

Figura 1.1. Esquema de una biopelicula con el flujo de nutrientes y productos

1.1 Justificacion

El presente estudio parte de la propuesta de que al garantizar una biopelicula profunda,
esto es una biopelicula con un espesor mayor de 200 um, se tiene una difusién limitada de
oxigeno y nutrientes lo cual favorece el desarrollo de bacterias aerobias, anaerobias y
facultativas de manera simultdnea. Se espera que los productos de la reaccion del
metabolismo de las bacterias de la capa aerobia externa sean utilizados como substrato
por las bacterias presentes en la capa anaerobia, con lo cual se lograra una remocion
simultanea de material carbonoso (DQO) y de compuestos nitrogenados (nitrificacion-
desnitrificacion), obteniendo una mayor eficiencia en el tratamiento de aguas residuales
con biopeliculas profundas (parcialmente penetradas) que con peliculas delgadas
(totalmente penetradas).

En este trabajo se utilizan tres diferentes medios de soporte para lograr el desarrollo de
biopeliculas con caracteristicas diferentes, entre las que destacan el area superficial
especifica que ofrece cada medio para el desarrollo de la biopelicula y la densidad del
material. El proceso basado en el medio de soporte Liapo®, posee esferas de ceramica
con una superficie rugosa y diametros que van desde 4 y hasta 8 mm sobre las cuales se



espera obtener el crecimiento de una pelicula delgada. Este material es mas denso que el
agua y ofrece un area superficial especifica entre 500 y 550 nf/m®. En estudios previos
con este medio de soporte operando reactores de flujo discontinuo se encontré que el
espesor de la biopelicula desarrollada sobre este soporte vario de 50pum a 220um (Arnz,
2001). La literatura reporta un espesor entre 50 y 200 um para biopeliculas totalmente
penetradas (Tyagi y Vembu, 1990).

Linpor®, también una marca comercial, es un empaque en forma de cubos de hule
espuma (poliuretano) de 15 mm por lado. Los cubos Linpor ofrecen un area superficial
especifica de alrededor de 270 nf/m® y tienen una densidad menor a la del agua. Debido
a su estructura con poros no confinados es de esperarse que la biomasa se reproduzca en
el interior de los poros al resguardo de las fuerzas cortantes durante la operacion del
reactor y del retrolavado. Considerando que la biomasa ocupe por completo los poros
internos y externos de Linpor se estd hablando del desarrollo de una biopelicula de
alrededor de 7 mm de espesor (si se mide a partir de la superficie y en direccion hacia la
parte media del cubo), con la consiguiente suposicion de que al tener un espesor tan
grande la difusion de nutrientes y oxigeno estara limitada sin lograr penetrar hasta la parte
media del cubo.

Kaldnes, el tercer empaque en estudio, esta hecho de polietileno con una configuracion
especial (anillos perforados) a manera de microcilindros en forma de engranes con un
tamafio de 10 x 7 mm. Los anillos Kaldnes presentan un area superficial especifica
cercana a 480 m?/m® y una densidad menor a la del agua. Este material presenta cuatro
compartimentos en su diametro interno, denominado “espacio axial” y una serie de aletas
longitudinales en su didmetro externo (Figura 1.2). Se espera que el espacio axial sea
ocupado en su totalidad por biomasa quedando al resguardo de las fuerzas cortantes
durante la operacion y el retrolavado. Tomando en cuenta que el cilindro tiene 7 mm de
profundidad en el “espacio axial’ y que, tanto el area de la base inferior como el de la base
superior esta expuesta al crecimiento bacteriano, se espera el desarrollo de una pelicula
parcialmente penetrada de aproximadamente 3 mm de espesor.

Espacio axial Espacio axial Espacio axial
& )
Aletas —» @
longitudinales ' lll‘
N
Vista lateral Vista frontal Corte longitudinal

Figura 1.2. Figura esquematica del material de soporte Kaldnes. La estructura en forma de
cruz divide el espacio interno de este material en cuatro compartimentos, lo que se

denomina “espacio axial”



1.2 Hipotesis

Al utilizar medios de soporte que permitan el desarrollo de biopeliculas profundas se
mejora la capacidad de remover, de manera simultanea, compuestos carbonosos y
nitrogenados (nitrificacion-desnitrificacion) con respecto a la remocion que se pueda
obtener con una biopelicula totalmente penetrada.

1.3 Objetivos

Comprobar que la capacidad de las biopeliculas para remocién simultanea de compuestos
carbonosos y nitrogenados se incrementa mediante el desarrollo de biopeliculas
parcialmente penetradas.

Obijetivos especificos

Evaluar la respuesta de reaccidn de tres reactores de biopelicula de flujo
discontinuo (SBBR, por sus siglas en inglés sequencial batch biofilm reactor) a

escala de laboratorio a través de los porcentajes de remocion de DQO y N-NH4
variando la carga orgénica en un intervalo de 0.5-8 gDQO/m?.d.

Comparar tres diferentes medios de soporte para el desarrollo de biopeliculas.

Determinar, por medio de la constante adimensional de penetracion ([3), si las
biopeliculas se encuentran total o parcialmente penetradas por compuestos
carbonosos (DQO), nitrégeno amoniacal (N-NH,) y oxigeno disuelto.

Calcular los espesores promedio de las biopeliculas con ayuda del microscopio
estereoscopico y del microscopio confocal laser de barrido relacionando estos
resultados con la remocién simultanea de materia organica (DQO) y compuestos

nitrogenados.

Determinar las caracteristicas de las biopeliculas desarrolladas sobre los tres
medios de soporte considerando su morfologia, dimension y consiste ncia aparente.



2. ANTECEDENTES

Los reactores con biopelicula son usados para el tratamiento de aguas y aguas residuales,
y en la biorremediacion de aguas subterrdneas. Las ventajas que ofrece el uso de
biopeliculas desarrolladas sobre medios de soporte formando lechos empacados en
reactores biologicos para el tratamiento de aguas residuales son bien conocidas: sistemas
de tratamiento compactos que permiten el ahorro de espacio en su construccién y que
permiten mantener altas concentraciones de biomasa independiente a la sedimentacion
secundaria, que es necesaria en los sistemas de biomasa suspendida para retencién de
biomasa y su recirculacion. Ademas, la comunidad bacteriana que crece adherida a los
medios de soporte puede sobrevivir en un medio con baja cantidad de nutrientes o, por el
contrario, puede ser lavada del sistema en caso de tener un crecimiento excesivo. La
matriz gelatinosa en la que se encuentra embebida la biopelicula le provee proteccién

contra varias toxinas y pueden vivir dentro de ella diferentes tipos de bacterias en
microambientes distintos.

La identificacién de los microorganismos responsables de ciertas actividades especificas,
asi como las interacciones que se dan entre células de una misma o diferente poblacion y
el analisis de la influencia de cambios en las condiciones ambientales es una herramienta
uatil de la ingenieria ambiental para ajustar los parametros del proceso para optimizar una
planta de tratamiento de aguas residuales.

Los resultados de mdltiples investigaciones sobre reactores y/o sistemas con biopeliculas
realizadas en la década de 1990 mostraron que:
La estructura de las biopeliculas no es fisicamente ni biolégicamente homogénea
(Bishop y Rittman, 1995).
Las caracteristicas hidrodindmicas como la velocidad de flujo, régimen de flujo
(laminar/turbulento) y fuerzas cortantes son factores importantes que influyen sobre



la transferencia de masa, la tasa de desprendimiento y, definitivamente, sobre la
estructura de la biopelicula (Wilderer et al., 1995; Gjaltema y Griebe, 1998).

La adsorcion, transporte, hidrolisis y depredacion son algunos ejemplos de los
sélidos organicos e inorganicos que, junto con la dinamica de poblaciones y la
hidrodinamica, tienen efectos importantes sobre el comportamiento de los sistemas
de biopelicula (Nielsen y Harremées, 1995).

2.1 Biopeliculas

Las biopeliculas son conglomerados de microorganismos donde predominan las bacterias
heterotrofas impartiendo al conjunto adhesion gracias a la produccién de polimeros
extracelulares llamados, de una forma genérica, poli-R-hidroxibutiratos (PHB). Las
bacterias se agrupan en “colonias” con el objeto de buscar proteccion ante posibles
condiciones adversas cel medio. Gracias al desarrollo compacto de las bacterias, otros
organismos oportunistas utilizan la estructura gelatinosa de la biopelicula para vivir y
encontrar alimento dentro de ella y para protegerse del medio o, en caso de los
protozoarios ciliados y otros metazoarios, para depredar sobre ella (Gonzalez- Martinez,
1998). Los polimeros extracelulares, conocidos en inglés como “extracellular polymeric
substances” (EPS), estdn compuestas de polisacaridos @0-95%), proteinas (1-60%), en
algunos casos lipidos (1-40%), con menor contenido de acidos nucleicos (1-10%) y otros
biopolimeros (Flemming y Wingender, 2001).

Recientes aplicaciones con el microscopio confocal laser de barrido (CLSM, por sus siglas
en inglés, confocal lasser scanning microscope) en el estudio de la estructura en
biopeliculas muestran claramente que las biopeliculas consisten de microcolonias

separadas por canales de agua altamente permeables (Costerton et al. 1994; de Beer et
al., 1994) (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Modelo de la estructura de una biopelicula con canales de agua




La presencia de estos canales facilita significativamente el transporte de nutrientes dando
soporte al desarrollo celular en la superficie de la biopelicula que esta en contacto con los
canales de agua o a la biopelicula que crece en la capa profunda (Okabe et al., 1998).

Characklis y Marshall (1990) proponen dos posibles estados de adhesidén que dependeran
de la afinidad de los microorganismos por la superficie del material: adhesién reversible o
irreversible. La adhesion reversible se refiere a la interaccion débil que se da entre la
célula y el medio de soporte. Este fendmeno involucra fuerzas de interaccion existentes
entre la célula y el material de soporte como son las cargas electrostaticas y posibles
puentes de polimeros. La adhesion irreversible involucra un contacto permanente de los
microorganismos con la superficie del medio de soporte. Entre los factores que afectan
este tipo de adhesion se encuentran las relaciones de hidrofobicidad o hidrofilicidad,
puentes de hidrogeno, puentes de polimeros y el desarrollo confinado en poros. La
presencia de polimeros extracelulares se considera como el principal mecanismo quimico
de adhesion irreversible.

La estructura de las biopeliculas esta influenciada por la carga organica sobre la superficie
de la biopelicula, las condiciones hidrodinamicas incluye ndo las fuerzas cortantes sobre la
biopelicula (lo cual depende del tipo de reactor) y el tipo de organismos o grupo fisioldgico
(Figura 2.2). La fuerte influencia y, por tanto, la importancia de las variaciones en las
cargas hidrodinamicas y organicas sobre la estructura de la biopelicula es ampliamente
reconocida. Estas variaciones pueden ocurrir incluso en un mismo reactor. Como estos
aspectos comunmente no son claramente descritos, es dificil comparar resultados de
diferentes estudios, considerando a las biopeliculas como estructuras altamente
complejas, muy heterogéneas e incontrolables.

CARGA ORGANICA BAJA CARGA ORGANICA ALTA
FUERZA CORTANTE ALTA FUERZA CORTANTE BAJA

biopelicula

medio de
soporte

medio de soporte

INCREMENTO DE LA TASA DE CARGA ORGANICA Y FUERZAS CORTANTES

Figura 2.2. Representacion esquematica de la influencia de la carga organicay las fuerzas
cortantes sobre la estructura de las biopeliculas (vanLoosdrecht et al., 1995)

Las propiedades fisicas de una biopelicula se definen por su forma y estabilidad mecanica.
Una caracteristica de los reactores de lecho fijo es que la biopelicula presenta una
tendencia a cambiar de densidad, espesor y forma de acuerdo con las condiciones de
operacion (Nicolella et al., 2000). Esto afecta la transferencia de masa, el proceso de
desprendimiento y las caracteristicas hidrodinamicas del reactor (Stoodley et al,, 1999).
Ademas, la estructura de la biopelicula puede ser alterada por la incorporacion de nuevas
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especies a la poblacion de la biopelicula o viceversa; esto, a su vez, afecta la rapidez y el
transporte de masa dentro de ella puesto que ambas son altamente dependientes de la
morfologia de la superficie y de la estructura interna de la biopelicula (Okabe et al., 1998).
Las propiedades fisicas que mas influyen en la cinética de degradacion son el espesor, la
densidad, la geometria y la porosidad.

2.1.1 Influencia de las condiciones hidrodinamicas

Las condiciones de flujo en el reactor modifican las propiedades fisicas de la biopelicula,
por consiguiente afectan su estabilidad y el transporte de masa. Si se tienen altas
velocidades de flujo (con una misma concentracion de sustrato), se tienen biopeliculas
delgadas y compactas (Picioreanu et al., 2000; Vieira et al., 1993). Conforme se obtiene
un incremento en la turbulencia, aumentan la densidad de la biopelicula (Rasmussen y
Lewandowski, 1998; Wasche et al., 1999), su rigidez y su estabilidad mecéanica, dando
como resultado mayor resistencia al desprendimiento (Rasmussen y Lewandowski, 1998).
Esto se puede interpretar como una respuesta biologica en la que las bacterias refuerzan
la matriz extracelular para protegerse de las agresivas condiciones hidrodinamicas
(Wijeyekoon et al., 1999). Como consecuencia, se tiene un incremento en la resistencia a
la difusion (Vieira et al., 1993; Cassey et al., 2000) y disminuciones en la transferencia de
masa y en la tasa de reaccion (Cassey et al., 2000).

Por otro lado, las velocidades bajas favorecen la formacién de biopeliculas gruesas con
una mayor cantidad de biomasa activa, concentrada en las capas exteriores, que
consumen grandes cantidades de sustrato (Melo y Vieira, 1999). Sin embargo, son menos
resistentes a los esfuerzos mecanicos, por 6 que sus capas superficiales pueden ser
afectadas facilmente por las fuerzas cortantes del agua. Esto significa que la mayor parte
de la biomasa activa (la de las zonas exteriores) puede ser eliminada durante el proceso
de desprendimiento. A pesar de esto, las biopeliculas parecen ser menos susceptibles a la
carencia de sustrato en ciertos periodos que otras formas de crecimiento microbiano (Melo
y Vieira, 1999). Entonces, se recomienda buscar un balance entre la estabilidad fisica y la
actividad biolégica (Melo y Vieira, 1999).

2.1.2 Espesor

En los reactores de biopelicula, el control del espesor es reconocido como uno de los
parametros de control mas importantes en el desempefio y de la eficiencia del proceso ya
que puede ser un factor limitante en la capacidad de operacion (Lazarova y Manem, 1994;
Nikov et al., 1999). Sin embargo, el control del espesor de la biopelicula es dificil y resulta
un factor critico en la optimizacion de este tipo de sistemas (Cassey et al, 2000; Nicolella
et al, 2000).

Las condiciones de flujo constituyen un parametro que influye en el espesor. Para una
misma carga organica, al incrementar el nimero de Reynolds disminuye el espesor de la
biopelicula debido al incremento de las fuerzas cortantes (Stoodley et al., 1999; Wasche et
al., 1999). También se ha visto que, en biopeliculas que “crecieron’ en flujo laminar, el
espesor sera significativamente mayor cuando se tienen cargas organicas altas mientras
que en flujo turbulento el espesor de la biopelicula no se modifica significativamente al
variar la carga organica (Wasche et al., 1999). Esto significa que en flujo laminar la carga



organica va a influir mas en el espesor de la biopelicula mientras que en flujo turbulento
influira mas el nimero de Reynolds (condiciones de fujo).

Una pelicula delgada, activa y estable, ofrece mas ventajas para el tratamiento del agua
residual ya que permite un mejor intercambio de nutrientes (Lazarova y Manem, 1994;
Larsen y Harremoés, 1994). Sin embargo, las biopeliculas profundas permitirian llevar a
cabo una combinacién de metabolismos aerobios y anaerobios que puede darle una
mayor eficiencia al sistema. El espesor de la biopelicula es uno de los pardmetros que
controla la forma y los perfiles de difusién (Beyenal y Lewandowsky, 2000). Generalmente,
el espesor de las biopeliculas puede variar de algunos micrones a mas de 1 mm (Tyagi y
Vembu, 1990).

Asi, se pueden distinguir dos tipos de bacterias a distintas profundidades en una
biopelicula: las activas y las inactivas para los fines del proceso. Las primeras son
aguellas que se encuentran en la parte superior y pueden obtener los nutrientes que
requieren por difusion (Garzon-Zufiga y Gonzalez-Martinez, 1996). Segun Tyagi y Vembu
(1990) la capa metabolicamente activa tiene un espesor entre 50 y 200 micrometros. Las
bacterias menos activas se encuentran en la capa mas profunda de la biopelicula y son
las responsables del grosor (Moreau et al, 1994). A pesar de ser definidos como
microorganismos inactivos, se considera que en las capas profundas también hay
actividad metabdlica, ya que se presentan procesos de biodegradacion acida, oxidacion de
la materia organica y reduccion de los iones nitrito y nitrato formados en la capa aerobia
(Garzén-Zuainiga y Gonzalez-Martinez, 1996).

2.1.3 Densidad

La densidad de la biopelicula estara en funcion de la densidad de las células, los
exopolimeros, el sustrato, la cantidad de agua y los productos residuales del metabolismo

celular (Wood y Whitaker, 1999).

Las biopeliculas no tienen caracteristicas fisicas wniformes. Al analizar su estructura en
secciones horizontales, Okabe et al. (1998) observaron que la biopelicula es mas densa
en la parte profunda. La densidad es mayor cuando se aplican cargas organicas bajas
(Wasche et al, 1999). La densidad también aumenta con la turbulencia (Wasche et al.,
1999). La densidad de la biopelicula puede variar de 30 a 100 mg/cm? (Tyagi y Vembu,
1990).

2.1.4 Geometria

Tradicionalmente se pensaba que las biopeliculas eran estructuras planas, homogéneas e
independientes del ambiente complejo y dinamico en el cual crecen. También se pensaba
que la difusion era el mecanismo predominante en el transporte de masa y que los perfiles
de sustrato y la profundidad de penetracion estaban basados unicamente en el espesor de
la biopelicula sin importar la microestructura interna. Recientemente se ha visto que existe
una considerable heterogeneidad estructural relacionada con la profundidad y las
condiciones ambientales a las que estan sujetas las biopeliculas (Wijeyekoon et al., 1999).

De acuerdo con lo que se ha encontrado con el microscopio confocal laser de barrido, el
concepto moderno de biopelicula es el de “columnas empacadas”, formadas por mezclas
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de especies de bacterias embebidas en una matriz de polimeros y rodeadas de canales
altamente permeables (Lawrence et al., 1991; de Beer et al., 1994). Las biopeliculas estan
formadas por una red de biomasa filamentosa que a menudo presenta forma de panal,
misma que ayuda al transporte de masa hacia las células de las capas inferiores y que,
ademas, la vuelve mas resistente a las fuerzas cortantes ocasionadas por el flujo del agua
(Okabe et al., 1998). Sin embargo, actualmente sigue causando controversia si todas las
biopeliculas, incluso las mas compactas formadas bajo condiciones turbulentas, presentan
esa estructura con muchos canales, especialmente en los casos de las biopeliculas
“viejas” (Melo y Vieira, 1999).

La estructura de la biopelicula, a su vez, influye en los mecanismos y velocidad de
transporte en el interior de la biopelicula (Beyenal y Lewandowski, 2000; Stoodley et al.,
1999). En cinéticas limitadas por la concentracion de sustrato se forman biopeliculas lisas
en las que decrece la rugosidad después de cubrirse la superficie del medio de soporte
(Picioreanu et al., 2000).

Cuando hay suficiente sustrato, las bacterias proliferan en colonias circulares y la biomasa
se desarrolla de manera radial; este régimen se puede llamar de expansion isotrépica de
la biopelicula Picioreanu et al., 2000). Conforme crece la biopelicula pueden ocurrir dos
cosas: si el sustrato no estd limitado, las colonias se desarrollaran hasta formar una
biopelicula continua, pero si hay carencia de sustrato, el crecimiento de la biopelicula sera
preferentemente perpendicular a la superficie del medio de soporte y las colonias
proliferarancon forma filamentosa (Picioreanu et al., 2000).

2.1.5 Porosidad

La porosidad indica la irregularidad volumétrica de la estructura de la biopelicula
(Picioreanu et al., 2000). Al analizar la estructura de la biopelicula en cortes verticales, se
ha observado claramente que existen canales de agua que conectan la parte profunda con
la fase liquida. Por otro lado, se ha visto que una misma biopelicula, después de tres
semanas de crecimiento, se vuelve mas densa y algunos espacios intersticiales se van
llenando; sin embargo, siguen existiendo aberturas hasta el fondo de la biopelicula (Okabe
et al., 1998). Su porosidad decrece durante el periodo de expansion isotropica (Picioreanu
et al., 2000). La porosidad varia entre el 84 y 93% en las capas superficiales y de 67 a
68% en las capas mas profundas de la biopelicula (Bishop, 1997).

2.1.6 Crecimiento de las biopeliculas en sistemas de tratamiento de aguas residuales

El crecimiento de la biopelicula es el resultado de la transferencia de masa del substrato
del agua a las células y su subsiguiente conversién a nuevas células por actividad de la
biopelicula. Uno de los factores mas importantes que se relaciona con las biopeliculas
utilizadas en el tratamiento de aguas residuales es su tiempo de regeneracion. Todas las
biopeliculas se regeneran con ciclos establecidos por las caracteristicas de los
microorganismos y la rapidez de suministro de alimento. En el caso de los filtros
combinados esta regla tiene su excepcidon ya que la regeneraciéon de la biopelicula se
provoca con el retrolavado al generar el choque entre las particulas, obligando a su
desprendimiento controlado. Entonces, el tiempo de regeneracion afecta de forma
importante la presencia o ausencia de algunas especies deseadas 0 no deseadas.



El espesor de la biopelicula depende en gran parte de la disponibilidad de alimento. Este
factor se conoce como “carga organica” y representa la cantidad de alimento, expresada
en gramos de material biodegradable, medido como demanda bioquimica de oxigeno
(DBO) o como demanda quimica de oxigeno (DQO), que se pone a disposicion de los
microorganismos que se desarrollan en un metro cuadrado de biopelicula por dia. Se
calcula por medio de la siguiente ecuacion:

Q:S) (2_1)

B

Carga organica =

donde
Q Caudal de agua residual, en m®/d;

So DBO o DQO en la entrada al reactor, en g/m>;

As  Area superficial de la biopelicula expuesta al crecimiento, en m?.

Es importante hacer notar que la inmensa mayoria de las bacterias presentes en las
biopeliculas son heterétrofas y que las bacterias nitrificantes, al ser incapaces para formar
biopeliculas, se desarrollan y viven dentro de la matriz gelatinosa formada por las
bacterias heter6trofas. Esto tiene ventajas para las nitrificantes ya que son protegidas y se
encuentran dentro de la fuente productora de amonio. La carga organica no solamente
determina el espesor sino también el tiempo de retencion celular o tiempo de regeneracién
de la biopelicula. Al aumentar la carga organica, los microorganismos se reproducen con
mayor rapidez, como lo describe la ecuacion de Stover-Kincannon (Stover y Kincannon,
1982). Los nutrientes penetran la biopelicula por la parte externa y se difunden hacia el
interior con una rapidez que dependera de los gradientes de concentracién entre el interior
y el exterior y de la rapidez con la que son consumidos por las diferentes microcapas de
bacterias.

Dependiendo de su grosor, la biopelicula puede estar total o parcialmente penetrada por
nutrientes y oxigeno molecular. Se dice que una biopelicula esta completamente
penetrada cuando el oxigeno y los nutrientes se difunden hasta la capa méas profunda vy,
parcialmente penetrada, cuando debido al consumo de oxigeno y nutrientes por los
organismos de las capas superiores (alejadas de la superficie del soporte), estos no logran
difundirse hasta el fondo.

Los organismos que se encuentran en las capas superiores de la biopelicula tienen el
primer contacto con el material organico pudiendo asi seleccionar las moléculas que mas
convengan a su metabolismo y permitiendo la difusion de las otras hacia el fondo de la
biopelicula. Por tanto, las mayores concentraciones de nutrientes son las que se
encuentran en la superficie de la biopelicula. Segun la ecuacion de Monod, la tasa de
desarrollo de los microorganismos unicelulares esta en funcion directa de la concentracion
de nutrientes disponibles, lo cual tiene como consecuencia que los organismos de las
capas superiores se reproduzcan mas rapidamente que los de las inferiores. El efecto es
gue la biopelicula tiene una capa superior muy activa cuyo metabolismo consume



nutrientes y oxigeno con una rapidez muy por encima de la de las capas inferiores
(GonzalezMartinez, 1998).

Si una biopelicula delgada totamente penetrada se encuentra expuesta a nutrientes y
oxigeno, engrosara continuamente como efecto de la reproduccion celular hasta un punto
en que, debido al consumo de los nutrientes en las capas superiores, éstos no lleguen a
las capas inferiores. La biopelicula estara formada entonces por dos capas: la aerobia
externa (capa penetrada) y la anaerobia en contacto con el material de soporte (Figura
2.3d). Conforme transcurre el tiempo, la capa penetrada continuard engrosando vy,
consecuentemente, también aumentara el espesor de la regién anaerobia al incorporarse
a ella un mayor niamero de células desplazadas de la capa penetrada.

. Regién anaerobia
Superficie inerte Biopelicula penetrada

Region aerobia

@ (b) () (d) (e)

Figura 2.3 Desarrollo de la biopelicula (Gonzalez-Martinez, 1998)

(a) Colonizacion de microorganismos sobre una superficie inerte; (b) desarrollo de la
biopelicula; (c) biopelicula totalmente penetrada; (d) engrosamiento de la biopelicula
formando una capa superficial aerobia y una capa basal anaerobia; (e) desprendimiento
de una parte de la capa aerobia iniciando el proceso de crecimiento nuevamente

Si el espesor de la capa penetrada es constante y los organismos de ella estan en
continuo desarrollo, entonces el espesor de la capa anaerobia tenderd a aumentar
proporcionalmente con el crecimiento de la capa penetrada. Conforme aumenta el espesor
de la zona anaerobia, transcurre un tiempo en el que los microorganismos son privados de
oxigeno molecular y de nutrientes exdgenos. Como mecanismo de supervivencia
buscaran una fuente de nutrientes y la activaciéon de rutas metabdlicas que permitan
sustituir el oxigeno por otro receptor de protones.



Dentro de los procesos metabdlicos que llevan a cabo en la zona anaerobia, el mas
importante para el tratamiento de aguas residuales es la degradacion de los polimeros
extracelulares, poli-3-hidroxibutiratos (PHB) que forman la matriz gelatinosa que mantiene
unidas las células. Estos procesos hidroliticos provocan el debilitamiento de las moléculas
que le imparten coherencia a la biopelicula y su subsiguiente desintegracion. Al
encontrarse la capa anaerobia entre el medio de soporte y la capa penetrada, esta Ultima
pierde entonces la adhesion al medio de soporte, desprendiéndose y siendo arrastrada por
el agua.

Al desprenderse una pequefia parte de la capa penetrada, la capa anaerobia queda
descubierta y nuevamente en contacto con los nutrientes y el oxigeno proporcionados por
el agua residual (Figura 2.3e), restableciendo los microorganismos el metabolismo aerobio
para repetir el proceso de crecimiento hasta la formacion de la zona anaerobia (lwai y
Kitao, 1994).

2.2 Eliminacion biolégica de nitrégeno

El nitrdgeno es considerado como uno de los principales contaminantes en las aguas
residuales porque favorece la eutrofizacion de los cuerpos receptores de agua. El
nitrogeno se puede presentar tipicamente en forma de amonio, compuestos organicos
solubles, materia organica en suspension o bien como nitritos y nitratos. Al descargar agua
cOn amonio en un cuerpo receptor se propicia su oxidacion a nitritos y nitratos, siendo este
altimo compuesto predominante como producto de la oxidacion de amonio. El proceso
genera un consumo de oxigeno que puede reducir de forma importante la concentracion
de oxigeno disuelto en el agua causando la muerte de animales acuaticos. Por otro lado,
los nitritos y nitratos son téxicos para los animales acuaticos. Por esto actualmente se
busca que los sistemas de tratamiento ayuden a eliminar este tipo de compuestos.

La experiencia a nivel internacional indica que la forma mas econdmica y limpia de
eliminar compuestos nitrogenados inorganicos de aguas residuales es por medio de la
manipulacion de comunidades de bacterias para oxidar el amonio a nitratos (nitrificacion)
y, posteriormente, para reducir los nitratos a nitrégeno molecular (desnitrificacion).

2.2.1 Nitrificaciéon

Se entiende por nitrificacion el proceso bioldgico de la oxidacién de amoniaco (amonio) a
nitratos, pasando por nitritos como un producto intermediario. Los organismos
responsables se encuentran bien distribuidos en la Naturaleza cuando se lleva a cabo la
degradacion aerobia de material organico. La nitrificacion autoétrofa (quimiolitétrofa) es
realizada por dos diferentes grupos de bacterias Gram-negativas que no tienen una
relacion filogenética entre ellas (Schlegel, 1997). En contraste, la nitrificacion heterétrofa
es realizada por un gran numero de bacterias que no muestran la especializacion
metabdlica de las autotrofas (Helmer y Kunst, 1997; Schlegel, 1997).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, los grupos de bacterias nitrificantes quimiolitotrofas
son mas importantes que las heterétrofas debido a que el nimero de ellas presentes en el
suelo y en el agua sobrepasan por mucho las cantidades de las heterétrofas y, como
consecuencia, la intensidad de las transformaciones. Focht y Verstraete (1977) indican
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que la tasa de nitrificacién de las bacterias heterétrofas es aproximadamente 102-10°
veces menor que la de las autétrofas.

La oxidacion de amonio a nitrito por Nitrosomonas involucra la presencia de oxigeno
molecular, el cual actia de dos formas: por incorporacion directa en el sustrato y como
receptor de electrones. Rees y Nason (1965) comprobaron que uno de los atomos de la
molécula de nitrito proviene del oxigeno molecular y el otro del agua. Debido a que
algunas reacciones de formacion de hidoxilamina son endotérmicas, se considera que el
amonio y el agua sirven como donadores de protones, mientras que uno de los atomos de
oxigeno actla como receptor de protones y el otro es utilizado para oxidar (incorporaciéon
al sustrato) el amonio y, de esta forma, compensar la energia requerida por las reacciones
endotérmicas. Nitrobacter oxida nitritos para formar nitratos. Aleem et al. (1965)
demostraron, con oxigeno marcado, que el oxigeno utilizado para oxidar el nitrito proviene
del agua, por lo que el oxigeno molecular es utilizado como receptor de electrones de los
procesos metabdlicos de Nitrobacter.

Las reacciones generales son:

NH5 + 1.5 O, Niosomonas,, NGO~ + H,0 + H DG = -65 kcal/mol de N-NHs (2-2)
NO; + 0.5 O, Mirobacter, No.- DG =-19 kcal/mol de N-NO,  (2-3)

Por cada miligramo de amonio oxidado se producen 0.15 mg de células de Nitrosomonas,
mientras que por cada mg de nitrito oxidado se producen 0.02 mg de células de
Nitrobacter. En resumen, por cada 20 mg de amonio oxidado se producen 1.8 mg de
células de bacterias nitrificantes.

La nitrificacion puede ser afectada por la temperatura, el pH, la penetracion de oxigeno en
las biopeliculas, la relacion C/N y el tiempo de retencion celular (Rusten y Eliassen, 1993).

Algunos factores que afectan la nitrificacion son:

1. Oxigeno disuelto. Randall et al. (1992) informa que cuando la concentracion de oxigeno
disuelto es inferior de 0.3 mg/L, la nitrificacion no se lleva a cabo y que la mapidez de
nitrificacion se hace independiente cuando la concentracion de oxigeno disuelto es
superior a 1.0 mg/L. Para garantizar que la nitrificacion se lleve a cabo sin restricciones se
recomienda que la concentracién de oxigeno disuelto sea superior a 3.0 mg/L.

2. Valor de pH. Nitrosomonas y Nitrobacter prefieren condiciones ligeramente alcalinas y
se inhiben en valores inferiores a 6 y superiores a 9.5 en presencia de amonio. Esto se

explica ya que valores de pH ligeramente alcalinos desplazan el equilibrio de amoniaco a
amonio, la cual es la molécula que oxida Nitrosomonas. En el tratamiento biolégico de

aguas residuales, el valor de pH o6ptimo es de 7.5 a 9; a valores inferiores de 7 vy
superiores de 9.8, la nitrificacién disminuye en un 50% (Surampalli et al., 1997).

3. Temperatura. Mitchel (1974) informa que la temperatura éptima para los organismos
nitrificantes es de 30°C y que su actividad disminuye conforme se aleja de este valor hasta
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guedar desactivadas cuando es menor de 7°C o superior a los 40°C. La temperatura de
nitrificacion usualmente se reporta en un intervalo de 4 a 50°C con un éptimo de 30 a 36°C
(Barnes y Bliss, 1983).

4. Tiempo de retencién celular. En general, el tiempo de retencion celular en sistemas de
biopelicula se considera infinito porque el exceso de lodo no se extrae del sistema
sistematicamente (Wilderer et al., 2001). El tiempo de retencidén celular aparente refleja
solamente el tiempo de retencion de las células que proliferan sobre la capa superficial de
la biopelicula. Las células bacterianas que crecen en la parte basal de la biopelicula
pueden permanecer por un tiempo mucho mas largo. Esto beneficia a los
microorganismos con tasa de crecimiento mas bajos como es el caso de las bacterias
nitrificantes. En los reactores con biopelicula el retrolavado frecuente provoca que el
tiempo de retencidn celular disminuya.

5. Téxicos. Como a cualquier otro organismo, los metales pesados y otras sustancias
consideradas toxicas los afectan de forma negativa. La actividad de las bacterias
nitrificantes puede ser inhibida por sustancias toxicas, dependiendo de la concentracion de
la sustancia y del tiempo de exposicion.

Nitrosomonas y Nitrobacter son bacterias aerobias estrictas, sin embargo pueden resistir
periodos relativamente largos en ausencia de oxigeno. Las bacterias nitrificantes son
microorganismos quimioautotrofos con velocidades de reproduccién inferiores a las de los
organismos heterotrofos; por lo tanto, se debe asegurar un tiempo de retencion celular
suficientemente largo para permitir la permanencia de estos microorganismos en los
sistemas para tratamiento de aguas residuales y evitar que se presente un proceso de
“lavado” (Characklis y Marshall, 1990).

Dependiendo de las condiciones que se tengan, se considera que este tipo de
microorganismos presentan tasas de reproduccion entre 2 y 5 dias (Rheinheimer et al.,
1988). Otros factores que puede afectar la nitrificacion son la turbulencia y la facilidad de
adherencia de las bacterias al medio de soporte. Rusten et al. (1995) encontraron que las
tasas maximas de nitrificacion se alcanzan en biopeliculas maduras (después de 116 dias
de iniciada la nitrificacion), las biopeliculas jovenes sélo llegan a un 50% de eliminaciéon de
amonio.

2.2.2 Desnitrificacion

Los nitratos son seguramente la fuente de nitrdgeno inorganico mas abundante en
sistemas acuaticos. Por este motivo, los nitratos pueden ser utilizados por un gran nimero
de microorganismos, ya sea como fuente de nitrdgeno a través de las vias de la
asimilacion anabdlica o como fuente de oxigeno en ausencia de oxigeno molecular. La
reduccion de nitrato por via anabdlica (amonificacion) es un proceso comun y conduce a la
formacion de amonio a escala intracelular. La reduccion catabolica @esnitrificacion) la
realizan los microorganismos para obtener oxigeno en ausencia de oxigeno molecular y
consiste en la reduccion de 6xidos de nitrdgeno a nitrégeno molecular.

En un primer paso un grupo de bacterias reduce nitrato a nitrito a través de la via de la
reduccion catabdlica. La reduccion de nitrato a otros subproductos la realiza otro grupo de
microorganismos: los principales productos son N> y N>O. En ocasiones se producen
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también pequefas cantidades de amonio por otras rutas metabdlicas. Las bacterias que
tienen la capacidad para desnitrificar son heterétrofas y utilizan el oxigeno de los nitratos
como receptor de electrones como parte integral de la cadena respiratoria Helmer y
Kunst, 1997). Entre ellas estan los géneros Pseudomonas, Micrococcus, Achromobacter y
Bacillus (Surampalli et al., 1997).

No todas las bacterias pueden producir las enzimas requeridas para realizar la
desnitrificacion desde nitrato hasta nitrégeno molecular y dioxido de nitrogeno. Esta
capacidad varia con cada tipo de organismo. Algunas bacterias desnitrificantes carecen de
una nitratorreductasa por lo que solamente pueden reducir nitrito; otras s6lo generan N,O
como producto final; algunas pueden formar nitratorreductasa pero no pueden formar NO
de NO3z 0 de NO; (Rheinheimer et al., 1988).

Es conocimiento general que la desnitrificacion se realiza a través de las vias metabdlicas
de la cadena respiratoria y del transporte de electrones presentes en un gran nimero de
bacterias aerobias. Sin embargo, gran parte de la literatura especializada atribuye
errbneamente la desnitrificacion a bacterias facultativas (Gonzélez Martinez, 1998). Las
bacterias facultativas llevan a cabo sus funciones metabdlicas a través del transporte de
electrones de la cadena respiratoria utilizando el sistema de citocromos en presencia de
oxigeno molecular, el cual es utilizado como receptor de protones (Schlegel, 1997). En
ausencia de oxigeno, las bacterias facultativas utilizan moléculas organicas como receptor
de protones (biodegradacion). Muchas bacterias facultativas tienen capacidad de utilizar
nitratos como receptores de protones, pero no pueden hacer lo mismo con el nitrito
(Randall et al., 1992).

Aunque muchos autores coinciden en los mecanismos para reducir nitratos a nitritos,
existe poca informacién sobre los mecanismos de reduccion de nitritos (Focht y
Verstraette, 1977). Rheinheimer et al. (1988) presentan los pasos comunmente aceptados

para la desnitrificacion:

NOs -=> NO; -=> NO --> N,O--> Ny

Debe tomarse en cuenta que la desnitrificacion se lleva a cabo con objeto de aprovechar
los nitratos y nitritos como fuente de oxigeno y que las bacterias puedan llevar a cabo los
pasos de la fosforilacion oxidativa (respiracién) bajo condiciones de ausencia de oxigeno
molecular para funciones catabodlicas (Schlegel, 1997). Esto va asociado a la
transformacion de material organico como forma de alimento. Segun los principios de la
cinética enzimatica y de la respiracion, el consumo de oxigeno es directamente
proporcional al consumo de sustratos organicos. Por esto, la rapidez de desnitrificacion de
una comunidad microbiana dependera de la cantidad de material carbonoso que se haya
puesto a su disposicion (Barnes y Bliss, 1983).

La desnitrificacién ocurre en un intervalo de temperatura de 10 a 30°C. El intervalo 6ptimo
de pH es de 6.5 a 8 y la desnitrificacion se reduce cuando se tienen valores menores que
6 y mayores que 9. Las concentraciones de oxigeno disuelto superiores de 1.0 mg/L
también inhiben la desnitrificacion (Surampalli et al., 1997). Un parametro clave en la
desnitrificacion es la relacion C/N. Se deben tener relaciones con un valor minimo de 3
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gDQO/gN-NO3 para garantizar una buena desnitrificacion en reactores andxicos (Rusten
et al., 1994).

Se ha encontrado evidencia de nitrificacion y desnitrificacion simultdneas en reactores de
lecho movil (Rusten y Eliassen, 1993; Helness y @degaard, 1999) y en reactores de lecho
fijo (Arnz et al., 2001; Gieseke et al., 2002). La explicacién de este fendmeno es que se
forman microzonas anoxicas en la parte interna de & biopelicula, permitiendo que los
heterdtrofos desnitrifiquen (Helmer y Kunst, 1997). También Garzon-Zufiiga y Gonzélez
Martinez (1996) reportan que observaron nitrificacion y desnitrificacion simultdnea durante
la fase aerobia de un reactor de biopelicula.

2.3 Microscopio confocal laser de barrido

Recientemente, el microscopio confocal laser de barrido (por sus siglas en inglés, CLSM,
confocal laser scanning microscope) ha sido introducido como una herramienta poderosa
para investigar la estructura de las biopeliculas de manera tridimensional sin destruirlas y
conservandolas vivas (Caldwell et al., 1993; Wagner et al., 1998; Xavier et al., 2000). El
reconocimiento de que las biopeliculas no siempre representan estructuras homogéneas
estuvo fuertemente solventado por el uso de la microscopa confocal laser de barrido en
combinacién con el uso de microelectrodos (Wilderer et al., 2002).

En un analisis utilizando el microscopio confocal laser, Okabe et al. (1998) encontraron
que las biopeliculas bajo estudio presentaron poblaciones mixtas, muy porosas y con un
desarrollo estructural en forma de vellosidades entretejidas (filamentosas), a la cual se
sostenian varias microcolonias. Con ayuda de esta poderosa herramienta, ellos
confirmaron la presencia de macroporos con diametros promedio de 20-200 micrémetros y
microporos o interespacios en agregados de microcolonias. EsStos macro y microporos
facilitaron significativamente el transporte de sustancias en la biopelicula. La estructura de
la biopelicula (a manera de panal de abeja o de malla) resulté por simisma disefiada para
maximizar el transporte de substratos y productos y la resistencia a fuerzas cortantes
externas del flujo de agua (Okabe et al., 1998).

Daims et al. (2001) trabajando con reactores discontinuos, y con ayuda de la microscopia
confocal laser, encontraron que las bacterias oxidantes de amonio y nitrito proliferaban en
microcolonias esféricas de diversos tamafios. Ocasionalmente, observaron células
solitarias o pequefios agregados de menos de diez células. En ks colonias de bacterias
oxidantes de amonio, las células estaban empacadas apretadamente con espacios entre
ellas o, incluso, sin espacios. En contraste, Nitrospira formaba grandes agregados
entrelazados por varios canales estrechos y grandes cavidades libres de células (Daims et
al., 2001).

Ademdas estos autores observaron que las bacterias amonio-oxidantes ocupan un
porcentaje alto del total del area de las células bacterianas en las imagenes procesadas
del microscopio confocal laser de barrido (ligeramente mas del 55%), mientras que el area
de las células bacterianas de la combinacién de todas las nitrito-oxidantes (Nitrospira y
Nitrobacter) fue mucho menor (cerca del 8%). Dentro del grupo de las bacterias oxidantes
de nitritos, Nitrospira fue claramente la poblacion dominante (Daims et al., 2001). Okabe y
Watanabe (2000) encontraron también que las bacterias amonio-oxidantes fueron la
poblacion dominante en la nitrificacién autotrofa.
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Con ayuda del microscopio confocal laser de barrido se detemind en biopeliculas
maduras desarrolladas en reactores de flujo discontinuo que el 58% de la biomasa se
encuentra adherida al medio de empaque, el 15% se encuentra como fléculos en
suspension (biomasa que se ha desprendido) y el 10% es ingerido por los ciliados
(Eisenmann et al., 2001).

Una limitante en el uso del microscopio confocal laser de barrido es la profundidad de
penetracion de la luz usada en este tipo de microscopia, la cual esta limitada a penetrar
espesores cercanos a los 300 um (Wilderer et al., 2002).

2.4 Hibridacién fluorescente in situ

Los r4pidos avances en biologia molecular han resultado en el desarrollo de diversas
técnicas de ensayos con genes lo cual permite el analisis detallado de las comunidades
microbianas presentes en las biopeliculas. Técnicas tales como la extracciéon de grupos
especificos de ARN ribosomal (ARNr) han sido utilizadas para investigar la ecologia de
diversos tipos de biopelicuas (Amman, 1995; Schramm, 1998). Similarmente el uso de la
hibridacién fluorescente in situ (por sus siglas en inglés FISH, fluorescent in situ
hibridation), en combinaciéon con el microscopio confocal laser de barrido, ha permitido
examinar las comunidades microbianas naturales en ambientes complejos como son el
suelo y aguas naturales (Amman et al., 1995; Wagner et al., 1998).

Dado que la mayoria de las células bacterianas no se pueden reproducir en laboratorio
con estandares eficientes, una alternativa es extraer la informacién genética contenida en
las cadenas de acido desoxirribonucleico (ADN) de las diferentes especies bacterianas y
construir un banco de datos con genes especificos. Dichas secuencias de genes pueden
ser usadas para identificar células bacterianas sin necesidad de hacer cultivos selectivos
de crecimiento en laboratorio.

Los fragmentos de ADN pueden ser secuenciados para revelar la identidad de la bacteria
correspondiente por analisis comparativos con secuencias de &cido desoxirribonucleico
ribosomal (ADNr) de otras bacterias. Las secuencias de 16S del acido ribonucleico
ribosomal (ARNr) han sido instrumento en la clasificacion de bacterias y en la asignacion
de su lugar dentro de los arboles filogenéticos. Aunque lo segundo no siempre es
relevante en la préctica de la ingenieria, existen diversas aplicaciones, las cuales se
derivan del conocimiento de la filogenia. Sondas de genes (secuencias de cadenas
simples de ADN generalmente alrededor de 17-21 bases en longitud) pueden ser
marcadas con un material fluorescente para un area especifica de ARNr de cierta bacteria
y lograr un hibrido, esto es, formar estructuras de doble cadena Wilderer et al., 2002)
(Figura 2.4).

La hibridacién puede ocurrir ex situ al aislar los acidos nucleicos, por ejemplo de una
membrana, o in situ en la célula entera. Al adherirse un fluoroforo a la prueba de gen y su
subsiguiente deteccion al microscopio, es posible cuantificar o verificar la presencia de
células de particular interés y extraer conclusiones en caso de conocerse el papel
fisiolégico que juegan dichos organismos en el tratamiento de aguas residuales, como por
ejemplo, el papel de las bacterias nitrificantes (Wilderer et al., 2002). La Tabla 2.1 presenta
ejemplos de secuencias de cadenas simples de ADN utilizadas en la determinacion de
bacterias nitrificantes.
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a) Secuencias de cadenas b) Se ponen en contacto con la c¢) La secuencia de ADN marcada
simples de ADN de una especie muestra de agua a analizar que reconoce su homodlogo y se

bacteriana en particular son ha sido tratada para desdoblar la ensambla para formar
marcadas con un material cadena de ADN de todos los nuevamente una doble cadena de
fluorescente. microorganismos presentes en la  ADN, identificandose al
muestra. microscopio por el material

fluorescente.

Figura 2.4. Representacion esquematica de la hibridacion fluorescente in situ

Tabla 2.1. Ejemplos de sondas de genes aplicadas en la técnica de
hibridacion fluorescente in situ (Schrammet al., 1998)

Sonda Especificidad Secuencia (5'3’) de la sonda Sitio marcado
ARNr
NSO1225 Amonio oxidantes CGCCATTGTATTACGTGTGA 16S, 1225-1244
3-proteobacteria
NSV443 Nitrosospira spp. CCGTGACCGTTTCGTTCCG 16S, 444-462

NSR826  Nitrospira spp. GTAACCCGCCGACACTTA 16S, 1156-1173
NSR1156 Nitrospira spp. CCCGTTCTCCTGGGCAGT  16S, 1156-1173
NSR447  Nitrospira spp GGTTTCCCGTTCCATCTT 16S, 447-464

2.5 Modelo unidimensional de transporte de masa en una biopelicula

El desarrollo del modelo unidimensional de transporte de masa en una biopelicula se basa
en cuatro suposiciones (Figura 2.5):

1. Una biopelicula homogénea se desarrolla sobre un medio de soporte sélido, inerte
e impermeable, con un espesor L en un estado estable y una superficie plana
paralela al medio de soporte: se considera entonces que las propiedades fisicas y
biolégicas son homogéneas;

2. En la biopelicula se lleva a cabo una sola reaccion bioquimica (redox): solamente
un sustrato soluble como variable, con una concentracion C en la direccién normal
al medio de soporte (eje x con origen sobre la superficie de la biopelicula), es el
sustrato limitante; la tasa de reaccion (remocion) por la unidad de volumen de la
biopelicula r; puede ser expresada como una funcién del flujo de sustrato (N) dentro
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de la biopelicula por medio de un balance de masa a través de una seccién
infinitesimal de la biopelicula;

3. El sustrato soluble es transportado a través de la biopelicula por difusion molecular:
D es el coeficiente de difusion molecular del sustrato en la biopelicula;

4. El efecto de la difusién a través de la capa liquida puede ser despreciado; por lo
tanto, la concentracion de sustrato en la superficie de la biopelicula (dy,
biopelicula/interfase) es la misma que la del seno del liquido en el reactor

Seno del biopelicula soporte
liquido
€ L >
N
Cs — N — | C | = N+
X sie-d, >}

Figura 2.5 Geometria y definicién de simbolos para una biopelicula ideal
(Harremoes, 1978)

Tomando en cuenta la complejidad de la estructura de una biopelicula, se requeriria de un
modelo tridimensional que permitiera describir los procesos que se realizan en ella 'y en el
cual se debe conocer la estructura de la biopelicula (poros/canales), la forma en cémo se
agrupan las células y los patrones de flujo. Para tal fin se requiere de ensayos particulares
para obtener estos datos y parametros, lo que no es facil de conseguir en la practica
debido a fendmenos relacionados con los procesos del sistema como son las tasas de
flujo y los de carga organica (Bonomo et al., 2000).

A pesar de que estudios recientes demuestran que la estructura de una biopelicula es mas
complicada que la descrita en un modelo matematico unidimensional, se sigue utilizando
este modelo como la forma més sencilla de describir el fendmeno de trarsporte de masa.
Partiendo del esquema de la Figura 2.5 se tiene el medio de soporte sobre el cual se
desarrolla la biopelicula con un espesor L. Se considera que la concentracion de sustrato
en el seno del liquido (Cs) es la misma que esta en contacto con la superficie de la
biopelicula. El flujo de sustrato N dentro de la biopelicula esta en funcién del cambio
parcial de N con respecto al cambio de la fraccion del espesor de la biopelicula que es
penetrada por el sustrato ('ﬂN/ﬂx)). El sustrato C dentro de la biopelicula es removido a
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una tasa de reaccion k. El sustrato es transportado por difusién (D). El balance de masa
gueda como sigue (Harremoes, 1978):

dN
—=-r 2-4
o f (2-4)
N=-pIE (2-5)
dx

donde,

e = Tasa de reaccion por unidad de volumen en la biopelicula g/lcm®-s

N = Flujo del sustrato g/lcm?-s

D = Coeficiente de difusion del substrato a través del agua m?/d

Cs = Concentracion de substrato en el seno del liquido g/m®

C = Concentracion de substrato en la biopelicula g/m®

X = Fraccion penetrada del espesor L m

L = Espesor de la biopelicula m

En términos adimensionales, se tiene la ecuacioén diferencial:

2 r.L?
ge I (2:6)
dx DC,
donde,
C, = o tasa de concentracion (2-7)
S
X = % distancia que penetra el substrato en la biopelicula (se considera a (2-8)

partir de la capa superficial)

El balance de masa de la ecuacion del modelo con una sola dimension puede ser resuelta
analitica o numéricamente. Las soluciones analiticas para condiciones en estado estable
pueden encontrarse para tasas de reaccion de primer orden y de orden cero en Henze et
al. (1997) y para el uso de la cinética de Monod en Bonomo et al. (2001). Resolviendo el
balance de masa para una biopelicula en un estado estable y considerando la difusion de
un solo sustrato para una tasa de reaccion de orden cero (1; =Kk¢), se calcula el parametro
adimensional de penetracion (3) (Harremdes, 1978):

d’c, _ ko >

2
dx* DC; b?

.. [2D (2-10)
| oo
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donde,

R
Cs
D
Ko
L

parametro de penetracion

concentracion de sustrato en el seno liquido
coeficiente de difusién del substrato

tasa de reaccion de orden cero

espesor de la biopelicula

Si 3>1 la biopelicula esté totalmente penetrada.

Si <1 la biopelicula esta parcialmente penetrada.

2.6 Reactores secuenciados con biopelicula

adimensional
mg/L

m4d

g/md

m

Los sistemas secuenciados, conocidos por sus siglas en inglés como SBR (Sequencing
Batch Reactors) se caracterizan por tener cambios peridédicos controlados sobre las
condiciones del proceso, tales como la disponibilidad de oxigeno, de sustrato y de
nutrientes inorganicos. Dichas condiciones ambientales son controladas por la operacion
de llenado y de vaciado de los reactores a distintos intervalos de tiempo. Estas
condiciones permiten el desarrollo de consorcios deseados de microorganismos en un
mismo reactor. El ciclo de los reactores secuenciados termina cuando se alcanzan los
parametros requeridos en el efluente. El ciclo consiste tipicamente de tres fases: llenado,
reaccion y vaciado (Figura 2.6).

)
Llenado |

¢

(f /N

Vaciado

s N7

Efluente 3

Reaccion (con o sin aire)

v

Recirculacién
(opcional)

Figura 2.6. Representacion esquematica de un reactor secuenciado de biopelicula
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Los sistemas secuenciados pueden ser operados bajo la modalidad de reactores de lodos
activados o bajo la modalidad de reactores con biopelicula, conocidos por sus siglas en
inglés como SBBR (Sequencing Batch Biofilm Reactors), en donde se utiliza algun tipo de
material que sirva como soporte para el desarrollo de los microorganismos. Los sistemas
secuenciados de biopelicula pueden operar como reactores de lecho fijo (Gonzéalez
Martinez y Wilderer, 1991; Wilderer, 1992) o como reactores de lecho mévil Helness y
@degaard, 1999).

Las ventajas para los microorganismos que proliferan en una biopelicula incluyen
proteccién contra sustancias toxicas y valores extremos de pH y de temperaturas. Algun
tipo de cambio en estos factores tiene minimos efectos en la comunidad de
microorganismos y la biopelicula le confiere estabilidad al proceso en este tipo de
sistemas para el tratamiento de aguas (Wilderer et al., 2001).

En los reactores de lecho fijo cominmente prevalecen las condiciones de flujo tipo piston
con el subsiguiente desarrollo de una distribucion no uniforme de la biomasa en el lecho.
Esto propicia que las especies de microorganismos no estén igualmente representadas
en la base inferior que en la base superior del lecho asi como en las particulas del lecho
gue estan en contacto con las paredes laterales del reactor y las que se encuentran hacia
el centro del lecho. Los ciclos de operacion en los reactores secuenciados de biopelicula
permiten una mejor distribucion de la biomasa a través del lecho si se logra una mezcla
homogénea dentro del reactor. Esto puede ser favorecido si se recircula el agua a través
del lecho durante los ciclos.

En contraste con los sistemas secuenciados de lodos activados, en los de biopelicula se

puede prescindir de una sedimentacion secundaria, ademas de que este Ultimo permite un
recambio de agua del 100% mientras q ue el recambio en un sistema de lodos activados es
a lo mas del 70% Wilderer et al., 2001). Ademas, particulas no biodegradables o algun

tipo de particulas coloidales presentes en el agua cruda pueden quedar atrapadas en la
biopelicula por fenbmenos de adsorcion o capturadas por fenomenos de filtracion fisica en

el material de empaque y ser posteriormente removidas del reactor por medio del lavado
del lecho.

Los reactores secuenciados de biopelicula se han aplicado en el tratamiento de aguas
residuales para:

Nitrificacion, desnitrificacion y eliminacion biolégica de fésforo en aguas residuales

municipales e industriales (Morgenroth y Wilderer, 1998; Helness y Adegaard,
1999; Arnz et al., 2001).

Tratamiento de lixiviados provenientes de rellenos sanitarios Qollerer y Wilderer,
1996; Loukidou y Zouboulis, 2001).

Tratamiento de aguas residuales con concentraciones relativamente bajas de
contaminantes (Gieseke et al., 1999).

Tratamiento especifico de aguas con cargas altas (Kaballo, 1997; Woolard, 1997;
Arnold et al., 2000).
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2.6.1 Soporte de la biopelicula

Se han investigado varios tipos de materiales para conformar el lecho en los reactores con
biopelicula, buscando principalmente que sea facil de fluidificar y permita una rapida
colonizacién por parte de las bacterias. Los diferentes tipos de medio de soporte se
pueden clasificar como a continuacion se presenta (lwai y Kitao, 1994):

1) Medio granular irregular - arena, cuarzo, roca volcénica, coque, carbon, conchas de
moluscos, piezas de plastico, piezas de corcho, piezas de madera, etc.

2) Medio granular uniforme - Anillos Raschig, tubos de plastico, anillos Pall, etc.
3) Medio con forma de postes o lazos - barras de madera, ramas de arbol, etc.

4) Medio con forma de discos o platos - discos de madera, discos de plastico, discos
corrugados de plastico, etc.

5) Medio con forma de bloque poroso - tubos porosos de plastico, tubos de panal, etc.

Se pueden considerar las siguientes caracteristicas requeridas para un medio de
empaque:

Apropiado grado de fijacion de la pelicula biolégica (Iwai y Kitao, 1994)

Alta area superficial especifica (lwai y Kitao, 1994)

Alta porosidad ((Iwai y Kitao, 1994; Morp er y Wildmoser, 1990)

Estabilidad quimica y biolégica ((lwai y Kitao, 1994; Morper y Wildmoser, 1990)
Resistencia mecanica (Morper y Wildmoser, 1990; lwai y Kitao, 1994)

Bajo precio (Iwai y Kitao, 1994)

Facilidad de fabricacion y transportacion (lwai y Kitao, 1994)

Durabilidad (lwai y Kitao, 1994)

Homogeneidad (Morper y Wildmoser, 1990)

2.6.2 Porosidad del lecho empacado

También se tienen algunos factores asociados con caracteristicas hidraulicas del medio
como la porosidad, area superficial especifica, forma y tamafio. La porosidad en
porcentaje del medio se puede representar por la siguiente expresion (CEPIS, 1978;
Weber, 1979):

Porosidad =V / Vy (2-11)
donde,
V1= Volumen que ocupa el material
V= Volumen de vacios

La porosidad afecta directamente el tiempo de retencidén actual y la cantidad de biomasa
retenida en el reactor.
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2.6.3 Area superficial especifica

El area superficial especifica determina la cantidad de pelicula biolégica y es una de las
caracteristicas directas y de las mas importantes en el funcionamiento de los reactores
con biopelicula. Si se tiene gran area superficial especifica se tiene la ventaja de que las
particulas en suspension colisionen con mayor frecuencia con las particulas que
conforman el lecho logrando una mayor eficiencia en la remocion de solidos.

2.7 Medios de soporte comerciales

2.7.1 Anillos de poliuretano, conocidos con la marca KaldnesO

Los elementos de soporte Kaldnes estan hechos de polietileno de alta densidad (0.96
g/cm®) en forma de pequefios cilindros (10mm de diametro x 7mm de altura) con un cruz
interior del cilindro y aletas longitudinales en el exterior (Figura 2.7). La colonizacion de los
elementos de soporte en el reactor dependerd en cada caso del grado de tratamiento
deseado, cargas organica e hidraulica, temperatura y transferencia de oxigeno,
proporcionando gran flexibilidad en el area especifica de biopelicula adherida.

pE

e\

L

Figura 2.7. Medio de soporte de la marca Kaldnes

Este medio de soporte se desarrollé6 en 1990 dentro de la patente de los reactores de
biopelicula de lecho movil (MBBR, Moving Bed Biofilm Reactors, por sus siglas en inglés)
de la compafiia noruega “Kaldnes Miljoteknologi” en cooperacion con la Universidad
Noruega para la Ciencia y la Tecnologia (SINTEF, Trondheim, Noruega).

El principio de esta tecnologia se basa en una operacion bajo la modalidad de reactores
de flujo continuo, con reactores que no necesitan retrolavado, sin necesidad de recircular
lodos al sistema, evitando pérdidas de carga y un valor alto de &rea superficial total
expuesta (Rusten et al., 1998). Para lograr estas condiciones se mantienen los medios de
soporte que soportan la biopelicula en constante movimiento dentro del reactor, ya sea
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con ayuda de aire cuando se trata de un reactor aerobio o de agitacion mecanica cuando
se trata de un reactor anaerobio (@ddegaard et al., 1994).

Los reactores de lecho mévil han tenido gran éxito y se cuenta ya con mas de cien plantas
en todo el mundo que emplean esta tecnologia en el tratamiento de aguas residuales de
origen municipal e industrial para eliminar materia organica, nitrificar y desnitrificar
(Dddegaard et al., 1999).

La Tabla 2.2 presenta reportes de las caracteristicas de operacién con este tipo de
sistema. Algunos autores han utilizado los anillos Kaldnes como lecho fijo en escala
laboratorio en la eliminacion de nitrogeno y fésforo de aguas sintéticas con remociones
por arriba del 90 por ciento para materia organica y nitrbgeno amoniacal con cargas
organicas por debajo de 2 gDQO/m?-d (Gieseke et al., 1999; 2002).

Tabla 2.2. Condiciones de trabajo en plantas con reactores de lecho moévil
para diferentes tipos de agua residual y de proceso

Eliminacién de materia organica Carga organica Remocion
(gDQO/M?-d) (%)
Carga media alta® >12 40-50
Carga media ® 3-11 >90
Carga baja ® <3 >90
Nitrificacion
Carga media alta’ >12 =70
Carga mediat 3-11 70-85
Carga baja* <3 >95

“Rusten et al., 1995 “Rustenet al., 1998 “Pasinetti y Emondi, 2003

2.7.2 Cubos de hule-espuma de la marca LinporO

El proceso Linpor consiste en el uso de medios de soporte que consisten de cubos de hule
espuma (poliuretano) con una gran porosidad y dimensiones de 15x15x15 cm por lado
(Figura 2.8). Dichos cubos se adicionan a los tipicos tanques de aireacion de los sistemas
de lodos activados implementando un sistema hibrido, es decir, la combinacion de
biomasa en suspension y biomasa adherida a un medio de soporte en un mismo sistema
para el tratamiento de aguas residuales. La adicién de los cubos es del orden del 10 al 30
por ciento del volumen del tanque de aireacion (Morper, 1994).

La finalidad de agregar los cubos de hule espuma a los tanques de aireacion es
incrementar la concentracion de biomasa activa, pues siendo un material altamente
poroso, se garantiza el crecimiento de microorganismos dentro del material en una gran
concentracion. La adiciébn de los cubos a los tanques de aireacion no requiere de
modificacién alguna en la configuracién de los mismos por lo que este proceso es ideal ya
sea para tanques en operacion o en construccion sin la necesidad de construcciones
adicionales. Se ha visto que los porcentajes de remocion de DQO mejoran desde un 5y
hasta un 10 por ciento con la adicion de los cubos de hule espuma en sistemas de lodos
activados convencionales (Renz, 1985).
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Se han desarrollado diversos sistemas Linpor para el tratamiento de aguas residuales: a)
Linpor®—C es un proceso que ha sido utilizado eficientemente para el tratamiento de
aguas industriales en la degradacion de contaminantes organicos, principalmente con
aguas que tienden a formar lodos abultados como es el caso de la industria del papel (70-
75 por ciento de remocion). b) Linpor®—CN ha sido desarrollado para el tratamiento de
aguas residuales municipales para eliminar materia organica (75-87 por ciento de
remocién) y compuestos nitrogenados por procesos de nitrificacion y desnitrificacion sin la
necesidad de construcciones adicionales (90-96 por ciento de remocion de amonio). c)
Linpor®—N es un proceso desarrollado particularmente para nitrificar aguas con bajas
cargas organicas como es el caso de los efluentes provenientes de sistemas bioldgicos
convencionales para el tratamiento de aguas residuales (90-95 por ciento de remocion de
amonio) Fuchs, 1987). Este sistema no requiere de sedimentacion secundaria ni de la
recirculacion de lodos.

Figura 2.8. Cubos de hule-espuma de la marca Linpor

La primera planta que se construyé con Linpor fue en el afio de 1984 en Freising,
Alemania. Desde entonces a la fecha se cuenta con gran nimero de plantas construidas
principalmente en Alemania, Austria, Australia y paises asiaticos como lo son Japoén,
China, India y Corea. Se tienen pocos ensayos con este empaque de Linpor como lecho
fijo en reactores secuenciados de biopelicula; de hecho, en la literatura solamente se
encontraron dos trabajos encaminados a estudios cinéticos para ver como afecta la
relacion C/N en la cinética del sistema Hoshi y Deguchi, 2001; Kawauchi y Deguchi,
2001).

2.7.3 Esferas de ceramica, conocidas con la marca LiaporO

Los medios de soporte de la marca Liapor ofrece esferas de ceramica con tamafios que
van de 4 a 8 mm de didmetro (Figura 2.9). Este material presenta una superficie rugosa

que favorece la colonizacién por parte de bacterias. Las esferas Liapor ha sido utilizado en
reactores secuenciados de biopelicula y en biofiltros para remover amonio y fésforo de
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aguas residuales municipales, sintéticas e industriales. Con cargas organicas por debajo
de 2gDQO/m?.d se han logrado porcentajes de remocion de amonio del 98-99 por ciento y
de DQO alrededor del 90 por ciento con reactores a escala piloto y a escala de laboratorio
en el tratamiento de aguas residuales de origen municipal (Morgenroth, 1998; Arnold et al.,
2000; Arnz et al., 2001).

Figura 2.9. Esferas de la marca Liapor

La Tabla 2.3 presenta un resumen a manera de cuadro comparativo de las caracteristicas

dadas por los fabricantes de los tres medios de soporte. Para el caso del area superficial
especifica se optdé por considerar los valores obtenidos en el laboratorio durante el
presente trabajo de investigacion.

Tabla 2.3. Medios de soporte utilizados en el presente estudio

Densidad Area

Marca "y . Tamarfo Densidad del superficial
. Compaiiia Material Forma aparente . e
comercial (mm) lorm? material especifica
@em)  (glemd  (mImd)
Purac, 500
Kaldnes Merseburg, Polietileno Especial  10x7 0.17 0.98 544
Alemania
Leca-
Liapor 480
Liapor Baustoffe =~ Ceramica Esférica 4-8 0.8 1.40 489
GMBH,
Alemania
Linde-
KCA-
Linpor Dresden  Poliuretano cubica  15xlado 0.018 0.96 *270
GmbH,
Alemania

*Valores obtenidos en el laboratorio durante el presente trabajo de investigacion
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3. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo cientifico del presente trabajo se desarrolld en el Instituto de Ingenieria de la
Universidad Nacional Auténoma de México. El trabajo experimental se desarroll6 en el
Instituto de Control y Calidad del Agua de la Universidad Técnica de Munich (UTM). Para
ello se acondicionaron tres reactores a escala de laboratorio que operaron bajo la
modalidad de reactores de flujo discontinuo (Figura 3.1). Dichos reactores fueron
alimentados con agua residual de aigen municipal. Los laboratorios de dicho instituto
cuentan con una linea de distribucion de la Planta para el Tratamiento de Aguas
Residuales de Garching, la ciudad donde esta ubicado el Instituto. De igual manera, los
laboratorios estan equipados para determinaciones en via hUmeda y por instrumentos.

3.1 Unidades experimentales

Se utilizaron tres reactores de material polimérico acrilico, conocido como “Plexiglass”, con
dimensiones de 110 cm de altura y un didmetro interno de 19 cm para un volumen total de
31 litros (Figura 3.2). La configuracion de los reactores es la de un cilindro . Dos placas de
acero inoxidable con perforaciones, una colocada en la parte inferior (fija) y otra en la parte
superior (deslizable), retuvieron el lecho filtrante para mantenerlo fijo. Se utilizaron bombas
peristalticas de velocidad variable conectadas a la linea de distribucion del laboratorio para
alimentar los reactores. Se instald un sistema de dos difusores de cerdmica colocados en
el fondo del reactor y conectados al sistema de aireacion de baja presion con el que
cuenta el laboratorio.

Los reactores cuentan con una linea de recirculacion de agua, la cual se lleva a cabo con
una bomba radial de 0.6 hp (Alpha OR-A, Italia). El flujo de recirculacion es de 200 L/hora
y se realiza principalmente para mantener la temperatura del agua alrededor de 24 grados
por medio de un termostato y para asegurar una mezcla homogénea de los contaminantes
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dentro del sistema. El equipo se opera de manera semiautomatica con relojes
programables Miiller de cuatro canales.

o l"l""“-:;'_ R
b -I'-; FM!'?
. 5-'! i I| |

mr D

Figura 3.1 Reactores e xperimentales en el laboratorio del Instituto de Control y Calidad del
Agua, Universidad Técnica de Munich, Alemania
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Figura 3.2. Diagrama esquematico de los reactores
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El equipamiento de cada uno de los reactores es el siguiente:

1. Dos bombas peristalticas con ajuste de caudal. Una bomba es para alimentar y la

otra para desaguar el reactor.

Una bomba radial de 0.6 hp para la recirculacion del agua.

Un reloj programable M?eller de 4 canales para programar la alimentacion, desague

y aireacion del reactor.

Dos placas perforadas para contener el lecho fijo.

Dos difusores de ceramica de forma cilindrica.

Alimentacion de aire a baja presion para el proceso.

Alimentacion de aire a alta presion parael retrolavado.

Alimentacion de agua limpia para el retrolavado.

Un regulador de caudal de aire y un regulador de caudal de agua.

10 Un interruptor de nivel eléctrico.

11.Termostato para mantener la temperatura alrededor de 24°C. Se aprovecha la linea
de recirculacion con la que cuentan los reactores para conducir el agua residual a
través de un mecanismo donde circula el agua proveniente del termostato. El
termostato estd programado para mantener su temperatura en 24°C. Por fen6menos
de transferencia, la temperatura del agua de recirculacion de los reactores iguala la
temperatura del agua del termostato.

12.Materiales diversos como mangueras, accesorios, valvulas, tornillos, etc.

wn
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3.2 Planteamiento experimental

La estrategia experimental consistid en una fase de estudios preliminares y una segunda
fase de experimentacion final Dentro de los estudios preliminares se llevdé a cabo la
seleccion de los materiales a usarse como medios de soporte y la caracterizacion de los
mismos. Se operaron dos reactores bajo la modalidad de flujo continuo. Los ajustes en la
operacion de los reactores y de las técnicas analiticas se realizaron con base en las
observaciones y analisis de los resultados parciales obtenidos de la fase preliminar.
Durante los experlme ntos finales se operaron tres reactores bajo la modalidad de flujo
discontinuo. Se vari6 la carga organica en un intervalo de 0.5 a 80 gDQO/m?.d para
conocer la respuesta de los sistemas ante estas variaciones. Se analizaron las
caracteristicas de las biopeliculas formadas sobre los medios de soporte para determinar
sus espesores y condiciones de penetracion de los substratos. Estos resultados se
correlacionaron con la operacion de los reactores para determinar si se cumplieron la
hipétesis y los objetivos planteados.

Estudios preliminares

Los estudios preliminares se realizaron para hacer ajustes en la operacién de los reactores
y en el programa experimental. Dichos estudios consistieron en operar los reactores bajo
la modalidad de flujo continuo. Durante este periodo se utilizaron los dos medios de
soporte de la marca Liapor y Kaldnes. Los estudios preliminares permitieron detectar
errores en la determinacion de los lechos filtrantes y ajustar algunas técnicas analiticas
para los andlisis fisicoquimicos y en la caracterizacion de las biopeliculas desarrolladas
sobre los medios de soporte. Basicamente los ajustes consistieron en operar un reactor
mas con el medio de soporte de la marca Linpor y modificar la operacion de los reactores
a la modalidad de flujo discontinuo. En los resultados se discuten con mayor detalle los
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ajustes que se realizaron en el programa experimental. La Figura 3.4 muestra de manera
resumida el planteamiento que se siguid durante los estudios preliminares.

Reactores de flujo continuo

Determinacion de métodos
y técnicas analiticas

Andlisis fisicoquimico - Caracterizacion de las
del agua e?n el Caracterizacion biopeliculas formadas
. de los lechos filtrantes .
influente y en el efluente sobre los medios de soporte

Ajustes en la operacién
de los reactores

Ajustes en la configuracién
de los reactores

Reactores de flujo discontinuo
Figura 3.3. Programa experimental durante los estudios preliminares

Experimentos finales

En el programa experimental final que se plantea, quedan ya implicitos los cambios que se
realizaron con base en los resultados arrojados por los estudios preliminares.

3.3 Caracterizacion de los medios de soporte

Un reactor contiene como medio de soporte particulas esféricas de ceramica (Liapor®,
Leca-Liapor Baustoffe GmbH, Alemania); otro reactor contiene particulas de polietileno
(Kaldnes®, Purac, Merseburg, Alemania) y, un tercer reactor, con particulas cubicas de
poliuretano (Linpor®, Linde-KCA-Dresden GmbH, Alemania). En el Subcapitulo 2.7 de
antecedentes se presenta una tabla comparativa de estos materiales (pagina 28).

3.3.1 Area superficial especifica

Para determinar el area superficial especifica se tomaron consideraciones particulares de
cada uno de los materiales bajo estudio. Ver Apéndice 1. Se optd por utilizar los valores

obtenidos en laboratorio en lugar de los presentados por las respectivas compafiias.
3.3.2 Densidad del material
Se tomaron los datos proporcionados por las respectivas fabricas.
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3.3.3 Tamano

En el caso de los anillos de Kaldnes y los cubos de Linpor el tamafio individual ya viene
estipulado por la compafia. Por lo que respecta a las esferas de Liapor, como presenta un
intervalo de tamafio entre 4 y 8 mm, se sigui6 el procedimiento: lavar 300 g de material y
secar en la estufa a 110°C. Colocar la muestra en el juego de mallas DIN-ISO 33/0/1
(8mm) y DIN-4188 ISO 565 T.1 (5mm). Agitar con el aparato “rotap” por un lapso de 10
minutos. El tamafio efectivo se obtiene determinando el tamafio correspondiente al 10 por
ciento, resultando:

Tamafio efectivo (Te) =Pqp
P10= Percentil 10

3.3.4 Porosidad del lecho

El espacio vacio que se encuentra en sistemas de filtracion o porosidad no puede ser
calculado facilmente por medio de métodos tedricos, sin embargo, existen métodos
experimentales mediante los cuales se puede obtener la porosidad de una forma practica
(CEPIS, 1978; Weber, 1979). Partiendo de que la porosidad representa el porcentaje de
espacio vacio de un sistema ocasionado por las formas irregulares de las particulas que
evita una perfecta union, se puede calcular este espacio vacio en términos de la medicion
de un volumen real que es el volumen que ocupa una cierta masa contenida en un
recipiente graduado, por lo que este volumen real es la suma es la suma del espacio
ocupado por las particulas y el espacio vacio que queda entre las mismas. El volumen
calculado se obtiene del cociente de la masa total de las particulas entre la densidad de
las mismas. Como se puede observar, el volumen calculado considera exclusivamente el
espacio ocupado por las particulas. Con base en este razonamiento se llega a la siguiente
relacion:

e= 1-(\/calculado/V real) (3-1)

Donde,
e = porosidad
V calculado = Masa/densidad
Vrea = medicion directa de la masa contenida en un recipiente graduado

3.4 Operacién de los reactores

Los reactores operaron bajo la modalidad de reactores con lecho fijo de flujo intermitente
(SBBR, por su terminologia en inglés, Sequencing Batch Biofilm Reactor). Se
establecieron ciclos de operacion de 8 horas, esto es, tres ciclos por dia (Figura 3.4). Se
optd por dejar un lapso de 120 minutos de mezclado sin aire para beneficiar la
proliferaciéon de metabolismos dive rsos en el consorcio microbiano desarrollado sobre los
tres medios de soporte. Se ha visto que bajo condiciones anaerobias, la capacidad
hidrolitica de las bacterias facultativas para romper moléculas organicas complejas, previo
a un proceso aerobio, funciona como un factor de estabilizacion para las comunidades
microbianas en las plantas para el tratamiento de aguas residuales (Cuevas-Rodriguez et
al., 1998).
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Ademads, el grupo de microorganismos capaces de eliminar fésforo de las aguas
residuales, conocidos como acumuladores de fosfato, siendo organismos aerobios
estrictos obtienen su energia (ATP) a través de la via metabdlica del ciclo de los acidos
tricarboxilicos y cadena respiratoria, empleando oxigeno como aceptor de electrones. Sin
embargo, cuando estos organismos son sometidos a condiciones anaerobias, activan una
via metabdlica alterna de supervivencia que consiste en emplear cierta energia de reserva
gue poseen, para mantener las funciones basicas de su metabolismo pero, sobre todo,
para capturar materia organica del medio la cual transforman y almacenan en forma de
poli-B3-hidroxibutirato (PHB) o de glucogeno (Garzén-Zuhiga y Gonzalez-Martinez, 1996).

Solamente cuando se restablecen las condiciones ambientales propicias, es decir, en
presencia de oxigeno molecular, dicha materia organica es degradada y entonces produce
la energia necesaria para reactivar el metabolismo celular, incluyendo la reproduccion. Al
mismo tiempo, estos microorganismos capturan el fosforo presente en el medio en una
proporcién mayor a la concentracion excretada durante la fase anaerobia, ya que el
fésforo es empleado tanto para la generaciéon de ATP como para recargar las reservas
energéticas en forma de poli-fosfatos (poli-P) (Mufioz-Colunga y Gonzéalez-Martinez,
1996). Para completar la remocién bioldgica de fésforo se debe retirar la biomasa que ha
acumulado los PHB por medio de la purga de lodos si se habla de un sistema de lodos
activados o, por medio del retrolavado si se habla de reactores con kecho (Arnz, 2001).
Estudios previos con reactores de lecho fijo operando con ciclos de 8 horas indican que un

periodo de 120 minutos de reaccion anaerobia es el 6ptimo para el proceso antes descrito
(Morgenroth y Wilderer, 1998; Arnz, 2001).

CICLOS DE 8 HORAS

C ] C ]
9 NS a  ®
(&) QO
e < o
I 3 3| [%es® l
= = Q a ©
§ § ¢ o qo ° Do
4 %
influente efluente
Llenado Reaccion anodxica Reaccioén aerobia Vaciado
(30 minutos) (120 minutos) (300 minutos) (30 minutos)

Figura 3.4. Secuencia de un ciclo de operacion de 8 horas

Se trabajaron dos intervalos de carga organica, de 0.5 a 2.5 y de 3.0 a 8.0 g DQO/n?-d.
En la Tabla 3.1 se presentan las condiciones bajo las cuales operaron los tres reactores.
La carga organica se ajusto variando el volumen del lecho vy, por consiguiente, el volumen
de recambio. Lo que se deseaba era mantener en los tres reactores condiciones iguales
en el valor del area total expuesta, situacion que no se alcanzo6 durante el primer intervalo
de carga organica manejado. Esto se debid, principalmente, a que los calculos se
realizaron con muestras de los medios de soporte totalmente limpios, esto es, sin la
presencia de ningun material celular desarrollado sobre sus superficies. Para el calculo del
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area total expuesta estan interrelacionados otros parametros, como la porosidad, el
volumen y la altura del lecho. El volumen y la altura del lecho estdn en funcién de la
porosidad del lecho que presenta cada uno de los materiales, es por ello, que los valores
de la altura y el volumen del lecho varian de un material con respecto a los otros. Para
mayor detalle ver el Apéndice 1.

Posteriormente, se realizaron los céalculos con los reactores ya estabilizados, con la
presencia de las biopeliculas desarrolladas sobre los medios de soporte y se obtuvieron
valores de porosidad diferentes a los que se obtuvieron con los materiales totalmente
limpios, repercutiendo en los valores de la altura y volumen del lecho y, por consiguiente,
en el calculo del area total expuesta. Para el segundo intervalo de carga organica se
realizaron los ajustes necesarios para mantener un valor de 2.7 m?.de &rea total expuesta
en los tres reactores.
Tabla 3.1. Condiciones de operacion

Carga organica 0.5-2.5gDQO/m*-d 3.0-8.0 gDQO/m*.d
y operacion Esferas  Anillos Cubos Esferas Anillos  Cubos
Liapor Kaldnes Linpor Liapor Kaldnes Linpor
Volumen/ recambio, m°/d 0.066 0.063 0.072  0.069 0.069 0.063

Altura del lecho, m 0.33 0.33 0.52 0.16 0.17 0.32
Volumen del lecho, m? 0.0152 0.0166 0.0148 0.005 0.0055 0.010
Porosidad del lecho 0.38 0.44 0.58 0.38 0.44 0.58
Area total expuesta, m? 8.3 8.1 3.9 2.7 2.7 2.7

Retrolavado

Con base en los estudios previos realizados en el Instituto de Control y Calidad del Agua,

se opto por realizar el retrolavado cada 24 horas (Gieseke et al., 1999; Arnz, 2001). Dicha
operacion se realiz6 de manera manual adaptando el procedimiento propuesto por
Khlebnikov y Péringer (1996):

1. Se suspende la alimentacion de agua residual y de aireacion para el proceso.

2. Durante 2 minutos se conecta la linea de alta presion (6 bares) para introducir aire por
el fondo del reactor y separar el exceso de biopelicula de las particulas del lecho.

3. Sin suspender el suministro de aire a presion se abre la valvula que conduce agua
potable a presion por el fondo del reactor para arrastrar el material desprendido
durante la friccion que se llevo a cabo en el paso 2.

4. Se desactiva el suministro de aire a presidén y se reactiva el suministro de aire a baja
presion para el proceso para terminar de arrastrar el material en suspension.

5. Se suspende la entrada de agua potable. Se desaloja el agua.

6. Se reanuda el proceso.
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3.5 Programa experimental

La figura 3.5 presenta a manera de diagrama de flujo los analisis que se llevaron a cabo
en el presente trabajo.

Reactor secuenciado de biopelicula

influente efluente retrolavado soporte con
biopelicula
| SST, NT y—‘—\
DQO total y soluble, NT ST, NT microscopio
N-NH,, N-NO,, N-NO, | |
F'PO“’ StST' pH, OD, | Dimension
emperatura Balance de NT Morfologia
| Tiempo retencion celular | | Consistencia
Relacion con respecto Hibridacion
a la carga organica Andlisis de ciclos fluorescente in situ
| | | de 8 horas |
> [ Penetracion (R)
Remocion: Produccion de OD, DQO
DQO, N-NH, N-NO, y N-NO, N-NH,y N-NO,
P-PO,, SST
[ Método estadistico | |
Nitrificacion/desnitrificacion Biopelicula total o
simultanea parcialmente penetrada

Figura 3.5. Programa experimental:
DQO = demanda quimica de oxigeno; SST = s6lidos suspendidos totales;
ST = sélidos totales; NT = nitrogeno total; N-NH, = nitrdgeno amoniacal;
N-NO, = Nitrogeno de nitritos; N-NO3 = nitrdgeno de nitratos;
P-PO, = orto-fosfatos; OD = oxigeno disuelto;
3 = parametro adimensional de penetracion del substrato en la biopelicula

3.5.1 Programa de muestreo

Los reactores operan paralelamente, de tal forma que se tuvieran condiciones similares en
la calidad del agua residual influente. En la linea de recirculacién se cuenta con valvulas
para tomar muestras del efluente y en la linea de alimentacién con valvulas para tomar
muestras del influente (Figura 3.1).

Las muestras de agua se toman bajo dos condiciones diferentes:

1) Por medio de las bombas peristalticas acopladas a las bombas de llenado y vaciado es
posible tomar muestras compuestas diarias para evaluar el desempefio de los sistemas
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por dia de operacién. Se pueden conocer los valores de los diferentes contaminantes a la
entrada y salida de los reactores para determinar el desempefio de los sistemas.

2) Una vez por mes se selecciona un ciclo diurno como representativo de un dia de
operacion y se toman muestras puntuales del efluente cada 60 minutos para cubrir el ciclo
de 8 horas con 10 muestras y poder describir los perfiles de contaminantes durante ese
ciclo. De esta manera es posible determinar los cambios en cada una de las fases del ciclo
para cada tipo de soporte de la biopelicula y bajo diferentes condiciones de operacion.

35.2 Determinaciones analiticas

Las determinaciones analiticas que se realizan a las muestras de agua residual se basan
en los Métodos Estandar Americanos (APHA, AWWA, WPCT, 1995) y en las Normas
Alemanas (Deutsche Einheitsverfahren, 1983).

La demanda quimica de oxigeno (DQO) total y soluble, el nitrdgeno amoniacal (N-NH,), el
nitrégeno de nitratos (N-NOs) y el de nitritos (N-NO), y los ortofosfatos (P-PO,) se
determinaron con métodos fotométricos (Dr. Lange tipo LCK, fotometro digital ISIS 6000).
Los sélidos suspendidos totales (SST) se determinaron para conocer la cantidad de
sélidos que se encuentran en suspension en el agua influente y efluente. Se utilizaron para
seguir el comportamiento dentro de los reactores del oxigeno disuelto y la temperatura un
electrodo Oxy196 y un electrodo 526 medir el pH, ambos de la marca WTW.

3.5.3 Balance de nitrégeno total (NT)

En el balance del nitrogeno total se consideran el nitrogeno en sus formas organica e
inorganica (nitrdgeno amoniacal, nitritos y nitratos). Para realizar el balance de nitrégeno
total se utilizaron las muestras compuestas colectadas de influente y efluente, ademas del

agua de retrolavado, durante un ciclo de operacion. La determinacion se realiza con base
en los procedimientos alemanes (ISO 11905-1 H36, 1999). En la Figura 3.6 se

esquematiza el planteamiento del balance.

El balance de nitrégeno total en el sistema se puede expresar con base en la ecuacion
propuesta por Zwerger et al. (1999) y Nikolavcic et al. (1999).

(Q ’ NT)ianuente- (Q, NT )efluente = (Q, NT)retroIavacd) + N2 (3_2)

donde,

NT = nitrégeno total, g/m°

Q =caudal, m*dia

N2> = Nitrégeno molecular que se libera al ambiente. Se considera que es el nitrdgeno
molecular que se produce de la transformacion de los nitratos por procesos de
desnitrificacion: N gesnitificacion GNT/dia.

Entonces,

NTdesnitriftacién = (Q ’ NT )inf luente ~ |_(Q ’ NT )efluente + (Q ’ NT )retrolavacle (3'3)
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NTianuente (g/m 3) NTretroIavado (g/mB)
Qinfluente (mB/d) ::> ::> Qretrolavado (m3/d)
SSTinfluente (g/ m 3) SST retrolavado (g/ mS)

NTequente (g/m3)
Qefluente (m3/d)
SSTequente (g/mg)

Figura 3.6. Esque ma para el balance de nitrégeno en el sistema

Para determinar el NT dentro de los medios de soporte se colectaron tres piezas por cada
tipo de medio utilizado. La colecta se realiz6 al inicio de un ciclo de operacién
(inmediatamente después del retrolavado) y al final del mismo (antes del retrolavado). Se
consider6 que los medios de soporte no aportan material nitrogenado. Con esta
determinacion se pretende corroborar la estimacion de biomasa por medio de la
determinacion de ST y el balance de nitrogeno total y SST en el sistema.

3.5.4 Andlisis de las biopeliculas

Para el andlisis de las biopeliculas desarrolladas sobre los tres diferentes medios de
soporte se tomaronperiddicamente muestras de dicho material. Para la toma de muestras
las unidades experimentales tienen la facilidad de reclinarse en forma horizontal. Una vez
que los reactores son desaguados, y previo al retrolavado, se afloja la rejilla metélica
superior para liberar el lecho. Los reactores cambian su posicion vertical a una horizontal
para facilitar la toma de muestra. Sistematicamente se colecté la muestra de particulas a
de la parte central del lecho (Figura 3.7).

3.5.4.1 Determinaciéon de biomasa

La cantidad total de biomasa se puede determinar en términos de masa seca. La principal
desventaja del empleo de estos parametros para caracterizar la biopelicula es que dicha
estimacion incluye no solo los microorganismos activos, sino también la biomasa inerte,
exopolimeros y materia organica adsorbida sobre la superficie de la misma biopelicula. Sin
embargo, por cuestiones practicas y para tener una idea de la cantidad de “biomasa”
desarrollada sobre los medios de soporte, se realiz6 la estimaciéon de la biopelicula con
este método. Se calcula un error aproximado del 6% (Lazarova y Manem, 1995).
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Figura 3.7. Esquematizacion de la colecta de material de soporte con biomasa

Algunos autores consideran preferentemente la porcion de sélidos suspendidos volatiles
(SSV) en la determinacion de la biomasa (wai y Kitao, 1994). Sin embargo, estudios
realizados por Kayser (1971) han demostrado que no existe una relacion lineal entre la
parte activa del contenido de biomasa seca y la carga organica (Abwassertechnik, 1985).
Con esto se tiene que no existe alguna diferencia significativa entre utilizar la porcion de
sélidos volatiles o la porcién de solidos totales (ST). Esto ha generado una corriente
alemana que se aplica en Europa en la que en el disefio de sistemas con biomasa en
suspension se realiza bajo el criterio de la carga organica considerando la porcion de
sélidos totales (Abwassertechnik, 1985).

Bajo este mismo criterio, la determinacion de biomasa medida como masa seca se realiza
considerando la porcidon de solidos suspendidos totales (Broch-Due et al., 1994; Bonomo
et al.,, 2000a,b; Comett-Ambriz et al., 2003; Passinetti y Emondi, 2003). Los analisis
realizados en el presente estudio se basan en la corriente alemana.

Cada uno de los tres materiales de soporte utilizados durante el presente estudio muestra
ciertas particularidades por lo que la forma de determinar el contenido de masa seca varia
en cada caso. La concentracion de biomasa se reporta en unidades masa seca por
unidades de (g/m? o bien mg/pieza). A continuacion se resume el procedimiento realizado

para cada tipo de material:

a) Esferas Liapor. Se colectan 30 mL de material de soporte con biomasa. En un frasco
con tapa se deposita el material con una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) al 0.01
por ciento. Se somete el material a una agitacion manual para desprender la biomasa
adherida a las particulas esféricas de arcilla. Se filtra el material y se determinan los ST de
acuerdo con los métodos estandarizados.
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b) Anillos Kaldnes. Se colectan tres medios de soporte con biomasa. Con ayuda de la
solucion NaOH 0.01% se desprende la biomasa adherida al material de soporte raspando
las paredes con aguja de diseccién. El material se filtra para la determinacién de los ST.

c) Cubos Linpor. Se colectan tres medios de soporte. EI material practicamente se
“exprime” conayuda de solucién NaOH al 0.01%. El material se filtra para la determinacién
de ST.

3.5.4.2 Tiempo de retencion celular promedio (? ¢)

Los valores de SST que se obtengan de las muestras de agua del influente, efluente y
agua de retrolavado de los tres reactores se utilizan para obtener el gasto méasico (Qu) y
con ello poder calcular el tiempo de retencion celular promedio (? ¢). Se supone que los
SST del influente no son afectados por la actividad bioldgica de los microorganismos y que
salen del sistema en el efluente o durante el retrolavado. El calculo del ? ¢ es por medio de
la ecuacion:

_ masasecatold endssema g g (3-4)
c gasto mésico ' ég/U
e/dt

La masa seca total en el sistema resulta de la relacion del promedio obtenido en la
cuantificacion de masa seca de las muestras de soportes con biomasa y el area total

expuesta en cada reactor (ecuacion 3-5).

masa secatotal enl sistema = (masa seca)(4rea total), %Z Ofrm? ); (3-5)

%)

El gasto masico (Qu) representa la masa seca que entra y sale del sistema y se obtiene
con la siguiente ecuacion:

~

Qu =0T HONSST e~ (NS trs J17/4)82 @6

3.5.4.3 Hibridacion fluorescente in situ

Los laboratorios Vermicon AG han desarrollado sondas de genes programadas (Nitri-VIT)
para detectar exclusivamente organismos nitrificantes (Vermicon AG, 2001). La deteccion
esta basada sobre el arreglo genético de las bacterias nitrificantes, las que han adquirido
caracteristicas distintivas en los procesos evolutivos. Las sondas de genes estan
programadas especialmente para estas caracteristicas y se tienen disponibles en forma
liguida en el estuche de preparacion. Las sondas de genes programados provocan que las
bacterias nitrificantes adquieran un color fluorescente y sea mas rapido y facil detectarlas.

Nitri-VIT es un estuche comercial, en el que las soluciones utilizadas (A,B,C,D) ya estan

preparadas para su uso directo durante las determinaciones. No se sabe con precision su
composicion. Los pasos para utilizar Nitri-VIT se pueden resumir como sigue (de acuerdo
con el instructivo del fabricante):
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Colocar una gota dela muestra a analizar sobre el portaobjetos

Secar la muestra sobre portaobjetos a 46°C durante 10-30 minutos

Fijar la muestra al agregar una gota de la solucién Ay dejar incubar a 46°C durante

10-30 minutos (la muestra A contiene etanol)

4. Agregar una gota de la solucion B y dejar incubar a temperatura ambiente durante 3

minutos (la solucién B también contiene etanol y se utiliza para fijar la muestraen

esta segunda fase)

Agregar una gota de la sonda de genes en la muestra fijada

Agregar 25 gotas de la solucion C y poner a incubar durante 90 minutos a 46°C (la

solucion C contiene formamida para evitar la degradacion del ARN)

7. Lavar la muestra en 25 mL de solucion D preparada (la solucion D contiene
formamida). La solucién D se prepara agregando 2.5 mL del reactivo y 22.5 mL de
agua destilada

8. Lavar la muestra en agua destilada

9. Dejar secar a 46 °C durante 15 minutos en la oscuridad

10. Agregar una gota de aceite “Finisher” para su observacion al microscopio

11.Las muestras se pueden conservar en congelacion a 20 grados centigrados bajo

cero, durante un afio como limite méximo de confiabilidad

wnNE

oo

Las bacterias que oxidan el nitrdgeno amoniacal a nitritos adquieren un color rojo
fluorescente. Las bacterias que oxidan el nitrégeno de nitritos a nitrégeno de nitratos
adquieren un color verde fluorescente. La presencia de bacterias estd marcada por un
valor numeérico que representa la densidad y abundancia relativa del respectivo grupo de
bacterias nitrificantes con respecto a la poblacion presente en la preparacion de la muestra
sobre el portaobjetos. Se deben observar bajo el microscopio al menos veinte diferentes
campos visuales sobre una misma preparacion. El calculo para determinar dentro de qué
grupo se encuentra la muestra analizada se basa en el nimero de células encontradas en
una pre paracion de muestra de acuerdo con la expresion:

AR= gé i ® ng'ma Gi%p'1 (3-5)
é A
i = Grupo 1............... Grupon
j =1 célula............... m células

p = numero de observaciones

Esta expresion permite calcular la abundancia relativa (AR) de grupos funcionales
(bacterias amonio-oxidantes y nitrito-oxidantes) con base en el indice cualitativo de
densidad y abundancia relativa con valores de 1 a 5 (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. indices cualitativos de densidad y abundancia de células bacterianas
(Vermicon AG, 2000).

indice Densidad y abundancia
Grupo 1 Rara. El nUmero de células es de una a dos unidades.
Grupo 2 Baja. Presencia de células arriba de cinco unidades.
Grupo 3 Media. Grupos espaciados de células.
Grupo 4 Alta. Grupos de células méas densos.
Grupo 5 Dominante. Conglomerados de células en toda el area visual.
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3.5.4.4 Observaciones al microscopio

Microscopio estereoscépico. Se utiliz6 un microscopio estereoscopico marca Zeiss con
“zoom” WILD M8, con tubo “trilocular” bajo inclinado y chasis para pelicula de pequefio
formato. Se tomaron periddicamente muestras simultdneas de soporte con biomasa para
observar la apariencia fisica de la biopelicula desarrollada sobre cada tipo de material
utilizado. Las observaciones de las muestras de material se hicieron antes y después del
retrolavado empleando diferentes oculares (25x, 16x, 10x, 6.5x). Para conservar las
muestras durante las observaciones al microscopio estereoscopico se colocaron en una
solucion amortiguadora de fosfatos.

Microscopio confocal laser de barrido. Se utilizé un microscopio 410 Zeiss, Alemania,
equipado con objetivos 100x/1.3, 40x/1.3 y 10x/0.3 y con dos laseres internos de Helio-
Neon de 543nm/514nm y dos rayos laser externos de 488nm/514nm. En el Apéndice 2 se
puede ver la descripcion de la toma y preparacion de las muestras. Las observaciones
hechas al microscopio estereoscopico y microscopio confocal laser de barrido se
documentan con fotografias.

3.6 Modelo unidimensional de transporte de masa en la biopelicula

Tomando como referencia el apartado 2.5 del capitulo de antecedentes, se determiné el
parametro de penetracion adimensional para establecer si se tiene una biopelicula parcial
o totalmente penetrada (Harremdes, 1978):

2xDxC
b= o (3-6)
oL

donde,
3 parametro de penetracion adimensional
Cso concentracion de substrato g/m®
D coeficiente de difusion del substrato m?/d
ko tasa de reaccion de orden cero g/m3d
Lr Espesor de la biopelicula m

Con base en el modelo unidimensional de transporte (ecuacion 3.6), una de las
restricciones que se tiene en el empleo de este modelo lo constituye la consideracion de
gue se cuenta con la difusion de un solo substrato para una reaccion de orden cero. En el
caso de los reactores experimentales bajo estudio, se hace la suposicion de que el punto
en que probablemente se tengan estas condiciones es al inicio de la fase aerobia, que es
cuando se tiene una mayor concentracion de substrato. Segun Wilderer (1976) para
reducir un posible error se debe de considerar la fase de degradacion de los substratos
facilmente biodegradables, esto es, se debe tomar la pendiente de la curva en su inicio
para obtener los datos de la primera reaccion posible. Conforme avanza el tiempo se
obtienen una secuencia de series de curvas que reflejan los procesos de degradacion en
serie de diferentes substratos, dependiendo de su grado de complejidad.
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En la Figura 3.8 se muestra un ejemplo de como se obtuvo un valor de ko. En el ejemplo
presentado, corresponden los datos a la concentracion de amonio en el seno del liquido
en el reactor con lecho Kaldnes del dia 10 de abril de 2001. La linea intermitente indica
justo cuando inicia la aireacion del sistema al minuto 120. Este procedimiento se siguio
para la determinacion de los valores de ko y de los otros parametros bajo estudio: la DQO
total, nitratos y oxigeno disuelto para cada uno de los reactores experimentales y para
cada uno de los andlisis de ciclos de ocho horas que se llevaron a cabo a lo largo de los

estudios experimentales.
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Figura 3.8. Determinacion del valor de k, para el amonio en el seno del liquido

del reactor con lecho Kaldnes. Fecha: 10.04.2001

Para el coeficiente de difusion (D) se presenta una lista de los coeficientes de difusion
molecular en biopeliculas de los substratos de interés para este trabajo (Tabla 3.3). La
tasa de reaccidén se determind con datos experimentales de los andlisis que se hicieron
por ciclo representativo para cada reactor. El espesor de la biopelicula se determind con
ayuda del microscopio estereoscopico y del microscopio confocal laser de barrido.

Tabla 3.3. Coeficientes de difusion molecular dentro de una biopelicula

Fuente

compuesto D, cm?/seg
Oxigeno 1.7-2.1E*
1.9*
NH,* 1.2E%
NO3 1.3e*
DQO 0.3-0.6E*

Harremobes y Henze, 1997
Williamson y McCarty, 1976
Williamson y McCarty, 1976
Williamson y McCarty, 1976
Harremobes y Henze, 1997
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Numero de Reynolds (Re) en lechos empacados

Retomando el capitulo 2.5 y considerando la cuarta suposicién en el transporte de masa a
través de la biopelicula en el modelo unidimensional, se tiene que el efecto de la difusion
de substratos a través de la capa liquida en la superficie de la biopelicula puede ser
despreciado. Para definir si existe o no efecto del liquido en la difusién a través de la
biopelicula se aplica el nimero de Reynolds (Re) para flujos a través de un lecho
empacado (lwai y Kitao, 1994):

Re=—— 3-7
— (37

Donde,

= diametro (diametro equivalente) del medio de soporte cm

= velocidad superficial del agua cm/s

= densidad del agua glcm®

= viscosidad del agua g/lcm-s
e= porosidad del lecho adimensional

En un reactor aireado con lecho empacado, que implica la transferencia de masa entre
particulas y liquido, el nimero de Reynolds se define frecuentemente de acuerdo con la
teoria de turbulencia de Kolmorgoff (Nicolellaet al., 2000), mediante la ecuacién 3-8:

_dvd
Re = F(E) (3-8)

Donde E corresponde a la tasa de disipacién de energia.

Para lograr una mayor aproximacion en el analisis de la transferencia de masa, se supone
gue un reactor con biopelicula presenta una tasa de disipacion de energia esencialmente
uniforme a través del volumen total del reactor (Nicolella et al., 2000). Por lo tanto, estos
autores proponen en calculo de la tasa de disipacion de energia de la siguiente manera
(ecuacion 3-9):

E=U.g (3-9)
Donde

Us= velocidad del gas, cm/s
g = aceleracion de la gravedad, 9.81 m/s? = 981cm/s?

Se tiene una velocidad de aire inyectado en el reactor 0.019857cm/s para el primer
intervalo de carga orgénica (0.5-2.5gDQO/m?.d) y de 0.02975 cm/s para el segundo
intervalo de carga organica (3.0-8.0 gDQO/m?-d)

Si Re>2000, se corsidera un flujo turbulento, por lo tanto, Cs=Csinterfase

Si Re<2000, se considera un flujo laminar, por lo tanto, Cs>Csinterfase
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3.7 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante la metodologia de analisis de varianza STATA o
Statistics Data Andlisis (STATA, 2001) version 7. De manera independiente, se analizaron
las siguientes variables de respuesta: la cantidad de biomasa y el porcentaje de remocién
de DQO total, de DQO soluble, de N-NH,4, de N-NO3 y de SST. El porcentaje de remocion
es una variable continua y se calcula como:

., vaor inicid dd eemento - vaor find del demento ,
% remocion = — 100
vaor inciad del demento

Las variables explicativas son el tipo de reactor y la carga organica. El tipo de reactor es
una variable cualitativa con tres categorias: esferas Liapor, anillos Kaldnes y cubos Linpor.
La carga organica es una variable continua calculada como:

carga organica = (@ DQBwr) DEO""“W) (3-8)
donde,
Q es el caudal de agua, m3
DQO es la cantidad de materia organica medida como la cemanda quimica de
oxigeno, g/m®
A es el area superficial total expuesta al desarrollo de microorganismos, m?

Antes de ajustar un modelo se verifica, mediante la prueba de Levene (Winer, 1971), si las
variables de respuesta satisfacen el supuesto de homogeneidad de varianzas para cada
reactor. También se grafica cada variable de respuesta contra la carga organica y se
calcula el coeficiente de correlacion entre estas variables. Los datos se analizan mediante
un modelo de andlisis de covarianza si satisfacen el supuesto de homogeneidad de
varianzas y existe una relacion lineal entre las variables de respuesta y la carga organica.
Si la variable de respuesta satisface el supuesto de homogeneidad de varianzas pero no
esta correlacionada con la carga organica se usa un modelo de analisis de varianza con
un criterio de clasificacion ignorando el efecto de la carga organica. En este caso, si se
rechaza la hipotesis de que la media de la variable de respuesta es igual en todos los
reactores se usa el método de comparaciones multipkes de Scheffé (Winer, 1971) para
determinar los reactores en los que se obtuvo una respuesta distinta. Finalmente, la
prueba de Kruskal-Wallis (Winer, 1971) se usa si la variable de respuesta no cumple el
supuesto de homogeneidad de varianzas y no esta correlacionada con la carga organica.
Es decir, cuando los datos no satisfagan los supuestos de un modelo de analisis de
varianza se aplica una prueba no paramétrica porque si se transforman los datos se
complica la interpretacion de los resultados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El agua residual cruda con la que se alimentaron los reactores durante la experimentacion
provenia de la Planta para el Tratamiento de Aguas Residuales de Garching, Munich,
Alemania. Dicha agua, de origen domeéstico, proveniente de la ciudad de Garching y de la
zona de Institutos de la Universidad Técnica de Munich, se bombea después del sistema
de rejillas y desbaste de la planta a un carcamo de bombeo ubicado afuera del laboratorio
del Instituto de Control y Calidad del Agua de la Universidad Técnica de Munich, lugar
donde se realizdé el presente estudio. La composicion del agua residual estd, por
consiguiente, influenciada por las épocas del afio, las actividades desarrolladas en la
ciudad y por los periodos vacacionales en la universidad. En la Tabla 4.1 se presentan los
valores promedio de las caracteristicas del agua residual utilizada durante toda la
experimentacion y en la Figura 4.1 los registros de los parametros correspondientes a los
dias de experimentacion.

Tabla 4.1. Caracteristicas del agua residual cruda durante la experimentacién

Parametro, mg/L Promedio Minimo Maximo
DQOtotal 234 66 730
DQOsoluble 78 40 154
SST 60 12 218
N-NHa 34 16 54
N-N O3 <1.0 <1.0 <1.0
P-POy 3.8 1.7 4.9
Temperatura, °C 16 15 18
Valor de pH 8.1 7.9 8.3
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La DQO total en el agua influente se puede considerar baja para aguas residuales de
origen doméstico, pues se reporta un promedio de 500 mg/L para este tipo de aguas
(Metcalf y Eddy, 1991). En la Figura 4.1 se puede apreciar la variacion que presentaron los
valores de DQO total y soluble en el agua residual cruda a lo largo del tiempo. La
diferencia entre la DQO total y la disuelta es relativamente alta con una relacion
DQOtotal/DQOsoluble cercana a un valor de 3. Esta relacion podria explicarse por la
presencia de altas concentraciones de SST. Sin embargo, los SST presentan un valor
bajo. La posible causa de tener esta relacion se debe a la presencia de particulas
suspendidas coloidales. En procesos con biopelicula la uUnica forma de poder eliminar las
particulas coloidales es que éstas se adhieran a la superficie de la biopelicula y entonces
toman el mismo curso que los substratos de bajo peso molecular, en donde son
hidrolizados por los microorganismos para su aprovechamiento (Iwai y Kitao, 1994).

| A DQOtotal A DQOsoluble ® N-NH4 @ P-PO4|
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Figura 4.1. Comportamiento del agua residual cruda durante todo el estudio experimental

La concentracion de nitrogeno amoniacal en el agua residual cruda presento variaciones a
lo largo del estudio (Tabla 4.1). La entrada de nitrgeno amoniacal con un valor promedio
de 34mg N-NH,/L es relativamente alta para aguas tipicas residuales domésticas. Se
reporta en promedio un valor de 25mg NNH,/L para aguas tipicas residuales de origen
domeéstico (Metcalf y Eddy, 1991). La zona de Garching presenta una fuerte actividad
agricola, por lo que la produccion y el uso de fertilizantes, influye en el contenido de
nitrdgeno amoniacal en la composicion del agua residual. Ademas, se cuenta con una
fuerte industria en el procesado de carne, de cerveza y de productos lacteos. Aunado a
esto, la densidad estudiantil es de considerarse en la aportacion de nitrdgeno amoniacal
via la urea contenida en la orina. Segun algunos autores la concentracion alta de nitrégeno
amoniacal tiene efectos inhibitorios sobre el desarrollo de las bacterias nitrificantes
(Barnes y Bliss, 1983; Wett y Rauch, 2003).
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Con respecto a la presencia de nitratos y nitritos (N-NO, y N-NO3) el agua residual de la
Planta de Tratamiento de Garching presenté caracteristicas tipicas de un agua residual de
origen doméstico. Los valores estuvieron por debajo de 1.0mg NNOx/L por lo que se
considerd despreciable. En cuanto a la concentracion de fosfatos, ésta no representa
ningun problema pues se reporta un valor promedio para fésforo organico de 3mg P-PO,/L
para aguas tipicas residuales. Los valores de pH y temperatura no presentaron grandes
fluctuaciones.

4.1 Estudios preliminares. Operacion en continuo

Los estudios preliminares correspondieron a la operacion del reactor con lecho de esferas
Liapor y del reactor con lecho de anillos Kaldnes bajo la modalidad de reactores de flujo
continuo (Tabla 4.2). La meta de los estudios preliminares era obtener la formacién de una

biopelicula delgada sobre la superficie del material de esferas Liapor y una biopelicula
profunda sobre el material de anillos Kaldnes. Los reactores se pusieron a funcionar el 30
de mayo de 2000.

Tabla 4.2. Operacion durante los estudios preliminares (dia experimental 1-268)

Caracteristicas y operacion Esferas Anillos
Liapor Kaldnes
Volumen del lecho (m°) 0.023 0.023
Altura del lecho (m) 0.66 0.66
Area total expuesta (m?) 12 11
Volumen del reactor vacio (m®) 0.031 0.031
Volumen del reactor con lecho (m®) 0.017 0.018
Caudal (m®/d) 0.12 0.12
Tiempo de residencia hidraulica (d) 0.14 0.15
Carga organica (gDQO/m?-d) 1.3+0.7 1.4+0.8

Durante los estudios preliminares se utilizaron medios de soporte ya colonizados para
estudios previos realizados en el Instituto de Control y Calidad del agua. La estabilizacion
y ajuste en los controles de operacion duré un mes dando inicio a la primera etapa
experimental que dur6 de julio a diciembre de 2000 (168 dias). La Tabla 4.3 presenta los
valores promedio de los pardmetros de control de influente y efluente. Ambos reactores
presentaron comportamientos similares en la eliminacibn de materia organica con
remociones de DQO total arriba del 85 por ciento y de DQO soluble del 68 por ciento. Las
esferas Liapor presentaron una mejor eliminacién de nitrégeno amoniacal con un valor
promedio de 94 por ciento mientras que los anillos Kaldnes presentaron remociones de
amonio del 85 por ciento.

Durante esta fase preliminar se siguid el mismo procedimiento en ambos reactores para la
cuantificacion de biomasa. Se tomaron sistematicamente muestras de material de soporte
(30 mL) con biopelicula. Dichas muestras se depositan en un recipiente con tapa que

contenga una solucion amortiguadora de fosfatos, SAF. El recipiente que contiene la
muestra del medio de soporte inmerso en SAF, se somete a una agitacion manual
vigorosa para desprender la biomasa. La biomasa desprendida se cuantifica como sélidos
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totales. En el caso del material de esferas Liapor se obtuvo un buen desprendimiento de la
biomasa promediando 18.4+4.7 g/m®. En el caso de los anillos Kaldnes, a pesar de que
se utilizé ultrasonido para desprender la biomasa adherida al material de soporte, el
desprendimiento fue minimo. Por esta situacién el promedio de 5+1.8 g/m? no se
considera confiable.

Tabla 4.3. Valores promedio durante la fase preliminar (dia experimental 1-268)

Efluente (mg/L) Remocion (%)
. Influente : :
Parametro (mg/L) Esferas Anillos Esferas  Anillos
Liapor Kaldnes Liapor Kaldnes
DQOtotal 259+147 37+14 39+10 86 85
DQOsoluble 85+33 27+10 27+7 68 68
SST 86+68 25122 30+25 71 65
N-NH,4 33+12 2+4 518 94 85
N-NOz, N-NOs3 <1 2518 25+10 - -
P-POy 3.4+0.9 3.610.5 3.910.4 - -

Modificaciones después de los estudios preliminares

Los estudios preliminares arrojaron varias observaciones a la metodologia utilizada hasta
el momento. Con base a estas observaciones se realizaron algunas modificaciones para
poder cumplir con los objetivos planteados en el presente trabajo.

Operacién de los reactores. Uno de los cambios mas significativos fue la operacion de
los reactores. Durante los estudios preliminares los reactores experimentales operaron
bajo la modalidad de reactores de flujo continuo. La principal caracteristica de este tipo de
reactores es que se tiene un patron de flujo pistdbn en donde la transformacion de los
contaminantes presentes en el agua residual se realiza paulatinamente a través del lecho
filtrante. Esto significa la estratificacion de comunidades bacterianas a lo largo del lecho y
el desarrollo heterogéneo de biopeliculas. De esta forma el medio de soporte que entra en
primer término en contacto con el agua residual influente desarrolla una biopelicula mas
gruesa y con caracteristicas cinéticas diferentes a los medios de soporte que entran en
contacto con el agua en las capas subsiguientes.

Para las metas fijadas en el presente estudio en donde se pretende analizar el
funcionamiento de un lecho filtrante que permita el desarrollo de una biopelicula delgada
en comparaciéon con uno que permita el desarrollo de una biopelicula gruesa, las
caracteristicas del flujo pistdbn no son las apropiadas para tal fin. Con base en ello es que
se decidio operar los reactores bajo la modalidad de flujo discontinuo asegurando obtener
un reactor totalmente mezclado y tratar de obtener un desarrollo bacteriano homogéneo
buscando lograr la formacion de biopeliculas con las mismas caracteristicas cinéticas a
todo lo largo del lecho filtrante.

Numero de reactores y material de soporte. La segunda modificaciébn de importancia
fue la adicion de un tercer reactor con otro material de soporte ademas de los dos ya
existentes, esferas Liapor y anillos Kaldnes. Durante los estudios preliminares se observé
gue sobre el material Liapor se tiene la formacion de una biopelicula relativamente
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delgada. Sobre el material Kaldnes se tiene el crecimiento de una biopelicula profunda en
la parte axial del material y de una biopelicula menos profunda sobre los canales externos
con los que cuenta dicho material. De esta forma se puede decir que el material Kaldnes
tiene la dualidad de la formacion de una biopelicula gruesa y delgada a la vez. Es asi
como se decidi6 utilizar un tercer material que permitiera la formacién de una biopelicula
profunda para cumplir con los objetivos. El tercer material seleccionado fueron los cubos
Linpor, cubos de poliuretano altamente porosos que permiten el desarrollo bacteriano
dentro de los poros internos a resguardo de las fuerzas cortantes y permitiendo la
formacion de una biopelicula profunda.

Caracterizacion del medio de soporte. En un principio se caracterizé el material de
soporte nuevo, limpio de crecimiento bacteriano y a escala, es decir, en vasos de
precipitado de un litro. Datos como porosidad del lecho y el area superficial especifica
resultaron diferentes con el material limpio y a escala que con el material poblado y en el
reactor operando bajo condiciones estables. Principalmente con los anillos Kaldnes, pues
el espacio axial se ocupo en su totalidad por biomasa influyendo significativamente en la
porosidad del lecho. Con base en estas observaciones es que se opto por determinar este
parametro directamente en los reactores experimentales, bajo condiciones reales de
operacion y con la presencia de las biopeliculas desarrolladas sobre los tres medios de
soporte. Los valores calculados en este estudio del area superficial y porosidad del lecho
se reportan en la Tabla 2.3 y en la Tabla 3.1, respectivamente.

Estimacion de biomasa. Se ajustd la metodologia a las necesidades de cada tipo de
medio en particular. Para el caso de las esferas Liapor, la agitacion manual en un medio
salino resultd eficiente para desprender la biomasa adherida sobre su superficie, por lo
gue se siguid utilizando este procedimiento para este material. Con los anillos Kaldnes fue
necesario utilizar agujas de diseccion y espatulas para raspar la superficie de los anillos y
asi poder desprender la biomasa desarrollada sobre su superficie. Se siguio utilizando la
solucién salina de fosfatos para lavar los anillos y captar el material celular desprendido.
Los cubos Linpor fueron literalmente “exprimidos” manualmente utilizando la solucién
salina. El material quedaba practicamente libre de crecimiento celular. En los tres casos se
siguio utilizando el procedimiento en la determinacion de sélidos totales para cuantificar el
contenido de biomasa. Ademas, se determino el nitrégeno total en muestras de los medios
de soporte con biomasa como un método alternativo en la cuantificacion de biomasa.

Se considera importante hacer notar las complicaciones a las que se puede enfrentar una
investigacion con los métodos analiticos. Estas modificaciones ya estan contempladas en
el Capitulo 3 correspondiente a la metodologia. Cabe sefialar que con las esferas Kaldnes
se realizaron pruebas utilizando la particularidad de este medio de soporte. Las esferas
Kaldnes fueron disefiadas para utilizarse como lecho movil (@degaard et al., 1994). Sin
embargo, durante los estudios preliminares se observd que debido al constante
movimiento de los anillos, y por consiguiente al constante choque entre ellos, se tiene un
desprendimiento continuo de la biomasa. Esta caracteristica provocaba alterar la
configuracion de los sistemas, basicamente agregar una operacién de sedimentacion
secundaria para que la biomasa desprendida durante el proceso no influyera en la
determinacion de la demanda quimica de oxigeno, de los solidos suspendidos totales y de
nitrégeno total. Esto significaba agregar una variante mas al proceso, optando por manejar
a los tres reactores bajo la modalidad de lecho fijo y disminuir las variantes.
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4.2 Experimentos finales. Operacion en discontinuo
4.2.1 Remociéon de materia organica medida como DQO
4.2.1.1 Anillos Kaldnes

La particularidad del medio de soporte de anillos Kaldnes es mantenerlo en constante
movimiento para obtener un lecho movil. Sin embargo, durante los estudios preliminares
se observé que al mantener en movimiento el medio de soporte Kaldnes se promueve un
choque constante entre las particulas mismas que conforman el lecho movil y las paredes
del reactor con el subsiguiente desprendimiento de biomasa. Esto obviamente implica la
introduccion de una variable mas en el andlisis de los resultados. Por un lado, se tiene a
final de cuentas un reactor hibrido que trabaja con biomasa suspendida y biomasa
adherida al material Kaldnes. Por otro lado, la presencia de la biomasa suspendida influye
en los resultados de la DQO total y SST en el efluente, teniendo que implementar la
adicion de una sedimentacién secundaria. Ante esta situacion es que se optd por
mantener el lecho fijo y no un lecho movil. Muy seguramente por esta situacion es que en
la mayoria de los trabajos con anillos Kaldnes los autores reportan sus resultados como
DQO sedimentada y/o soluble y no como DQO total (Rusten et al., 1995; Pastorelli et al.,
1997; @degaard et al., 1999).

En la Figura 4.2 se observa el comportamiento de la DQO total y soluble en el efluente del
reactor con anillos Kaldnes durante la fase de experimentos finales.

|Atotal A soluble|

100
90 A
80 A
A
70 A N
= A
£ 50 . A A 4
8 A
40 A A
@) 2\
M, A A A 2
20 —25—"%
10
0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

carga organica (gDQO/m?.d)

Figura 4.2. Reactor con anillos Kaldnes. Valores de DQO en el efluente con respecto de la
carga organica inicial
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Continuando con la secuencia de tiempo experimental de la fase de estudios preliminares
interrumpida en el dia 168, para los experimentos finales el primer intervalo de carga
orgénica, de 0.5 — 2.5g DQO/m?.d, corresponde del dia experimental 221, una vez que
fueron estabilizados los reactores bajo las nuevas condiciones de operacion, hasta el dia
300. El segundo intervalo de carga organica bajo estudio, con un intervalo de 3.0-8.0g
DQO/n?-d, corresponde del dia 300 al dia 680.

Se puede apreciar en la Figura 4.2 que los valores de DQO total no muestran algun
cambio sustancial bajo las diferentes condiciones de carga organica presentando valores
muy dispersos y sin seguir algun patron definido. Sin embargo, se puede englobar a la
mayoria de los puntos dentro de un intervalo de 55 a 65mg DQOtotal/L. Si se toma en
cuenta que la DQO total en el influente presenta variaciones principalmente causadas por
sélidos en suspension, se observa entonces que la DQO soluble es mas estable durante
los periodos experimentales y que las variaciones de carga organica se deben a
variaciones de la DQO total. Hay que tomar en consideracion que los anillos Kaldnes,
debido a su configuracién y tamafio, no conforman un lecho filtrante ideal, por lo que es de
esperarse que algunas particulas en suspension no queden atrapadas en el lecho. Por
otra parte, este tipo de material presenta un constante desprendimiento de la biomasa
desarrollada sobre su superficie, lo cual puede contribuir en la lectura de la DQO total.

En los valores de DQO soluble se puede apreciar que la calidad del efluente se ve
influenciada por los cambios de carga organica. Los valores de DQO soluble a la salida del
sistema incrementan cuando se tiene una carga organica mayor. El primer bloque de
puntos cae dentro de un intervalo de 17-31mg DQOsoluble/L para el primer intervalo de
carga organica y el segundo bloque cae dentro de 26-41mg DQOsoluble/L para el
segundo intervalo de carga organica.

4.2.1.2 Esferas Liapor

La Figura 4.3 muestra el comportamiento de la DQO total y soluble en el efluente del
reactor con esferas Liapor durante el experimento. Para el primer intervalo de carga
organica, de 0.5-2.5 gDQO/m?-d, la DQO total presenta puntos que caen dentro de un
amplio intervalo de valores en el efluente entre 20 y 60 mgDQOtotal/L y sin mostrar algun
patron definido de comportamiento. Sin embargo, la DQO soluble en el efluente presenta
un comportamiento homogéneo desde el inicio con valores entre 14 y 19 mg/L.

El comportamiento de la DQO total con cargas organicas superiores a un valor de 3.0
gDQO/m?.d es mas estable. A pesar de que incrementan los valores de DQO total en el
efluente se tiene un intervalo mas estrecho entre los valores mas bajos de 47 mg/L con
respecto a los mas altos de 74 mg/L. La DQO soluble sigue presentando datos
homogéneos pero los valores en el efluente aumentaron ligeramente, con respecto al
primer intervalo de carga orgénica, concentrando el mayor nimero de valores alrededor de
30 mg/L.

Al igual que con los anillos Kaldnes, con las esferas Liapor se nota una influencia de la
DQO soluble con respecto a los cambios en la carga organica, incrementando los valores
en el efluente conforme aumenta la carga organica. En este caso en particular, esta
influencia de la carga organica también se nota con la DQO total. Es de esperarse que las
esferas Liapor conformen un lecho que atrape una mayor cantidad de particulas sélidas en
suspension que los anillos Kaldnes.
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Figura 4.3. Reactor con esferas Liapor. DQO total y soluble en el efluente del reactor
versus carga orgénica inicial

4.2.1.3 Cubos Linpor

El reactor con lecho de cubos Linpor presenta resultados irregulares en cuanto se refiere a
la DQO total en ambos intervalos de carga organica. La Figura 4.4 muestra los valores de
DQO total y soluble en el efluente durante todo el experimento. Los puntos que
representan la DQO total van desde 20 hasta 50 mg/L durante el primer intervalo de carga
organica de 0.5-25 gDQO/m?.d. Los datos son dispersos y no muestran un patron
caracteristico. Durante el segundo intervalo de carga organica, de 3.0-8.0 gDQO/m?d, se
observa el mismo comportamiento. Los valores de DQO total siguen siendo dispersos y
sin ningun patrén reconocible. En este caso el intervalo de los puntos sobre el gréfico
incremento con valores entre 25y 60mg DQO total/L.

Como se menciono6 en el caso de los anillos Kaldnes, los cubos Linpor no conforman un
lecho filtrante ideal para atrapar particulas en suspension, pues la forma cubica, junto con
las dimensiones que presenta este material, evita tener un mejor empalme entre particula
y particula, influenciando los valores de DQO total, considerando que los valores del
influente varian principalmente por el contenido de sélidos suspendidos.

Por lo que respecta a la DQO soluble muestra una tendencia a permanecer con valores en
un intervalo de 18 a 28 mgDQOsoluble/L durante el primer intervalo de carga organica.
Para el segundo intervalo de carga organica, la DQO soluble presentd valores entre 12 y
35 mg/L, aungue el grueso de los puntos se encuentra alrededor de los 22 mg/L. Con los
cubos Linpor se nota una menor influencia de los cambios de la carga organica con la
calidad del efluente. Esta caracteristica se atribuye a que este material alberga una mayor
cantidad y diversidad de microorganismos dentro de los poros, lo que le permite tener una
mejor respuesta a los cambios de carga organica. Mas adelante, esta observacion se
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corrobora con los resultados de la determinacion de biomasa y caracteristicas de la
biopelicula.
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Figura 4.4. Reactor con cubos Linpor. Valores de DQO en el efluente con respecto a la
carga organica inicial

4.2.2 Compuestos nitrogenados
4.2.2.1 Anillos Kaldnes

La Figura 4.5 presenta los valores obtenidos de los compuestos nitrogenados en el
efluente del reactor empacado con anillos Kaldnes. Durante el primer intervalo de carga
orgéanica, de 0.5 a 2.5g DQO/m?-d, con excepcién de un punto con un valor de 11 mg/L, se
logré una eliminacion de nitrdgeno amoniacal manteniendo concentraciones en el efluente
por debajo de 1.6 mgN-NH4/L. Con esto se puede afirmar que se tuvieron las condiciones
apropiadas para las bacterias encargadas de transformar biolégicamente el nitrdgeno
amoniacal en nitrégeno de nitratos y nitritos asegurando una buena nitrificacion. La
presencia de N-NO;, y N-NOjs fue irregular sin mostrar algun patron definido. Es de llamar
la atencion la presencia en tres puntos de altas concentraciones de nitrito por arriba de 4 y
hasta 14 mg/L, durante esta fase, cuando las concentraciones promedio de N-NH4 en el
influente fueron de 26 mgJ/L.

Existen estudios en los que se propone que la acumulacion de nitritos durante los
procesos de nitrificacion se debe a fendmenos de difusién. Cuando inicia la oxidacién del
nitrégeno amoniacal por parte del primer grupo de bacterias nitrificantes en las primeras
capas de la biopelicula se tiene una difusion parcial de los nitritos hacia las capas internas
y hacia el exterior. Entonces se induce un fuerte gradiente de concentracion en el seno del
liquido lo que provoca que se tenga una concentracion alta de nitritos y una concentracion
baja de nitratos (Nijhof y Klapwijk, 1995).
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Figura 4.5. Reactor empacado con anillos Kaldnes.
Nitrégeno amoniacal en influente y efluente y nitrégeno de nitritos y de nitratos
en el efluente con respecto a la carga organica inicial

En la Figura 4.6 se presenta un esquema extraido del trabajo de estos autores para
explicar este fenomeno. No es sino hasta que el gradiente de concentracidbn es mayor
hacia el interior de la biopelicula que los nitritos se difunden hacia las capas profundas en
donde son oxidados por el segundo grupo de bacterias nitrificantes para completar este
proceso. Al parecer, el tipo de biopelicula que se desarrollé sobre los anillos Kaldnes
presento caracteristicas que dificultan el transporte de nutrientes hacia las capas internas.

Medio de Biopelicula Seno del
soporte liquido
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Figura 4.6 Esquema tentativo para explicar la difusion de los productos de la oxidacion del
amonio en biopeliculas (Nijhof y Klapwijk, 1995)
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Para el caso del segundo intervalo de carga organica de 3.0-8.0 gDQO/m?-d la nitrificacion
decrecio considerablemente. Como se puede ver, la presencia de amonio en el efluente
fue irregular y elevada. La concentracion minima fue de 10 mgN-NH4/L y la méas alta de 45
mgN-NH4/L, encontrdndose el grueso de los puntos dentro de un intervalo de 25 a 35
mgN-NH4/L. Esto habla de una transformacién biolégica de amonio pobre, lo cual es
respaldado por la baja presencia de nitrébgeno de nitritos y de nitratos, con
concentraciones por abajo de 2 mgN-NO-/L y 6 mgN-NOs/L, respectivamente.

Mas adelante, cuando se analizan las caracteristicas de las biopeliculas y los ciclos de
operacion (Apartados 4.2.5 y 4.2.6), se explican con mayor detalle las causas por las

cuales se tuvo una pobre nitrificacion con los anillos Kaldnes en el segundo intervalo de
carga organica. Béasicamente se tuvieron condiciones una biopelicula penetrada
parcialmente por el oxigeno, lo que provocd que las bacterias nitrificantes que pudieran
estar presentes en las capas inferiores detuvieran su metabolismo por falta de oxigeno
molecular. También se presenta el balance de nitrégeno total en el capitulo para un mejor
entendimiento de los procesos de nitrificacion y desnitrificacién en las biopeliculas.

4.2.2.2 Esferas Liapor
La Figura 4.7 muestra la concentracion de nitrdgeno amoniacal, de nitrito y de nitrato en el

efluente del reactor empacado con el material Liapor. Para el primer intervalo de carga
organica las esferas Liapor presentan resultados homogéneos.
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Figura 4.7. Reactor empacado con esferas Liapor. Nitrdgeno amoniacal en influente y
efluente y nitrégeno de nitritos y nitratos en efluente
con respecto a la carga organica inicial
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La concentracion de nitrdgeno amoniacal se mantuvo por abajo de 1 mgN-NH4/L durante
este periodo. La presencia de nitrégeno de nitratos en el efluente se mantuvo estable
entre 11 y 17 mgN-NOs/L. El nitrégeno de nitritos estuvo presente en minimas
concentraciones lo que se considera, para este caso, despreciable. Esto habla de un
proceso estable y de una nitrificacion completa.

Las condiciones con el empaque Liapor cambian para el segundo intervalo de carga
organica de 3.0-8.0 gDQO/m?.d. La transformacion de nitrégeno amoniacal decrecié
drasticamente y presenta un comportamiento irregular sin mostrar un patrén bien definido.
La presencia de nitrégeno amoniacal remanente en el efluente es alta con una tendencia a
mantenerse entre 30 y 36 mgN-NH4/L. De igual manera, la presencia de nitrogeno de
nitritos y nitratos es irregular y muy baja. La concentracion de nitritos en el efluente va
desde \walores inferiores a 1 hasta 2.6 mgN-NO,/L mientras que el nitrégeno de nitrato
vario en el efluente desde aproximadamente 1 hasta 7.7 mgN-NOgs/L. Esto habla de un
proceso inestable con una nitrificacion deficiente. Adelantandose un poco al analisis del
tipo de biopelicula que se desarroll6 sobre la superficie de este material, seccidén 4.2.5, se
atribuye esta nitrificacion deficiente al desprendimiento constante de la biopelicula durante
el segundo intervalo de carga organica, provocando el lavado continuo de las bacterias
nitrificantes del sistema durante el retrolavado sin permitir un tiempo de retencion celular
adecuado para su reproduccion.

4.2.2.3 Cubos Linpor

La Figura 4.8 muestra el analisis de los compuestos nitrogenados en el efluente del
reactor empacado con cubos Linpor. Para el primer intervalo de carga orgénica, de 0.5-2.5
gDQO/m?d, el efluente tratado con este material presenté concentraciones de nitrégeno
amoniacal por abajo de 1 mgN-NH,4/L. El nitrégeno de nitritos, a excepcién de un punto
que se dispard hacia arriba con un valor de 4 mgN-NO,/L, se mantuvo con valores
cercanos a cero por lo que se consideran despreciables. Las concentraciones de nitrogeno
de nitratos muestran una tendencia a incrementar conforme aumenta la carga organica
con valores desde 7 hasta 16-17 mgN-NOs/L. Existen dos puntos que se disparan, uno
hacia arriba con 23 mgN-NOzs/L y, otro hacia abajo con 4 mgN-NOs3/L. En el reactor con
cubos Linpor, a diferencia de la DQO, la transformacion de nitrdgeno amoniacal presenta
un comportamiento estable y con procesos de nitrificacion bastante buenos.

La configuracién de este material permite desarrollar dentro de sus poros a las bacterias al
resguardo de las fuerzas cortantes a las que pudieran ser sometidas durante el proceso vy,
principalmente, durante el retrolavado. Esta particularidad da oportunidad a las bacterias
nitrificantes, que necesitan mayor tiempo para su reproduccion, permanecer en el sistema
sin ser lavadas durante el retrolavado. El tiempo de retencion celular se analiza en el
Apartado 4.2.4 que inicia en la pagina 60.

Para el segundo intervalo de carga organica, de 3.0-8.0 gDQO/m?d, nuevamente se tienen
datos dispersos, aunque se puede establecer una tendencia del comportamiento de los
compuestos nitrogenados. En este intervalo de carga organica la actividad por parte de las
bacterias nitrificantes disminuyd, como asi lo demuestran las concentraciones de nitrégeno
amoniacal residual en el efluente que caen dentro de un intervalo entre 4 y 18 4 mgN-
NH,4/L. Sin embargo, la presencia de nitrdgeno de nitratos, aunque irregular, habla de que
los procesos de nitrificacion no cesaron. Los valores en la concentracion de nitratos
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cayeron en un intervalo de 4 hasta 17 mgN-NOgs/L. El nitrégeno de nitritos durante esta
fase presentd valores mas consistentes con concentraciones inferiores a 2 mgN-NO,/L.
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Figura 4.8. Reactor con empaque de cubos Linpor. Nitrégeno amoniacal en influente y
efluente y nitrégeno de nitritos y de nitratos en el efluente
con respecto a la carga organica inicial

Algunos autores atribuyen la disminucion de los procesos de nitrificacion como una
consecuencia del desarrollo de una mayor cantidad de bacterias heterétrofas con cargas
organicas mayores. Al haber una mayor disposicion de materia organica para los
metabolismos heterotrofos, y al tener una tasa de reproduccién mayor que las bacterias
autotrofas, compiten por el espacio y la disponibilidad de oxigeno disuelto desplazando a
las bacterias nitrificantes. De esta forma la tendencia cambia de una poblacion
predominantemente autétrofa con cargas organicas inferiores a 2.5 gDQO/m2-d, a una
poblacién predominantemente heterétrofa con cargas organicas superiores (Zhang et al.,
1994; van Loosdrecht et al., 1999).

4.2.3 Orto-fosfatos

La Figura 4.9 presenta las concentraciones de orto-fosfatos determinadas en el influente y

determinadas en el efluente de los tres reactores. A pesar de que los puntos que
representan las concentraciones de P-PO4 son muy dispersos, se alcanza a percibir que
los tres reactores presentan una menor transformacion de orto-fosfatos en el efluente

conforme incrementa la carga organica, presentando altas concentraciones en el efluente.

Esto puede deberse a que algunas de las bacterias que participan en la eliminacién
biologica de fosforo, tienen la facultad para desnitrificar (bacterias EPD). Esta facultad
ofrece ventajas en el tratamiento de aguas residuales ya que puede haber una
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desnitrificacion y una eliminacion biolégica de fosforo de manera simultanea con el ahorro
de energia y de materia organica (Kuba et al, 1996a;b). Sin embargo, debe tenerse
cuidado en las condiciones de operacion que se requieren para poder alcanzar esta
dualidad. Segun estos autores, una fase aerobia prolongada puede resultar
contraproducente, pues gran parte del material de reserva que almacenaron las bacterias
EPD durante la fase anaerobia como cadenas de polihidroxibutiratos (PHB), es
aerobiamente oxidado. Esto significa que los PHB no son utilizados por este tipo de
bacterias de forma eficiente en la transformacion de compuestos nitrogenados y
fosforados. Ademas, también se ha visto que durante la fase anaerobia la captacion de
orto-fosfatos por parte de las bacterias EPD se pudiera afectar debido a la presencia de
nitratos que quedaron atrapados en la biopelic ula procedentes del ciclo aerobio anterior.
La obtenciébn de energia representa una ruta mas corta para desnitrificar que para
almacenar orto-fosfatos (Falkentoft et al., 2001). En el analisis correspondiente a los ciclos
de operacion se vera con mayor detalle este fendmeno.
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Figura 4.9. Orto-fosfatos en el influente y el efluente de los tres reactores

4.2.3.1 Anillos Kaldnes

El reactor con anillos Kaldnes present6 un efluente con concentraciones inferiores a 1.0mg
P-PO, /L con cargas organicas inferiores a 1.0g DQO/m?-d (Figura 4.9). Por arriba de esta
carga organica, hasta un valor de 2.5g DQO/m?.d, la concentracién de orto-fosfatos en el
efluente incrementa ligeramente hasta 1.6mg P-PO, /L. En el siguiente intervalo de carga
organica de 3.0-8.0g DQO/m?.d, la concentracion de orto-fosfatos se mantuvo en un
intervalo de entre 2.1 y 5.5mg P-PO, /L sin mostrar algun patron definido. Como se ha
mencionado, el comportamiento irregular de este compuesto puede estar sujeto a los
procesos de desnitrificacibn como via alterna de obtencién de energia.
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4.2.3.2 Esferas Liapor

En la Figura 4.9 se puede ver para el intervalo de carga orgénica 0.5-2.5 gDQO/m?-d que
la concentraciéon de orto-fosfato en el efluente del reactor empacado con las esferas Liapor
muestra un comportamiento homogéneo con valores inferiores a 1.0mg P-P O, /L. Al igual
que los anillos Kaldnes, en el caso del segundo intervalo de carga organica, los valores de
orto-fosfatos en el efluente incrementan ligeramente sin mostrar gran diferencia a lo largo
de los resultados obtenidos durante este intervalo. Los valores van desde 1.5 hasta 4.2
mgP-PO./L.

4.2.3.3 Cubos Linpor

En el caso de los cubos Linpor, considerando una vez mas el analisis de la Figura 4.9, se
puede notar que para el caso de los orto-fosfatos no se tiene una diferencia clara entre un
intervalo de carga organica y otro. Por abajo de cargas organicas de 2.5 gDQO/m?.d los
orto-fosfatos en el efluente de Linpor se encuentran en concentraciones inferiores a 2.2mg
P-PO,/L. Después entre una carga orgéanica de 2 y 6 gDQO/m?d los orto-fosfatos se
encuentran por abajo de 3 mgP-PQO4/L. Por dltimo, con cargas organicas de hasta 8
gDQO/m?.d las mediciones de los orto-fosfatos en el efluente alcanzan valores hasta de
4.6mg P-POu4/L.

4.2.4 Solidos suspendidos, retrolavado y biomasa adherida

4.2.4.1 Anillos Kaldnes

La Figura 4.10 presenta los SST determinados en el influente, efluente y agua de
retrolavado en unidades de g/d, ademas de la biomasa seca, en el reactor empacado con
anillos Kaldnes en unidades de g/m®. El efluente presenté valores consistentemente por
abajo de 4.4 gSST/d. Los SST medidos en el agua del retrolavado presentan valores sin
un patron definido. Sin embargo, en dicha figura se puede apreciar que un conjunto de
puntos se concentran alrededor de 5 gSST/d para cargas organicas inferiores a 5
gDQO/m?.d. Para cargas organicas superiores a 5 ¢gDQO/m?-d incrementa la
concentracion de sélidos en un intervalo de 10 g/d hasta 20 g/d. Esto es de esperarse,
pues a mayor carga organica se puede suponer que se tiene una mayor cantidad de
biomasa en exceso al incrementar la masa convertida. Ademas la aportacion de sélidos
suspendidos en el influente también incrementa con la carga organica por lo que
seguramente se tiene una mayor captura de sélidos en el lecho de anillos Kaldnes vy, por
consiguiente, también participan en la cantidad de SST en el agua a la hora de lavar el
lecho.

Para la estimacion de biomasa adherida al material de anillos Kaldnes, medida como
masa seca, se obtuvo un valor promedio de 23+4 gST/m? En la Figura 4.10 se puede
apreciar la estimacion de biomasa con respecto a la carga organica. Bajo el patrén de
lecho movil y para el tratamiento de aguas residuales municipales eliminando DQO,
nitrificando y desnitrificando, Pasinetti y Emondi (2003) reportan para reactores con anillos
Kaldnes un intervalo entre 4-9 gST/m?. Como se menciono en el punto correspondiente a
DQO, al funcionar el empaque Kaldnes como lecho mévil se tiene un desprendimiento
constante de biomasa.
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Figura 4.10. Biomasa seca y SST versus carga organica inicial
en un reactor empacado con anillos Kaldnes

En el presente estudio el lecho de anillos Kaldnes se mantuvo fijo, lo que pudo haber
influido en la determinacién de biomasa, pues al no tener las condiciones de un lecho
movil se evita el desprendimiento de biomasa que se tiene por el constante choque entre
las particulas que componen el lecho logrando concentrar una mayor cantidad de biomasa
en los medios de soporte.

Es importante hacer notar que el desempefio de los anillos Kaldnes en el desarrollo de
biopeliculas para el tratamiento de aguas residuales pudo verse afectado al utilizarlos
como lecho fijo, pues su principal ventaja es precisamente la movilidad en el seno liquido
lo que ayuda a obtener un mayor contacto e intercambio de oxigeno y nutrientes entre el
seno liquido y la superficie de la biopelicula (ddegaard et al., 1994; Rusten et al., 1994).
Pero para los fines de este estudio, que es estudiar los tipos de biopelicula bajo un mismo
régimen de operacién, fue necesario utilizarlos como lecho fijo.

Los valores de SST en influente, efluente y retrolavado fueron utilizados para calcular el
gasto masico (Qu) y con ello calcular el tiempo de retencién celular (? c). Como se
menciono en la metodologi, se supone que los SST en el influente no son afectados por

la actividad biol6gica de los microorganismos y que existen en el sistema ya sea en el
efluente o en el agua de retrolavado. Se consider6 el promedio de la biomasa seca
determinada de 23 gST/m? para calcular la masa total en el sistema (2.7 m?). El promedio

de masa seca total en el sistema empacado con anillos Kaldnes fue de 62.8 g. Se obtuvo
un promedio de gasto masico de 8.7 g/d y un promedio de tiempo de retencion celular de
10 dias (Tabla 4.4).

Cabe recordar que el tiempo de retencién celular (? c) se obtiene con la expresion:
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Tabla 4.4. SST y tiempo de retencion celular (? ¢)
para diferentes corridas en el reactor empacado con anillos Kaldnes

Carga organica SST influente SST efluente SSTretrolavado Qu ?c

(9DQO/m? d) (g/d) (9/d) (g/d) (g/d) (d)
24 0.83 041 5.15 47 134
45 1.45 1.24 4.45 42 149
46 1.38 0.21 12.19 11.0 58
5.1 1.31 0.28 3.65 26 241
52 1.17 0.69 5.28 48 131
54 2.14 4.42 16.26 185 3.4
55 5.80 352 10.46 82 7.7
5.7 2.62 0.21 19.07 16.7 3.8
6.0 5.11 0.55 10.94 64 98
6.8 3.93 1.59 8.45 6.1 103
74 6.14 0.21 20.35 144 44
53 2.90 121 1057 8.9 100

Los valores al final de la tabla son promedios
Caudal de entrada y de salida: 0.069 m® Caudal de retrolavado: 0.032 m®

El reactor empacado con lecho Kaldnes presenta una mayor concentraciéon de SST en el
efluente con respecto a los otros dos reactores. Como se ha mencionado, la configuracion
de los anillos y sus dimensiones, no les confiere las caracteristicas ideales para conformar
un lecho filtrante.

4.2.4.2 Esferas Liapor

La Figura 4.11 muestra los valores obtenidos con el reactor empacado con esferas Liapor
de los SST en el influente, efluente y retrolavado, y de la cuantificacion de biomasa
medida como masa seca (g/m?). Los SST determinados en el efluente de Liapor muestran
una tendencia a mantenerse por abajo de 3 g/d. Cabe mencionar que la particularidad de
las esferas Liapor es utilizarlas en lechos fijos, por lo que era de esperarse que gran parte
de los SST quedara atrapada en el lecho. En el retrolavado la determinacién de SST arrojo
valores dispersos y sin un patrén definido. Los valores varian desde 6 hasta 24 gSST/d
aunqgue el grueso de los puntos se concentra en un intervalo de 11 a 19 gSST/d. Este tipo
de material presenta una mayor cantidad de SST en el agua de retrolavado en
comparacion con los otros dos reactores, esto significa que la superficie de las esferas
ofrece una menor resistencia al desprendimiento de la biomasa por efecto de las fuerzas
cortantes.

En la Figura 4.11 se puede apreciar que la cuantificacibn de biomasa presenta una
tendencia a incrementar conforme aumenta la carga organica hasta alcanzar un valor de
26 gST/m? para una carga orgjénica de 5.7 gDQO/m?.d. Sin embargo, por arriba de una
carga organica de 6 gDQO/m“.d, cae el punto que representa la biomasa seca hasta un
valor de 8 gST/m?. Esto coincide con la cuantificacion de biomasa medida como nitrégeno
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total que se presenta en el balance de nitrégeno en la Tabla 4.5. En dicha tabla se ve que
la cuantlflca(:lon de biomasa medida como NT es mayor para una carga orgénica de 2.4
gDQO/m?.d con 6.28 gNT/kg que para una carga organica de 6 gDQO/m?-d, en donde se
obtuvo un valor de 1.25 gNT/kg El promedio de biomasa seca para el reactor con esferas
Liapor fue de 15+8 gST/m?. Arnz (2001) reporta valores promedio para el empaque Liapor
de 8.3 gST/m? con cargas organicas cercanas a 1.0 gDQO/n?-d.
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Figura 4.11. Biomasa seca y SST para diferentes cargas orgénicas iniciales
en el reactor empacado con esferas Liapor

En la Tabla 4.5 se presentan los resultados obtenidos con el empaque Liapor en el calculo
del gasto masico (Qu) y tiempo de retencion ceIuIar (?c). EI promedio de masa seca total
en el sistema empacado con Liapor (15.5 g/m? x 2.7m?) es de 41.8 g. Como ya se
menciond, este material presenta gran desprendimiento de biomasa durante el
retrolavado, lo cual se ve reflejado en la medicion de SST con un promedio de 15
gSST/m3. Esta condicion reduce la posibilidad de mantener los microorganismos
adheridos a las esferas Liapor por periodos largos y, por consiguiente, se tienen tiempos
de retencidn celular bajos, con un promedio de 5.4 dias.

4.2.4.3 Cubos Linpor

La Figura 4.12 muestra los solidos suspendidos totales en el influente, efluente y agua de
retrolavado, y la cuantificacion de biomasa adherida con respecto a la carga organica. Los
cubos Linpor presentan en el efluente a lo largo del estudio valores de SST por abajo de 2
g/d. Debido a la forma cubica que tiene este tipo de material, aunado a sus dimensiones,
se esperaba que este material fuera deficiente como lecho filtrante, sin embargo, al
parecer la superficie porosa de este medio de soporte ayuda a que las particulas en
suspension se adhieran con mayor facilidad que para el caso de los anillos Kaldnes. La
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cuantificaciéon de SST en el retrolavado es dispersa y sin ningun patrén caracteristico. Se
tienen valores desde 3 y hasta 20 gSST/d a lo largo del estudio. Los cubos Linpor junto
con las esferas Kaldnes presentan valores promedio similares en la concentracion de SST
en el agua de retrolavado. Estos dos materiales ofrecen mayor resistencia al
desprendimiento de biomasa.

Tabla 4.5. SST y tiempo de retencion celular (? ¢)
para diferentes corridas en el reactor empacado con esferas Liapor

Carga SST SST SST Qwm ?cC
organica influente efluente retrolavado (g/d) (d)
(9DQO/M’ d) (g/d) (g/d) (g/d)
24 0.83 0.21 17.76 17.1 2.4
4.5 1.45 1.04 13.44 13.0 3.2
4.6 1.38 0.69 19.46 18.8 2.2
51 131 0.83 5.63 51 8.1
5.2 1.17 0.21 11.46 10.5 4.0
54 2.14 0.48 14.56 12.9 3.2
55 5.80 2.69 16.70 13.6 31
5.7 2.62 0.21 24.26 21.8 1.9
6.0 511 1.45 531 1.7 25.3
6.8 3.93 131 15.52 12.9 3.2
74 6.14 0.69 20.86 154 2.7
53 2.90 0.89 15.0 13.0 5.4

Los valores al final de la tabla son promsedios 5
Caudal de entrada y de salida: 0.069 m”. Caudal de retrolavado: 0.032 m

Cabe recordar que el patrén de desprendimiento de la biomasa depende de varios
factores (ver Subcapitulo 2.1). Mas adelante se vera, que los tres reactores presentaron
condiciones hidrodinamicas de flujo turbulento. Esta condicidn favoreceria el desarrollo de
biopeliculas con una mayor resistencia al desprendimiento de los medios de soporte
(Rasmussen y Lewandowski, 1998). Sn embargo, para que esta condicion se cumpla
deben de tenerse condiciones de cargas organicas bajas y constantes (Picioreanu et al.,
2000; Vieira et al., 1993). Durante el presente estudio, principalmente al trabajar con un
agua residual de origen municipal bajo condiciones reales, se tuvieron variaciones de
carga organica. Estas condiciones pudieron influir sobre los datos dispersos que se
registraron en las mediciones de los soélidos suspendidos totales en el efluente y en el
retrolavado, sobre todo con cargas organicas altas, que es cuando se desarrollan
biopeliculas mas gruesas pero con menos resistencia al desprendimiento (Melo y Vieira,
1999). Ademas, debe tomarse en cuenta que estos resultados también estan sujetos a la
variacion en los valores de los SST en el agua residual influente.

Independientemente de la carga orgénica aplicada Linpor presentd un crecimiento de
microorganismos homogéneo y estable con valores que van de 50 a 56 gST/m? (Figura
4.12) para un promedio de 53+2.6 gST/m?. En la literatura se encontraron reportes en la
cuantificacion de biomasa en sistemas que utilizan los cubos Linpor con valores que van
desde 10 hasta 16.8 kg/m?® (Morper y Wildmoser, 1990; Morper, 1994). La configuracién de
los cubos de hule espuma (altamente porosos) permite mantener la biomasa contenida
dentro del medio al resguardo de las fuerzas cortantes que pudieran tenerse en el seno
del liquido, por lo que este material ofrece una gran resistencia al desprendimiento de
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biomasa durante la operaciéon y durante el retrolavado. Esta situacion ofrece a los
microorganismos las condiciones adecuadas para su reproduccion con el mayor promedio
en el tiempo de retencidn celular de 24.7 dias (Tabla 4.6). Los cubos Linpor presentaron
un promedio de masa seca total en el sistema de 143.1 g (53gST/m? x 2.7m?).
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Figura 4.12. Biomasa seca y SST para diferentes cargas organicas iniciales
en el reactor empacado con los cubos Linpor

Tabla 4.6. SST y tiempo de retencion celular (? ¢)
para diferentes corridas en el reactor empacado con cubos Linpor

Carga SST SST SST Qm ?cC
organica influente efluente  retrolavado (g/d) (d)
(9DQO/mM?-d) (g/d) (g/d) (g/d)

2.2 0.76 0.19 8.80 8.2 17.4
4.1 1.32 101 534 5.0 284
4.2 1.26 0.19 17.09 16.02 89
4.6 1.20 0.95 3.23 3.0 48.0
4.7 1.07 0.32 9.89 9.1 15.7
4.9 1.95 0.57 6.75 54 26.7
5.0 5.29 2.33 19.62 16.7 8.6
5.2 2.39 0.19 14.59 12.4 115
55 4.66 0.19 17.66 13.2 10.8
6.2 3.59 1.26 7.84 55 26.0
6.8 5.61 0.19 7.49 21 69.1
49 2.65 0.67 10.75 54 24.7

Los valores al final de la tabla son promedios
Caudal de entrada y de salida: 0.063 m® Caudal de retrolavado: 0.032 m®
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4.2.5 Observaciones al microscopio

4.2.5.1 Anillos Kaldnes

La Figura 4.13 presenta imagenes de muestras de anillos Kaldnes con biomasa. Estas
imagenes corresponden a un intervalo de carga organica de 0.5 a 2.5 g DQO/m?d y son
representativas de la serie de imagenes que fueron tomadas a lo largo del estudio. Se
puede apreciar claramente que los cuatro compartimentos internos de los que se compone

este medio fueron ocupados en su totalidad por biomasa.
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Figura 4.13. Compartimentos internos de anillos Kaldnes con biomasa antes y
después de retrolavar. Intervalo de carga orgénica 0.5-2.5 gDQO/m?d

Las aletas externas que conforman la periferia del medio de soporte fueron también
colonizados por microorganismos e incluso se tiene crecimiento filamentoso por arriba de
la altura de dichas aletas (Figuras 4.14 y 4.15). Se puede apreciar una coloracion ocre y
se tiene una biopelicula con apariencia “esponjosa’. Se alcanza a apreciar en el
crecimiento de la parte interna algunas tonalidades oscuras. Después del retrolavado
persiste la biopelicula que se desarrolla sobre las aletas longitudinales, lo que indica una
fuerte resistencia al desprendimiento por efecto de las fuerzas cortantes durante esta
operacion (Figura 4.13 derecha). De la biomasa que se encuentra en la parte interna, se
desprenden las capas superficiales dejando a la vista las capas subsiguientes que
presentan zonas con coloraciones oscuras lo que indica actividad de procesos anaerobios.

N .
o

*

1000 um |
o

Figura 4.14. Detalle de las aletas externas de los anillos.
Intervalo de carga organica 0.5-2.5 gDQO/m?d

#x
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Figura 4.15. Secuencia de imagenes tomada de la biomasa que prolifera sobre
las aletas externas. Microscopio confocal laser de barrido

Para las imagenes que corresponde al segundo intervalo de carga organica se tiene la
presencia de una biomasa con tonos pardos (Figuras 4.16 y 4.17). En las aletas externas
se sigue teniendo la formacion de una biopelicula pero en esta ocasion el crecimiento es
mas uniforme y sélo cubre la altura de las aletas. Las imadgenes que se tomaron después
del retrolavado una vez mas muestran la resistencia de la biopelicula contenida en las
aletas longitudinales. Las aletas quedan rasuradas pero no se desprende por completo. En
la parte interna de los anillos se nota una mayor actividad anaerobia. Los manchones
grisaceos son mayores e incluso se tiene un mayor desprendimiento de biomasa en esta
zona. En la Figura 4.17 se puede apreciar incluso que algunas zonas quedan totalmente al
descubierto hasta llegar a la cara opuesta del material quedando libre de biomasa.

e %

Figura 4.16. Anillos Kaldnes antes y después de retrolavar.
Intervalo de carga organica 3.0-8.0 gDQO/m?d

-

Figura 4.17. Detalle de los anillos Kaldnes después de retrolavar.
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Las observaciones hechas con el microscopio confocal laser de barrido y utilizando un
método cualitativo de hibridacion fluorescente in situ, indicaron la presencia de bacterias
amonio y nitrito -oxidantes en la parte superficial y hasta aproximadamente 2 mm de

profundidad de la parte axial Kaldnes (Figura 4.18).

Figura 4.18. Determinacion de bacterias-amonio oxidantes (rojo) y bacterias
nitrito-oxidantes (verde) con método cualitativo de hibridacion fluorescente in

situ de Vermicon. Microscopio confocal laser de barrido

Las imagenes de la izquierda corresponden a una muestra tomada de las
capas superficiales de uno de los cuatro compartimentos que conforman estos
medios de soporte.

Las imagenes de la derecha corresponden a una muestra tomada de las
capas profundas.

De acuerdo con los criterios de Vermicon, la presencia de las bacterias amonio-oxidante
se califica dentro del grupo 3 (densidad media) para el caso de las capas superficiales y
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dentro del grupo 2 (densidad baja) para las capas internas. La presencia de bacterias
nitrito-oxidantes se califica dentro del grupo 4 (densidad alta) para las capas superficiales
y dentro del grupo 3 (densidad media) para las capas internas. Esto indica que existe la
difusién de oxigeno disuelto hacia las capas profundas de la biopelicula lo que permite la
actividad de bacterias nitrificantes donde supuestamente no se esperaria que
sobrevivieran. Cualitativamente se tiene menor nimero de células en la parte interna que
en la parte externa. Gieseke et al. (2002) reporta que en secciones delgadas de muestras
de biomasa hibridizada con diferentes sondas fluorescentes no se encontrd diferencia
significativa entre la estructura de la comunidad bacteriana desarrollada sobre las aletas
longitudinales y la desarrollada en el espacio axial. El resultado del analisis cualitativo
indicod ligeramente una mayor presencia de bacterias nitrito-oxidantes que de amonio
oxidantes. Daims et al. (2001) reporta para biopeliculas desarrolladas sobre arcilla con el
aporte de aguas residuales con altos contenidos de sales y amonio que las bacterias
amonio-oxidantes se hacen presentes en gran numero de células y ocupan un espacio
considerablemente mas amplio del biovolumen total que las bacterias nitrito-oxidantes.

Experimentos realizados con biopeliculas indican que la competencia dentro de la
biopelicula provoca una distribucién espacial no uniforme de los microorganismos, asi
como de la densidad y porosidad de la biopelicula. La estructura interna de las
biopeliculas depende principalmente de dos factores: el transporte de los substratos
(difusién) y su transformacion (competencia por el substrato) (Zhang et al., 1994). Cuando
el oxigeno es el principal factor limitante, un incremento en la carga organica puede causar
un mayor consumo de oxigeno por parte de los microorganismos heterétrofos, lo cual se
traduce en una inhibicion en los procesos de la nitrificacion como una consecuencia del
déficit de oxigeno (Zhang et al., 1994).

4.2.5.2 Esferas Liapor

Para describir la apariencia fisica de la biopelicula desarrollada sobre la superficie de las
esferas Liapor se presenta una serie de imagenes tomadas con microscopio
estereoscopico y confocal laser. La superficie de las esferas Liapor es rugosa, lo que
facilita la colonizacion de bacterias. La Figura 4.19 presenta muestras de las esferas antes
y después del retrolavado para el primer intervalo de carga organica de 0.5-2.5
gDQO/m? d.

Figura 4.19. Esferas Liapor antes (izg.) y después (der.) de retrolavar
Intervalo de carga orgénica 0.5-2.5 gDQO/m?d
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Antes del retrolavado, las esferas Liapor estan cubiertas por microorganismos distribuidos
sobre toda la superficie de este medio. Después del retrolavado solo queda una
biopelicula delgada pero igualmente distribuida homogéneamente sobre toda la superficie.
En el caso de la segunda carga organica, de 3.0-8.0 gDQO/m?.d, cambia la apariencia de
la biopelicula (Figura 4.20). En este caso se tiene aecimiento irregular de biomasa a
manera de mechones. Se observa un crecimiento poco homogéneo y de una consistencia
mas abultada.

Figura 4.20. Esferas Liapor antes (izg.) y después (der.) de retrolavar
Intervalo de carga orgénica 3.0-8.0 gDQO/m?-d

En ambos casos el material ofrece poca resistencia al desprendimiento de biomasa. Los
pequefios poros sobre la superficie de este material dan pocas posibilidades de que la
biomasa quede protegida de las fuerzas cortantes con el consiguiente desprendimiento de
la biopelicula durante el retrolavado. Esto se vio reflejado en los altos valores en la
medicion de SST en el retrolavado (Tabla 4.5).

Las Figuras 4.21 y 4.22 presentan imagenes captadas con el microscopio confocal laser
de barrido de secciones de la superficie de muestras de esferas Liapor con biopelicula
antes del retrolavado (izq.) y posterior a éste (der.). La zona clara corresponde al
desarrollo de microorganismos sobre la superficie de las esferas (soporte). Puede
apreciarse la diferencia de espesores de las biopeliculas desarrolladas para los dos
intervalos de carga organica. El espesor de la biopelicula formada en el primer intervalo de
carga organica, de 0.5-2.5 gDQO/m?.d (Figura 4.21), presenté un promedio de 135+45pm
antes de retrolavar y de 44+15um después de retrolavar. Para el segundo intervalo de
carga organica, de 3.0-8.0 gDQO/m?-d (Figura 4.22), fue de 425+237um antes de
retrolavar y de 200+127um después de retrolavar.

Cabe mencionar que estas imagenes se tomaron durante los primeros meses de
operacidon en este intervalo de carga organica. Posteriormente se pudo apreciar que el
desprendimiento de la biomasa después del retrolavado fue mayor. Ademas, las
biopeliculas comenzaron a desarrollar una estructura irregular presentando las esferas en
algunas zonas de su superficie un desarrollo celular a manera de mechones mientras que
otras zonas estaban libres de este tipo de desarrollo. Utilizando un modelo bidimensional
para una evaluacion cuantitativa del efecto del transporte convectivo y difusivo del
substrato dentro de la biopelicula, muestra que biopeliculas que presentan una estructura
con una superficie irregular desarrolla un régimen limitado de transporte de substrato
(Picioreanu et al., 2000).
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A este respecto, Kuntz (2005) menciona que es importante considerar la “edad” de las
biopeliculas, pues después de determinado tiempo de utilizar los mismos medios de
soporte, el desarrollo bacteriano comienza a ser deficiente. Durante este estudio, tanto las
esferas Liapor como los anillos Kaldnes provenian de estudios anteriores, mientras que los
cubos Linpor eran nuevos. Tal vez, esta situacion haya influido en los resultados obtenidos
de la operacién de los tres reactores.

Al. Se presenta la medicibn en mm de la
parte mas grue sa de la biopelicula.

A2. Se observa una biopelicula delgada
uniforme.

A2 A3. Estructura uniforme. Se presenta la
medicion de la parte mas delgada.

Agua
L -
ks
gy
Soporte Soporte i“

A4. Los microorganismos que se observan

con apariencia de filamentos terminados en
una circunferencia son protozoarios.

A5. En esta seccion se presenta la medicion
de la parte mas gruesa de la biopelicula.

A5

A6. En esta imagen se puede ver como la
soporte

biopelicula esta fuertemente adherida a la
superficie porosa de las esferas Liapor.

A7. Biopelicula uniforme con la medicién
mas alta del espesor de las muestras
observadas al microscopio. De acuerdo con
: Tyagy y Vembu (1990) se trata de una
Soporte Jf % biopelicula totalmente penetrada.

A8. Se puede notar en esta imagen, al igual
gue en las anteriores, que se desprende
bastante cantidad de biomasa durante el
proceso quedando una pelicula delgada.

Figura 4.21. Biopelicula desarrollada sobre la superficie de las esferas Liapor
Carga organica 0.5-2.5 gDQO/m?-d
Imagenes captadas con el microscopio confocal laser de barrido

67



B1l. Se muestran dos mediciones de la
biopelicula, una de la parte mas ancha y
otra de la parte mas delgada, en donde se
puede apreciar que el crecimiento de la
b4 o biopel_l’cula es mas irregular con cargas
::,-Jr Soporte organicas mas altas.

- B2 y B4. Aunque se desprende una gran

' cantidad de biomasa permanece una

i_ : estructura de espesor considerable pero
Soporte con la presencia de varios canales.

B3 y B5. Se aprecia una biopelicula gruesa
pero las zonas oscuras denotan un
crecimiento no continuo a manera de
canales. En apariencia se puede inferir que
este tipo de estructura ofrece menos
resistencia a las fuerzas cortantes del
medio, lo cual es de esperarse de acuerdo
con la literatura (Wéasche, 1999). En la parte
superior de la imagen B3 se aprecia
biomasa desprendida durante la
manipulacion de la muestra.

B7. Biopelicula de estructura irregular. En
algunas zonas delgada y en otras zonas
gruesa.

B8. Con cargas organicas mas altas, las
esferas Liapor presentan cominmente una
biopelicula de estructura irregular después
del retrolavado.

Figura 4.22. Biopelicula desarrollada sobre la superficie de las esferas Liapor
Carga organica 3.0-8.0 gDQO/m? .
Imagenes captadas con el microscopio confocal laser de barrido
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4.2.5.3 Cubos Linpor

Los cubos de Linpor mostraron una gran rigidez y no presentaron deformaciones al
término del presente estudio. En un campo visual del microscopio confocal laser de barrido
(CLSM) de 1296 x 852 um se detectaron 55 poros con un tamafio promedio del poro de
487+113 um. Como se puede apreciar en la Figura 4.23 los cubos Linpor presentan poros
comunicados unos con otros, lo que le confiere a este material la propiedad de poder
alojar una gran concentracion de biomasa.

Figura 4.23. Detalle de los poros de los cubos Linpor

Al inicio del presente estudio se planteé que los poros de los cubos Linpor se llenarian de
biomasa. Esta hipotesis se cumplié pues los poros estuvieron ocupados en su totalidad
por microorganismos. La Figura 4.24 muestra parte de ello. Las imagenes corresponden a
una muestra de los cubos Linpor antes y después del retrolavado para el intervalo de
carga organica de 0.5-2.5 gDQO/m?-d. Si se observa la pared lateral del cubo se puede
apreciar la presencia de crecimiento filamentoso y los poros de la cara superficial se notan
ocupados por biomasa.

Figura 4.24. Cubos Linpor antes de retrolavar (izq.) y después de retrolavar (der.). ntervalo
de carga orgéanica 0.5-2.5 gDQO/m?.d. Microscopio estereoscopico, aumento 6.5x

Después del retrolavado las paredes laterales se ven libres de crecimiento filamentoso y
los poros de la cara superficial también se aprecian con una poblaciéon microbiana menos
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densa. Se observaron condiciones similares, tanto en la superficie como en la parte
interna de los cubos Linpor. La Figura 4.25 muestra la imagen de un corte que se hizo en
la parte media de una muestra de los cubos. Se percibe la misma coloracion y apariencia
fisica de la biomasa en el interior que en el exterior. Esto indica una difusion de oxigeno
disuelto y de nutrientes a través de todo el medio Linpor.

Figura 4.25. Corte de la parte media de un cubo Linpor. Microscopio estereoscoépico, 10x

Para el caso del segundo intervalo de carga orgénica se tienen condiciones semejantes.
La Figura 4.26 muestra imagenes de los cubos Linpor correspondientes a dicha carga
organica antes y después de retrolavar. Al igual que el caso anterior, los poros se aprecian
ocupados en su totalidad por biomasa. Se aprecia crecimiento a manera de ramas de
arbol que salen de los poros, incluso algunos de los poros estan cubiertos en su totalidad
por biomasa. Después de retrolavar, se despeja la superficie de la proliferacion de
microorganismos quedando libre el contorno de los poros.

Figura 4.26 Cubos Linpor antes de retrolavar (izq.) y después de retrolavar (der.). Intervalo
de carga orgénica 3.0-8.0 gDQO/m?.d. Microscopio estereoscopico, aumento 25x

En las imagenes que corresponden a la observacion de los cortes realizados de las capas
internas de los cubos, se aprecia que la apariencia fisica de la biomasa permanece sin

cambios sustanciales aun después del retrolavado. Esto habla de la fuerte resistencia
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mecanica que ofrece este medio para evitar el desprendimiento de la biomasa, lo cual
concuerda con los datos obtenidos en la medicién de los SST en el retrolavado. En varias
ocasiones quedaron al descubierto organismos vermiformes, los que seguramente
participaron en la regulacion del desarrollo de microorganismos al depredar sobre ellos. En
las imagenes que corresponden al corte de la parte interna media de muestras de Linpor,
se aprecia nuevamente condiciones similares en la apariencia fisica de la biomasa
desarrollada, tanto en los poros superficiales como en los internos (Figura 4.27).

Figura 4.27 Cortes de la parte media interior de cubos Linpor. Antes del retrolavado (izq.) y
después del retrolavado (der.). Microscopio estereoscopico, aumento 25x.

Las pruebas cualitativas aplicadas con Vermicon arrojaron resultados similares a los
obtenidos con los anillos Kaldnes. Se detecto la presencia de bacterias nitrificantes en los
poros internos de la parte media de los cubos Linpor. En la Figura 4.28 se presentan
imagenes en la deteccion de nitrificantes de muestras de biomasa tomadas en los poros
superficiales y en los poros internos de los cubos Linpor. Con base en los criterios de
Vermicon las bacterias amonio-oxidantes calificaron dentro de la categoria del grupo 3
(densidad media) para las capas superficiales y dentro de la categoria del grupo 2
(densidad baja) para las capas internas. Las bacterias nitrito-oxidantes calificaron dentro
del grupo 4 (densidad alta) para las capas superficiales y dentro de la categoria del grupo
3 (densidad media) para las capas internas. En resumen, se tiene un mayor nimero de
células presentes en los poros externos que en los poros internos. De igual manera, la
presencia de bacterias nitrito-oxidantes es ligeramente mayor a la de bacterias amonio-
oxidantes.

En un principio se esperaba encontrar condiciones anoxicas o anaerobias en el interior de
los cubos Linpor, suponiendo el desarrollo de una biopelicula que se formara hacia el
interior del material y pensando en las dimensiones de los cubos Linpor al tener 15 mm
por lado, se pens6 en una biopelicula gruesa de 6-7 mm de espesor. Sin embargo, la
presencia de las bacterias nitrificantes en los poros internos, aunado a las imagenes
tomadas con el microscopio estereoscopico de cortes del material en su parte interna
(Figuras 4.25 y 4.27), permiten afirmar que hubo difusiébn de oxigeno disuelto y de
nutrientes a través de los poros hasta llegar a la zona interna del material. Con estas
observaciones, y con los resultados que se obtuvieron en la eliminacion de fosfatos, se
concluye que los procesos de desnitrificacion que se realizaron en el sistema corrieron por
cuenta de organismos acumuladores de fosfatos (PAOs, por sus siglas en inglés
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Phosphate accumulating organisms). Se ha comprobado que cierto tipo de organismos
acumuladores de fosfatos tienen la capacidad de desnitrificar bajo condiciones anodxicas
(Barker y Dold, 1996; Falkentoft et al., 2001). Kuba et al. (1997) establecen gque la
ocurrencia de este tipo de bacterias que desnitrifican en plantas de tratamiento a escala
completa depende en gran medida de los procesos de disefio y control de cada planta en
particular. Ellos investigaron dos plantas de tratamiento y encontraron que, de la poblacién
de bacterias acumuladoras de fosfatos presente en cada planta, pudieron desnitrificar del
10-30% y de 30-50%, respectivamente (Kuba et al., 1997).

Figura 4.28. Bacterias amonio-oxidantes (rojo) y bacterias nitrito-oxidantes (verde).
Microscopio confocal laser de barrido.
Muestras colectadas de la biomasa que proliferé en los poros superficiales (izg.) y en los

poros internos (der.) de cubos Linpor
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4.2.6 Analisis de dos ciclos representativos de operacion

Para un mejor analisis del comportamiento de los reactores se presentan los resultados
obtenidos de un ciclo representativo de operacion de ocho horas correspondiente al dia
experimental 241 y del dia experimental 352. Estos dos ciclos representan, el
comportamiento caracteristico de la operacién de los reactores durante los dos intervalos
de carga organica manejados durante el presente estudio que fueron de 0.5-2.5
gDQO/m?.d y e 3.0-8.0 gDQO/m?-d, respectivamente (ver Apéndice 5). En los graficos
que se presentan el tiempo cero corresponde a los valores del agua residual a la entrada
de los reactores y la linea punteada en el minuto 120 indica el término de la fase
anaerobia y el inicio de la fase aerobia (ver Subcapitulo 3.4 del capitulo de materiales y
métodos).

4.2.6.1 Anillos Kaldnes

DQO total y soluble-ler ciclo. La Figura 4.29-A presenta el analisis del primer ciclo
correspondiente al reactor empacado con anillos Kaldnes. Se registré un valor a la entrada
del reactor de 109 mgDQOtotal/L y de 45 mgDQOsoluble /L. Durante las primeras dos
horas, tiempo en que el reactor opera bajo condiciones anaerobias la DQO total decrece
en un 25 por ciento y la DQO soluble en un 29 por ciento. Este decremento en los valores
de DQO se atribuye a fenbmenos de adsorcion y lisis. Se han propuesto diferentes
conceptos de como se efectla la hidrolisis de materia organica particulada en reactores
con biopelicula.

Bouwer (1987) establece que, como primer paso de los procesos de transformacion, las
particulas tienen que ser adsorbidas a la superficie de la biopelicula. La adhesién puede
ocurrir debido a procesos de difusion, sedimentacion o captura de las particulas sobre la
superficie gelatinosa. Una vez que se inicia la inyeccién de aire, y durante la primera hora
de la fase aerobia, la DQO total disminuye 45 por ciento mas y practicamente se mantiene
asi el resto del ciclo para terminar en el efluente con un valor de 48 mg/L para un
porcentaje de remocion del 56 por ciento.

En el caso de la DQO soluble ocurrié algo similar, durante la primera hora de aireacion la
DQO soluble decrece 22 por ciento y se mantiene asi el resto del ciclo para terminar con
un valor de 31 mg/L en el efluente lo que equivale a una de remocion del 31 por ciento.
Con base en estos resultados y hablando de eliminacion de materia organica medida
como DQO, se puede pensar en reducir los tiempos de reaccidén para cargas organicas
por debajo de 2.5 gDQO/m?-d, pues después de k tercera hora de operacion, la DQO se
mantiene sin cambios representativos en las subsiguientes cinco horas para finalizar el
ciclo.

Compuestos nitrogenados-ler ciclo. En la Figura 4.29-B se puede apreciar el
comportamiento de los compuestos nitrogenados y fosforados durante el ciclo
correspondiente al dia experimental 241. En esa ocasion el influente presentd una
concentracién de amonio de 22 mg N-NH,/L.
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Figura 4.29. Reactor empacado con anillos Kaldnes. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas.
Intervalo de carga organica 0.5-2.5g DQO/m?-d

Durante las dos primeras horas del ciclo, fase anaerobia, la concentracion de N-NH4
decrece en un porcentaje del 14 por ciento (de 22 a 19 mg/L). Como es del conocimiento
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comun, sin la presencia de oxigeno molecular no puede haber actividad de bacterias
nitrificantes que transformen el nitrbgeno amoniacal en nitrégeno de nitrato. Este ligero
decremento de nitrdgeno de amonio durante la fase anaerobia se atribuye a efectos de
adsorcion de las moléculas con compuestos nitrogenados a los medios de soporte con
biopelicula. Se tienen reportes similares de este fendmeno para lodos activados (Nielsen,
1996) y para SBBR con Kaldnes (Gieseke et al., 1999, 2002) en donde la adsorcion de
amonio a los fléculos o medios con biopelicula puede explicar la reduccién inicial de
amonio sin la produccién simultdnea de nitrito y nitrato en el seno del liquido.

La influencia de la presencia de oxigeno molecular es evidente, en cuanto se inyecta aire
para dar inicio a la fase aerobia la concentracion de amonio disminuye en el seno del
liquido, principalmente a partir del minuto 180. Partiendo de la segunda hora de operacion,
una vez que finaliza la fase anaerobia, el N-NH, decrece en un 92 por ciento.
Considerando el ciclo completo desde la entrada de agua al sistema se obtuvo una
remocion de nitrdgeno amoniacal del 93 por ciento.

De igual manera, la presencia de nitritos y nitratos se tiene a partir de que inicia la fase
aerobia. La concentracion de ambos compuestos incrementa conforme pasa el tiempo. Al
observar los resultados de la Figura 4.29-B, se puede apreciar que el nitrégeno amoniacal
sufrié una transformacion completa a través de los procesos de nitrificacion. La linea verde
representa el comportamiento del nitrégeno total inorganico a lo largo del ciclo de
operacion. El nitrdgeno inorganico a la entrada del reactor, tiempo cero, esta constituido
practicamente por el nitrdgeno amoniacal y, por consiguiente, durante las dos primeras
horas de reaccion anaerobia, tiempo durante el cual no se tiene aun actividad de las
bacterias nitrificantes. Se considera que el nitrégeno organico pasa a formar parte del
material celular, por lo que el nitrégeno total lo constituyen el nitrégeno amoniacal y los
productos que resultan de los procesos de nitrificacion (nitritos y nitratos). A continuacion
se presenta el balance de masa de las concentraciones de influente y efluente:

N-NHz influente = (N'N Hs + N-NO> + N'NO3)equente

22mgN-NH4/L = 1.6 mgN-NH4/L + 13.9 mgN-NO-/L + 6.4 mgN-NOs/L
22mg/L =21.9mg/L+a

donde a= error

Con estos valores se considera que los procesos de desnitrificacion fueron minimos. Se
ha mencionado que bajo condiciones de una biopelicula totalmente penetrada por el
oxigeno molecular y bajas cargas organicas se tiene una poblacion microbiana
predominantemente autotrofa, por lo que las bacterias heterétrofas, en este caso, las
bacterias capaces de desnitrificar, su presencia es menor (Zhang et al., 1994; van
Loosdrecht et al., 1999). Se debe de tomar en cuenta, que en este sencillo analisis no se
considerd el nitrdgeno orgénico. Se considera que el nitrdgeno organico fue sintetizado por
la poblacion microbiana para formar nuevo material celular. Mas adelante se presenta un
balance de nitrdgeno total, considerando el nitrdgeno organico y el inorganico, de valores
promedio obtenidos durante los procesos experimentales. Hablando de los procesos de
nitrificacion se considera que el tiempo de reaccion aerobia es el adecuado para lograr
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una transformacion completa del nitrdgeno amoniacal tal y como lo sugieren estudios
realizados anteriormente (Morgenroth, 1998; Arnz, 2001).

Ortofosfatos-ler ciclo. Durante el analisis del ciclo representativo de operacion
correspondiente al dia experimental 241 se puede ver que se tuvo actividad de las
bacterias eliminadoras de fosforo (Figura 4.29-B). Durante la fase anaerobia del ciclo, la
concentracion de P-PO4 incrementé en un 60 por ciento, lo que habla de una liberacién de
orto-fosfatos por parte de las bacterias que tienen la capacidad de almacenar fésforo como
fuente de reserva. Una vez que se inicia la aireacion del reactor la concentracion de orto-
fosfatos disminuye paulatinamente en el seno del liquido hasta alcanzar un porcentaje de
remocion de orto-fosfatos del 87 por ciento en el efluente.

Para complementar el analisis del ciclo representativo de ocho horas de operacion se
presenta en la Figura 4.29-C el comportamiento del oxigeno disuelto (OD), la temperatura
(Temp) y pH. Al observar la linea de tendencia que representa al OD se puede notar
durante la fase aerobia que la concentracibn de oxigeno aumenta durante las dos
primeras horas de aireacion hasta alrededor de 6.5 mg/L y se mantiene asi durante las
subsiguientes dos loras para al final del ciclo bajar hasta 4.2 mg/L. La temperatura
increment6 hasta un intervalo de 24-26 grados centigrados, temperatura aceptable para el
metabolismo de las bacterias. En cuanto al valor de pH se mantuvo sin variaciones
significativas durante el ciclo, presentando un valor a la entrada del sistema de 7.7 y
variando durante el ciclo principalmente entre un valor de 7.5y 7.6.

DQO total y soluble-2° ciclo. Por lo que respecta al segundo ciclo bajo analisis,
correspondiente al dia experimental 352, la DQO total en la entrada del sistema fue de 95
mg/l y la DQO soluble de 44 mg/L (Figura 430-A). En este caso se determind la DQO
inmediatamente después del llenado del reactor (minuto 30). Para el reactor empacado
con los anillos Kaldnes, la DQO total se mantuvo sin cambios de consideracion durante
esta fase, con una concentracién de 94 mg/L al término de la media hora de llenado.
Durante la fase anaerobia el valor de la DQO total decrecié hasta un valor cercano a 76
mg/L, lo que representa un decremento del 20% con respecto a la DQO total de entrada.
Una vez que se inyectd aire para dar comienzo a la fase aerobia, la DQO total continu6
disminuyendo hasta llegar a un valor en el efluente de 30 mg/L, lo que corresponde a un
porcentaje de remocion to tal del 68 por ciento.

Durante la fase de llenado, la DQO soluble se comporta de forma similar a la de la DQO
total, presentando un ligero decremento de una unidad al término de la media hora de
llenado (de 44 a 43 mg/L). Durante la fase anaerobia, la DQO soluble en el seno del
liguido decrece hasta un valor de 38 mg/L, lo que representa un decremento del 14% con
respecto al valor de entrada. La DQO soluble continda disminuyendo paulatinamente
durante la fase aerobia hasta un valor en el efluente de 21 mg/L lo que corresponde a un
porcentaje de remocion total del 52 por ciento. En el andlisis del primer ciclo, ya se hablo
acerca de la fenomenologia de este proceso.

Compuestos nitrogenados-2° ciclo. Para el segundo ciclo bajo analisis, esto es el dia
experimental 352, la concentracién de amonio a la entrada del sistema fue de 39 mgN-
NH4/L (Figura 4.30-B). Durante el llenado (minuto 30) la concentracion de amonio decrece
ligeramente a un valor de 36 mgN-NH4/L, lo cual como ya se ha explicado en el ciclo
anterior, se atribuye a fenbmenos de adsorcion del amonio a la superficie de los medios de
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soporte. Una vez que inicia la recirculacion del agua y sin la presencia de oxigeno
molecular (fase anaerobia) la concentracién de amonio incrementa hasta alcanzar el valor
inicial de entrada de 39 mgN-NH,/L.
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Figura 4.30. Reactor empacado con anillos Kaldnes. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas.

Intervalo de carga organica 3.0-8.0g DQO/m?.d.
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Esta variacién puede considerarse no significativa, pues es una variacion de menos de 10
por ciento. Sin embargo, puede darse una explicacion fenomenolégica para fines de
interpretacion de los resultados. S ha reportado para el caso de los anillos Kaldnes,
comportamientos similares en el que la concentracion de amonio incrementa durante la
fase anaerobia. Se infiere que al final del ciclo de operacién anterior, durante la fase de
vaciado, la pelicula de agua que queda adherida a la superficie de la biopelicula contiene
residuos de N-NHs que no fueron eliminados durante el proceso, lo cual influye en la
medicion del agua residual entrante del siguiente ciclo de operacion (Arnz et al., 2000). En
el caso del segundo intervalo de carga organica, y tomando como patrén el ciclo bajo
estudio, se observa que al término de cada ciclo queda una concentracién considerable de
amonio remanente.

Durante las primeras horas de reaccion de la fase aerobia (minuto 120) la concentracion
de amonio se mantiene alrededor de 39 mgN-NH4/L. No es sino hasta después del minuto
350 que la concentracion de amonio disminuye ligeramente a una concentracion de 34
mgN-NH,4/L al final del ciclo, lo que equivale a un pobre porcentaje de remocion del 10 por
ciento.

Este comportamiento fue caracteristico en el reactor con lecho Kaldnes durante el
segundo intervalo de carga organica manejado en este estudio, en el que la actividad de
las bacterias nitrificantes resultd significativamente disminuida. Este comportamiento esta
ligado con los resultados obtenidos en la determinacién del pardmetro adimensional de
penetracion del oxigeno molecular (Seccién 4.2.7.5), en el que resulté que el oxigeno no
penetrd totalmente a través de la biopelicula, afectando el metabolismo de las bacterias
nitrificantes que pudieran haberse establecido en las capas internas. La baja presencia de

nitritos y nitratos son consecuencia de esta misma explicacion.
La diferencia que existe, entre los compuestos nitrogenados del influente con respecto al
efluente, en el balance de nitrdgeno inorganico muestra que el poco material que resulta

del producto de la nitrificacién fue ocupado para material celular, o bien, fue transformado
por procesos de desnitrificacion (Figura 4.30-B).

N-NHz influente = (N'N Ha + N-NO, + N'NO3)eﬂuente

39mgN-NH4/L = 34 mgN-NH4/L + 1.0 mgN-NO,/L + 0.5 mgN-NO3/L
39mg/L =35.5mg/L + a;

donde a= error

Orto-fosfatos-2° ciclo. La concentracion de orto-fosfatos en la entrada del sistema fue de

2.5 mgP-PO,4/L (Figura 4.30-B). Durante los 30 minutos de llenado la concentracién de
orto-fosfatos disminuye ligeramente a un valor de 2.3 mg/L. La explicacion a este
fendmeno se atribuye a la presencia en las capas internas de la biopelicula de oxigeno
molecular remanente de la fase aerobia del ciclo anterior de operacion. Por consiguiente,
si al iniciar el ciclo de operacion bajo condiciones anaerobias existen oxigeno molecular,
nitratos y nitritos, en las capas internas los microorganismos consumiran rapidamente toda
la cantidad de sustrato posible por via oxica y el fendmeno de liberacién de fosforo se
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detendra, y sera sustituido por el de captacion (Kerrn-Jespersen y Henze, 1993; Castillo et
al., 1999).

Una vez que inicia la recirculacion del agua, este valor increment6 hasta cerca de 6 mgP-
PO,/L (cerca del 140% con respecto al influente) al final de la fase anaerobia (minuto 120).
Lo cual habla de la presencia de las bacterias acumuladoras de fésforo, liberando cadenas
de orto-fosfatos. Al observar una vez mas la Figura 4.29-B se puede notar que la
liberacion de orto-fosfatos continda durante la fase aerobia hasta el minuto 150 alcanzado
una concentracion en el seno del liquido de 6.9 mgP-PO4/L (176% con respecto al
influente). Después del minuto 150 empieza a decrecer la concentracion de P-PO, en el
seno del liquido hasta un valor de 0.5 mg P-PQO,/L para un porcentaje de remocion del 80
por ciento. Lo cual confirma la actividad por parte de las bacterias acumuladoras de
fosforo.

La Figura 4.30-C muestra las mediciones de oxigeno disuelto, temperatura y pH durante
el ciclo bajo analisis. Como se podra ver el oxigeno disuelto, una vez que inicia la
inyeccion de aire para la fase aerobia (minuto 120), durante los primeros minutos se
mantuvo por abajo de 2 mg/L lo cual se vio reflejado en el desfase de una hora en la
transformacion de amonio y la liberacion de orto-fosfatos (Figura 4.30-B). Después del
minuto 150 la concentracion de OD comienza a subir hasta alcanzar el méximo valor de
5.8 mg/L alrededor del minuto 350 y posteriormente bajar hasta una concentracion de 4.8
mg/L al final del ciclo. La temperatura incrementd hasta 26 grados centigrados y el valor
del pH se mantuvo sin muchas fluctuaciones durante el ciclo alrededor de un valor de 8.

4.2.6.2 Esferas Liapor

DQO total y soluble-ler ciclo. La Figura 4.31-A muestra el comportamiento de la DQO
total y soluble para el dia experimental 241. La DQO influente fue de 109mg DQOtotal/L y
45mg DQOsoluble/L. Durante la fase anaerobia la DQO total disminuyé hasta un valor de
51mg DQO/L (53%) y la DQO soluble hasta 31mg DQO/L (44%). Como se menciond con
los anillos Kaldnes esta disminucion en los valores de DQO se atribuye a procesos de lisis
y adsorcion. Una vez que inicia la fase aerobia la DQO continta disminuyendo hasta el
minuto 300 presentando valores de 17 y 15 mg/L de DQO total y soluble, respectivamente.
A partir del minuto 300 no se tienen cambios en ambos valores hasta terminar el ciclo con
89 por ciento de remocion de DQO total y 67 por ciento de remocion de DQO soluble.

Al igual que con los anillos Kaldnes, si se considera Unicamente la remocion de material
carbonoso, bastaria operar el reactor hasta el minuto 300, pues después de ese tiempo,
los cambios en los valores de DQO total y soluble no son significativos, y con un
porcentaje de remocion aceptable.

Compuestos nitrogenados-ler ciclo. La Figura 4.31-B presenta el analisis de los
compuestos nitrogenados y orto-fosfatos durante el ciclo correspondiente al dia
experimental 241 (primer intervalo de carga organica de 0.5-2.5 gDQO/m?d). En esa
ocasién el amonio entro al sistema con una concentracion de 22 mgN-NHy4/L y la presencia
de nitrito y nitrato fue nula. Durante las dos primeras horas de reaccion sin presencia de
oxigeno molecular la concentracion de amonio disminuyo6 de 22 a 18 mgN-NHa4/L (18%).
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Figura 4.31. Reactor empacado con esferas Liapor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas.
Intervalo de carga organica de 0.5-2.5g DQO/m?d

Como es de esperarse continta siendo nula la presencia de nitrdgeno de nitrito y nitrato
durante esta fase anaerobia, pues el metabolismo de las bacterias nitrificantes es
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estrictamente aerobio. Es por ello que la disminucién de amonio en el seno del liquido se
atribuye a efectos de adsorcion de algunos compuestos ritrogenados a la biopelicula
desarrollada sobre la superficie de las esferas Liapor. Una vez que inicia la inyecciéon de
aire, se aprecia la actividad de las bacterias nitrificantes con un decremento notorio en la
concentracion de nitrégeno amoniacal y la p resencia de nitratos en el seno del liquido.

La concentracion de amonio en el seno del liquido decrece durante la primera hora de la
fase aerobia hasta 15 mgN-NH4/L y posteriormente decrecer drasticamente hasta 3 mgN-
NH,/L en el minuto 240, que es cuando se considera que se tiene un equilibrio en el
gradiente de concentracion entre el seno del liquido y las capas internas de la biopelicula
desarrollada sobre el medio de soporte que esta participando en los procesos de
nitrificacion. El amonio residual continda transformandose hasta el minuto 360 donde se
tienen concentraciones de 0.6 mgN-NH4/L en el seno del liquido y se mantiene asi hasta el
final del ciclo, logrando una completa nitrificacion del nitrégeno amoniacal bajo condiciones
de cargas organicas bajas.

El nitrégeno de nitrito y nitrato aparece en el seno del liquido inmediatamente después de
que inicia la inyeccion de aire por actividad de las bacterias nitrificantes, quienes
transforman el nitrégeno amoniacal en nitritos y nitratos. La concentracion de nitritos
alcanzo un valor hasta de 5.9 mgN-NO-/L en el minuto 240 y después baja drasticamente
a partir del minuto 360, y hasta el final del ciclo, hasta alcanzar valores despreciables. La
concentracion de nitratos en el seno del liquido incremento6 ligeramente durante la primera
hora de aireacién (minuto 180) a un valor de 2 mgN-NOs/L y posteriormente aumentar a
un valor de 17 mgN-NOs/L en el minuto 300 y mantenerse asi hasta el final del ciclo. En
este primer intervalo de carga organica se tiene un comportamiento estable del reactor con

una excelente nitrificacion. En el apartado 4.2.2 se da una explicacion de como se lleva a
cabo la difusién de los productos de la oxidacion del amonio en las biopeliculas, en donde
se tiene una difusién inicial parcial de los nitritos hacia las capas internas y hacia el

exterior de la biopelicula durante los primeros minutos de aireacion. Esto provoca que se
dé un gradiente de difusion en el seno del liquido con la mayor presencia de nitritos y le
menor presencia de ntratos, hasta que se logra un mayor gradiente de concentracion
hacia el interior de la biopelicula en donde los nitritos son transportados y transformados a
nitratos (Nijhof y Klapwijk, 1995).
A continuacion se presenta el balance de nitrdgeno organico para este ciclo:

N-NH3 infiuente = (N-NHs + N-NO2 + N-NOz)efiyente

22mgN-NH4/L = 0.1 mgN-NH4/L + 0.0 mgN-NO2/L + 17.1 mgN-NOs/L
22mg/L =17.2mg/L+ a

donde a= error

Orto-fosfatos-ler ciclo. En la Figura 4.31-B se ve que la concentracion de orto-fosfatos
en el seno liquido incrementa durante la fase anaerobia en un 73 por ciento de un valor de
2.35 a 4.06 mgP-PO,/L (minuto 120). Una vez que inicia la fase aerobia la concentracion
de este compuesto decrece rapidamente hasta llegar a valores inferiores a 0.1 g mgP-
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PO4/L en el minuto 360 y mantenerse asi hasta el final del ciclo para una eliminacion
biol6gica de orto-fosfatos del 95 por ciento. Como se mencion6 con los anillos Kaldnes,
este comportamiento indica la presencia de bacterias acumuladoras de fosfato. En el
tiempo de contacto anaerobio, las bacterias que intervienen en la eliminacion bioldgica del
fésforo, usan sus reservas intracelulares de polifosfatos como fuente de energia, y
almacenan sustratos organicos simples, como los acidos grasos volatiles (AGV), lo que
favorece la liberacion de fésforo como cadenas cortas de orto-fosfatos durante la fase
anaerobia.

Durante la fase aerobia, las bacterias usan sus reservas de carbono como fuente de
energia y acumulan mas fosforo que el liberado en la fase previa, almacenando este
elemento por encima de sus necesidades estequiométricas (GarzonZuhiga y Gonzéalez
Martinez, 1996; MufozColunga y Gonzalez Martinez, 1996). Al finalizar esta fase, la
biomasa rica en fésforo debe ser retirada por medio del retrolavado, para completar el
proceso de eliminacion bioldgica de fésforo (ver Apartado 3.4 de materiales y métodos).

La Figura 4.31-C presenta los valores de oxigeno disuelto, pH y temperatura medidos
durante el andlisis del primer ciclo bajo estudio en el intervalo de 0.5-2.0 gDQO/m?-d. Una
vez que inicia la inyeccién de aire la concentracién de oxigeno disuelto se dispara hasta 6
mgO./L durante la primera hora de la fase aerobia. En la siguiente hora de aireacion baja
un poco y vuelve a subir en la tercera hora para finalmente disminuir paulatinamente de
nueva cuenta hasta un valor de 6 mgO,/L. El oxigeno disuelto se mantuvo siempre por
arriba del minimo recomendable para los metabolismos aerobios y bajo condiciones
estables de operacion que es de 2.0 mgO.,/L (Barnes y Bliss, 1983; WEF 1992).

El valor de pH se mantuvo sin grandes fluctuaciones a lo largo del ciclo de ocho horas
iniciando con un valor de 7.7 (influente, minuto cero) y terminando con un valor de 7.8.
Esto indica que el sistema es estable y con una buena capacidad amortiguadora. La
temperatura del agua incrementé de 13 grados centigrados, que es la temperatura con la
gue entra el agua al sistema, hasta alcanzar 26 grados centigrados en el seno del liquido.
Cabe recordar que se cont6é con un sistema de recirculacion durante el cual la linea de
conduccion del agua se hacia pasar a través del sistema de un termostato que mantenia
la temperatura del agua alrededor de 26 grados centigrados. De esta forma, por
fendbmenos de transferencia, se logré incrementar la temperatura del agua en los reactores
experimentales.

DQO total y soluble-2°ciclo. En el caso del ciclo correspondiente al segundo intervalo de
carga organica de 3.0-8.0 gDQO/m?-d, el comportamiento fue diferente (Figura 4.32-A). La
DQO total de entrada incremento ligeramente durante la media hora de llenado de 95 a 99
mg/L. Esta variacion (menor al 10 por ciento) puede considerarse no significativa pero
para términos del andlisis esto encuentra explicacion en la presencia de compuestos
residuales que hayan permanecido adheridos a los medios de soporte aun después del
retrolavado, principalmente pensando en residuos de biopelicula y sélidos suspendidos,
pues la DQO soluble no mostré este comportamiento. Una vez activado el sistema de
recirculacion la DQO total comienza a decrecer hasta un valor alrededor de 75 mg/L al
final de la fase anaerobia, lo que representa un decremento del 21% con respecto al valor
de entrada. Durante la fase aerobia la DQO total continla disminuyendo paulatinamente
hasta alcanzar un valor de 29 mg/L en el efluente, lo que representa un porcentaje de
remocion total del 69 por ciento.
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Figura 4.32. Reactor empacado con esferas Liapor. Mediciones en el seno del liquido

durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas.
Intervalo de carga organica de 3.0-8.0g DQO/m?d.

Por lo que respecta a la DQO soluble, no se tiene cambio significativo durante el llenado
del reactor, con valores de entrada de 49 mg/L y al término del llenado de 48 mg/L. Una
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vez iniciada la recirculacion se nota un decremento en los valores de DQO soluble,
alcanzando un valor cercano a los 36 mg/L al termino de la fase anaerobia (minuto 120) lo
gue representa un decremento del 26% con respecto al valor de entrada. Al final del ciclo
se obtuvo una remocién total del 82 por ciento.

Compuestos nitrogenados-2° ciclo. La Figura 4.32-B muestra el analisis de los
compuestos nitrogenados y fosforados para este ciclo. En el caso del segundo ciclo bajo
analisis correspondiente al dia experimental 352 y un intervalo de carga organica de 3.0-
8.0 gDQO/m2-d, el reactor empacado con las esferas Liapor presentdé un comportamiento
similar en la transformacion del nitrbgeno amoniacal al del reactor empacado con los
anillos Kaldnes.

El amonio de entrada fue de 39 mgN-NH4/L. La concentracion de amonio en el seno
liguido decrece durante la media hora de llenado a un valor de 36 mg/L. Posteriormente,
una vez iniciada la recirculacion, incrementa la concentracion de amonio en el seno del
liquido hasta alcanzar un valor de 40 mg/L al término de la fase anaerobia. La explicaciéon
a este comportamiento es la misma que se tiene para el analisis de los compuestos
nitrogenados durante el segundo ciclo de operacion con el reactor empacado con el lecho
Kaldnes.

La transformacion de amonio presenta un desfase de una hora a partir de que inicia la
reaccion aerobia en el minuto 120. Este desfase que se observa durante la reaccién
aerobia puede atribuirse al tiempo que tarda en penetrar el oxigeno a través de la
biopelicula, lo que provoca que las bacterias nitrificantes que se encuentran en las capas
subsiguientes a la capa de la superficie, no realicen la transformacion del nitrégeno
amoniacal hasta que no se encuentran abastecidas de oxigeno molecular. La
transformacion de amonio se retarda hasta el minuto 210 debido a que el consumo de
oxigeno dentro del sistema fue bastante fuerte durante la primera hora de aireacion.

Es a partir del minuto 150 que comienza a decrecer paulatinamente la concentracion de
amonio hasta un valor de 28 mg/L al término del ciclo de operacion, lo que representa un
porcentaje de remocion del 28 por ciento. En el Apartado 4.2.5 que corresponde a las
observaciones en el microscopio, se hablé de la poca resistencia mecanica que ofrece la
biopelicula desarrollada sobre las esferas Liapor para evitar su desprendimiento ante la
influencia de las fuerzas cortantes en el seno del liquido durante el segundo intervalo de
carga organica. Se atribuye a este fendmeno, la poca actividad de las bacterias
nitrificantes, pues al estar lavando continuamente a los microorganismos junto con el
retrolavado, no se tuvieron las condiciones adecuadas en el tiempo de retencion celular
para la reproduccion de este tipo de bacterias.

En el caso del nitrégeno de nitrito y nitrato, no es sino hasta el minuto 210 (hora y media
después de que inici6 la aireacidbn) que se tienen los primeros valores de estos
compuestos en el seno del liquido con concentraciones por abajo de 0.5 mg/L. Las
concentraciones de ambos compuestos incrementan paulatinamente en el tiempo
subsiguiente pero presentan valores bajos. La concentracion de nitritos alcanzé al final del
ciclo un valor de 1.4 mgN-NO,/L y la de los nitratos de 2.5 N-NOgs/L.

Si se compara el valor de nitrégeno inorgénico a la entrada del sistema de 49 mg/L con la
suma del amonio remanente en el efluente mas la de los nitratos y nitritos, se tiene un
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déficit de 17.1 mg/L. La explicacion de este fendmeno se atribuye a la incorporacion como
material celular y a los procesos de desnitrificacion que se llevan a cabo de manera
simultanea en las capas internas de la biopelicula.

N-NHz influente = (N'N Hs + N-NO> + N‘NOS)eﬂuente

49mgN-NHa4/L = 28 mgN-NHa4/L + 1.4 mgN-NO2/L + 2.5 mgN-NOgz/L
49mg/L =319mg/L+a

donde a= error

Orto-fosfatos-2° ciclo. En cuanto al segundo intervalo de carga orgéanica de 3.0-8.0
gDQO/m?.d en el seno liquido el comportamiento de los orto-fosfatos durante la fase
anaerobia es similar al mostrado con el reactor con anillos Kaldnes. Durante la media hora
de llenado no se aprecian cambios significativos, pero una vez que inicia la recirculacion
del agua y permitir con ello que el agua residual se encuentra homogéneamente
mezclada, los microorganismos entran en contacto con los contaminantes y continian con
su metabolismo. Al final de la fase anaerobia la concentracién de orto-fosfatos en el seno
del liquido incrementd en un 160 por ciento con valores de 6.5 mgP-POJ/L (Figura 4.32-B).

Sin embargo, una vez que inicia la fase aerobia continda durante la primera media hora de
aireacion la liberacion de orto-fosfatos hasta llegar a una concentracion de 7.5 mgP-PQO,/L.
Este fendbmeno se atribuye al tiempo que tarda en difundirse el oxigeno disuelto del seno
liguido hacia las capas profundas de la biopelicula (Castillo et al., 1999). Con el aumento
de carga organica se incrementan los espesores de la biopelicula. Asi, en las capas
internas, el fendmeno de acumulacion de fosforo comenzara lentamente, a medida que el
oxigeno penetre la biopelicula.

Ademas en la Figura 4.32-C se puede observar que la concentracion de oxigeno disuelto
fue baja durante la primera media hora de la fase aerobia, por lo que las bacterias
acumuladoras de fésforo, al no tener las condiciones apropiadas para un metabolismo
aerobio, continuaban liberando orto-fosfatos como ruta alternativa en la obtencién de
energia. A partir del minuto 150 los valores en la concentracion de orto-fosfatos decrecen
paulatinamente hasta terminar el ciclo con un valor de 0.8 mgP-PO4/L para una
eliminacion bioldgica de orto-fosfato del 68 por ciento. Continuando con el andlisis de la
Figura 4.32-C, no es sino hasta el final del minuto 150 que la concentracién de oxigeno
disuelto se dispara hasta un valor de 4.6 mg/L y posteriormente decrece paulatinamente
hasta terminar el ciclo con un valor de 5 mg/L. El pH nuevamente presentd valores sin
mucha fluctuaciébn y se mantuvo alrededor de un valor de 8. La temperatura logro
incrementarse de 16 hasta mantenerse en 24 grados centigrados.

4.2.6.3 Cubos Linpor

DQO total y soluble-ler ciclo. La Figura 4.33-A muestra el comportamiento de la DQO
durante el ciclo correspondiente al dia experimental 241 que cae dentro del intervalo de
carga organica de 0.5-2.5 gDQO/m?.d. La DQO total de entrada con un valor de 109 mg/L
(tiempo cero) decrecio a un valor de 49 mg/L al término de la fase anaerobia (minuto 120).
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Figura 4.33. Reactor empacado con cubos Linpor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas.
Intervalo de carga organica de 0.5-2.5g DQO/m?d

Esto significa el 55 por ciento de decremento por efecto de reacciones sin la presencia de
oxigeno y por efectos de adsorcion de sélidos suspendidos a la superficie del material de
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soporte con biomasa. Una vez que inicia la fase aerbia los valores de DQO en el seno del
liguido contindan decreciendo hasta el minuto 300 para mantenerse alrededor de 20
mgDQOtotal/L hasta el final del ciclo. Se tiene entonces, al final del ciclo, una remocion de
DQO total del 82 por ciento. La DQO soluble entré con un valor de 45 mg/L y disminuy6
hasta 30 mg/L durante las dos primeras horas de reaccion de la fase anaerobia (33%). Al
igual que la DQO total la DQO soluble continGa decreciendo durante las siguientes 3 horas
de reaccion (minuto 300) de la fase aerobia hasta un valor alrededor de 16 mg/L para
mantenerse asi hasta el final del ciclo para una remocion total del 64 por ciento.

Compuestos nitrogenados-ler ciclo. En la Figura 4.33-B se puede ver el
comportamiento de los compuestos nitrogenados y fosforados para el ciclo bajo estudio
que representa al primer intervalo de carga orgénica de 0.5-2.5 gDQO/m?.d. En esa
ocasion el amonio entré con una concentracion de 22 mgN-NH,4/L y después de dos horas
que dura la fase anaerobia la concentracion de amonio baj6é a 16 mg/L (27 por ciento). El
efecto del abastecimiento de aire es inmediato. Al momento que se inyecta aire para dar
inicio a la fase aerobia la concentracién de amonio baja abruptamente y después de dos
horas de aireacion (minuto 240) se tiene un valor de 1.6 mgN-NH4/L. A partir del minuto
300 la concentraciéon de amonio se encuentra por abajo de 0.1 mgN-NH4L para una
remocion total de amonio cercana al 100 por ciento. Esto habla de una fuerte actividad por
parte de las bacterias nitrificantes. Asi lo demuestra la presencia de nitrato en el seno del
liquido, la cual se presenta en forma creciente conforme transcurre el tiempo y al final del
ciclo el efluente presentd una concentracion de 15 mgN-NOs/L. Se detectaron
concentraciones de nitrito durante las dos primeras horas de aireacion, 1.7 y 5.8 mgN\-
NO./L, respectivamente. A partir del minuto 300 la concentracion de nitrito es apenas
detectable. Si se considera la concentracién de amonio al inicio de la fase aerobia de 22
mg/N-NH,4/L, que es cuando inicia la actividad de las bacterias nitrificantes, se tiene un
déficit en la transformacion de amonio.

N-NH3 infuente = (N-NHz + N-NO2 + N-NOgs)efiuente
22mgN-NH4/L = 0.1 mgN-NH4/L + 0.0 mgN-NO,/L + 14.9 mgN-NOs/L

22mg/L =15.0 mg/L + a;

a =error

Para explicar la baja produccion de nitrito y nitrato en comparacién con el amonio
transformado en el seno del liquido se propone que, en el interior de la biopelicula formada
sobre los cubos Linpor, se llevd a cabo una desnitrificacion simultanea. Estudios previos
permiten asumir que el nitrdgeno de nitrato liberado en la region superficial de la
biopelicula se difunde hacia las regiones profundas de la biopelicula que presentan una
concentracion menor de este compuesto. Algunas de estas regiones presentan
condiciones anaerobias y, por consiguiente, las condiciones apropiadas para que se lleve
a cabo una desnitrificacion (Gieseke et al., 1999, 2000; Arnz et al., 2001).

Orto-fosfatos-ler ciclo. En la Figura 4.33-B, en el primer ciclo bajo andlisis (carga
organica de 0.5-2.5 gDQO/m?.d), la concentracion de orto-fosfatos cuantificada en el agua
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residual influente es de 2.3 mgP-PO4L. Al término de la fase anaerobia la concentracion
de este compuesto en el seno liquido incrementa hasta 3.0 mgP-PO4/L (30%).

La liberacion de orto-fosfatos continGa incluso durante la primera hora después de que
inicié la aireacion alcanzando valores de 3.5 mgP-PQ,/L. Este fenbmeno se describe
lineas arriba en la explicacion correspondiente al segundo ciclo del reactor empacado con
las esferas Liapor. Después del minuto 180, la concentracién de orto-fosfatos disminuye
abruptamente hasta llegar a una concentracion de 0.1 mgP-PO4/L en el minuto 360 v,
continlia asi hasta el final del ciclo, para una remocion final del 96 por ciento.

Si se observa la Figura 4.33-C se puede apreciar que los niveles de oxigeno durante la
fase aerobia se mantuvieron por arriba de un valor de 4 mgO»/L, asi que no hubo mayor
problema para la actividad de las bacterias con metabolismo aerobio.La curva del oxigeno
muestra cémo llegaron las concentraciones hasta 7 mg/L para terminar con un valor de 4
mg/L como consecuencia del consumo de oxigeno por parte de los microorganismos
presentes en la biopelicula. El pH se mantuvo sin fluctuaciones considerables a lo largo
del ciclo con valores entre 7.5 y 7.9. Al minuto cero, que representa la medicién en el
influente, el pH fue de 7.7. Durante la fase anaerobia se acidifica ligeramente y el pH baja
hasta 7.4 para después subir durante la fase aerobia hasta un valor de 7.9 al final del ciclo.
La temperatura del agua incrementé de 16 (influente) a 24-26 grados centigrados.

DQO total y soluble-2°ciclo. En la Figura 4.34-A se puede apreciar el comportamiento la
DQO durante el segundo ciclo bajo estudio correspondiente al dia experimental 352
(intervalo de carga organica de 3.0-8.0 gDQO/m?.d). En este caso se hizo la medicién de
los parametros al final de la fase de llenado del reactor (minuto 30) pudiendo observar que
de entrada la DQO total diminuye su valor en un 16 por ciento (de 95 a 80 mg/L). Esta
disminucion de los valores de DQO total durante el llenado se atribuye principalmente a
procesos de adsorcion de particulas suspendidas a la superficie de los cubos de hule
espuma, siendo mayor en este caso que para los anillos Kaldnes y las esferas Liapor.
Durante el siguiente tiempo de reaccion anaerobia, la DQO total disminuye hasta alcanzar
un valor de 60 mg/L, lo que representa un decremento del 37 por ciento con respecto al
valor del agua residual a la entrada del reactor. Durante la fase aerobia continta
decreciendo el valor de la DQO total hasta alcanzar una remocion del 77 por ciento con
valores de 22 mg/L en el efluente.

La DQO soluble incrementa ligeramente durante la fase de llenado de 44 a 48 mg/L.
(Figura 4.34-A). Lo cual se atribuye a la presencia de compuestos residuales solubles que
hayan quedado atrapados dentro de los cubos y que por fendmenos de gradientes de
difusion son liberados al seno del liquido. Durante la siguiente hora de la fase anaerobia
(minuto 90) se llevan acabo reacciones por parte de los metabolismos anaerobios del
consorcio microbiano presente en la biomasa. Disminuye la DQO soluble en el seno del
liguido hasta un valor de 31 mg/L (29 por ciento con respecto al valor de entrada). Sin
embargo, después del minuto 90 comienza a incrementar el valor de la DQO soluble hasta
alcanzar un valor de 31 mg/L en el minuto 150 (30 minutos después de que inicié la
aireacion). Esto encuentra explicacion en una fuerte actividad de los metabolismos
anaerobios, contribuyendo con sus productos de desecho en el valor de la DQO soluble y
gue, posteriormente, seran aprovechados por los microorganismos de metabolismos
aerobios. Al término del ciclo, la DQO soluble presenté un valor de 14 mg/L para una
remocion total del 68 por ciento.
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Figura 4.34. Reactor empacado con cubos Linpor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas.
Intervalo de carga organica de 3.0-8.0g DQO/m?d.

Compuestos nitrogenados-2° ciclo. EI comportamiento de amonio es similar en el
analisis que se presenta para el segundo ciclo bajo estudio correspondiente al intervalo de

89



carga organica 3.0-8.0 gDQO/m?.d. La Figura 4.34-B muestra el comportamiento de
compuestos nitrogenados y fosforados para dicho ciclo. La concentracion de amonio a la
entrada del sistema fue de 39 mgN-NH,4/L. Durante los 30 minutos que dura el llenado del
reactor la concentracion de amonio en el seno del liquido baja a 31 mgN-NH4/L (20 por
ciento) y se mantiene practicamente sin cambios durante el resto de la fase anaerobia. En
el caso del reactor con lecho Linpor, se tiene un desfase de 30 minutos en la
transformacion del nitrégeno amoniacal, igual y como sucedié con los reactores
empacados con los anillos Kaldnes y las esferas Liapor.

A partir del minuto 150 la concentracidbn de amonio en el seno del liquido comienza a
disminuir hasta alcanzar una transformacion completa al final de la fase aerobia con
concentraciones inferiores a 1 mgN-NH,4/ para una remocion total del 99 por ciento.

Por lo que respecta al nitrdgeno de nitrito y de nitrato, no es sino hasta después de media
hora de aireacion que se tienen las primeras mediciones detectables. A partir del minuto
210 la concentracion de nitratos en el seno del liqguido aumenta considerablemente hasta
alcanzar un valor de 17.3 mgN-NOgs/L al final del ciclo.

N-NHy infiuente = (N-NHz + N-NO2 + N-NOz)efiuente
39mgN-NH4/L = 0.2 mgN-NH4/L + 0.6 mgN-NO,/L + 17.3 mgN-NOs/L

39mg/L =18.1mg/L+a
donde a= error

En esta ocasion, el déficit que resulta del balance de nitrégeno inorganico indica que, la
actividad por parte de las bacterias que desnitrifican, fue mayor que en los casos
anteriores, con 20.9 mgNT/L transformados por esta via.

Orto-fosfatos-2° ciclo. En el segundo ciclo bajo andlisis (carga organica de 3.0-8.0
gDQO/m?.d) los orto-fosfatos entraron al sistema con una concentracién de 2.5 mgP-
PO4/L. Después de los 30 minutos que tarda el llenado del reactor la concentracion no
cambia (figura 4.34-B). Una vez que inicia la recirculacion del agua la concentracion de
orto-fosfatos incrementa hasta alcanzar un valor cercano a 6 mg/L, lo que representa un
incremento del 140% con respecto al valor de entrada. Al igual como ocurrié con los
reactores empacados con los anillos Kaldnes y las esferas Liapor, los cubos Linpor
presentan 30 minutos de desfase en la transformacién de los orto-fosfatos una vez que
inica la reaccion aerobia. Es asi como durante los primeros 30 minutos de aireacion, los
orto-fosfatos contintan incrementando hasta alcanzar una concentracion de 6.9 mg/L. A
partir del minuto 150 empieza a decrecer dicha concentracién hasta un valor de 0.5 mg/L
al término de la fase aerobia, lo que significa un porcentaje de remocién del 80 por ciento.

El comportamiento de los parametros determinados en el seno liquido se presenta en la
figura 4.34-C. La concentracion de oxigeno disuelto muestra cambios después de los
primeros 30 minutos de aireacion. Al minuto 210 la concentracion de oxigeno disuelto se
dispara hasta un valor de 5.9 mgO./L y fluctuar en el tiempo subsiguiente alrededor de 5
mgO-/L. El valor de pH a la entrada fue de 8.1 y se mantuvo sin cambios de consideracion
a lo largo del ciclo de operacion. La temperatura del agua increment6 de 16 grados
centigrados en el influente a 25 grados centigrados en el seno del liquido.
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4.2.7 Analisis comparativo
4.2.7.1 Remocion especifica de materia organica medida como DQO total

Si se considera la tasa de remocion de DQO, cada uno de los tres reactores bajo estudio
presenta diferentes ventajas (Figura 4.35).
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Figura 4.35. Remocion de materia organica versus carga organica inicial
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El reactor empacado con las esferas Liapor remueve mejor la DQO con cargas organicas
bajas y el reactor empacado con los cubos Linpor con altas. La remocion con el reactor
empacado con los anillos Kaldnes se encuentra en un punto intermedio entre los otros dos
medios. Los tres reactores presentan una operacidon mas estable con cargas organicas
con valores inferiores a 2.5 gDQO/m?d. En esta misma figura es posible observar que, a
cargas organicas bajas, Liapor y Kaldnes muestran las mayores variaciones con
remociones desde 35 hasta 88%. En general, para los tres sistemas, al aumentar la carga
organica aumentan los valores de la remocion de DQO total y se reduce la dispersion. A
cargas organicas entre 7 y 8 gDQO/m?-d todos los valores son superiores al 75%. Para
cargas organicas entre 0.5 y 2.5 gDQO/m*d, el reactor empacado con los cubos Linpor se
mantiene con remociones de DQO total entre 55 y 85% y, para cargas organicas entre 3.0
y 8.0 gDQO/m?-d, aumenta la remocién a valores entre 71 y 98%. En general, el reactor
con lecho Linpor presenta las mayores remociones de DQO total dentro del intervalo de
cargas organicas analizadas.

La Figura 4.36 muestra las tasas especificas de remocidon con respecto a la carga
organica. Los tres medios de soporte presentaron un factor de correlacion similar
alrededor de 0.96.
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Figura 4.36. Tasa especifica de remocion versus carga organica inicial

Los valores del reactor con lecho Linpor forman una linea con una pendiente promedio de
1.0. Esto no significa que se lleve a cabo una remocion completa pero si indica que los
puntos forman una linea paralela a la linea del 100 % de remocion (linea punteada). El
reactor empacado con los cubos Linpor presenta las tasas especificas de remocion mas
altas de los tres reactores. El ajuste de lineas indica que este reactor funciona mejor con
cargas organicas altas. Comparado con el reactor de lecho Linpor, el reactor empacado
con las esferas Liapor muestra un mejor funcionamiento con cargas organicas bajas. El
lecho Liapor presenta el factor de correlacion mas alto de los tres medios, lo que indica un
comportamiento mas predecible. Para cargas organicas superiores a 3.0 gDQO/m?-d el
lecho Linpor presenta los valores de remocion mas altos y el lecho Liapor los méas bajos.

92



El reactor empacado con los anillos Kaldnes se encuentra en un punto intermedio entre

ambos.

4.2.7.2 Remocién especifica de materia organica medida como DQO soluble

Los reactores empacados con las esferas Liapor y los anillos Kaldnes presentan un

comportamiento similar en la tasa de remocion de materia organica disuelta determinada
como DQO soluble (Figura 4.37).
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Ambos reactores alcanzan las mayores tasas de remocion con cargas organicas bajas
aunque presentan valores dispersos. Las esferas Liapor con cargas organicas inferiores a
2.5 gDQO/m?.d presentan tasas de remocién en un intervalo de 47 y 81 por ciento. Con
cargas organicas superiores a 3.0 gDQO/m?-d el lecho Liapor, aunque disminuye la
dispersion de sus valores, tiene un decremento en la tasa de remocion con valores en un
intervalo de 42 a 66 por ciento. Los anillos Kaldnes con cargas organicas inferiores a 2.5
gDQO/m?-d presentan tasas de remocién en un intervalo de 28 a 80 por ciento.

Con cargas organicas superiores a 3.0 gDQO/m?-d el lecho Kaldnes también presenta un
decremento en la tasa de remocién pero con un conjunto de datos mas compacto en un
intervalo de 40 a 67 por ciento. En la misma figura 4.36 se puede apreciar que el lecho
Linpor presenta una operacion mas estable durante todo el experimento con tasas de
remocion inferiores al 79 por ciento y superiores al 47 por ciento con cargas organicas
inferiores a 2.5 gDQO/nT-d y superiores al 57 por ciento con cargas orgénicas arriba de
3.0 gDQO/m?.d.

La Figura 4.38 muestra las tasas especificas de remocion de materia organica disuelta
determinada como DQO soluble con respecto a la carga organica considerando la DQO
soluble. Los reactores empacados con las esferas Liapor y los anillos Kaldnes presentan
comportamientos similares con una pendiente de 0.57, lo que indica una remocion
promedio de materia organica dsuelta de 57 por ciento. El ajuste de lineas indica que
ambos reactores alcanzan mayores tasas de remocion con cargas organicas bajas. Por el
contrario, el reactor empacado con los cubos Linpor alcanza mayores tasas de remocion
que los otros dos reactores con cargas organicas altas. El reactor empacado con los
anillos Kaldnes presenta el factor de correlacion més alto de los tres lechos.
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4.2.7.3 Compuestos nitrogenados

La Figura 4.39 muestra la remocién de amonio con respecto a la carga organica aplicada.
Los tres reactores presentan una mejor remocioén de amonio con cargas organicas bajas.
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Figura 4.39. Remocién de N-NH, versus carga organica inicial

95



El reactor empacado con los cubos Linpor presenta un funcionamiento mas estable y con
los mejores porcentajes de remocion a lo largo de todo el estudio. En 95 por ciento de los
analisis experimentales el lecho Linpor alcanzé valores superiores al 50 por ciento de
remocion (Figura 4.39). Contrario a este comportamiento, la remocion de amonio con el
reactor empacado con las esferas Liapor fue pobre para altas cargas, con valores
consistentemente inferiores al 60 por ciento.

El reactor empacado con los anillos Kaldnes presenta dos grupos experimentales de
resultados: con cargas organicas inferiores a 2.5 gDQO/n?-d el lecho Kaldnes alcanzo
altas tasas de nitrificacion; con cargas organicas superiores a 3.0 gDQO/n7-d las tasas de
remocion permanecieron en su mayoria abajo de 40 por ciento sin mostrar alguna
tendencia. El lecho Liapor muestra un comportamiento similar al del lecho Kaldnes con
cargas organicas superiores a 3.0 gDQO/n? -d.

La figura 4.40 muestra la remocion de amonio con respecto a la carga de amonio inicial.
Se puede apreciar un comportamiento similar al de la figura 4.39. Con cargas de amonio
bajas los tres reactores presentan remociones cercanas al 100 por ciento. El reactor
empacado con el lecho Kaldnes con cargas de amonio superiores a los 0.20 gN-NH4/m?-d,
presenta remociones por abajo deI 70 por ciento. Las esferas Liapor con cargas de amonio
superiores a los 0.60 gN-NH./m?-d presenta remociones inferiores al 60 por ciento. Para
cargas de amonio por arriba de 0.60 gN-NH4/m?-d, los cubos Linpor presenta porcentajes
de remocién superiores al 40 por ciento.
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Figura 4.40. Porcentaje de remocién de amonio con respecto a la carga de amonio inicial

Los cubos Linpor alcanzaron las concentraciones mas altas de NNOs durante todo el
experimento alcanzando valores hasta de 23 mg/L (Figura 4.41). Con cargas organicas
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bajas los reactores empacados con los cubos Linpor y las esferas Liapor presentan
valores similares de N-NO3 cercanas al 100%.
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El reactor empacado con los anillos Kaldnes presenta los valores mas bajos en la
concentraciéon de NNOs durante todo el experimento con concentraciones abajo de 8
mg/L. Las concentraciones de N-NOs3 fueron decreciendo en los reactores empacados con
las esferas Liapor y los anillos Kaldnes conforme incrementa la carga organica. En la
Figura 4.41 también se puede apreciar que la concentracion de N-NO incrementa
conforme incrementa la carga organica. Los anillos Kaldnes presentan concentraciones
cercanas a 5 mg/L con cargas organicas bajas.

Se esperaba obtener concentraciones mas altas de N-NO3; en comparacion con el amonio
removido. La explicacion que se da para entender porque en los tres sistemas existe una
diferencia entre los valores de nitrdgeno amoniacal removido y la generacion de nitrdgeno
de nitrato y nitrito, es una desnitrificacion simultanea llevada a cabo en las zonas
profundas de las biopeliculas desarrolladas sobre los tres medios de soporte. Cabe
retomar el balance de nitrégeno presentado en el capitulo de la metodologia. En dicho
balance se conoce la cuantificacion de nitrogeno total medido como nitrégeno organico
mas el medido como nitrégeno inorganico, este Ultimo contempla el nitrégeno en su forma
de nitrégeno amoniacal (N-NHg), nitritos (N-NO3) y nitratos (N-NOg3). Las mediciones se
realizaron en el influente, efluente y agua de retrolavado, resultando el nitrégeno molecular
la incégnita. Se tiene entonces la ecuacion:

(Q, NT)ianueme_ (Q, NT)equente = (Q, NT)retroIavacb + N2 -

El material nitrogenado que hubiera podido utilizarse en crecimiento celular ya esta
contemplado en el exceso de biomasa que se desprendié durante el retrolavado. Por
consiguiente, el nitrgeno molecular (N;) representa la cantidad de nitrdgeno total que se
transforma por medio de la desnitrificacion.

N2 - = (Q, NT)inf luente” |_(Q, NT)equente+ (Q, NT)retroIavaabJ

Para una carga organica de 2.4gDQO/m?-d se obtiene en el reactor empacado con anillos
Kaldnes una desnitrificacion de 0.6gNT/d mientras que para una carga organica de
6gDQO/m?d fue de 1.9gNT/d (Tabla 4.7). El proceso de desnitrificacién incrementd en un
216 por ciento con respecto a una carga organica de 2.4gDQO/n7d.

Tabla 4.7 Balance de nitrogeno total (NT). Anillos Kaldnes

Carga NT NT NT N, - NT® NT" o iomasa
organica influente efluente  retro (g/cziclo) biomasa biomasa g/kg
(gDQO/M?*-d)  (g/m®)  (g/m’)  (g/m°) (g/kg)  (g/kg)
24 51 44 104 0.6 4.5 75 3
6.0 50 31 22.4 1.9 14.6 19.1 4.5

NT, medicion después de retrolavar ; NT ", medicion antes de retrolavar,
Caudal de influente y efluente = 0.138 m’/ciclo; caudal del agua de retrolavado (cada 48h)= 0.032 m’/ciclo;
?biomasa = (NTA - NTD); g/kg, gramos de NT por kg de masa seca

Las mediciones que se hicieron de NT en muestras de los anillos Kaldnes con biomasa
después y antes del retrolavado indicaron que el material celular incrementé en un 67 por
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ciento durante la operacién del reactor para una carga organica de 2.4gDQO/n?-d y en un
31 por ciento para una carga organica de 6gDQO/m?-d. Para una cargas organica de
6gDQO/m?d la cantidad de biomasa medida como NT incrementd en un 224 por ciento
con respecto a una carga organica de 2.4gDQO/m>d.

La Tabla 4.8 presenta el balance de NT para el reactor empacado con esferas Liapor. De
los datos presentados se desprende que para una carga organica de 2.4 gDQO/m?.d se
transformaron 0.9 gNT/d de compuestos nitrogenados por via de la desnitrificacion. Este
valor incrementd en un 55 por ciento para una carga organica mayor, es este caso de 6
gDQO/m?.d, con 1.4 gNT/d transformados por procesos de desnitrificacion.

Tabla 4.8 Balance de nitrogeno total (NT). Esferas Liapor

Carga NT NT NT NTP NTA obi
organica influente efluente  retro /2.'| biomasa biomasa |o/r|l1asa
(@Qom’d) (gm)  (@m) @m) 99 g kg 99

2.4 51 36 38 0.9 5.65 6.28 0.6

6.0 50 30.7 38,6 1.4 1.08 1.25 0.2

NT’, medicion después de retrolavar ; NT, medicion antes de retrolavar,
Caudal de influente y efluente = 0.138 m3/ciclo; caudal del agua de retrolavado (cada 48h)= 0.032 m3/ciclo;
?biomasa = (NTA - NTD); g/kg, gramos de NT por kg de masa seca

En la misma Tabla 4.8 se presentan las determinaciones de NT medidas directamente en
muestras de esferas Liapor con biomasa inmediatamente después de retrolavar y antes de
llenar el reactor, y de esferas con biomasa antes de retrolavar y después de vaciar el
reactor al final del tercer ciclo de un dia de operacion. Para la primera carga organica que
se presenta, se tuvo un incremento de biomasa medida como NT del 11 por ciento,
mientras que para la segunda carga organica fue del 18 por ciento.

Lo que es de llamar la atencion es la presencia de mayor cantidad de biomasa con una
carga organica mas baja que con una carga organica alta, cuando se esperaba lo
contrario. Se infiere que fue mayor el desprendimiento de la biomasa durante el
retrolavado para cargas organicas superiores a 3.0 gDQO/m?-d. Con cargas organicas
bajas, la biopelicula en la parte profunda es mas densa (Okabe et al., 1998), lo que le
confiere una mayor rigidez y estabilidad mecanica, por lo que se tiene una mayor
resistencia al desprendimiento de la biopelicula (Rasmusen y Lewandowski, 1998).

En el balance de nitrégeno total que se presenta en la Tabla 4.9, se puede ver que en el
reactor empacado con los cubos Linpor se obtuvieron valores homogéneos en la
determinacion de NT que se transforma por procesos de desnitrificacion y en la
cuantificacion de biomasa. Se logré una mejor transformacion del nitrégeno de amonio por
via de la desnitrificacién con una carga organica de 2.2 gDQO/m?.d (4.1 gNT/d) que con
una carga orgénica de 5.5 gDQO/n¥-d (3.5 gNT/d). Sin embargo, la diferencia no es
significativa, por lo que se consideran valores similares. El valor de NT determinado en el
agua de retrolavado y el incremento de biomasa es similar para los dos casos lo que
indica un crecimiento estable y homogéneo de la biomasa.
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Tabla 4.9 Balance de nitrogeno total (NT). Cubos Linpor

Carga NT NT NT - NT® NT* ol iomasa
organica influente efluente  retro . biomasa biomasa
(@Qom’d) (g (@m) (@m) 99 g (kg 99

2.2 51 15.2 14.4 4.1 5.65 6.14 0.5

5.5 50 18.6 14.9 3.5 5.61 6.22 0.6

NT", medicion después de retrolavar ; N‘g", medicion antes de retrolavar, .
Caudal de influente y efluente = 0.126 m™/ciclo; caudal del agua de retrolavado (cada 48h)= 0.032 m™/ciclo;

“biomasa = (NT* - NTP); g/kg, gramos de NT por kg de masa seca
4.2.7.4 Orto-fosfatos (P-PO,)

Los porcentajes de remocién de P-PO, con respecto a la carga organica durante todo el
experimento se presentan en la Figura 4.41. El andlisis global para los tres reactores
muestra bajos porcentajes de remocion y sin ningun patrén caracteristico. Sin embargo,
con bajas cargas organicas los tres reactores presentan tasas de remocion por arriba del
50 por ciento.

Con cargas organicas por arriba de 4 gDQO/m?-d presentan porcentajes de remocién por
debajo del 60 por ciento. El reactor empacado con los cubos Linpor presenta en promedio
los valores mas altos de remocidn pero también los méas dispersos. Debido a que el agua
residual que se utilizé durante el estudio presentd una baja relacion DQO/N de 6.6, se
asume que la DQO biodegradable fue utilizada por bacterias que pueden desnitrificar y
gue tienen la facultad de degradar el nitrato remanente de los ciclos precedentes.

Los organismos acumuladores ce fosfato son capaces de desnitrificar Ealkentoft, 2000;
Falkentoft et al., 2001). Cuando las condiciones de los reactores cambian de una
operacion aerobia a una anaerobia los microorganismos pueden utilizar el nitrito o nitrato
remanente como aceptor externo de electrones y, por consiguiente, no liberar gran
cantidad de fosforo (Park y Chang, 2000; Arnz et al., 2001).
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Figura 4.40. Remocién de P-PQO,4 versus carga organica inicial
4.2.7.5 Modelo unidimensional de transporte de masa en la biopelicula

El nimero de Reynolds para un flujo a través de un lecho empacado (adaptado de Iwai y
Kitao, 1994 y de Nicolella et al., 2000), de la pagina 44, es:
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(3-7)
La Tabla 4.10 presenta los valores calculados del numero de Reynolds. Practicamente los
tres reactores presentaron valores del numero de Reynols superiores a 2000, por lo que
se considera que los reactores operaron bajo condiciones de flujo turbulento. El caso de
los cubos Linpor, durante el primer intervalo de carga orgénica, obtuvo un valor de 1773
en el nimero de Reynolds, este valor se considera en las inmediaciones de los limites
para decidir que tipo de flujo se tiene. Para fines practicos, se considera turbulento.

Tabla 4.10. Valores obtenidos en la determinacion del nimero de Reynolds para el liquido
a través de los diferentes medios de soporte en estudio

Medio de soporte

Esferas Liapor Anillos Kaldnes Cubos Linpor
d, g/cm® 0.9972 0.9972 0.9972
W, g/cm-s 0.0095 0.0095 0.0095
d,cm 0.7 1.0 15
e 0.38 0.44 0.58
Carga organica 0.5-2.5 gDQO/m* d
U, cm/s 0.56 0.45 0.34
E 19.48 19.48 19.48
Re 2084 2084 1773
flujo turbulento turbulento Laminar
Carga organica 3.0-8.0 gDQO/m*-d
U, cm/s 0.47 0.39 0.31
E 29.18 29.18 29.18
Re 2626 2714 2451
flujo turbulento turbulento Turbulento

Con base en los resultados obtenidos del nimero de Reynolds se adoptdé el modelo
unidimensional de transporte de masa en la biopelicula para calcular el parametro
adimensional de penetracion 3) y asi determinar si las biopeliculas bajo estudio estan
parcial o totalmente penetradas. En el Subcapitulo 2.5 se plantean las cuatro suposiciones
principales en las que se basa el modelo unidimensional y que son retomadas en una
breve explicacion para comprender el analisis de transporte de masa en las biopeliculas
desarrolladas sobre los tres medios de soporte bajo estudio:

1. Se supone que la biopelicula presenta condiciones homogéneas fisica vy
biol6gicamente.

2. Se considera la presencia de un substrato limitante (Cg).

3. Se supone gque la concentracion de dicho sustrato en el seno del liquido es la
misma que existe justo en la capa liquida que se encuentra en contacto inmediato
con la superficie de la biopelicula. Por lo tanto, se supone que la difusion de
sustrato a traves de la capa liquida no tiene efecto alguno sobre el proceso.

4. El transporte de sustrato dentro de la biopelicula se realiza por difusién molecular
considerando el coeficiente de difusion D.
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El parametro adimensional de penetracion fue definido por Harremdes en 1978 (pagina

22):
,2><D C
b= - - = _
ko XLZ (2 8)
donde
3 parametro de penetracion adimensional
Cs concentracion de substrato en el seno liquido mg/L
D coeficiente de difusion del substrato m-/d
Ko tasa de reaccion de orden cero g/m*d
L espesor de la biopelicula m

Cs=Cinterfase
D, para el valor correspondiente al sustrato se ve en tablas (Williamson y McCarty,
1976; Harremoes y Henze, 1997)
L espesor de la biopelicula
a. Liapor: se midi6 el espesor de las biopeliculas directamente en muestras de
las esferas con el microscopio confocal laser de barrido
b. Kaldnes: se considera la distancia de la superficie del espacio axial hacia la
mitad interna del espacio axial, esto es 3.5 mm de espesor.
c. Liapor: se tiene una distancia de la superficie hacia el centro de 7 mm de

espesor.
ko se determina experimentalmente con la corrida de ciclos de representativos de
operacion de ocho horas.

Si3>1 la biopelicula esta totalmente penetrada.
Si 3<1 la biopelicula esta parcialmente penetrada.

La Tabla 4.11 presenta los valores de los parametros de penetracion () obtenidos en los
tres reactores para cuatro corridas experimentales. En el apéndice 3 se dan detalles sobre
la determinacion de 3.

Las esferas Liapor presentan para todos los casos, condiciones de una biopelicula
totalmente penetrada (Tabla 4.13). Las esferas presentaron un espesor promedio de
biopelicula de 135 y 425 um para un intervalo de carga organica de 0.5-2 y 2-8
gDQO/m?.d, respectivamente. Tyagi y Vembu (1990) reportan una profundidad de
penetracion en las biopeliculas de entre 50 y 200 micrémetros.

Continuando con los resultados presentados en la Tabla 4.13 se puede apreciar que los
anillos Kaldnes presentan valores de 3 superiores a la unidad determinados para la
biomasa desarrollada sobre el espacio axial, lo que indica condiciones de penetracion total
en lo que se refiere a la difusibn de materia organica (DQO) y nitrogeno amoniacal (N-
NH;) a través de la biopelicula. Los valores de [ calculados para los nitratos (N-NOg)
indican que para el primer intervalo de carga organica el nitrato no penetrd en su totalidad
a la biopelicula desarrollada sobre el espacio axial de los anillos Kaldnes. En el caso de
los valores obtenidos del parametro de penetracion para el oxigeno molecular se tuvieron

103



dos condiciones en la biopelicula formada sobre el espacio axial. Para el primer intervalo
de carga organica de 0.5-2.5 gDQO/m?-d se obtuvieron valores de R superiores a la
unidad, de lo que se concluye que el oxigeno molecular penetré totalmente la biopelicula
hasta las capas profundas.

Tabla 4.11. Valores determinados del parametro adimensional de penetracion () para
varios compuestos en los tres reactores

- Carga organica ?
medio 2
(gDQ0O/m*-d) DQO N-NH,4 N-NO; Oxigeno disuelto
0.9 19.5 57.7 24.5 7,800.3
Esferas 11 34.6 42.7 26.8 11,444.7
Liapor 2.4 13.2 40.7 9.5 393.6
6.8 10.9 59.2 9.5 481.1
. 0.8 0.9 2.8 0.9 25
Anillos
Kaldnes 11 15 3.2 0.9 6.0
(espacio 2.4 1.2 7.0 1.1 0.2
axial)
6.8 1.3 7.4 1.0 0.4
Anillos 0.8 25 75 2.5 3.1
Kaldnes 11 4.2 8.6 2.5 3.0
(aletas 2.4 9.3 54.4 8.9 10.8
externas)
6.8 10.0 57.2 7.8 20.9
2.0 0.4 0.8 0.5 1.7
Cubos 2.6 0.5 0.7 0.5 1.6
Linpor 2.2 0.6 0.9 0.5 1.9
6.3 0.4 0.7 0.5 2.3

Para el segundo intervalo de carga organica de 3.0-8.0 gDQO/m?-d los valores de R fueron
inferiores a la unidad con lo que se tienen condiciones de una biopelicula parcialmente
penetrada por el oxigeno, lo que indica que se tenian condiciones anaerobias en las capas
profundas. Si se recurre a las imagenes que se captaron con el microscopio
estereoscopico de las muestras de los anillos Kaldnes correspondientes al segundo
intervalo de carga organica (Apartado 4.2.5.1), se aprecia una coloracién grisacea en la
parte central del espacio axial de este medio de soporte, lo que permite suponer que esta
coloraciéon se debe a la falta de oxigeno en dicha zona. Esto se confirma con los valores
de R obtenidos. En los dos intervalos de carga organica el crecimiento bacteriano que se
desarrollé sobre las aletas longitudinales externas de este medio de soporte presento
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condiciones de una biopelicula totalmente penetrada con valores de 3 superiores a la
unidad.

En el Apartado 4.2.5.1 se menciona también la presencia de bacterias nitrificantes en las
capas profundas en los anillos Kaldnes detectadas con el método de hibridacion
fluorescente in situ de Vermicon. La presencia de nitrificantes en la zona profunda se
explica nuevamente con las imagenes de los anillos Kaldnes. En dichas imagenes se
puede ver que antes de retrolavar el espacio axial de este medio se encuentra totalmente
ocupado por biomasa, condicién que se considerd en la determinacion de 3. Después del
retrolavado se desprende, en algunos casos, parte de la biomasa de la zona axial
guedando expuesta la zona profunda de la biopelicula. De esta forma las bacterias
nitrificantes que se encuentran en dicha zona quedan expuestas nuevamente a la
presencia de oxigeno molecular necesario para su metabolismo. Si se correlacionan los
valores de 3 con los porcentajes de remocion de amonio se puede explicar la razén por la
cual Kaldnes removi6 menos amonio en el segundo intervalo de carga organica,
debiéndose principalmente a la limitacion de oxigeno a través de la biopelicula hacia las
zonas profundas en las cuales se observa una ligera coloracion gris que indica la
presencia de sulfuros producidos por condiciones anaerobias.

La biomasa desarrollada sobre las aletas externas presentd condiciones de penetracion
total para los cuatro substratos bajo estudio.

Con base en los valores calculados de 3 para los cubos Linpor (Tabla 4.13) se tiene que,
para el caso de la materia organica y compuestos nitrogenados, la biopelicula desarrollada
sobre este medio de soporte presenta condiciones de una pelicula parcialmente penetrada
con valores de R inferiores a la unidad. Sin embargo, el valor de 3 obtenido para el
oxigeno disuelto indica que la biopelicula estuvo totalmente penetrada por este
compuesto. Este ultimo rubro concuerda con las imagenes obtenidas con el microscopio
estereoscopico de la apariercia fisica de la biomasa y que se presentan en el Subcapitulo
4.2 Apartado 4.2.5.3, en donde no se notan cambios aparentes en la consistencia y
coloracion entre la biomasa presente de las capas superficiales y la de las capas
profundas de Linpor. Las capas profundas no indicaban indicios de condiciones
anaerobias, basicamente no se observaron coloraciones grisaceas, lo que hacia suponer
gue el oxigeno molecular se difundia hasta las capas profundas del medio. De igual
manera, la deteccion con el método hibridacion fluorescente in situ de Vermicon de las
bacterias nitrificantes en las capas profundas confirma la presencia de oxigeno en estas
zonas (Subcapitulo 4.2, Apartado 4.2.5.3).

4.2.7.6  Método estadistico
En el apéndice 4 se presentan los valores de las mediciones de los pardmetros de
respuesta obtenidos para los tres reactores durante todo el periodo experimental.

Porcentaje de remocion de DQO total

La estadistica de Brown y Forsythe (STATA, 2001) (prueba de Levene centrada en la
mediana; Winer, 1971), W = 3.97 con 2 grados de libertad en el numerador y 90 en el
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denominador, indico que la desviacion estandar del porcentaje de remocion de DQO total
no es igual para todos los reactores (p = 0.022). Ademas, los coeficientes de correlacion
presentados en la Tabla 4.12 indican que solo en los reactores empacados con los anillos
Kaldnes y los cubos Linpor existe una asociacion lineal moderada entre la carga organica
y el porcentaje de remocion de DQO total. Por lo tanto, las condiciones para ajustar un
modelo de andlisis de covarianza no se cumplen cabalmente.

La alternativa es buscar una transformacion del porcentaje de remocién de DQO total que
produzca una varianza similar para todos los reactores y que esté linealmente relacionada
con la carga organica. En @so de existir esta transformacién los resultados tendrian el
inconveniente de que serian dificiles de interpretar. Por esta razon en el analisis se decidio
ignorar la carga organica y comparar el porcentaje de remocion de DQO total de los
reactores mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Winer, 1971). La
estadistica de prueba fue igual a 14.15 con 2 grados de libertad y un nivel significativo de
0.0008. Es decir, se rechaza la hipétesis de que el porcentaje de remocion de DQO total
es igual para todos los reactores. La Tabla 4.12 muestra que dicho porcentaje es similar
en los reactores empacados con las esferas Liapor y los anillos Kaldnes e inferior al
porcentaje obtenido para el reactor empacado con los cubos Linpor.

Tabla 4.12. Porcentaje de remocién de DQO total

Reactor NUm obs. Promedio Des. Est. Coef. Corr.
Esferas Liapor 32 70.91 11.06 0.22
Anillos Kaldnes 29 68.52 19.50 0.76

Cubos Linpor 32 82.47 12.40 0.73

Porcentaje de remocién de DQO soluble

La estadistica de Brown y Forsythe (STATA, version 7) (prueba de Levene centrada en la
mediana; Winer, 1971)), W = 1.78 con 2 grados de libertad en el numerador y 84 en el
denominador, indicO que la varianza del porcentaje de remocion de DQO soluble es
homogénea para los tres reactores (p = 0.175). Los coeficientes de correlacion
presentados en la Tabla 4.13 indican que la relacion lineal entre la carga organica y el
porcentaje de remocién de DQO soluble es: nula en el reactor empacado con las esferas
Liapor y débil en los otros dos reactores.

Por lo tanto, se omitié del andlisis estadistico la carga organica y se comparo el porcentaje
promedio de remocion de DQO soluble de los reactores mediante un modelo de analisis
de varianza con un criterio de clasificacion. La estadistica de prueba que se obtuvo fue F =
6.92 con 2 y 84 grados de libertad en el numerador y en el denominador respectivamente.
El nivel significativo es p = 0.0017 por lo que se rechaza la hipotesis de que los tres
porcentajes promedio son iguales. El método de comparaciones multiples de Scheffé
(Winer, 1971) indicé que los porcentajes promedio de remocion de DQO soluble de los
reactores empacados con las esferas Liapor y los anillos Kaldnes son estadisticamente
iguales (p = 0.809) y que el porcentaje promedio del reactor empacado con los cubos
Linpor es mayor al de los reactores empacados con las esferas Liapor (p = 0.023) y los
anillos Kaldnes (p = 0.003).
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Tabla 4.13. Porcentaje de remocion de DQO soluble

Reactor NUm obs. Promedio Des. Est. Coef. Corr.
Esferas Liapor 28 58.07 12.83 -0.0811
Anillos Kaldnes 30 55.8 16.02 0.3948

Cubos Linpor 29 67.93 10.11 0.4916

Porcentaje de remocion de N-NH,

La Tabla 4.14 muestra la media y la desviacion estandar del porcentaje de remocion de N-
NH; para cada reactor. Para los reactores empacados con las esferas Liapor y los anillos
Kaldnes dichas estadisticas son similares. En cambio, para el reactor empacado con los
cubos Linpor se obtuvo una media mayor y una desviacion estandar menor a la de los
otros dos reactores. Al aplicar la prueba de Levene (Winer, 1971) centrada en la mediana
se concluy6 que no existe homogeneidad de varianzas (W = 5.08 con 2 grados de libertad
en el numerador y 83 en el denominador, p = 0.008).

Por otra parte, los coeficientes de correlacion indican que existe una asociacion lineal
entre débil y moderada entre el porcentaje de remocion de N-NH, y la carga orgénica. En
la Figura 5.57 se puede observar que dicha asociacion es inducida por aproximadamente
veinte datos con una carga organica menor a dos. Sin embargo, en términos generales se
puede afirmar que no existe relacién alguna entre el porcentaje de remocion de N-NH, y la
carga organica. Por esta razén, en el analisis estadistico se ignoro la carga organica.
Ademéas, debido a que no existe homogeneidad de varianzas se aplico la prueba no
paramétrica de KruskalWallis (Winer, 1971). La estadistica de prueba obtenida es 22.88
con 2 grados de libertad y un nivel de significancia de p = 0.0001. Esto significa que el
porcentaje de remocion de N-NH,4 no es igual para los tres reactores como se menciono al
principio del parrafo.
Tabla 4.14. Porcentaje de remocion de N-NH4

Reactor NUm obs. Promedio Des. Est. Coef. Corr.
Esferas Liapor 28 40.71 37.05 -0.6701
Anillos Kaldnes 27 40.74 33.89 -0.7056
Cubos Linpor 31 85.64 15.90 -0.3465

Biomasa

Con respecto a la biomasa, Unicamente se cuenta con 4 observaciones por reactor, razén
por la que no se pudo investigar si existe alguna relacion entre la biomasa y la carga
organica aplicada (Tabla 4.15). Esta variable se ignoré en el andlisis estadistico. Las
desviaciones estandar varian entre 2.58, para el reactor con cubos Linpor, y 8.22, para el
reactor con esferas Liapor. La prueba de Levene centrada en la mediana indicé que existe
homogeneidad de varianzas (W = 2.89 con 2 grados de libertad en el numerador y 9 en el
denominador, p = 0.107) por lo que la biomasa promedio de los reactores se comparo
mediante un modelo de analisis de varianza con un criterio de clasificacion. La estadistica
de prueba fue igual a 52.30 con 2 y 9 grados de libertad en el numerador y denominador
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respectivamente. El nivel de significancia obtenido es p < 0.001 lo que implica que se
rechaza la hipétesis de que la biomasa promedio de los tres reactores es idéntica. El
método de comparaciones multiples de Scheffé (Winer, 1971) indicé que los reactores con
esferas Liapor y anillos Kaldnes tienen la misma biomasa promedio (p = 0.191). En
cambio, el reactor con cubos Linpor tiene una biomasa mayor al del reactor con esferas
Liapor (p < 0.001) y al del reactor con anillos Kaldnes (p < 0.001).

Tabla 4.15. Biomasa seca (ST/m?)

Reactor NUm obs. Promedio Des. Est.
Esferas Liapor 4 15.50 8.22
Anillos Kaldnes 4 23.25 3.95
Cubos Linpor 4 53.00 2.,58

108



5. CONCLUSIONES

Se concluye que la hipotesis planteada en el presente estudio no se cumple. En los tres
casos, decrecen los porcentajes de remocién de material carbonoso y nitrogenado cuando
las biopeliculas desarrollan un mayor espesor. Todo indica que un material que permita
retener una mayor cantidad y variedad de biomasa, junto con un tiempo de retencidn
celular alto, presenta mayores beneficios para soportar variaciones de carga organica y
remover contaminantes.

Evaluacion de los tres reactores

Los tres reactores presentaron una operacion mas estable con cargas organicas bajas
(abajo de 2.5 gDQO/m?.d) que con cargas organicas altas. El reactor empacado con los
cubos Linpor alcanzé las tasas de remocion de materia organica (medida como DQO) mas
altas de los tres reactores con cargas organicas altas. El reactor con material Liapor
mostré mejores tasas de remocidén de materia organica con cargas organicas bajas.

En 95 por ciento de los experimentos, el reactor empacado con los cubos Linpor alcanzé
valores de remocion de N-NH; superiores al 50 por ciento. Para cargas organicas
inferiores a 2.5 gDQO/m?-d los reactores empacados con las esferas Liapor y los anillos
Kaldnes alcanzaron tasas de nitrificacion cercanas al 100 por ciento. Para cargas
organicas superiores a 3.0 gDQO/m?.d las tasas de remocion de N-NH4 se mantuvieron en
su mayoria abajo del 40 por ciento sin mostrar ninguna tendencia.

Con ello se puede asegurar que si se requiere el tratamiento de aguas residuales de
origen municipal para remover materia organica y nitrificar, la formacion de una biopelicula
delgada es ideal para conseguirlo, como lo muestran los resultados obtenidos con el
reactor empacado con las esferas Liapor. Es importante notar que para ello se deben
manejar cargas organicas menores a 2.5 gDQO/n?-d y evitar los picos de carga organica
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gue pudieran suscitarse durante la operacion de los reactores. Bajo estas condiciones se
acepta lo que reporta la literatura del beneficio de favorecer el desarrollo de biopeliculas
delgadas y totalmente penetradas por oxigeno molecular, en donde las bacterias
nitrificantes tienen las condiciones ideales para su desarrollo y no compiten ni por el
espacio ni por el oxigeno molecular disponible con el desarrollo en exceso de
microorganismos hetero6trofos quienes presentan tasas de reproduccion mas altas.

Tomando en cuenta los balances de materia para el nitrégeno, las diferencias entre la
remocion de nitrdgeno amoniacal y la generacion de nitritos y nitratos se debe a una
desnitrificacién simultanea llevada a cabo en las zonas profundas de las biopeliculas.

Con cargas organicas bajas los procesos de desnitrificacion fueron minimos,
comprendiendo que se contaba con biopeliculas delgadas y totalmente penetradas por
oxigeno molecular, es razonable pensar que este tipo de microorganismos no contaban
con microzonas anoéxicas que permitieran su desarrollo, ademas de que la cantidad de
materia organica disponible bajo esas condiciones no es el 6ptimo para su desarrollo.

El reactor con cubos Linpor alcanzo6 las mayores concentraciones de N-NOs con valores
hasta de 23 mg/l. Con cargas organicas bajas los reactores con cubos Linpor y esferas
Liapor presentaron concentraciones de N-NO3 promedio similares con valores de 14.2+1 y
14.0+.6 mg/l. El reactor empacado con los anillos Kaldnes present6 las concentraciones
mas bajas a lo largo de todo el estudio con valores por debajo de 8 mgN-NOs/l. Las
concentraciones de N-NOs3 fueron decreciendo en Liapor y Kaldnes conforme incrementa
la carga organica.

Medios de soporte y estructura de las biopeliculas

La estructura que presentan las biopeliculas desarrolladas sobre los medios de soporte,
estructura influenciada por la configuracion del medio de soporte y las condiciones de
operacion, es la principal causa de la respuesta de reaccidén de los tres reactores bajo
estudio.

Esferas Liapor. Para un intervalo de carga organica de 0.5-2.5 gDQO/m?-d este material
presenté el desarrollo de una biopelicula con crecimiento filamentoso homogéneo sobre su
superficie, con espesor promedio de 134 um y totalmente penetrada por materia organica
(DQO), nitrégeno amoniacal y oxigeno disuelto. Para un intervalo de carga organica de
3.0-8.0 gDQO/m?.d el desarrollo de la biopelicula fue heterogénea con formas de
mechones abultados, con espesor promedio de 425 pm y totalmente penetrada por
material organico (DQO), nitrdgeno amoniacal y oxigeno disuelto. El bajo rendimiento del
reactor empacado con las esferas Liapor con cargas organicas arriba de 3.0 gDQO/m?-d
se atribuye a la baja resistencia al desprendimiento de la biomasa que presenta este
material durante la operacion y el retrolavado lo que repercute en un bajo tiempo de
retencion celular bajo de 5.4 dias en promedio. La cantidad de biomasa en las esferas
Liapor fue en promedio de 15+8 gST/m?.

Anillos Kaldnes. Por su configuracion, este material presenta dos tipos de crecimiento de
biopelicula: 1) el espacio axial con el que cuenta la configuracion de este material fue
ocupado en su totalidad por densa biomasa por lo que se considera un espesor de la
biopelicula alrededor de 3 mm; 2) las aletas longitudinales fueron ocupadas por
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crecimiento filamentoso con espesores variables. La biopelicula de la zona axial presentd
una apariencia mas compacta con cargas organicas altas que con bajas. Para un intervalo
de carga organica de 0.5-2.5 gDQO/m?-d el crecimiento de la zona axial presenté una
biopelicula totalmente penetrada por material organico (DQO), nitrdgeno amoniacal y
oxigeno disuelto. El crecimiento de las aletas longitudinales presentd crecimiento
heterogéneo con un espesor promedio de 1,296 um y totalmente penetrada por los tres
sustratos en cuestién. Para un intervalo de carga orgénica de 3.0-80 gDQO/m?.d el
crecimiento de la zona axial presentd una biopelicula totalmente penetrada por material
organico y nitrdgeno amoniacal, y parcialmente penetrada por oxigeno disuelto. El
crecimiento de biopelicula sobre las aletas longitudinales fue homogéneo con un espesor
promedio de 450 um y totalmente penetrada por los tres sustratos bajo analisis.

Es importante resaltar que este material estd4 configurado especialmente para operar en
reactores de lecho mdévil, lo cual influye en el desempefio del rector que utilizé los anillos
Kaldnes. Al utilizar los anillos como lecho fijo, pierde este material su principal atributo, que
es favorecer la difusién del oxigeno y de nutrientes a través de la biopelicula formada
sobre su superficie gracias al constante movimiento de este material dentro del reactor.
Aunado a esto, como consecuencia del constante movimiento del material, se somete a
una mayor exposicion a las fuerzas cortantes, regulando el espesor de la biopelicula y
manteniéndola delgada. Esta situacion es clara durante la operacion del reactor con
cargas organicas altas, en donde el oxigeno molecular no penetrd a las capas internas de
la biopelicula con la consiguiente actividad baja por parte de las bacterias nitrificantes. Los
anillos Kaldnes presentaron un promedio de tiempo de retencion celular de 10 dias y un
promedio de 23+4 gST/n? en la cantidad de biomasa.

Cubos Linpor. presentd una biopelicula parcialmente penetrada por material organico
(DQO) y nitrdgeno amoniacal y totalmente penetrada por oxigeno disuelto en los dos
intervalos de carga organica. En ambos casos los poros internos y externos de este
material fueron ocupados en su totalidad por biomasa por lo que se considera un espesor
alrededor de 7 mm. Aparentemente la densidad de poblacion fue menor y con
coloraciones marron mas claras con cargas organicas bajas. La particularidad y ventaja de
este material es que aloja una gran cantidad de material celular dentro de sus poros
presentando un promedio de biomasa de 53+2.6 gST/m’>. Aunado a esto, los
microorganismos quedan al resguardo de las fuerzas cortantes dentro de los poros,
ofreciendo una mayor resistencia al desprendimiento de biomasa durante la operacion del
reactor y el retrolavado, como consecuencia se tiene un tiempo de retencion celular alto
con un valor promedio de 22.9 dias. Este material es recomendable para cuando se tienen
aguas residuales municipales con variaciones de carga organica como lo demuestran los
resultados obtenidos durante el presente trabajo.
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APENDICE 1

Determinacion del area superficial especifica

de los medios de soporte utilizados en este trabajo
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Determinacion del area superficial especifica de los medios de soporte

1. Esferas de arcilla (Liapor)

La Figura 1 muestra un ejemplar de este tipo de material. Se determinaron cinco
diametros de esferas y se cuantificaron cuantas esferas existen para cada diametro en
un volumen de 960 mL.

Figura 1. Esferas de arcilla (Liapor)

Tabla 1. Area determinada por tamafio de particula

Caracteristicas Diametro de las esferas

4 mm 5mm 6 mm 7 mm 8 mm
Numero de particulas 4733 1253 683 194 392
Area por particula (m°) 5026 E™ | 7.854E™ | 1.131E” | 1.539E™ | 2.011 E™*
Area de la suma de| 0.2379 0.0984 0.0772 0.0299 0.0788
particulas por tamafio (m?)
Area total = 0.5222 m*

Por lo tanto, se tienen 0.5222 m?/0.960 litros,
0.05222m? , 1000litros
0.960litros im?

Area superficial especifica = = 543.98 » 544m? | m®

La literatura reporta para este tipo de material un area superficial entre 500 y 550 m?/m?
(Morgenroth, 1998; Falkentoft, 2000; Arnz, 2001). Con base en el hecho de que el lote
de material fabricado puede variar en el porcentaje de tamafos en cada caso y no
sabiendo los criterios que utilizaron cada uno de los autores, se decidi6 trabajar con el
valor determinado en este trabajo de 544 m?/m?.

2. Anillos (Kaldnes)

En una probeta de 1000 mL caben 1050 piezas de material Kaldnes en un arreglo al
azar. En la Figura 2 se puede apreciar la configuracion de este tipo de material. Para el
caso de los “macarrones noruegos”, es estudios previos utilizando este tipo de material
como lecho fijo, se observo que la parte axial que ofrece este material es ocupada en
su totalidad por la biopelicula (Gieseke et al., 2002). Por lo tanto, se considera el area
de una circunferencia como el area expuesta.

a) Area 1. Area del espacio axial. Se considera como la circunferencia, en este caso se
tiene la base inferior y superior de un cilindro circular recto (Figura 2, vista frontal).
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a=p*r?=p(4.5mm)* =63.62mnt = 6.36E °m?(2caras) = 1.27E *n?
a = area de un circulo

Vista lateral Vista frontal

Desarrollo de la biopelicula
en el espacio axial hasta ocupar
en su totalidad la parte interna del material

XD-@-@®
g

Corte de una aleta longitudinal Estructura media interna en forma de cruz
y no se coloniza. Se tienen dos brazos
rectangulares que forman la cruz interna
2

Espacio axial

Aletas —
longitudinales

Aleta longitudinal

a——

Figura 2. Esquemadel medio de soporte en forma de anillos marca Kaldnes
b) Area 2. Estructura en forma de cruz. El area de la estructura en forma de cruz que

da soporte a la estructura de este material, se considera cada brazo como un
rectangulo. Considerando la base inferior y superior se tiene entonces cuatro brazos.

a;= b* h = (7.88mm)(0.45mm) = 3.51mm?(4brazos) = 14.04mn? =1.40E °nv’
ai = area de un rectangulo

En el area de la cruz se considera que no hay crecimiento de bacterias, por lo que se
resta del area calculada para la circunferencia de la base inferior y superior.

a,=1.27E* - 1.40E° = 1.13E ‘"’
a, = area total cubierta por biomasa en la base superior e inferior de Kaldnes.

c) Por dltimo, se calculd el area de las aletas longitudinales externas considerando que
cada aleta esta formada por tres rectangulos a-b-c (ver figura 2, aleta longitudinal). En
total se tienen 18 canales por cada particula de material de soporte.

Area de un rectangulo = a =ba

Area a = (7 mm)(2 mm) = 14 mm?
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Area b+c = (7 mm)(0.4 mm) = 2.8 mm? (2 lados) = 5.6 mm?
Area total de un canal = 14 mm? * 5.6 mm? = 19.6 mm?
Area total de 18 aletas longitudinales = 19.6 mm (18 aletas) = 352.8 mm = 3.528E™* m?

Sumando este valor con el valor obtenido para el area de la base inferior y superior del
cilindro se tiene el area total de un anillo:

Area total de un anillo =1.13E *m? + 3.528E *m? = 4.66m?

Este valor se multiplicé por 1050 piezas que corresponden a un volumen de un litro,
para luego extrapolar este valor en metros cubicos y asi obtener el area superficial
especifica:

Area superficial especifica = 4.66 m? * 1050 piezas = 0.489 m?/L = 489 m?’/m?

Este valor comparado con lo que reporta la literatura de 480 m?m?® no presenta
diferencias significativas, por lo que se consideraré el valor reportado por la literatura
para el presente trabajo.

3. Cubos de hule espuma (Linpor)

En un recipiente de 10 litros se colocaron al azar particulas de material Linpor. En total
correspondieron a ese volumen una cantidad de 1980 piezas de material. La Figura 3
presenta una fotografia de los cubos de hule espuma.

Para calcular la densidad de area en este material, se considera que el area expuesta
gue ofrece este material para el desarrollo de una biopelicula es el area que ofrecen las
seis caras de la forma hexaédrica de este tipo de material. Por lo tanto, se calcula el
area superficial de una particula considerando la férmula para un hexaedro

a= 6a® = 6(0.015 m)? = 1.35 E (1980 piezas) = 2.67 m%/0.010 m®
a = area de un hexaedro perfecto (cubo)

2.67n7 . 1000L

oL s = 267m?/nT

Area superficial especifica =
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Figura 3. Cubo de hule espuma (Linpor)

Tabla 2. Precio comercial de los medios de soporte. En México no existe distribuidor
por lo que debe ordenarse directamente a las compaiiias. Los gastos por envio no
estan considerados en esta tabla

Medio de ~ . Precio
soporte Compaiia (Saco de 50L)
Kaldnes Miljgteknologi AS 55 Euros
http://www.kmt.no/adr.htm
Anillos Nishikigoi International 55 Euros
Kaldnes http://koimag.com/store/misc/kladnes.html
Mystic Coi and Water Gardens 79 Doélar

http://www.pondpetsusa.com/filter media/kaldnes.html americano

Esferas . .
Liapor http://www.liapor.com/de/start.php 25 Euros
Cubos Linpor  http://www.linde.de 5 Euros
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APENDICE 2

Toma de muestras para su analisis

en el microscopio estereoscopico y confocal laser de barrido

125



Toma de muestras

Las muestras de medio de soporte con biopelicula se colectan en huamedo
directamente de los reactores (10-15 particulas), siempre del mismo lugar y tratando
de tomar particulas de la parte interna del lecho evitando tomar las primeras
particulas que estdn en contacto con las paredes del reactor o del punto de
muestreo.

Se debe ener listo algun recipiente con una solucion amortiguadora de fosfatos
(SAF) (Tabla 1), colocando en dicho recipiente la muestra a analizar.

Tabla 1. Composicidn para un litro de solucion SAF

Compuesto Cantidad (Q)
NaCl 8.0

KCI 0.2
NazHPO4 1.44
NaH;PO4 0.2

Sacar del refrigerador el colorante de isotiocianato de fluoresceina (FITC, por sus
siglas en inglés fluorescein isothiocyanate) al 0.01% (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de la composicion del colorante FITC (en polvo)

Colorante isotiocianato de fluoresceina
Férmula C21H11NO5S

Composicion Ligado a una proteina
Temperatura ambiente 2-8°C

Con la ayuda de pinzas, colocar las particulas a analizar en el colorante durante 15
minutos.

Al cabo de los 15 minutos lavar tres veces las particulas con SAF.

Colocar las muestras a observar en algun recipiente especial con SAF. Tener a la
mano la solucion amortiguadora de fosfatos y, para que sirvan como portaobjetos,
cajas Petri adaptadas. En este punto se da el arreglo final de la muestra a analizar
de acuerdo a la configuracion de cada tipo de material de soporte utilizado.

Las muestras pueden ser almacenadas a-20°C.

Arreglo final

a) Esferas de arcilla (Llapor). La Figura 1 esquematiza la forma de proceder para
obtener la muestra de la superficie de la esfera. Se debe sostener con pinzas la
esfera de cerdmica con biomasa. Con ayuda de una navaja fina y filosa colocada
sobre la parte superior media del material, dar un golpe con martillo sobre la
navaja de modo que corte la esfera de ceramica por la mitad. De esta forma se
obtienen dos semiesferas. S6lo se debe tomar una de las dos semiesferas por
muestra y desechar la otra. Se deben colectar varias muestras (8-10
semiesferas de material). Se coloca la semiesfera sobre la caja Petri adaptada
para observar al microscopio.
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biopelicula
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o éspesor
|::> medio de soporte ﬂ
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medio de soporte

Figura 1. Arreglo de las semiesferas de arcilla para observar la biopelicula
en el microscopio confocal laser de barrido

b) Anillos (Kaldnes). Observar el material s6lo por su parte externa (canales
externos).

c) Cubos de hule espuma (Linpor). Realizar cuidadosamente cortes de los cubos
de hule espuma y observar al microscopio.

Andlisis por hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés)

|. Colecta de muestras

a) Esferas de arcilla (Liapor). Se colectan 30 mL de material de soporte con biomasa.
En un frasco con tapa se deposita el material con solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) al 0.01 por ciento. Se somete el material a una agitacion manual para
desprender la biomasa adherida a las particulas esféricas de ceramica.

b) Anillos (Kaldnes). De las muestras tomadas de los “macarrones” noruegos se
hicieron raspados con aguja de diseccion de tres diferentes zonas de cada particula de
material. Se raspé la biomasa atrapada sobre los canales externos con los que cuenta
este material. Se raspé la biomasa superficial que se encontraba en la parte axial. Se
realizaron cortes longitudinales con navajas de afeitar de la seccién acanalada. De esta
forma quedaba expuesta la biomasa atrapada internamente. Se trat0 de raspar la
biomasa que se encontraba en la parte media de la parte axial. De esta forma se
analizo la presencia de bacterias nitrificantes en los canales externos, en la superficie y
en el interior de la parte axial del material de soporte.

c) Cubos de hule espuma (Linpor). Se realizaron diferentes cortes de la parte externa
hacia la parte interna con la ayuda de navajas de afeitar. De forma que se contaban
con diferentes hojas siguiendo la secuencia de afuera hacia adentro del material de
hule espuma. Se tomaron las hojas por secciones y se lavaron con soluciéon de
hidroxido de sodio al 0.01%. Con este procedimiento se identifico la presencia de
bacterias nitrificantes en diferentes secciones tanto de la parte externa como la interna
del material de soporte.
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Il. Preparacién de las muestras

1.

NoURWN

8.

Se colocan 250 mL de muestra en un tubo Eppendorf. Se le agregan 750 mL de
solucion de paraformaldehido (PFA) al 4%.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 3 minutos.

Tomar del sobrenadante 800 mL y colocarlos en otro tubo Eppendorf.

Agregar 800 mL de soluciéon amortiguadora de fosfatos.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 3 minutos.

Tomar 800 mL del sobrenadante y colocarlos en otro tubo Eppendorf.

Agregar 400 mL de solucién amortiguadora de fosfatos y agregar 400 miL de
etanol frio.

Almacenar a -20°C.

A cada una de las muestras se les aplico el método FISH de Vermicon Ag (2001).
Vermicon ha desarrollado un estuche comercial para determinar bacterias nitrificantes
(nitri-VIT) en una forma rapida y sencilla. Este estuche contiene las soluciones
preparadas utilizadas durante la determinacion y trae consigo el procedimiento a
seguir. No trae especificaciones sobre la formulacion de cada una de las soluciones.
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APENDICE 3

Determinacion del parametro adimensional

de penetracion (R3)
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Determinacion del parametro adimensional de penetracion (3)

b = 2XD>Cg
k, X2

3 parametro de penetracion adimensional
Cso concentracion de substrato mg/L
D coeficiente de difusion del substrato m</d
Ko tasa de reaccion de orden cero g/m3d
Le espesor de la biopelicula m
Coeficientes de difusion molecular dentro de la biopelicula

compuesto D, m/d fuente

Oxigeno 1.7-21E* Harremoes y Henze, 1997
19E™* Williamson y McCarty, 1976

DQO 0.3-0.6 E™ Harremées y Henze, 1997
NH4* 1.2E* Williamson y McCarty, 1976
NO3 1.3E™* Williamson y McCarty, 1976

Anillos (Kaldnes)

Determinacion de 3 en el espacio axial

Substrato: materia organica medida como DQO total

D(DQO)M/d C(DQO),g/m®> k, g/m°d L*,m? R
4.00E-05 109  839.33 1.23E-05 0.92092407
4.00E-05 142  383.69 1.23E-05 1.55464374
4.00E-05 95 432.0 1.23E-05 1.19838642
4.00E-05 69 2720 1.23E-05 1.28711408

Substrato: N-NH4

D(NHs)m/d C(N-NHg), g/m® k, g/m>d L%m?° R
1.20E-04 19.0  47.96 1.23E-05 2.78595944
1.20E-04 250  47.96 1.23E-05 3.19571465
1.20E-04 40.0 16.0 1.23E-05 6.99854212
1.20E-04 17.7 6.4 1.23E-05 7.36095602

Substrato: N-NOs3

D(NO3)m“/d C(N-NOs), g/m° k, g/m>d L%m?° ?
1.30E-04 0.3 7.19 1.23E-05 0.94105458
1.30E-04 0.3 7.19 1.23E-05 0.94105458
1.30E-04 0.1 1.6 1.23E-05 1.15175111
1.30E-04 0.1 2.112 1.23E-05 1.00247066
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Substrato: Oxigeno disuelto

D(O)m“/d C(O»), g/m°® k, g/m>d L*m? R

1.90E-04 4.4 55.16 1.23E-05 2.47
1.90E-04 4.2 21.58 1.23E-05 6.04
1.90E-04 0.4 544 1.23E-05 0.23
1.90E-04 15 108.8 1.23E-05 0.43

Determinacion de 3 en las aletas longitudinales

Substrato: materia organica medida como DQO total

D(DQO)M/d C(DQO), g/m® k, g/m>d L“m* R
4.00E-05 109 839.33 1.69E-06 2.47941096
4.00E-05 142 383.69 1.69E-06 4.18557929
4.00E-05 95  432.0 2.03E-07 9.30929738
4.00E-05 69  272.0 2.03E-07 9.99855104

Substrato: N-NH4

D(NHs)m?/d C(N-NH,4), g/m® k, g/m>d L%m?° ?
1.20E-04 19.0  47.96 1.69E-06 7.50066004
1.20E-04 250  47.96 1.69E-06 8.60384714
1.20E-04 40.0 16.0 2.03E-07 54.3660282
1.20E-04 17.7 6.4 2.03E-07 57.1813294

Substrato: N-NOs3

D(NO3)m“/d C(N-NOs), g/m° k, g/m>d L%m?° ?
1.30E-04 0.3 7.19 1.69E-06 2.53360848
1.30E-04 0.3 7.19 1.69E-06 2.53360848
1.30E-04 0.1 1.6 2.03E-07 8.94702526
1.30E-04 0.1 2112 2.03E-07 7.78738593

Substrato: Oxigeno disuelto

D(02)m/d C(02), g/m® k, g/m>d L%m?° B

1.90E-04 4.4
1.90E-04 4.2
1.90E-04 0.4
1.90E-04 15

105.52 1.69E-06 3.06201556
105.52 1.69E-06 2.99161498

6.4 2.03E-07 10.8164261
6.4 2.03E-07 20.9459191
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Cubos de hule espuma (Linpor)

Substrato: materia organica medida como DQO total

D(DQO)M?/d C(DQO),g/m’> k, g/m>d L*m?*

3

4.00E-05
4.00E-05
4.00E-05
4.00E-05

109
142
95
69

1103.12
911.27

4.90E-5 0.40165097
4.90E-5 0.5043913
496.0 4.90E-5 0.55920097
624.0 4.90E-5 0.42489264

Substrato: N-NH4

D(NHz)m“d C(N-NH4), g/m® k, g/m°d L m* R
1.20E-04 16.0  124.7 4.90E-5 0.79274652
1.20E-04 15.0 167.86 4.90E-5 0.66157579
1.20E-04 30.0 167.87 4.90E-5 0.93558158
1.20E-04 10.8 103.12 4.90E-5 0.71622258

Substrato: N-NO3

D(NOs)m“/d C(N-NOas), g/m°> k,g/m>d L°’m* R
1.30E-04 21  50.36 4.90E-5 0.47038712
1.30E-04 3.9  93.52 4.90E-5 0.47040149
1.30E-04 20  47.96 4.90E-5 0.47039646
1.30E-04 45 108.15 4.90E-5 0.46987423

Substrato: Oxigeno disuelto

D(O2)m°d C(02), g/m® k, g/m’>d L°m° R

1.90E-04
1.90E-04
1.90E-04
1.90E-04

6.2
5.5
4.6
7.8

16.79 4.90E-5 1.69
16.79 4.90E-5 1.59

9.6 4.90E-5 1.93
11.2 4.90E-5 2.32
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Esferas de arcilla (Liapor)

Substrato: materia organica medida como DQO total

D(DQO)M*/d C(DQO),g/m" k, g/m’d L% m*

R

4.00E-05
4.00E-05
4.00E-05
4.00E-05

109
142
95
69

1270.98 1.80E-08 19.5232732
528.0 1.80E-08 34.5729113
240.0 1.81E-07 13.2270163
256.0 1.81E-07 10.9146614

Substrato: N-NHg4

D(NHz)m?/d C(N-NH,), g/m® k, g/m’d L°m*

R

1.20E-04 18.0 71.94 1.80E-08 57.7590982
1.20E-04 23.0 167.87 1.80E-08 42.7412029
1.20E-04 40.0 32.0 1.81E-07 40.7118971
1.20E-04 16.9 6.4 1.81E-07 59.1724701
Substrato: N-NOs3
D(NO3s)m“/d C(N-NOs), g/m° k, g/m>-d L*m° R

1.30E-04
1.30E-04
1.30E-04
1.30E-04

2.0
2.6
0.3
451

47.96 1.80E-08
52.35 1.80E-08

4.8 1.81E-07
72.16 1.81E-07

24.5428974
26.7842045
947517839
947517839

Substrato: Oxigeno disuelto

D(02)m*/d C(02), g/m*® k,g/m>d L°m’ R

190E-04
190E-04
190E-04
190E-04

6.2
6.5
0.6
1.1

16.78 1.80E-08 7800.29135
11.99 1.80E-08 11444.7225
3.2 1.81E-07 393.646409
4.8 1.81E-07 481.123389
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APENDICE 4

Valores de las mediciones en influente y efluente de:

DQO total y soluble, N-NH,4, N-NO,, N-NO3, P-PO,
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Valores de DQO total y soluble, en influente y efluente, durante todo el experimento

Fecha dia carga DQO total, mg/L DQO soluble, mg/L
experimental organica Efluentes Efluentes
gDQO/m?-d Influente Esferas Liapor  AnillosKaldnes  Cubos Linpor Influente Esferas Liapor  Anillos Kaldnes CL:iLrJ\?)?)Sr
28.06.2000 1 0.30.4 178 33 39 - 50 27 25 -
14.07.2000 16 SD SD 33 24 - SD 29 19 -
20.07.2000 22 0.5 258 39 43 - 154 33 29 -
24.07.2000 26 1.41.5 730 74 SD - 99 59 47 -
10.08.2000 43 1.11.2 571 SD SD - 126 SD SD -
18.08.2000 51 0.3 132 49 50 - 40 42 33 -
23.08.2000 56 0.9-1.0 468 SD SD - 127 SD SD -
25.08.2000 58 0.4 211 29 31 - 81 24 22 -
30.08.2000 63 0.1 66 33 42 - 53 25 26 -
08.09.2000 72 0.2 108 50 52 - 72 32 32 -
13.09.2000 77 0.9 445 34 46 - 100 25 29 -
21.09.2000 85 0.5 248 28 38 - 75 26 27 -
27.09.2000 91 0.80.9 412 54 53 - 143 25 32 -
04.10.2000 98 0.30.4 174 31 50 - 56 24 24 -
19.10.2000 113 0.20.3 126 27 33 - 50 21 25 -
25.10.2000 119 0.5 250 SD SD - 87 SD SD -
22.11.2000 147 0.7 342 50 39 - 84 25 25 -
29.11.2000 154 0.8 405 32 36 - 84 18 18 -
07.12.2000 162 0.2 105 19 22 - 59 15 20 -
13.12.2000 168 0.30.4 171 16 22 - 80 16 21 -
21.03.2001 221 0.7-1.7 90 57 18 23 SD SD SD SD
23.03.2001 223 0.7-1.7 (274 41 57 39 SD SD SD SD
28.03.2001 228 0.8-1.9 103 31 33 29 36 19 26 19
10.04.2001 241 0.82.0 109 17 48 20 45 15 31 16
30.04.2001 264 0.92.2 119 29 76 50 64 19 25 28
08.05.2001 267 0.61.3 72 16 60 21 35 14 22 16
29.05.2001 288 1.33.1 170 22 58 22 86 16 17 18
30.05.2001 290 1.12.6 142 22 89 37 76 15 23 17
13.07.2001 334 5.14.6 198 49 59 47 85 29 34 35
25.07.2001 345 4.14.5 177 47 52 40 76 29 36 26

SD, sin determinar

Linpor se integro al experimento a partir del 21.03.2001

(ver estudios preliminares, subcapitulo 4.1)
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Valores de DQO total y soluble, en influente y efluente, durante todo el experimento

(Cont.)
Fecha dia carga DQO total, mg/L DQO soluble, mg/L
experimental organica Efluentes Efluentes
Esferas Anillos Esferas Anillos Cubos
gDQO/nt.d Influente Liapor Kaldnes Cubos Linpor Influente Liapor Kaldnes Linpor

01.08.2001 352 2.2-2.4 95 52 51 40 73 32 28 25
08.08.2001 359 4.7-5.2 203 62 50 37 85 35 31 23
12.09.2001 394 6.3-6.8 268 48 59 25 88 32 29 19
14.09.2001 396 5.5-6.0 235 71 64 33 95 33 34 24
31.10.2001 443 8.49.1 358 53 SD 40 154 42 35 28
21.11.2001 464 5.0-5.5 214 70 SD 54 49 34 35 27
05.12.2001 478 4.95.4 212 65 SD 49 71 33 32 23
07.12.2001 4380 3.5-3.8 150 47 81 29 57 33 32 18
12.12.2001 485 7.9-8.7 339 88 71 58 65 42 40 23
14.12.2001 487 3.7-4.0 157 67 71 43 61 33 26 26
19.12.2001 492 5.5-6.0 234 59 65 61 89 45 42 37
16.01.2002 500 6.8-7.4 291 63 58 38 71 3 31 23
18.01.2002 502 5.2-5.7 223 56 49 28 67 30 30 16
23.01.2002 507 4.2-4.6 180 66 62 38 74 35 36 21
27.02.2002 542 8.2-8.9 350 84 42 4.4 84 48 42 27
08.03.2002 551 6.1-6.7 262 63 29 3.9 63 SD 38 SD
15.03.2002 558 6.2-6.8 265 74 39 5 74 SD 33 24
22.03.2002 565 8.29.0 353 134 30 4.8 134 35 32 24
10.04.2002 584 7.0-7.6 298 67 26 3.8 67 28 28 22
31.05.2002 635 4.85.2 205 58 33 3.8 58 31 34 12
06.06.2002 641 11.5-12.5 491 130 42 4.6 130 32 SD 22
07.07.2002 673 4.54.9 191 74 39 5.2 74 31 28 23
18.07.2002 684 6.5-7.1 196 94 SD 58 84 47 49 37
20.07.2002 689 6.9-7.6 152 63 68 47 63 35 40 37
21.07.2002 691 7.1-7.8 147 55 61 45 47 28 31 25
24.07.2002 696 9.1-10 139 61 61 41 60 35 36 28
25.07.2002 698 11.5-12.6 246 60 74 49 62 35 38 31

SD, sin determinar
Los datos no son considerados en el analisis de resultados a partir del dia experimental 684
debido a la operacion irregular de los reactores experimentales durante este periodo
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Valores de nitrégeno amoniacal (N-NH,) y ortofosfatos (P-PQO,), en influente y efluente, durante todo el experimento

N-NHa,
Fecha dia carga mg/L P-PO,4, mg/L
experiemental organica Influente Efluentes Influente Efluentes
Anillos Cubos Esferas Anillos
gDQO/nt-d Esferas Liapor Kaldnes Linpor Liapor Kaldnes Cubos Linpor

28.06.2000 1 0.3-0.4 38.0 3.0 0.4 - 3.9 3.3 -
14.07.2000 16 SD 2.0 0.4 2.1 - SD SD -
20.07.2000 22 0.5 48.0 18.0 34.0 - 9.1 54 7.7 -
24.07.2000 26 1.4-1.5 30.0 2.9 3.5 - 4.0 3.5 3.5 -
10.08.2000 43 1.1-1.2 37.0 1.0 7.9 - 3.9 4.4 4.7 -
18.08.2000 51 0.3 19.0 0.4 11.1 - 3.5 4.0 4.1 -
23.08.2000 56 0.9-1.0 40.0 SD SD - 4.9 SD SD -
25.08.2000 58 0.4 27.0 0.9 0.4 - 2.9 3.4 3.8 -
30.08.2000 63 0.1 31.0 0.3 4.8 - 4.3 3.6 4.1 -
08.09.2000 72 0.2 46.0 19 1.1 - 3.4 3.6 4.1 -
13.09.2000 77 0.9 37.0 0.2 4.6 - 3.1 5.2 4.7 -
21.09.2000 85 0.5 16.0 0.02 0.5 - 2.3 3.8 3.9 -
27.09.2000 91 0.8-0.9 37.0 0.3 2.0 - 4.6 3.7 4.3 -
04.10.2000 98 0.3-0.4 42.0 0.8 1.0 - 2.7 3.0 3.3 -
19.10.2000 113 0.2-0.3 32.0 0.4 0.4 - 2.5 3.3 3.3 -
25.10.2000 119 0.5 77.0 1.2 1.1 - 1.7 3.2 3.4 -
22.11.2000 147 0.7 49.0 11.0 12.0 - 3.6 3.1 3.6 -
29.11.2000 154 0.8 33.0 1.0 2.0 - 4.4 3.3 3.6 -
07.12.2000 162 0.2 23.0 0.09 0.3 - 2.7 3.4 3.6 -
13.12.2000 168 0.3-0.4 33.0 0.3 0.6 - 3.4 3.7 4.0 -
21.03.2001 221 0.7-1.7 SD SD SD SD SD SD SD SD
23.03.2001 223 0.7-1.7 41.0 SD SD 0.1 SD SD SD SD
28.03.2001 228 0.8-1.9 17.0 0.07 0.06 0.05 1.8 0.9 0.6 2.2
10.04.2001 241 0.8-2.0 22.0 0.06 2.0 0.07 2.3 0.1 0.3 0.1
30.04.2001 264 0.9-2.2 37.0 0.1 SD 0.5 2.6 0.7 0.2 0.9
08.05.2001 267 0.6-1.3 18.0 0.06 0.07 0.05 1.9 0.8 0.3 0.4
29.05.2001 288 1.33.1 22.0 0.07 0.06 0.05 3.3 0.8 1.6 0.5
30.05.2001 290 1.1-2.6 26.0 0.8 0.7 0.6 3.6 0.9 1.2 0.4
13.07.2001 334 5.1-4.6 33.0 17.0 16.0 5.0 3.6 3.4 2.7 2.4
25.07.2001 345 4.1-4.5 46.0 30.0 45.0 18.0 3.9 3.7 SD 3.0

SD, sin determinar

Linpor se integré al experimento a partir del 21.03.2001

(ver estudios preliminares, subcapitulo 4.1)
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Valores de nitrdgeno amoniacal (N-NH,) y ortofosfatos (P POy), en influente y efluente, durante todo el experimento (Cont.)

N-NHg,
Fecha dia carga mg/L P-PO,4, mg/L
experimental organica Influente Efluentes Influente Efluentes
Esferas Anillos Cubos Esferas Anillos
gDQO/nt-d Liapor Kaldnes Linpor Liapor Kaldnes Cubos Linpor

01.08.2001 352 2.22.4 34.0 28.0 30.0 2.0 3.4 1.5 2.7 3.1
08.08.2001 359 4.75.2 42.0 32.0 35.0 1.0 3.4 15 3.3 1.4
12.09.2001 394 6.36.8 32.0 22.0 20.0 0.1 4.0 1.9 3.1 1.2
14.09.2001 396 5.56.0 43.0 30.0 29.0 0.7 4.2 3.7 51 2.9
31.10.2001 443 8.49.1 41.0 31.0 27.0 0.8 4.7 5.3 2.4 24
21.11.2001 464 5.05.5 36.0 36.0 34.0 12.0 3.9 3.3 SD 15
05.12.2001 478 4.95.4 35.0 30.0 26.0 7.0 4.1 4.2 2.6 14
07.12.2001 480 3.53.8 34.0 31.0 27.0 2.0 3.8 3.8 2.1 0.8
12.12.2001 485 7.98.7 54.0 46.0 42.0 14.0 4.5 5.6 5.0 3.3
14.12.2001 487 3.74.0 29.0 29.0 24.0 4.0 4.1 3.0 3.1 2.4
19.12.2001 492 5.56.0 31.0 30.0 31.0 2.0 4.4 3.3 5.5 0.7
16.01.2002 500 6.87.4 31.0 32.0 29.0 1.0 4.1 2.3 4.0 0.1
18.01.2002 502 5.25.7 38.0 33.0 29.0 2.0 4.1 3.1 4.0 0.2
23.01.2002 507 4.2-4.6 39.0 30.0 34.0 10.0 4.0 2.0 4.3 0.7
27.02.2002 542 8.28.9 42.0 38.0 39.0 12.0 4.4 34 4.9 1.4
08.03.2002 551 6.1-6.7 29.0 35.0 37.0 16.0 3.9 3.1 4.2 4.6
15.03.2002 558 6.2-6.8 39.0 43.0 43.0 17.0 5.0 3.6 4.1 1.7
22.03.2002 565 8.29.0 30.0 28.0 31.0 12.0 4.8 2.1 2.8 1.7
10.04.2002 584 7.07.6 26.0 26.0 21.0 8.0 3.8 2.6 3.6 SD
31.05.2002 635 4.85.2 33.0 20.0 10.0 5.0 3.8 3.0 3.7 2.8
06.06.2002 641 11.512.5 42.0 21.0 38.0 1.0 4.6 1.9 3.2 2.6
07.07.2002 673 4.54.9 39.0 16.0 24.0 8.0 5.2 1.6 2.4 2.2
18.07.2002 684 6.57.1 38.0 29.0 31.0 27.0 4.5 3.1 3.6 5.0
20.07.2002 689 6.97.6 34.0 23.0 21.0 15.0 4.3 3.8 3.7 4.2
21.07.2002 691 7.1-7.8 23.0 15.0 17.0 10.0 2.9 14 2.2 1.7
24.07.2002 696 9.1-10 23.0 16.0 16.0 9.0 3.6 3.3 4.2 3.9
25.07.2002 698 11.512.6 41.0 18.0 22.0 16.0 3.9 2.1 3.2 2.7

SD, sin determinar
Los datos no son considerados en el andlisis de resultados a partir del dia experimental 684
debido a la operacién irregular de los reactores experimentales durante este periodo
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Valores de N-NO; y N-NOs, en influente y efluente, durante todo el experimento

Fecha dia carga N-NO,, mg/L N-NO3, mg/L
experimental  organica Efluentes Efluentes
gDQO/nt-d Esferas Liapor Anillos Kaldnes Cubos Linpor Esferas Liapor I?arl](lj“r?ess Cubos Linpor

28.06.2000 1 0.30.4 SD SD - 30.0 51.0 -
14.07.2000 16 SD SD SD - 22.0 21.0 -
20.07.2000 22 0.5 SD SD - 12.0 13.0 -
24.07.2000 26 1.41.5 SD SD - 24.0 25.0 -
10.08.2000 43 1.1:1.2 SD SD - 24.0 12.0 -
18.08.2000 51 0.3 SD SD - 27.0 15.0 -
23.08.2000 56 0.91.0 SD SD - SD SD -
25.08.2000 58 0.4 SD SD - 21.0 19.0 -
30.08.2000 63 0.1 SD SD - 27.0 21.0 -
08.09.2000 72 0.2 SD SD - 22.0 26.0 -
13.09.2000 77 0.9 SD SD - 35.0 37.0 -
21.09.2000 85 0.5 SD SD - 18.0 25.0 -
27.09.2000 91 0.80.9 SD SD - 30.0 34.0 -
04.10.2000 98 0.30.4 SD SD - 27.0 28.0 -
19.10.2000 113 0.20.3 SD SD - 30.0 29.0 -
25.10.2000 119 0.5 SD SD - 49.0 38.0 -
22.11.2000 147 0.7 SD SD - 14.0 14.0 -
29.11.2000 154 0.8 SD SD - 27.0 17.0 -
07.12.2000 162 0.2 SD SD - 21.0 21.0 -
13.12.2000 168 0.30.4 SD SD - 22.0 23.0 -
21.03.2001 221 0.7-1.7 SD SD - SD SD SD
23.03.2001 223 0.7-1.7 SD SD - 9.0 9.0 23.0
28.03.2001 228 0.81.9 0.02 14 0.08 11.0 8.0 14.0
10.04.2001 241 0.82.0 0.02 14.0 0.04 17.0 6.0 15.0
30.04.2001 264 0.92.2 0.03 5.2 4.8 14.0 1.0 4.0
08.05.2001 267 0.61.3 0.1 4.1 0.04 14.0 9.3 8.4
29.05.2001 288 1.33.1 0 0.3 0 13.0 7.0 17.0
30.05.2001 290 1.1-2.6 0 5.7 0 15.0 6.0 18.0
13.07.2001 334 5.1-4.6 14 2.2 1.2 3.1 2.0 14.9
25.07.2001 345 4.1-4.5 0.136 0.062 1.07 7.7 0.9 15.2

SD, sin determinar
Linpor se integré al experimento a partir del 21.03.2001

(ver estudios preliminares, subcapitulo 4.1)
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Valores de N-NO, y N-NOg, en influente y efluente, durante todo el experimento (Cont.)

Fecha dia carga N-NO,, mg/L
experimental organica Efluentes
Esferas Anillos
gDQO/nt-d Liapor Kaldnes Cubos Linpor

01.08.2001 352 2.22.4 1.1 1.0 0.02
08.08.2001 359 4.75.2 1.0 1.0 0.5
12.09.2001 394 6.36.8 1.2 18 0.04
14.09.2001 396 5.56.0 1.4 1.8 0.2
31.10.2001 443 8.49.1 0.2 0.7 0.6
21.11.2001 464 5.05.5 0.4 0.5 0.5
05.12.2001 478 4.95.4 0.5 1.3 0.4
07.12.2001 480 3.53.8 1.2 1.7 0.3
12.12.2001 485 7.98.7 1.2 1.6 1.6
14.12.2001 487 3.7-4.0 2.1 1.6 1.2
19.12.2001 492 5.56.0 1.4 0.9 0.3
16.01.2002 500 6.87.4 1.3 1.3 0.1
18.01.2002 502 5.25.7 1.7 1.4 0.1
23.01.2002 507 4.24.6 2.6 0.9 0.3
27.02.2002 542 8.28.9 0.3 1.7 1.2
08.03.2002 551 6.1-6.7 0.4 0.7 0.9
15.03.2002 558 6.26.8 0.4 0.3 1.7
22.03.2002 565 8.29.0 0.5 0.2 1.0
10.04.2002 584 7.07.6 1.0 0.7 1.1
31.05.2002 635 4.85.2 3.3 1.0 1.0
06.06.2002 641 11.512.5 1.9 2.0 15
07.07.2002 673 4.54.9 2.5 24 1.8
18.07.2002 684 6.57.1 SD SD SD
20.07.2002 689 6.97.6 SD SD SD
21.07.2002 691 7.1-7.8 SD SD SD
24.07.2002 696 9.1-10 SD SD SD
25.07.2002 698 11.512.6 SD SD SD

N-NOs, mg/L
Efluentes
Esferas Anillos
Liapor Kaldnes Cubos Linpor
1.3 0.8 12.2
1.2 14 15.8
1.9 1.2 16.0
2.0 1.3 16.2
3.1 1.8 5.6
0.8 0.4 6.9
0.6 1.5 5.7
0.8 1.5 7.3
0.9 1.9 6.2
1.3 2.6 5.7
2.1 2.6 7.5
1.1 15 11.8
1.1 1.4 10.5
1.7 1.0 6.7
4.3 3.0 54
4.8 5.8 4.4
5.0 4.7 4.8
2.8 3.1 1.0
1.5 3.4 5.0
2.6 3.2 55
0.6 1.1 3.6
4.1 4.9 7.1
5.0 6.0 5.0
7.0 9.0 11.0
5.0 5.0 8.0
6.0 8.0 12.0
5.0 6.0 9.0

SD, sin determinar

Los datos no son considerados en el analisis de resultados a partir del dia experimental 684
debido a la operacion irregular de los reactores experimentales durante este periodo
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APENDICE 5

Ciclos de operacion de 8 horas

141



Ciclo 1

Fecha: 10.04.2001

Dia experimental: 241

Intervalo de carga organica: 0.5-2.5 gDQO/m?d

Los valores de los parametros del agua residual cruda en esta fecha fueron:

DQO total 109 mg/L, DQO soluble 45 mg/L, N-NH4 22 mg/L; P-PO4 2.35 mg/L,
pH:7.7 y temperatura de 13 °C. Este ciclo se eligi6 como representativo de este
intervalo de carga organica porque los reactores presentaban condiciones
estables de operacién, mostrando el comportamiento tipico que presentaron los
tres reactores a lo largo de este periodo en la transformacion de material
carbonoso, nitrogenado y fosforado. EI comportamiento de cada uno de los
reactores se analiza en el capitulo 8 del texto.
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Figura 1. Reactor empacado con anillos Kaldnes. Mediciones en el seno del
liquido durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas
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Figura 2. Reactor empacado con esferas Liapor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacién de 8 horas
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Figura 3. Reactor empacado con cubos Linpor.
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Ciclo 2

Fecha: 30.05.2001

Dia experimental: 290

Intervalo de carga orgénica: 0.5-2.5 gDQO/m?d

Los valores de los pardmetros del agua residual cruda en esta fecha fueron:

DQO total 142 mg/L, DQO soluble 76 mg/L, N-NH; 26 mg/L; RPO; 3.7 mg/L,
pH:7.8 y temperatura de 16 °C. Al igual que en el ciclo 1, en el ciclo 2 se tienen
condiciones estables de operacion. Durante el primer intervalo de carga organica,

los tres reactores presentaron una alta nitrificacion.
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Figura 5. Reactor empacado con esferas Liapor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacién de 8 horas
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Figura 6. Reactor empacado con cubos Linpor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacién de 8 horas
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Ciclo 3

Fecha: 01.08.2001

Dia experimental: 352

Intervalo de carga orgénica: 3.0-8.0 gDQO/m?d

Los valores de los parametros del agua residual cruda en esta fecha fueron:

DQO total 95 mg/L, DQO soluble 49 mg/L, N-NH4 39 mg/L; P-PO, 2.5 mg/L,
pH: 8.1 y temperatura de 18 °C. Este ciclo se eligi6 como representativo de este
intervalo de carga organica porque los reactores presentaban condiciones
estables de operacion, mostrando el comportamiento tipico que presentaron los
tres reactores a lo largo de este periodo en la transformacion de material
carbonoso, nitrogenado y fosforado. ElI comportamiento de cada uno de los
reactores se analiza en el capitulo 8 del te xto.
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Figura 7. Reactor empacado con anillos Kaldnes. Mediciones en el seno del
liquido durante el seguimiento de un ciclo de operacién de 8 horas
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Figura 8. Reactor empacado con esferas Liapor. Mediciones en el seno del liquido

durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas
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Figura 9. Reactor empacado con cubos Linpor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacién de 8 horas
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Ciclo 4

Fecha: 12.09.2001

Dia experimental: 394

Intervalo de carga orgéanica: 3.0-8.0 gDQO/m?d

Los valores de los parametros del agua residual cruda en esta fecha fueron:
DQO total 69 mg/L, DQO soluble 36 mg/L, N-NH; 16 mg/L; P-PO4 1.9 mg/L,
pH: 8.0 y temperatura de 16 °C. Los valores de los parametros de control durante

este ciclo fueron muy bajos con respecto a la caracterizacion del agua residual
influente, motivo por el cual, este ciclo no se consideré representativo en la

operacion de los reactores para discutirlo en los resultados del presente trabajo.
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Figura 10. Reactor empacado con anillos Kaldnes. Mediciones en el seno del
liquido durante el seguimiento de un ciclo de operacién de 8 horas
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Figura 11. Reactor empacado con esferas Liapor. Mediciones en el seno del
liquido durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas
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Figura 12. Reactor empacado con cubos Linpor. Mediciones en el seno del liquido

durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas
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Ciclo 5

Fecha: 06.06.2002

Dia experimental: 641

Intervalo de carga organica: 3.0-8.0 gDQO/m?d

Los valores de los pardmetros del agua residual cruda en esta fecha fueron:

DQO total 491 mg/L, DQO soluble 130 mg/L, N-NH; 42 mg/L; P-PO4 4.5 mg/L,
pH:9.0 y temperatura de 16 °C. Este ciclo, al igual que el ciclo 3, presenta un
comportamiento caracteristico de los tres reactores durante el segundo intervalo

de carga organica.
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Figura 13. Reactor empacado con anillos Kaldnes. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas
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Figura 14. Reactor empacado con esferas Liapor. Mediciones en el seno del liquido
durante el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas
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Figura 15. Reactor empacado con cubos Linpor. Mediciones en el seno del liquido durante

el seguimiento de un ciclo de operacion de 8 horas
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GLOSARIO

ADN
AR
ARN
ATP
BEFD
C

d

D
DQO
dx
Fluoro6foro

PHB
Poli-P
P-PO,

Qu
RBOL

Re
ROL

SAF
SPE

SST
SSV

Area superficial expuesta

Acido desoxirribonucleico

Abundancia relativa

Acido ribonucleico

Adenosintrifosfato

Bacterias eliminadoras de fosforo que pueden desnitrificar
Concentracion de substrato, g/L

Diametro de una particula, cm

Coeficiente de difusion de substrato, m*/d

Demanda quimica de oxigeno

Capa liquida en la interfase seno del liquido/biopelicula

Muestra fluorescente. Secuencia de una cadena de ADN o ARN
marcada con material fluorescente

Aceleracion gravitacional, 981 cm/s?

Energia de Gibbs, kcal/mol

Una seccion del codigo del ADN de una cadena simple de
polipéptido

Hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés,
fluorescent in situ hibridation)

NUmero de grupos celulares

Numero de células

Tasa de reaccion de orden cero, g/m*-d

Espesor de la biopelicula, m

Microscopio confocal laser de barrido (por sus siglas en inglés,
CLSM, confocal scanning laser microscopy)

Flujo de substrato

Nitrégeno molecular, mg/L, g/m*; g/ciclo

Nitrégeno amoniacal, mg/L, g/m®

Nitrégeno de nitrito, mg/L, g/m?

Nitrégeno de nitrato, mg/L, g/m®

Nitrégeno total, mg/L, g/m®

Oxigeno disuelto, mg/L, g/m*

Namero de observaciones

Molécula de poli-hidroxibutirato

Poli-fosfatos

Orto-fosfatos

Caudal de agua, m°/d

Gasto masico, g/d

Tasa de reaccion, glcm®-s

Reactor con biopelicula de operacion por lotes (por sus siglas en
inglés, SBBR, sequencing batch biofilm reactor)

Numero de Reynolds

Reactor de operacion por lotes (por sus siglas en inglés, SBR,
sequencing batch reactor)

Solucion amortiguadora de fosfatos

Substancias poliméricas extracelulares (por sus siglas en inglés,
EPS, extracellular polymeric substances)

Solidos suspendidos totales, mg/L

Solidos suspendidos volatiles, mg/L
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Letras griegas

MOU3I V0 QR
O

Subindices
G
R
S

Tamano efectivo, mm

Velocidad de un fluido, cm/s

Volumen, m*

Fraccion penetrada por substrato en la biopelicula

Error

Constante adimensional de penetracion
Densidad de un fluido, g/cm?®

Porosidad

Tiempo de retencion celular, d
Viscosidad de un fluido, g/cm-s
Gradiente

Tasa de disipacion de energia

Gas
Ribosomal
Substrato
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