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RESUMEN

RESUMEN

Este trabajo tuvo como principal objetivo evaluar el efecto de la acidificacion anaerobia en la
remocion de dos grupos de bacterias indicadoras de contaminacion (coliformes fecales y
Enterococcus faecalis) y una especie patégena (Salmonella typhi). Se empled un reactor
discontinuo (SBR) piloto anaerobio con un volumen de 1.85 m*. El reactor fue alimentado con
agua residual de Ciudad Universitaria (UNAM, ciudad de México) y un complemento
alimenticio de maltodextrina y proteina vegetal hidrolizada de grado alimenticio.

Se compararon tres cargas organicas (0.5, 0.6 y 1.1 kgDQO/kgSST-d) a lo largo de 182 dias
de operacion. Se determinaron distintos pardmetros en el agua residual como DQO total y
disuelta, solidos suspendidos totales y volatiles (SST y SSV), contenido de fosfatos,
nitrégeno amoniacal, &cidos grasos volatiles (AGV) y tres grupos de bacterias.

Los resultados indican que, durante la experimentacion bajo las tres cargas organicas, el
namero de microorganismos indicadores promedio disminuye entre 0.6 y 1 unidades
logaritmicas. Las mayores remociones se encontraron en la carga organica de 1.1
kgDQO/kgSST-d, que fueron de 1y 0.9 unidades log para coliformes fecales y Enteroccocus
faecalis, respectivamente. No fue posible determinar Salmonella typhi con el método de
filtracibn en membrana y cultivo en medio selectivo de sulfito de bismuto.

En el caso de los parametros como contenido de nitrdgeno amoniacal y fosfatos no se vieron
afectados por las condiciones anaerobias del reactor. En el caso del pH del agua del reactor
se mantuvo en valores cercanos a la neutralidad (entre 6.6 y 6.9) en las tres etapas
experimentales.

Se logré la transformacion bioquimica de los contaminantes organicos en el agua residual
mediante procesos anaerobios de acidogénesis. La mayor tasa de produccion de &cidos
grasos volatiles (19.5 mgDQO/Ih) y el mayor grado de acidificacién (26%) se observaron con
la carga organica de 0.6 kgDQO/kgSSTed. En el caso de las cargas organicas de 0.5y 1.1
kgDQO/kgSSTed se obtuvo un grado de acidificacién de 8.7% y 5.1%, respectivamente. Se
observo produccién de AGV en las tres etapas experimentales con predominancia de acido
acético (58%). Ademas se produjeron acido propiénico, isobutirico y férmico, en menores
proporciones.

Durante las dos primeras etapas experimentales (cargas organicas 05 y 0.6
kgDQO/kgSSTed) no se observé remocion significativa de DQO disuelta mas, durante la
tercera etapa (carga organica de 1.1 kgDQO/kgSSTed) se logré una remocion del 39%
concluyéndose que a mayores cargas organicas es posible remover material organico
disuelto.

La remocién promedio de SST en el agua residual se presenta durante las tres etapas
experimentales: La mayor remocion (23%) fue para la etapa con carga organica mas baja
(0.5 kgDQO/kgSSTed) y la menor (7%) para la carga de 1.1 kgDQO/kgSSTed. La remocion
de SST puede deberse a un incremento de la accién combinada de la sedimentacion de los
microorganismos y a la hidrélisis de una parte de los sélidos en suspension en el reactor.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The main objective of this work was to evaluate the effect of anaerobic acidification over the
removal of two bacterial indicators (faecal coliforms and Enteroccocus faecalis) and
pathogenic specie (Salmonella typhi). An anaerobic pilot SBR (V=1.85 m®) was used. It was
fed with wastewater of the Universidad Nacional Autbnoma de México and a food grade
supplement containing maltodextrine and vegetal hydrolyzed proteins.

Three experimental runs with different organic loading rates (0.5, 0.6 y 1.1 kgCOD/kgTSS-d)
were compared in the course of 182 days of operation. During the experimental time
wastewater variables were measured as total and soluble COD, total and volatile suspended
solids (TSS, VSS), ammonia nitrogen, phosphates, volatile fatty acids (VFA) and the above
mentioned microorganisms.

Results showed that the microorganisms were removed between 0.6 and 1 log units during
the three organic loading rates. The higher remotion were founded in organic loading rate of
1.1 kgCOD/kgTSS-d, with values of 1 and 0.9 for faecal coliforms and Enteroccocus faecalis,
respectively. It was not possible to determine Salmonella typhi with the method of membrane
filtration and further cultivation in selective bismuth sulphite agar.

The concentration of ammonia nitrogen and phosphates was not affected by the anaerobic
conditions in the reactor. pH values in the reactor were almost neutral (6.6 to 6.9) in all three
experimental runs.

The biochemical transformations of the organic pollutants in wastewater were achieved
through anaerobic acidification processes. The highest VFA production rate of 19.5
mgCOD/I-h and the highest acidification degree (26%) were observed under the organic
loading rate of 0.6 kgCOD/kgTSS-d. Acidification degrees of 8.7% and 5.1% were observed
under the organic loading rates of 0.5 and 1.1 kgCOD/kgTSS-d, respectively. Production of
VFA was observed under the three experimental phases with acetic acid as the predominant
forms. Also propionic, isobutyric and formic acids were produced in lower amounts than
acetic acid.

No meaningful dissolved COD removal was observed during the experimental runs under the
organic loading rates of 0.5 and 0.6 kgCOD/kgTSS-d but, during the third experimental run
(organic loading rate of 1.1 kgCOD/kgTSS-d), a removal of 39% was observed: The higher
the organic loading rate, the higher dissolved organic material removal.

The total suspended solids (TSS) removal was observed during all three experimental runs.
The highest removal (23%) was for the organic loading rate of 0.5 kgCOD/kgTSS-d; the
lowest removal (7%) was observed during the organic loading rate of 1.1 kgCOD/kgTSS-d.
The combined effect of sedimentation and hydrolysis is responsible for the TSS removal.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

La necesidad de fuentes de agua alternas a las aguas superficiales y subterrdneas para usos
industrial, agricola y municipal, ha hecho del rediso una practica comun, sobre todo en paises
en desarrollo donde, por su calidad y cantidad, son insuficientes para satisfacer las
necesidades de su poblacion. El relaso del agua residual en la agricultura ha sido una
practica comun desde hace décadas y en forma generalizada, pero con poca planificacion ya
que se emplea sin ningun tipo de tratamiento. La principal problemética de este tipo de
practicas sobre todo en la agricultura, es la incidencia de enfermedades gastrointestinales
provocada por la gran cantidad y variedad de patégenos contenidos en el agua residual
cruda. Los riesgos existentes pueden ser por el contacto directo, en el caso de los
agricultores, y también por el consumo de vegetales u hortalizas regadas con este tipo de
agua. De aqui la importancia de eliminar los patdgenos presentes en ella, sin disminuir su
contenido de nutrientes, ni material organico, ampliamente aprovechados en la agricultura.
Aunque existen diversos tipos de desinfeccién que eliminan patégenos, estos son costosos,
forman subproductos téxicos y en todos los casos requieren un tratamiento previo que
elimine sélidos y nutrientes. Asi, y con el propdsito de determinar si los patbgenos se
eliminan al aplicar tratamientos fisicos y biolégicos, como en tratamientos anaerobios. Es por
esto, que en este trabajo se evalud el efecto de un tratamiento bioldgico, la acidificacion
anaerobia, sobre dos indicadores microbiol6gicos de contaminacién (coliformes fecales y
Enteroccocus faecalis) y un patégeno (Salmonella typhi), con el fin de proponerse como un
tratamiento previo del agua residual, que facilite la disposicién de material organico para un
posteriores tratamientos biolégicos, que permita su redso en la agricultura sin ningun riesgo.
Las ventajas de la acidificacién anaerobia son: su bajo costo como tratamiento, no elimina
los macronutrientes (nitrogeno y fésforo) y una baja reduccién de cantidad de materia
organica del agua residual. Ademas no requiere tiempos de retencién elevados ya que no se
busca una digestidn anaerobia, sino una solubilizacién de los sélidos en suspension, lo cual
es la primera fase de los procesos anaerobios avanzados. Por otro lado, este es un proceso
que se da comunmente en sistemas de alcantarillado y recoleccion de agua residual de
ciudades del pais, lo cual puede ser visto como un tratamiento previo antes de su relso,

sobre todo en la agricultura.
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MARCO TEORICO

2 MARCO TEORICO

2.1 Reuso del aguaresidual en agricultura

El reuso del agua residual se entiende como la practica de recurrir a este tipo de aguas,
para emplearlas con fines practicos, luego de aplicarles un cierto nivel de tratamiento
(Moeller, 2005). El reuso se refiere también a un uso escalonado, el cual se propone como:
consumo doméstico, industrial y agricola (Falkenmark, 1986) del agua residual como un
recurso (Jiménez y Ramos, 1999). Esta practica se ha incrementado en las ultimas décadas,
promovida por el crecimiento demografico, la urbanizacion y la demanda de fuentes alternas

de agua, para diversos usos como el industrial y el agricola (OMS, 2006).

El reuso del agua residual especialmente necesario en regiones donde es escasa apoya el
ahorro, el reciclamiento y su uso eficiente; estas practicas permiten compaginar las
necesidades de desarrollo de las regiones, planteadas por la industria, la agricultura y los
asentamientos humanos (Jiménez y Ramos, 1999). El reluso del agua residual tratada
ademas de controlar la contaminacion y mantener sus fuentes de abastecimiento, también
permite emplear preferentemente el agua proveniente de los acuiferos, de mejor calidad,

para el consumo humano y disminuir su uso en actividades agricolas.

En México, la agricultura juega un papel crucial, al ser una de las principales actividades
econdémicas que mas demanda. Por ejemplo, del volumen total de agua empleada (77.3 km®)
59.4 km® son empleado con uso agricola, de los cuales 39.7 km® son de origen superficial y
19.7 km® provienen de extraccion de acuiferos, lo cual equivale a un 70% de esta extraccion
(CNA, 2006). Lo que explica la tendencia hacia un mayor reuso del agua para la agricultura

ya sea cruda o tratada.
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Inicialmente el reuso del agua residual en la agricultura, comenz6 hace unos 150 afos a
partir de la implementacion de sistemas de drenaje en ciudades de Europa y Norteamérica.
El agua residual era reusada sin ningun tipo de tratamiento o se descargaba al los rios sin
tratamiento previo; al observarse que ésta practica causaba grandes epidemias y malos
olores se comenzd a hacer la separacion de agua residual y se empled en suelo agricola,
difundiéndose como practica comun a muchos paises de Europa y América (National
Academy of Sciences, 1996). Si bien, el redso se llevd a cabo sin planeacién, posteriormente

se buscé que su reuso fuera de forma intencional o planificada (Jiménez et al., 2005).

De manera general, el reuso planeado de agua residual en la agricultura comenzé a
principios de los afios 20 los Estados Unidos, en los estados de Arizona, California y otros de
la region oeste. El interés principal del reuso era impedir la sobrecarga de nutrientes en
cuerpos de agua naturales y posteriormente se observd que ésta era una fuente de agua
para riego, sobre todo en regiones aridas donde no existe suficiente agua potable. En
Colorado y Florida se desarrollaron sistemas para el reuso urbano (Moeller, 2005). La
normatividad para el reuso también inicié en California y a partir de 1965, el propésito de la
misma era impulsar de manera decisiva el reciclamiento y el relso de las aguas residuales
en varios paises. Aun cuando, esta practica no emplea mas del 1% de las aguas residuales
de Estados Unidos, en otros paises como India, Israel, Sudafrica, Marruecos y otros paises
de América Latina, sobre todo en paises en desarrollo, mas del 20% de sus aguas residuales

se emplean para reuso en la agricultura (Bitton, 2005)

Respecto al reuso de aguas residuales en la agricultura a nivel mundial, México es el
segundo pais que mas agua residual emplea en sus actividades agricolas, después de
China; en América Latina, México es el pais que mas hectareas irriga con aguas residuales
(Tabla 2.1). Se estima que en el mundo al menos 20 millones de ha pertenecientes a 50
paises en todo el mundo son cultivadas con agua residual cruda, diluida o con cierto grado
de tratamiento (Mara et al., 2007). Del total de agua residual producida y colectada en el pais
(425 m°/s) se reusan 150 m*/s que representan el 35% del total siendo los principales usos el
agricola (83%), publico-urbano (7%) e industrial (10%) (CNA, 2006).

Se estima que en México alrededor del 44.3% de las aguas residuales son utilizadas sin
tratamiento en la agricultura. También la Comisién Nacional del Agua (CNA, 1995) estima

que en el pais se irriga un area de 350 000 ha con un volumen de 160 m*/s de aguas de
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origen municipal, algunas mezcladas con aguas residuales industriales, aguas superficiales o
de pozo.

Existen en México mas de 30 grandes regiones donde el riego agricola es principalmente
con aguas negras no tratadas como: Ciudad Juarez, Chihuahua; Region Lagunera, Coahuila;
Valsequillo, Puebla; Tulancingo, Hidalgo, Durango, Guadalajara, Monterrey, Morelia y
Querétaro, entre otras (Garza et al., 2002). Sin embargo, a pesar de que existe beneficio por
el uso de aguas residuales en los cultivos, existen graves riesgos a la salud provocados por

este manejo.

Tabla 2.1. Ejemplos de regiones irrigadas con agua residual no tratada (Garza et al., 2002)

Pais Ciudad o region Hectéareas /afio
China Diversas ciudades 1,330,000
México Diversas ciudades 350,000

Valle del Mezquital 130,000

Valle de Juarez 26,000
India Diversas ciudades 85,500
Sudafrica Johannesburgo 18,000
Chile Santiago 16,000
Estados Unidos | Diversas ciudades 11,875
Australia Melbourne 10,000
Israel Diversas ciudades 8,800
Peru Lima 6,800
Tunez Tuanez 4,450
Argentina Mendoza 3,700
Arabia Saudita | Riad 2,850
Sudan Khartum 2,800

En México el uso del agua residual para riego agricola tiene sus origenes en la construccion
de una salida para las aguas residuales del Valle de México. En el afio 1890 se comenzé a
aprovechar esta agua en la region del Valle del Mezquital en Tula, Hidalgo, para el riego por
anegacion de cereales, hortalizas y alfalfa. Posteriormente esta regién se estableciéo como el
Distrito de Riego 03, ampliandose a la fecha al Valle de Alfajayucan en el Distrito de Riego

100, también en Hidalgo (Moeller, 2005). Actualmente otras poblaciones que se encuentran
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a lo largo del Gran Canal de Desagiie aprovechan el agua residual generada en el Valle de
México, principalmente la regién de Chalco-Chiconautla (Jiménez y Ramos, 1999).
Aproximadamente un caudal de 45 m®/s de agua residual no tratada proveniente del Valle de
México y un caudal menor de origen pluvial, recorren 70 km fuera de la Zona Metropolitana y
riega unas 90000 ha de cultivos en la zona del Valle de Mezquital (Cifuentes et al., 2000).
Existen ventajas con el relso de agua residual en la agricultura debido a que es una fuente
de agua en el lugar donde se origina sin necesidad de recurrir al bombeo desde zonas de
baja altitud (Jiménez y Ramos, 1999); es una fuente de nutrientes para los cultivos y es un
tratamiento adicional para los efluentes antes de incorporarse a los mantos acuiferos (Bahri,
1999; Bitton, 2005). En México, del total del agua extraida de fuentes subterraneas para
1993 era de 2290 m%s, el 77% es empleado en la agricultura con bajas eficiencias; en
comparacion al incremento de la productividad en los cultivos observada con el uso de aguas
residuales (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Aumento de la productividad en los cultivos por el empleo de agua residual en riego en
México (CNA, 1995)

Rendimiento (ton/ha)
Cultivo Aguas Aguas blancas | Aumento (%)
negras
Alfalfa 120 70 +71
Maiz 5 2 +150
Trigo 3 1.8 +67
Cebada 4 2 +100
Avena 22 12 +83
Tomate 35 18 +94
Chile 12 7 +71

2.1.1 Riesgos a la salud

En paises en desarrollo son comunes las enfermedades de origen hidrico causadas por
agentes infecciosos; la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 4000 millones de
casos de diarreas anuales y un millébn de casos asociadas con la falta de acceso al agua
potable (Gleick, 2002). El reuso del agua residual cruda tiene como consecuencia las

enfermedades hidricas causadas por la elevada cantidad y variedad de organismos
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patégenos en esta y por los tiempos de sobrevivencia de los patdégenos en el suelo y plantas
comestibles (Tabla 2.3). Las causas de enfermedades asociadas con su uso se dan
generalmente debido a la exposicion por agentes infecciosos por contacto directo con los
suelos regados con agua residual, la ingestion accidental de agua contaminada, el consumo
de hortalizas regadas con este tipo de agua y también a la exposicion a largo tiempo, con los

aerosoles bioldgicos provenientes de sitios de irrigacion (Bitton, 2005).

Tabla 2.3. Tiempo de supervivencia para algunos organismos patégenos en diferentes ambientes
(Feachem et al., 1983)

Tiempo de sobrevivencia (dias)
Patégeno Aguadulcey Cultivos Suelo
residual
Bacterias
Salmonella spp. 30 a 60 15a30 50 a 120
Shigella 10a30 5a10 50 a 120
Vibrio cholerae 30 a 60 2ab 50a 120
Protozoos
Entamoeba histolytica, quiste 15a30 2a10 10a20
Helmintos
Ascaris lumbricoides, huevos Varios meses 30 a 60 Varios meses
Virus
Enterovirus 50a120 15a60 20 a 100

Segun la OMS, los riesgos a la salud por el consumo y contacto con hortalizas y granos
regados por agua residual son las infecciones intestinales como ascariasis, salmonelosis,
célera, giardiasis, shigelosis, entre otras. La incidencia de enfermedades diarreicas
relacionadas con el uso de agua tratada es elevada y causa muertes en algunos casos
como, se muestra en la Tabla 2.4. En un informe de la UNICEF (2008) indica la ocurrencia
de 4000 millones de casos de diarrea, de los cuales 1.8 millones mueren a causa de ésta y
el 90% de éstos son en nifos menores de 5 anos. La diarrea constituye un problema de
salud publica muy importante provocado por las deficiencias en materia de agua y
saneamiento; se menciona que los excrementos son la causa principal de propagacién de
enfermedades diarréicas; un gramo de excremento puede contener 10 millones de virus, un

millén de bacterias, 1000 quistes de parasitos y 100 huevos de parasitos (UNICEF, 2008)
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Tabla 2.4. Mortalidad por enfermedades intestinales (OMS, 2006)

Enfermedad Mortalidad Comentarios
(mortalidad/afio)

Diarrea 1,798,000 90% muertes ocurren en nifios
Tifoidea 600,000 Estimados en 16 millones de casos
Schistosomiasis 15,000 Se da en 74 paises y se estima que unas 200

millones de personas han sido infectadas

Ascariasis 3,000 Estimado a 1.45 mil millones de infecciones
Teniasis 3,000 Estimada en 1.3 mil millones de infecciones
Hepatitis A No disponible Se estima 1.4 millones de casos por afio

En una revision de 25 casos de estudio realizados en paises como México, Marruecos,
Egipto y Alemania, se encontré que hay una gran incidencia de enfermedades intestinales en
los agricultores y la poblacién que se encuentra cercana a los campos de cultivo irrigados
con agua residual. Las infecciones mas comunes que se encontraron fueron infecciones
entéricas ocasionadas por bacterias, virus y también cierta incidencia de enfermedades
parasitarias causadas por Ascaris lumbricoides y Giardia lamblia, y en menor grado se

detectd salmonelosis (Blumenthal et al., 2001).

Segun la Secretaria de Salud, en México se reportaron en todo el pais 4535 casos de
infecciones intestinales por cada 100,000 habitantes, 792 casos de amebiasis y 498 casos
de helmintiasis, en el afio 2004 (SSA, 2006).

En un estudio en México, en la zona de cultivo por chinampas en Xochimilco, se evalu6 el
contenido de dos grupos de bacterias indicadoras de contaminacion (coliformes totales y
coliformes fecales) sobre hortalizas regadas con agua. En lechuga (Lactuca sativa) se
encontraron 3.7x10* coliformes totales y 3.6x10° coliformes fecales como numero mas
probable en 100 g de masa seca (NMP/100g); en espinaca (Spinacia oleracea) 8.7x10° y
2.4x10° NMP/100g para coliformes totales y coliformes fecales, respectivamente. Lo cual
mostré en el estudio que el consumo de estos vegetales representa un riesgo potencial para
la salud publica, especialmente cuando los vegetales se comen crudos (Rosas et al., 1984).
Mazari-Hiriart, et al. (2008) realizaron otro estudio en tres sistemas de agua localizados en la
Ciudad de México, y encontraron bacterias enteropatdégenas, como Helicobacter pylori,

algunas especies de Aeromonas y Vibrio fluvialis, lo cual indica que el agua empleada para
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consumo humano o irrigaciéon es un importante vehiculo de transmision En un estudio
realizado en India se observd que existen riesgos de que contraigan infecciones entéricas

provocadas por helmintos y bacterias (Shuval et al., 1989).

Existe evidencia de riesgos de infecciones entéricas, especialmente relacionada con
helmintos como Ascaris lumbricoides y Trichuri trichiura, en agricultores expuestos a
irrigacion con agua residual sin tratar en el Valle del Mezquital (Cifuentes et al., 1994).
Blumenthal et al. (2001), en este mismo lugar, demostraron que el contacto directo con agua
residual incrementa el riesgo de infecciones con A. lumbricoides y de diarrea en nifos

menores de 5 afos, sobre todo en temporada seca.

Otro estudio realizado en el Valle del Mezquital (Cifuentes et al., 1994) indica que el empleo
de agua negra para riego es la principal causa de transmision de enfermedades por
helmintos. De hecho, el riesgo por ascariasis es 16 veces mayor que en las zonas donde se

emplea agua limpia para la poblacion entre 4 y 14 anos (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Frecuencia de enfermedades hidricas en el Valle del Mezquital y una zona que emplea
agua limpia (Cifuentes et al., 1994)

TASA DE MORBILIDAD

Especie Poblacién afectada Zonaregada con Zonaregada con Relacion
por edades aguas negras (a) agua limpia (b) (a/b)
Ascaris 0a4 15.3 2.7 57
lumbricoides 5a14 16.1 1.0 16.0
Mayor 15 5.3 0.5 11.0
Giardia lamblia 0Oa4 13.6 13.5 1.0
5a14 9.6 9.2 1.0
Mayor 15 2.3 25 1.0
Entamoeba 0a4 7.0 7.3 1.0
hystolilica 5a14 16.4 12.0 1.3
Mayor 15 16 13.8 1.2

Debido a la seria problematica existente relacionada con el empleo de agua residual no
tratada y los riesgos a la salud, la comunidad cientifica ha elaborado criterios de calidad, los
cuales son utilizados por organismos como la FAO y la OMS para elaborar las pautas de
calidad; y a su vez, los gobiernos pueden utilizarlos para establecer normas de calidad que
se aplican en los paises mediante leyes y reglamentos (CEPIS/OPS, 1995). En México,

existen normas que regulan la calidad microbiolégica del agua empleada para reuso.
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2.1.2 Normas Mexicanas Asociadas al contenido de patégenos en el agua

Debido a la gran incidencia de enfermedades la Organizacién Mundial de la Salud (2006)
establece limites maximos de microorganismos en el agua reidual tratada para reuso
agricola, se menciona que debe existir menos de 1000 coliformes fecales en NMP/100 ml y

menos de 1 huevo de helminto por litro.

En una comparacion de algunas normas de calidad de aguas residuales para uso en riego
de cultivos de ciertos paises se observa que en éstas se especifican los limites explicitos
como densidad maxima de coliformes y en algunos casos el tratamiento minimo requerido,
de acuerdo con la clase de cultivo que se va a irrigar (CEPIS/OPS, 1995), como se muestra
en la Tabla 2.6. Donde se observa que en todos los casos existen restricciones de contenido
de coliformes y de empleo del agua residual, ya sea en riego restringido o no restringido.
Como se puede observar México sigue una normatividad similar a la de la OMS, mientras
que los paises en la Tabla 2.6 manejan estandares mas elevados al no permitir el riego de

hortalizas que se coman crudas con agua residual, indicados en la Tabla 2.7.

Tabla 2.6. Ejemplos de normas microbiolégicas de otros paises para aguas residuales utilizadas en el
riego de cultivos (Mara, 1990)

Pais Riego restringido Riesgo no restringido

Omaén <23 CT/100 ml No se permite el riego de cultivos
Media <2.2 CT/100 ml (coliformes totales)

Kuwait <100 CT/100 ml
<10000 CT/100 ml No se permite el riego en el caso de
verduras que se comen crudas

Arabia Saudita Se permite el uso del efluente secundario
para forraje, cultivos de temporal, verduras | <2.2 CF/100 ml
tratadas para su consumo y también regar | <50 CT/100 ml
jardines.

Tlanez Arboles frutales, forraje y verduras que se
consumen cocidas

- Tratamiento secundario (incluida cloraciéon) | No se permite el riego de verduras

- Ausencia de Vibrio cholerae y Salmonella. que se comen crudas
Peru Tratamiento especifico segun el tipo de | No se riegan los cultivos de poca
reutilizacion altura, tuberculos ni raices que

pueden comerse crudos

Una de las principales caracteristicas propias del reluso agricola en México es que las aguas
residuales de muchas ciudades que son utilizadas en esa actividad han establecido

compromisos con los agricultores. En 1995 se empleaban 102 m*/s de agua residual para
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(municipal o industrial). Ademas, como existe la preferencia por el agua residual sobre el
agua clara, se hizo una practica ordinaria del reuso, sin ningun control de tipo sanitario hasta
la aparicion de la NOM 032 y 033 en su version de Norma Técnica Ecolégica de 1988
(Moeller, 2005) (estas normas dejaron de ser vigentes al ser sustituidas por las NOM 001 y
003). Actualmente la Norma 003 regula las caracteristicas microbiolégicas del agua
empleada para reuso en diversas actividades (NOM 003-SEMARNAT-1997).

En México las Normas que regulan el contenido de patégenos en el agua residual son la
NOM-003-SEMARNAT-1997 (DOF, 1998), para agua tratada que se relsa en servicios
publicos, y la NOM-001-SEMARNAT-1996 (DOF, 1996), para agua residual descargada en
bienes nacionales, entre ellos el suelo. En estas normas se utilizan a los coliformes fecales y
los huevos de helmintos como organismos indicadores de contaminacién bioldgica y
manejan los valores limites que se mencionan en la Tabla 2.7. Por lo tanto, es necesario
realizar un tratamiento del agua que elimine los patégenos sin disminuir el contenido de

nutrientes disponibles para las plantas.

Tabla 2.7. Resumen de valores limites mensuales para patégenos en agua residual para redso en
México (NOM-003-SEMARNAT-1997, y NOM-001-SEMARNAT-1996)

TIPO DE PATOGENO
NORMA
Huevos de helminto Organismos coliformes
(h/a D) Totales (NMP 6 Fecales (NMP 6 UFC
UFC /100 ml) /100 ml)
NOM-003-ECOL-1997 <1 (en reuso con contacto - 240
(agua tratada para relso) directo al publico)
(DOF, 1998)
<5 ('en reuso con contacto - 1000
indirecto u ocasional)
NOM-001-SEMARNAT-1996 1 (riego no restringido) - 1000 (promedio
(aguaresiduales mensual)
descargadas al suelo)
(DOF, 1996) 5 (riego restringido) - 2000 (promedio
diario)
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2.2 Patégenos en aguas residuales

2.2.1 Tipos de organismos patégenos

En las aguas residuales existe una gran cantidad de organismos patdégenos que pueden
provenir de desechos humanos que estén infectados o que sean portadores de una
enfermedad determinada. Las principales clases de organismos patdgenos que pueden
encontrarse en aguas residuales son: bacterias, parasitos (protozoarios y helmintos) y virus
(Tabla 2.8).

En general las bacterias patdgenas excretadas por el hombre causan por lo general
enfermedades del tracto gastrointestinal, como fiebre tifoidea, paratifoidea, amebiasis y
célera. Estos organismos son altamente infecciosos y provocan un numero considerable de
muertes en paises en desarrollo, sobre todo los que se encuentran en el tropico (Madigan et
al., 1997). Existen diversos tipos de organismos patégenos como bacterias, protozoarios

helmintos y virus, de las cuales se dara una breve explicacion.

2.2.1.1 Bacterias

Existen muchas clases de bacterias que habitan en el tracto intestinal del humano, que son
inofensivas; sin embargo, cuando las personas se encuentran infectados con algun tipo de
enfermedad excretan en sus heces bacterias patdgenas, contaminando las aguas residuales
domeésticas. Las heces contienen entre 10° a 10" bacterias por gramo, lo cual representa el
9% de su peso seco (Dean y Lund, 1981; UNICEF, 2008). Las bacterias han sido

caracterizadas en grandes grupos:

e Bacterias anaerobias facultativas, gram negativo, como Aeromonas,
Plesiomonas, Vibrio, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella y Shigella.

e Bacterias aerobias gram negativo, como Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium y Acinobacter.

e Bacterias gram positivo, formadoras de esporas, como el género Bacillus.

e Bacterias gram positivo, que no forman esporas, como Arthrobacter,

Corynebacterium, Rhodococcus.

La Salmonella es uno de los principales grupos de bacterias patégenas que pueden causar

enfermedades en humanos y animales. La fiebre tifoidea es ocasionada por Salmonella typhi
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y es la enfermedad mas grave ocasionada por estas bacterias. Otro género de bacterias
menos comun es Shigella, que causa una enfermedad intestinal conocida como disenteria
bacilar o shigellosis. Se ha encontrado que los principales focos de propagacion de la
shigellosis son zonas donde las aguas subterraneas, que se usan para consumo, han sido

contaminadas con aguas residuales (Crook, 1998).

Existen otras bacterias que se encuentran en aguas residuales crudas como: Vibrio,
Mycobacterium, Clostridium, Leptospira y especies de Yersinia. La bacteria Vibrio cholerae
es el agente causante de la enfermedad del célera, la cual es transmitida principalmente a
través del agua. La Mycobacterium tuberculosis se ha encontrado en aguas residuales
municipales, que pueden contaminar cuerpos de agua como rios y lagos, y ser transmitida a
la gente. La gastroenteritis es una enfermedad comun atribuida a bacterias consideradas
como no patégenas como lo son Escherichia coli y Pseudomonas, las cuales afectan sobre
todo a nifos pequefios. La bacteria Campylobacter jejuni se ha identificado como causante
de diarrea en humanos. Aunque se ha establecido que estos microoorganismos causan
enfermedades en animales, también han sido involucrados como agentes etiologicos en la

transmisién de enfermedades humanas de origen hidrico (Crook, 1998).

2.2.1.2 Protozoos

La mayoria de los parasitos protozoarios producen quistes capaces de sobrevivir fuera de
sus huéspedes en condiciones ambientales adversas. El enquistamiento es un proceso
disparado por factores como la falta de nutrientes, la acumulacion de metabolitos téxicos y la
respuesta inmune de los organismos huésped; posteriormente del quiste emergera un
trofozoito, bajo condiciones ambientales apropiadas, continuando el ciclo de vida del
protozoario. Los protozoos patégenos de mayor interés son Cryptosporidium parvum,
Cyclospora spp. y Giardia lamblia, los cuales tienen gran impacto sobre individuos con
deficiencias en su sistema inmunolégico como los nifios pequefos, personas de edad
avanzada, individuos con cancer o sida. La infeccion con Cryptosporidium parvum y Giardia
lamblia es causada por la ingestién de agua contaminada con ooquistes y quistes. Estos
protozoos pueden ocasionar sintomas como diarrea severa, dolor estomacal, nauseas y
vomito, que puede extenderse por largos periodos de tiempo. Estos organismos no pueden
ser eliminados completamente por sistemas convencionales de desinfeccién como cloracion,

radiacion UV (Crites y Tchobanoglous, 2000).
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2.2.1.3 Helmintos

Aunque estos no son microorganismos, su presencia es de gran importancia en las aguas
residuales y repercuten en la salud humana. Los parasitos helminticos que pueden
encontrarse en aguas residuales son las lombrices intestinales, como la lombriz estomacal
Ascaris lumbricoides, la tenia solitaria Taenia saginata y Tenia solium, los gusanos
intestinales Trichuris trichuria, la lombriz intestinal Ancylostoma duodenale y el Necator
americanus, y la lombriz filiforme Strongyloides stercolaris. La etapa infecciosa de algunos
helmintos es el estado adulto o de larva y en otros la etapa infecciosa es el estado de huevo,
el cual es excretado en las heces y permanece en el agua residual, suelo y comida. Los
huevos vy larvas, cuyo tamafo oscila entre 10 y 100 pym, resisten condiciones ambientales
desfavorables y pueden sobrevivir a los tratamientos convencionales de desinfeccion de
aguas residuales, aunque algunos huevos pueden ser removidos mediante procesos
convencionales de tratamiento como sedimentacion, filtracion y lagunas de estabilizacién
(Bitton, 2005; Crites y Tchobanoglous, 2000).

2.2.1.4 Virus

Existen mas de 140 clases diferentes de virus entéricos, capaces de transmitir alguna
enfermedad, que son excretados por el hombre. Estos virus se introducidos oralmente en el
ser humano y se reproducen en el tracto intestinal de personas infectadas y son expulsados
en grandes cantidades en las heces (Bitton, 2005). Estos son responsables de un amplio
espectro de enfermedades como sarpullido, fiebre, gastroenteritis, infecciones respiratorias,
del sistema nervioso central y cardiacas. Sin embargo, los virus entéricos estan presentes en
una proporcion relativamente baja, con respecto a otros patégenos. Los virus entéricos que
presentan mayor repercusion en la salud humana son enterovirus (polio, eco, coxsackie),
virus Norovirus, rotavirus, retrovirus, calcivirus, adenovirus y virus de hepatitis A. Los virus
que producen enfermedades diarreicas y que son propagados por el agua son los rotavirus y
virus Norovirus. Los reovirus y adenovirus, causantes de enfermedades respiratorias,
gastroenteritis e infecciones en los ojos, se han encontrado y aislado a partir de agua
residual (Crook, 1998; Madigan et al., 1997).

En la Tabla 2.8 se muestra un resumen de los organismos potencialmente infecciosos
presentes en agua doméstica no tratada. El riesgo de infeccion por alguno de estos

organismos depende de la dosis infecciosa, la capacidad de los organismos de causar
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infeccidon o patogenicidad y de la susceptibilidad del huésped.

En la Tabla 2.9 se muestra las dosis infecciosas de algunos organismos patdgenos y las
concentraciones en las que se encuentra en el agua residual cruda, observandose que en

muchas ocasiones rebasan las dosis infecciosas.

Tabla 2.8. Agentes patdgenos en agua residual doméstica (Crites y Tchobanoglous, 2000)

Organismos Enfermedad Sintomas
Bacterias
Campylobacter jejuni Gastroenteritis Diarrea
Escherichia coli Gastroenteritis Diarrea
Legionella pneumophila Legionelosis Malestar, fiebre, dolor de cabeza, enfermedades

Leptospira (150 spp.)
Salmonella typhi

Salmonella (~ 2100 spp.)

Leptospirosis
Fiebre tifoidea

Salmonelosis

respiratorias agudas

Ictericia, fiebre (enfermedad de Weil)
Fiebre alta, diarrea, ulceras en el
delgado

Intoxicacién por alimentos

intestino

Shigella (4 spp.) Shigelosis Disenteria bacilar
Vibrio cholerae Célera Diarrea aguda, deshidratacion
Yersinia enterocolitica Yerseniosis Diarrea
Protozoos
Balantidium coli Balantidiasis Diarrea, disenteria

Cryptosporidium parvum
Cyclospora

Criptosporisdiasis
Ciclosporasis

Diarrea
Diarrea severa, dolor de estdmago, nauseas y
vomitos prolongados

Entamoeba histolytica Amebiasis Diarrea prolongada con sangrado, abscesos en
el higado y en el intestino delgado
Giardia lamblia Giardiasis Diarrea leve o severa, nauseas, indigestion
Helmintos
Ascaris lumbricoides Ascariasis Infestacidén de gusanos intestinales
Entorobium vermicularis Enterobiasis Gusanos
Fasciola hepética Fascioliasis Lombriz de ovejas
Hymenolepis nana Teniasis Tenia enana
Taenia saginata Teniasis Tenia (buey)
Taenia solium Teniasis Tenia (cerdo)
Trichuris trichiura Trichuriasis Gusano intestinal alargado
Virus
Adenovirus (31 clases) Enfermedades
respiratorias
Enterovirus (72 clases) Gastroenteritis,
anomalias  cardiacas,
meningitis
Hepatitis A Hepatitis infecciosa Ictericia, fiebre, vomito
Agente Norwalk Gastroenteritis
Parvovirus (3 clases) Gastroenteritis
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Tabla 2.9. Concentraciones de microorganismos presentes en efluentes de tanques sépticos y en
aguas residuales no tratadas y su dosis infecciosa (Crook, 1998; Feachem, et al., 1983;
USEPA ,1992)

Organismo Concentracidn en agua Dosis infecciosa, expresada
residual cruda como numero de organismos
NMP/ 100 ml
Bacterias
Clostridium perfringens 10° - 10°
Enterococos 10* - 10°
Shigella 10° - 10° 10 - 20
Salmonella 10% - 10 10%- 10’
Vibrio cholerae - 10° =10’
Protozoos
Cryptosporidium parvum, quiste 10" - 10°
Entamoeba histolytica, quiste 10" - 10" 20
Giardia lamblia, quiste 10° - 10* <10
Helmintos
Huevos 10" - 10°
Ascaris lumbricoides 1-10
Virus
Virus entéricos 10° - 10* 1-10

2.2.2 Bacterias usadas como organismos indicadores

Debido a que existe un gran numero de organismos patdégenos presentes en el agua residual
resulta complicado aislar e identificar a todos los grupos de patdégenos, ya que representa
grandes costos, gran cantidad de tiempo requerido, asi como necesidad de equipo
especializado y personal calificado. Frente a estas dificultades y la necesidad de hacer una
evaluacion rapida y confiable de la presencia de patégenos en el agua, se ha planteado la
necesidad de trabajar con organismos indicadores. Estos organismos tienen un
comportamiento similar a los patdégenos en cuanto a concentracion, reaccién frente a
factores ambientales y barreras artificiales; pero su identificacion es mas rapida, econémica y
sencilla. Una vez evidenciada la presencia de grupos indicadores, se puede inferir que los
patégenos se encuentran presentes en una concentraciéon similar o menor; ademas se puede
inferir que su comportamiento con respecto a los distintos factores ambientales es similar al
del indicador (Maier et al., 2000; Campos, 2003).
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Las caracteristicas que deben reunir un microorganismo para ser un indicador ideal de

contaminacion biolégica y por lo tanto de especies patégenas son:

e Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.

o Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotérmicos.

e Estar presente cuando los microorganismos patogenos intestinales lo estan.

e Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e identificacion.

o Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales homeotérmicos.

e Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las bacterias
patdgenas (su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o superior al de
los patogenos de origen fecal).

e Debe ser facil de aislar y cuantificar.

¢ No debe ser patégeno.

No existe ningun microorganismo que reuna todos los criterios de un indicador ideal y
apenas algunos grupos satisfacen algunos de estos requisitos. Sin embargo, las bacterias
principalmente son las que se emplean para estos fines, aunque algunos grupos de parasitos
y virus, y los huevos de helmintos son empleados como indicadores de contaminacién
bioldgica (Maier et al., 2000; Campos, 2003).

Las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia en el agua son las bacterias entéricas
que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y son eliminadas a través de las heces.
Cuando estos microorganismos se introducen en el agua, las condiciones ambientales son
muy diferentes, por consiguiente su capacidad de reproducirse y de sobrevivir son limitadas.
Debido a que su deteccion, recuento a nivel de laboratorio son lentos y laboriosos, se ha
buscado un grupo alternativo de indicadores que sean de mas rapida y facil deteccion. El

grupo mas utilizado es el de las bacterias coliformes.

2.2.2.1 Coliformes fecales

El grupo de microorganismos coliformes ha sido empleado como indicador de contaminacion
bacteriana ya que incluye al subgrupo de los coliformes fecales, los cuales se encuentran de
forma abundante en el tracto intestinal de los animales homeotermos, incluyendo al hombre.
El problema de emplear a los coliformes totales es que es un grupo muy general de bacterias
——————————————————————————
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que se encuentran en diferentes ambientes como suelo, agua, plantas, animales, sedimentos

ademas de que en su gran mayoria no incluyen especies patdégenas.

Por lo tanto se emplea un subgrupo mas especifico, los coliformes fecales los cuales se
encuentran que son capaces de fermentar lactosa a 44.5°C. Estan representados
principalmente por Escherichia coli y ciertas especies de Klebsiella, las cuales pertenecen a

la familia de las Enterobacterias.

Esta familia tiene como propiedades generales que son gram negativas, no forman esporas y
que algunas presentan motilidad gracias a flagelos (Murray et al., 2003). E. coli
especificamente es una especie facultativa principalmente y forma parte de la flora intestinal
saludable de los animales, aunque también se encuentra en la sangre, tracto urinario,
respiratorio, entre otros. Existen cinco grupos de ésta que causan malestares intestinales en
humanos que van desde diarreas leves hasta diarrea sanguinolenta hemorragica y falla
renal, conocido como sindrome urémico hemolitico. Los otros grupos de E. coli que causan
enfermedades pueden ser: enteroinvasivos, que causan disenteria; enteropatogénico
frecuentes causantes de diarrea infantil; enterohemorragicos, que producen verotoxina y
causan colitis hemorragica y sindrome hemolitico urémico; enterotoxigénicos que producen
una enterotoxina que es la mayor causa de diarrea del viajero y diarrea infantil (Murray et al.,
2003; Levine, M. y Vial, P., 1988). y enteroagregativos que han sido recientemente descritos
y han sido asociados a diarrea persistentes que llega a causar hasta la muerte, existen
también brotes que la asocian a enfermedades originadas por la comida en paises
industrializados. Se cree que este grupo se adhiere a la mucosa intestinal y elabora
enterotoxinas y citotoxinas, causando diarrea, dafio en la mucosa e inflamacién intestinal
(Nataro, J. et al., 1998).

El principal agente patdégeno reconocido como causa de enfermedad en humanos es E. coli
0O157:H7, el cual produce una toxina con actividad citotéxica, conocida como verotoxina; este
se encuentra asociado al sindrome de colitis hemorragico y urémico hemolitico. Esta cepa se
encuentra asociada al ganado doméstico y bovino, que puede ser transmitido al humano por
el consumo de alimentos crudos o regados con aguas residuales crudas. E. coli O 157: H7,
puede sobrevivir en medio acuatico, por varios dias y a temperaturas bajas, aunque es muy

susceptible a la desinfeccion por cloro (Jiménez et al, 2004).
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Aproximadamente del 2 al 8% de E. coli presente en el agua se ha encontrado que es
enteropatogénica, lo cual es una minoria, ademas la dosis infecciosa de este género es
relativamente elevada, se encuentra en un intervalo de 10° a 10° Unidades Formadoras de
Colonias en 100 ml (UFC/100 ml) (Bitton, 2005). Debido a que E. coli no es mayormente
patdgena, ademas de que se reproducen en agua y suelos especialmente en zonas
tropicales, el uso de los coliformes fecales como indicadores de contaminacion fecal no es
completamente determinante para indicar la presencia de organismos patdgenos en el agua;
es por esto que se han sugerido el uso de otros microorganismos indicadores como
Enterococcus faecalis (APHA, 1995; Botero et al., 2002).

Fig. 2.1. Fotografia en microscopio electrénico de Escherichia coli principal representante de
los coliformes fecales (University of California, 2007)

2.2.2.2 Enterococos faecalis

Enterococcus faecalis es una especie que pertenece al género de los enterococos; estas
especies son gram positivas, facultativas y su temperatura éptima de crecimiento es a los
35°C, aunque pueden crecer en un amplio margen de 10 a 45°C. Forma parte de la flora
intestinal de animales y el humano, son organismos resistentes capaces de tolerar
concentraciones relativamente altas de sales y acidos, por lo que son indicadores de
contaminacion de playas y aguas salobres (Murray et al., 2003). En agua residual se ha

encontrado que la concentracion de Enterococcus faecalis es de 10* a 10° NMP/100ml.

Enterococcus faecalis es una especie que se encuentra comunmente en el tracto
genitourinario en humanos, llega a causar infecciones del tracto urinario; de hecho se ha

encontrado que esta especie forma el 80 a 90% de los casos clinicos del género

Mariana Rivera Mota 18
2009



MARCO TEORICO

enterococos. Esta asociada comunmente a la endocarditis, que es la inflamaciéon de los
revestimientos internos de las valvulas cardiacas, y llega a ser causa de bacteremia, que es
un sintoma de presencia de bacterias en la sangre (Murray et al., 2003; MedLine, 2006). Se
estima que las infecciones intrahospitalarias ocasionadas por E. faecalis afectan anualmente
a mas de 800,000 pacientes estadounidenses, con costos superiores a los 500 millones de
dolares, lo que sitla a estas bacterias como el segundo agente causal de infecciones
urinarias en EUA, so6lo menor a las de Escherichia coli, y el tercero de bacteremia, apenas
por debajo de Staphylococcus aureus y de los estafilococos coagulasa negativa (Garza et
al., 2002).

Debido a la importancia que presenta tanto como causa de enfermedades infecciosas, que
se encuentra ampliamente distribuida en el tracto urinario de animales homeotermos y a que
€s una especie gram positiva, contrario a E. coli, puede ser empleado como un indicador de

contaminacion bacterioldgica en aguas residuales.

Fig 2.2. Fotografia en microscopio electrénico de Enterococcus faecalis
(Microbewiki, 2008)

2.2.2.3 Salmonella typhi

El género Salmonella, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, por lo que presenta
bacterias con movilidad. Son bacterias de gran tamafo de 2 a 4 ym de longitud, son gram
negativas, no forman esporas y no son acidorresistentes (Davis et al., 1996). En general las
enterobacterias crecen con facilidad en medios simples, a menudo con una fuente Unica de
carbono. Son organismos facultativos, por lo que su crecimiento es rapido bajo condiciones
aerobias y anaerobias, todas fermentan glucosa y no lactosa, reducen nitratos hasta nitritos y

son negativas a la oxidasa. Salmonella typhi en particular presenta movilidad por diversos
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tipos de pili y flagelos, similares a los de E. coli, que se fijan a los receptores de D-manosa
sobre diversos tipos de células eucariéticas (Ryan y Ray, 2004). En general su numero en el
agua residual es de 8000 organismos por 100 ml (Feachem et al., 1983). La forma de
aislarlos e identificarlos en cultivos, es con medios selectivos, generalmente se emplean los
de alta selectividad como lo es con sulfito de bismuto, sobre todo para el aislamiento del

serotipo Typhi (Murray et al, 2003)

En este género existen dos especies comunmente reconocidas, la Salmonella enterica y
Salmonella bongori. Salmonella enterica esta subdividida en 6 subespecies, de la cual la
subespecie enterica ha sido en su mayoria aislada en humanos o animales homeotermos.
En el caso de las otras 5 subespecies y la especie S. bongori, han sido aisladas de animales
poiquilotermos y en el ambiente, rara vez de humanos (Murray et al., 2003). Existen 2501
serotipos del género Salmonella, de los cuales 1478 pertenecen a la subespecie enterica;
los mas comunes son los serotipos typhimurium, paratyphi y enteritidis. La mayoria de la
Salmonella no tifoideica pueden ocasionar infecciones intestinales, caracterizadas por
diarrea, fiebre y dolores abdominales; algunas otras pueden ocasionar infecciones
localizadas como la osteomielitis, infecciones en el tracto urinario o bacteremia en personas
inmunodeprimidas. Generalmente la Salmonella se encuentra en poblaciones de animales y
el contagio en humanos estd asociado al consumo de alimentos de origen animal; también
se puede transmitir mediante el agua y en ocasiones por contacto humano. En 1999 en
Estados Unidos, se registraron 1.4 millones de casos y 600 muertes, causadas por

salmonelosis no tifoideica (Murray et al., 2003).

En el caso de la fiebre tifoidea, es transmitida por Salmonella enterica typhimurium o algunos
casos S. enterica paratyphi es una infeccion del torrente sanguineo, muy comun en paises
en desarrollo, por lo que en Estados Unidos son poco comunes los casos: se estiman unos
800 casos anuales con mortalidad menor de 5 personas. Los sintomas principales son fiebre
prolongada, dolores de cabeza, no hay presencia de diarrea o es intermitente, bacteremia
persistente; sin tratamiento puede volverse cronica y la endotoxina producida puede originar
miocarditis, encefalopatia e incluso coagulacion intravascular diseminada, también puede
producir infecciones en otros tejidos (tubo intestinal, huesos, articulaciones, higado). Esta
enfermedad presenta una baja dosis infecciosa, menor a 10 y un periodo de incubacién
variable y grande de 1 a 6 semanas; por lo tanto el ser humano puede un portador sano y el
contagio se puede dar por contacto entre personas o mediante comida contaminada con
————————————————————————————————————
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heces fecales o con el agua contaminada. La fiebre tifoidea segun la OMS (1998) afecta a
12.5 millones de personas al afno y en regiones industrializadas ocurren unos 400 casos al
afo de enfermedad (tasa de morbilidad) con respecto a México en el cual segun cifras de la

Secretaria de Salud se reportaron 7481 casos en el ano 2002.

Fig 2.3. Fotografia en microscopio electrénico de Salmonella thypi (Microbewiki, 2008)

2.2.3 Remocion de patdgenos en agua residual mediante diversos tratamientos

Debido a los riesgos que implican los distintos patégenos presentes en el agua residual,
como se mostrd en la seccion anterior, se ha buscado remover patdgenos a niveles seguros
para su uso en la agricultura; sin embargo, se busca también que el agua pueda mantener
sus propiedades fertilizantes y de mejorador de suelos, por lo que no se desea remover la

totalidad de nutrientes, ni material organico que ésta contiene.

En diversos estudios, se ha buscado comparar la eficiencia en la remocién de diversos
tratamientos, Kamizoulis (2008) hace una comparacion de estas eficiencias las cuales se

resumen en la Tabla 2.10.

En esta Tabla 2.10 se puede observar que en general los tratamientos primarios y
secundarios no remueven una gran cantidad de patégenos, a menos que se lleve a cabo
una filtracion por membranas. Se conoce que los procesos mecanicos como la
sedimentacion vy filtracion, si bien son importantes para la remocién de sélidos, no son
eficaces para remover microorganismos salvo los huevos de helmintos que son grandes

particulas sedimentables y pueden ser removidos en un 30%. Y en el caso de la filtracién
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con arena es un proceso que permite la remocién de particulas grandes (20 a 80 um), como

huevos de helmintos hasta en niveles de 1 HH/L (Jiménez, 2005). Sin embargo, la

eliminacidon de microorganismos de menor tamafio, como bacterias patégenas, que miden

aproximadamente 0.3 x 5 ym, es baja para estos métodos, eliminando hasta 3 unidades

logaritmicas.

Tabla 2.10. Remocion de patégenos alcanzados en distintos tratamientos (Kamizoulis, 2008)

Tratamiento Remocion de patégenos (porcentaje/ log;o)
Bacterias Helmintos Protozoarios Virus
Primarios
Sedimentacién primaria 50 — 90% 90% 27-64% 50 - 98%
0-1 |Og1o 0-1 |Og1o 0-1 |Og1o 0-1 |Og1o
Sedimentacion primaria + coagulacion 50-90% 90-99.9 % 27-90% 50 — 98%
quimica 0-3log1o 1-3logio 0 -1 logio 0 - 1 log1o
Secundarios
Lodos activados o filtro percolador +
sedimentacién secundaria 90 — 99.9% 90 - 99% 45 -97% 53 -99.9%
1-3 |0g10 1-2 |Og10 0-1 |Og1o 0-3 |Og1o
Laguna aereada estanque de 90 - 99% 90 — 99.9% 45 -97% 90— 99%
sedimentacién 1-2logio 1-3logio 0 -1 log1o 1-2log1o
Tratamiento terciarioffiltracién/proceso de 30 -90% 99% 95 - 99.9% 90 - 99.9%
membrana/ coagulacion/floculacion 0 - 1 log1o 2 log1o 1.5-4logo 1 -3 log1o
Filtracion de arena de alta y baja carga 50 - 99.5% 90 - 99% 50 — 99.9% 20 - 99.99%
0-25 |Og1o 1-2 |Og1o O—3|Og1o 1 —4|Og1o
Procesos de membrana 99.95 - >99.9% >99.9999% 99.5 -
99.9999% >3 log1o >6 log1o 99.9999%
3.5-6 |Og1o 1-6 |Og1o
Desinfeccion
Cloracion 99 — < 90% < 95% 90 —99.9%
99.9999% 0-1log1o 0-1.5log1o 1 -3 log1o
2-6 |0g10
Ozonacion 99 — <90% 90 — 99% 99.9 -
99.9999% 0 - 1 logo 1-2log1o 99.9999%
2 —41logio 3-6 log1o
Desinfeccién por UV 99 - 99.99% No hay >99.9% 90 - 99.9%
2 -4 logio datos > 3% 1 -3 log1o
Sistemas naturales
90 — 90 — 99.9% 90 - 99.9% 90 — 99.99%
Lagunas de estabilizacion 99.9999% 1 -3 log1o 1-4logro 1 -4 log1o
1-6 |Og1o
Almacenamiento de agua residual y 90 - 90 - 99.9% 90 - 99.99% 90 - 99.99%
embalses 99.9999% 1-3log1o 1—-4log1o 1 -4 log1o
1-6 |Og10
Humedales construidos 50 — 99.9% 99.9% 50 — 99% 95 -99%
0-3 |Og1o >3 |Og1o 0-3 |Og1o 15-2 |Og1o
1
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Por otro lado se observa que la desinfeccion permite una mayor remocion de patégenos,
sobre todo de bacterias (hasta 6 unidades logaritmicas), aunque menor en el caso de huevos
de helmintos, parasitos y virus. En general los métodos de desinfeccion actian mediante
mecanismos de dafo a la membrana o pared celular de las células, modificacion de la
permeabilidad de la membrana o de la naturaleza del protoplasma, inhibicién de la actividad
enzimatica, dafio a los acidos nucleicos o induccién de procesos anormales de Oxido-
reduccion (Darby et al., 1995). Para la eliminacion microorganismos patégenos se emplean
con mayor frecuencia los métodos quimicos debido a que tienen un alto potencial de
inactivacion y tienen la capacidad de penetrar la membrana y pared celular, entre otras. La
luz UV y tiene la ventaja de ser eficaz para inactivar bacterias y virus, asi como quistes de
protozoarios; aunque no puede inactivar huevos de helminto. Sus desventajas son que no
posee un efecto residual, su costo es mayor que el uso del cloro y la presencia de sdlidos
suspendidos totales afectan su eficacia (Beltran, 2006). Por lo tanto, aunque es un método
eficaz, requiere de un tratamiento que remueva en principio los sdlidos y no puede ser

empleado directamente en agua residual cruda.

En el caso de la cloracién y el uso de ozono, tiene la ventaja de que permiten la inactivacion
de bacterias y virus, pero para huevos de helmintos y protozoarios es deficiente. El uso de
cloro tiene como ventajas su bajo costo y que posee un efecto residual en el agua que
permite un mayor tiempo de desinfeccion, pero este llega a ser téxico para la vida acuatica y
existe ademas el reisgo de la generacion de subproductos como los trihalometanos que son
considerados carcinogeénicos. En el caso del uso del ozono ademas de ser caro y no tener
un efecto residual, se ha encontrado que existe formacién de subproductos y que a bajas
dosis no hay una efectiva inactivacion de algunos virus, esporas y quistes (Solomon et al,
1998).

Se ha encontrado que los tratamientos como humedales y lagunas proporcionan buenas
remociones en el caso de bacterias de hasta de 6 unidades logarimicas (Tabla 2.10); sin
embargo, para lograr estas remociones se requiere un tiempo de retencion elevado, mayor a
20 dias para eliminar coliformes fecales y para remover Cryptosporidium se requiere casi 38
dias (Grimason et al., 1992). Las lagunas tienen también como limitante el costo del terreno,
si es geologicamente adecuado o si la tasa de evaporacion es muy alta, debido a que se

puede llegar a perder hasta 30% del agua provocandose su salinizacion (Jiménez et al,
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2005). En la Tabla 2.11 se muestra los resultados de remociones de bacterias patégenas en
aguas residuales o residuos solidos organicos, con diferentes tratamientos indicando el

probable mecanismo de estrés.

Tabla 2.11. Efecto de distintos tratamientos sobre la sobrevivencia de bacterias (Goss y
Richards, 2007)

Tratamiento Reduccion Estrés
(escala logaritmica)

Lagunas 1-3 Tiempo
Humedales construidos 2-3 Tiempo, filtracién
Digestion mesofilica 1-2 Tiempo, calor
Digestion termofilica 5 Tiempo, calor
Compostaje 1-5 Tiempo, calor
Secado con aire 1-2 Desecacion
Secado con aire caliente 4-5 Calor, desecacion
Pasteurizacion 5 Tiempo, calor
Procesos alcalinos 3-5 Calor, NH3

Se puede observar en general en la Tabla 2.11 que el mayor mecanismo de estrés es el
tiempo y el calor; en el caso de procesos alcalinos, el mecanismo de estrés es la
concentracién de NHj; lo cual provoca un desequilibrio osmaético. Debido a las comparaciones
realizadas de la remocion de patdgenos, en este trabajo se busca estudiar la remocion

existente en un tratamiento biolégico como la acidogénesis.

2.2.3.1 Reduccién de patégenos por acidificacion anaerobia

El proceso de acidificacién anaerobia, como se explicara mas adelante se lleva a cabo por
bacterias anaerobias y facultativas, forma parte del catabolismo anaerobio que esta
compuesto por la fase de hidroélisis del material organico y fermentacién de los productos de

la hidrdlisis para obtencion de energia en forma de ATP.

De los diferentes tipos de fermentaciones se obtienen productos como acidos grasos
volatiles (AGV) y alcoholes; se ha descubierto que en estos procesos se da la disminucién de
la materia organica y de los organismos patégenos, aunque aun no se conoce mucho con

respecto a como disminuye la cantidad de estos ultimos en el agua dentro del proceso de
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acidificacion anaerobia. Se puede establecer que los mecanismos adversos para la
eliminacion de los patdégenos tienen que ver con la competencia y depredacién, adsorcién de
los patégenos en los sdlidos, la fase de hidrdlisis y la inactivacion mediante los AGV. En
primer lugar, existe la competencia por la materia organica o fuente de carbono, entre los
microorganismos patdégenos y bacterias acidogénicas, al encontrarse en un medio hostil

(condiciones anaerobias).

Aunque algunos organismos patégenos son aerobios, existen también facultativos vy
anaerobios, como en el caso de coliformes fecales, Enterococcus faecalis y Salmonella typhi,
los cuales son bacterias facultativas. Sin embargo, las condiciones anaerobias en el agua
residual favorecen el crecimiento de las bacterias acidogénicas al tener un metabolismo mas

rapido bajo estas condiciones que las bacterias patdégenas.

También se ha visto que existe depredacion de los microorganismos. Los sistemas de
tratamiento biolégico de biomasa en suspension pueden favorecer los mecanismos de
remocién por depredacién como en un sistema ecolégico de depredador-presa, lo cual se
propicia con un alto tiempo de retencién celular o hidraulico (Duncan y Nigel, 2003). Se ha
encontrado depredacién en sistemas anaerobios como sistemas de lagunas anaerobias y
facultativas (Pearson et al, 1995). En este caso los organismos con metabolismo mas rapido,
bajo estas condiciones, pueden consumir a los organismos patdégenos para obtener su

fuente de carbono.

Se ha encontrado que la remocion de los patégenos se encuentra relacionada con la
incorporacion o adhesion de estos en los solidos, por lo que la fase de sedimentacion en los
tanques la favorece. Se ha encontrado que en tanques sedimentadores con tiempos de
retencion de 2 a 6 horas los coliformes fecales son removidos de un 30 a un 50 % y un

promedio de 79% de Salmonella (Duncan y Nigel, 2003)

Por otra parte, la hidrélisis mediante exoenzimas no especificas por parte de las bacterias
acidificadoras puede lograr que los patégenos sean hidrolizados en esta primera etapa. En
esta fase, las exoenzimas pueden provocan dafo a la pared celular de los microorganismos

que se encuentran en el agua residual, incluyendo a los microorganismos patégenos.

La composicion de una célula procarionte (bacterias), de forma especifica E. coli, es 55% de
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monomeros; en el caso de las bacterias gram positiva, la pared celular estda compuesta en su
90% por peptidoglicano, unas moléculas de carbohidratos unidas a proteinas; en el caso de
las gram negativas sélo un 10% de la pared es de peptidoglicano y la membrana celular
externa se encuentra formada por lipopolisacaridos y proteinas (Madigan et al.,1997). Por lo
tanto, la hidrdlisis que convierte carbohidratos, proteinas y lipidos en azucares simples, para
su subsecuente fermentacion hacia acidos grasos volatiles (Miron et al.,, 2000), podria
favorecer la destruccién de la pared celular de las bacterias, incluyendo a las patégenas.
Con el rompimiento de la pared celular, el material citoplasmatico es facilmente degradado e
hidrolizado para las funciones metabdlicas de las bacterias acidogénicas; en el caso del
material de la pared celular debido a su baja biodegradabilidad es poco susceptible a la

hidrolisis.

En una revision de 25 casos de estudio de uso de agua residual no tratada en la agricultura
se ha encontrado que existe cierta reduccion de patégenos como nematodos y coliformes
fecales cuando el agua residual es parcialmente tratada. En estudios en México se ha
encontrado que si el agua es retenida en tanques durante un minimo de un mes, se alcanzan
la reduccion de los coliformes fecales y nematodos de 2 log individuos a menos de 1 log
individuos; se encontré también que con una retencién de las aguas residuales en dos
tanques de almacenamiento durante 1 a 2 meses cada uno, existe una mayor disminucion
de coliformes fecales (4 6rdenes de magnitud) y en los nematodos de 2 a 3 érdenes de
magnitud (Blumenthal et al., 2001).

Se ha encontrado que en los procesos fermentativos existe una destruccion de
microorganismos patégenos contenidos en los sélidos. Carrington et al., 1982 y Kearney et
al., 1993 han reportado reduccién de bacterias entéricas patdégenas durante la digestion

anaerobia, en Salmonella y Escherichia coli.

Por otro lado, la produccién de AGV en la acidificacion provoca una desinfeccion o reduccion
de patogenos, ya que tienen efectos inhibitorios sobre estos microorganismos. Se ha
encontrado que acidos como sulfurico, clorhidrico, peracético, acético y propidnico, tienen un

efecto desinfectante en los lodos residuales (Jiménez et al., 2005).

Se ha encontrado que los AGV, que son metabolitos intermediarios durante la digestion
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Ricke, 1998). Kunte et al., 2000, observé que la produccion de altas concentraciones de AGV
(9000 mg/l) en un reactor anaerobio, provocaban una disminucion del pH (5 - 6) y una
inactivacion casi completa de bacterias patdgenas entéricas como Shigella dysenteriae

durante tiempos de permanencia largos de 10 a 15 dias.

La inactivacion de patégenos causada por acidos organicos durante la digestion de lodos es
algo reportado desde los afios 60°s (McCarty y McKinney, 1961). Se ha hallado que existe
una destruccidn de patdgenos en los digestores acidos de lodos, en la que los acidos
organicos, que son productos intermedios de la descomposicion anaerobia son acumulados
en altas concentraciones; por ejemplo, superiores a 13000 mg/l (Matthews y Asaadi, 2003;

Puchajda y Olesziewicz, 2006).

Aunque el mecanismo no es bien conocido, parece ser que la inactivacién producto de los
acidos grasos volatiles se relaciona con el equilibrio del pH al interior de la célula. En
solucion acuosa los acidos débiles, como los AGV, se encuentran en equilibrio entre la
forma no ionizada y sus aniones. En su forma no ionizada los acidos son lipofilicos, por lo
que pueden pasar a través de la membrana celular; una vez disociados en el interior de la
célula, estos se vuelven lipofébicos y no pueden salir, por lo que son acumulados al interior
en el citoplasma que es mas alcalino. Esto ocasiona tres grandes problemas: 1) la
acidificacion del citoplasma, por lo que debe emplear una bomba de protones llamada H'-
ATPasa, para que saque los protones a través de esta bomba. Este mecanismo consume
una gran cantidad de energia, lo cual agota a la célula (Gauthier, 2002). 2) Los acidos
organicos actian como protondéforos e incrementan la permeabilidad a los H y por lo tanto la
salida de protones no puede ser lo suficientemente rapida para alcanzar el pH normal del
citoplasma. 3) Existe una acumulacién de formas anionicas de los acidos dentro de la célula
las cuales son téxicas y generan problemas osmaticos. En la Figura 2.4 se puede observar

los efectos de los acidos grasos volatiles sobre E. coli.

Gonzalez et al. (2002) compararon el efecto desinfectante del acido peracético (pH=4.9) y
acético (pH=3.4) con el mismo tiempo de contacto, encontrando una pérdida de la viabilidad

de los huevos de helmintos del 88% para el acido peracético y del 76% para el acido acético.
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Fig. 2.4. Efectos de los acidos grasos sobre E. coli
(Adaptado de Puchjada y Oleszkiewicz, 2006)

Otro estudio se realizé con mezclas de acidos organicos diversos en agua residual,
hallandose una mayor inactivacion de huevos de helminto (85%) para una mezcla de acidos
(acético, propiodnico, isovalérico y valérico) en concentracion una total de 8300 mg/l, con 4

dias de contacto (Hernandez, 2005).

En lodos fisicoquimicos, 550 ppm de acido peracético durante 10 minutos, son suficientes
para eliminar de 5 a 6 unidades log de coliformes fecales, 4 a 5 log de Salmonella y el 90%

de helmintos, sin un posterior crecimiento de bacterias (Barrios et al., 2003).

En el caso particular de las especies patdogenas que se proponen como caso de estudio en
este trabajo, se ha encontrado que E. coli, aunque puede vivir en ambientes aerobios o
anaerobios, realizando fermentacion, presenta cierto dano oxidativo si se le somete a pH
menores o mayores de un pH de 7.75, en mas de una unidad de pH. Se sabe que en el caso
de E. coli O 157, tiene la capacidad de producir una toxina lisogénica (capaz de lisar a la
célula) mediante un gen de bacteriéfago; sin embargo, el bacteriéfago puede ser inducido y
la célula es lisada ante algun tipo de estrés oxidativo como la luz solar o las variaciones de
pH; esto le da desventaja a E. coli al encontrarse fuera de su huésped. Salmonella typhi,
posee una sensibilidad similar, ya que variaciones de pH, temperatura y oxigeno, le

provocan estrés (Maier et al., 2000).
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2.3 Metabolismo de los microorganismos en el agua residual

En todas las células se llevan a cabo transformaciones quimicas catalizadas
enzimaticamente para su supervivencia y reproduccion, lo cual se llama metabolismo. Estas
reacciones enzimaticas constituyen rutas metabdlicas en las cuales se llevan a cabo pasos
consecutivos de dichas rutas; en cada reaccion se realzan pequefios cambios quimicos
especificos como la eliminacion, transferencia, adicion de un atomo o grupo funcional o
molécula especifica. En la secuencia de pasos o ruta, un precursor se convierte en producto

a través de una serie de intermedios metabdlicos o metabolitos (Lehninger et al., 1995).

El metabolismo se divide a su vez en dos fases, una degradadora o catabolismo y una de
sintesis llamada anabolismo. En el catabolismo, las moléculas organicas que sirven de
nutrientes (glucidos, grasas y proteinas), son convertidas en productos mas sencillos,
liberandose energia, parte de la cual se conserva en la formacion de ATP y transportadores
de electrones reducidos (como las moléculas NADH y NADPH). En el anabolismo ocurre una
biosintesis de macromoléculas celulares como proteinas, polisacaridos, lipidos y acidos
nucleicos, a partir de precursores sencillos. Este tipo de reacciones requieren un aporte de
energia, generalmente en forma de energia libre de hidrolisis de ATP o por medio de
moléculas reductoras como NADH y NADPH (Lehninger et al., 1995). En la Figura 2.5 se
pueden observar las relaciones energéticas entre rutas anabdlicas y catabdlicas, en las
cuales se observa que las rutas catabdlicas producen energia quimica en forma de ATP,
NADH y NADPH, los cuales se utilizan en las rutas anabdlicas para convertir precursores

pequenos en macromoléculas celulares.

Los microorganismos del agua residual llevan a cabo reacciones anabdlicas y catabdlicas;
sin embargo, para este trabajo se analizara con mas detalle la fase del catabolismo en
condiciones anaerobias, procesos con los cuales los microorganismos obtienen energia para

sus funciones vitales.
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Fig. 2.5. Relaciones energéticas entre las rutas catabdlicas y anabdlicas (Lehninger et al.,
1995)

Los procesos catabdlicos que se llevan a cabo en las bacterias facultativas se dividen en tres
etapas principales (Figura 2.6). La primera es la fase de hidrélisis que corresponde al
proceso mediante el cual las sustancias particuladas, y también algunas solubles, son
fragmentadas a moléculas mas simples, como monosacaridos, aminoacidos y otros
compuestos, mediante enzimas hidroliticas excretadas por bacterias. Las reacciones de
hidrdlisis son indispensables para que las células puedan absorber y utilizar como fuente de
carbono y energia las moléculas complejas de mayor peso molecular (Von Minch et al.,
1997). De los productos de la hidrélisis de polisacaridos se obtienen precursores de la

glucdlisis que es la segunda etapa de los procesos catabdlicos.

En el caso de macromoléculas como proteinas, estas son hidrolizadas a polipéptidos y
aminoacidos, y en el caso de los lipidos estos son hidrolizados a acidos grasos y glicerol.
Estos productos pueden ser degradados y generar, directamente la Acetil-CoA, la cual puede
ser empleada también en procesos catabdlicos para la obtencion de energia, como en el

caso del catabolismo de la glucosa.
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En la glucélisis las moléculas de glucosa sufren una serie de degradaciones quimicas que
genera dos moléculas de piruvato por cada molécula de glucosa, conservandose energia
libre en forma de ATP. El piruvato a su vez puede ser transformado en Acetil-CoA o ser
empleado directamente como receptor de electrones en algunos procesos para obtencién de

energia, como en la fermentacion lactica.

Una vez se obtiene la Acetil-CoA, ésta puede ser catabolizada en condiciones aerobias o
anaerobias. En condiciones aerdbias ésta es oxidada a acetato, el cual entra al ciclo de los
acidos tricarboxilicos y es oxidada a CO,; de esta oxidaciéon se almacena energia en
portadores de electrones reducidos NADH y FADH,, que a se vez son oxidados,
produciéndose una transferencia de electrones en la cual se libera gran cantidad de energia
conservada en ATP mediante un proceso llamado fosforilacion oxidativa. En ésta
transferencia de electrones el oxigeno del medio se emplea como receptor de electrones

formado H,O y regenerando los portadores de electrones a su forma oxidada NAD* y FADH".

En cambio en condiciones anaerobias, no es posible reoxidar al portador de electrones
NADH, necesario para la glucdlisis; por lo tanto éste tiene que ser regenerado por otra
reaccidon conocida como fermentacion, en la cual se forman a partir de piruvato, productos
reducidos como acidos organicos simples y alcoholes. Estos productos son empleados como
receptores de electrones de NADH, para formar NAD® y continuar las reacciones de
glucdlisis que producen energia para la célula; ademas en estas reacciones se regenera
ATP de la oxidacién del NADH (Lehninger et al., 1995). En general las fermentaciones en
agua residual, se llevan a cabo mediante bacterias anaerdbicas o facultativas. A
continuacion se muestra un esquema de etapas del catabolismo de las bacterias facultativas,

en presencia y ausencia de oxigeno (Figura 2.6).

En este trabajo se dara énfasis a las fases del catabolismo anaerobio de hidrdlisis y
fermentacion; esto debido a que son los procesos que se desean analizar en la

experimentacion. A continuacién se hablara sobre los procesos de fermentacion.

Mariana Rivera Mota 31
2009



MARCO TEORICO

Proteinas Polisacaridos Lipidos
> 1a
Y Y i ETAPA
Polipéptidos y Mono y Acidos grasos y
aminoacidos disacaridos glicerol =
Glucdlisis
h
Oxidacién de PIRUVATO Oxidacién de acido 2a
. PO >
aminoacidos grasos ETAPA
Y
Acetil-CoA ~
Ciclo de los acidos R
tricarboxilicos Ciclo incompleto de los
/V \‘ acidos tricarboxilicos
Desaminaci6n de A\ ‘/
aminoacidos v— \V \
H+ > 3a
ETAPA
Fosforilacion .
oxidativa Fermentacion
] Acidos grasos volatiles,
NH, co, alcoholes de cadena corta, _
[NH;| SR
En presencia de oxigeno molecular En ausencia de oxigeno molecular

Fig. 2.6. Procesos catabdlicos en bacterias facultativas en agua residual (Lehninger et al.,
1995)

2.3.1 Fermentacion

La fermentacién es un proceso metabdlico llevado a cabo en condiciones anaerobias cuyo
objetivo es regenerar el ATP. En este, la célula produce, a partir de un sustrato organico,
moléculas que serviran a la vez de donadores y receptores finales de hidrégeno. En la
fermentacion de carbohidratos y de otros sustratos se generan productos de forma aislada o
mezclados como etanol, lactato, propionato, formiato, butirato, succinato, capronato, acetato,
n-butanol, 2,3-butanodiol, acetona, 2-propanol, biéxido de carbono e hidrégeno molecular,

como se observa en la Figura 2.7 (Schlegel, 1988).

32
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Fig. 2.7. Principales tipos de fermentacién en aguas residuales (Schlegel, 1988)

Segun el producto prioritario, se nombra a la fermentacion como alcohdlica, lactica,
propionica, acética, butirica y férmica. En general se emplea el término fermentacion para
hacer referencia a los procesos que generan alcohol y acido lactico; sin embargo, como
existen otros productos de estos procesos que en su mayoria son acidos grasos volatiles

AGV, se emplea el término acidogénesis. (Schlegel, 1988).

Las principales especies de &cidos grasos volatiles (AGV) que se obtienen de la
fermentacion anaerobia del agua residual son el acido acético y propionico (Dinopoulou et
al., 1988), ademas de acido butirico, valérico y caproico (Chyi y Dague, 1994). A
continuacion se explicaran las principales fermentaciones existentes en los microorganismos

en condiciones anaerobias.
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2.3.1.1 Fermentacion etandlica

El etanol es uno de los productos de la fermentacion de carbohidratos mas abundantes entre
los microorganismos; los principales productores de alcohol son las levaduras de las cuales
se conocen aproximadamente 800 especies, especialmente de la cepa Saccharomyces
cerevisiae. Estos son una especie de hongos que en condiciones aerobias producen ATP a
través de la fosforilacién oxidativa tomando al oxigeno como receptor de protones en la
cadena respiratoria; en cambio, en condiciones anaerobias y con un pH neutro a ligeramente
acido, realizan una fermentacion de los carbohidratos a etanol y CO, (Albert et al.,2002). En
este caso, el piruvato, como producto de la glucélisis, es descarboxilado por la enzima
piruvato descarboxilasa y convertido a acetaldehido para a su vez ser reducido a etanol, por
la enzima alcohol deshidrogenasa. El etanol recibe los protones del NADH,, que es un
transportador de protones, y por lo tanto se convierte en un receptor de protones siendo una

molécula altamente energética como se muestra en la Figura 2.8 (Schlegel, 1988).

/‘\ P 2 Dpiruvato

2 2(NADHZ), N~ 2co,
2 AL 2 acetaldehido

Fig. 2.8. Reacciones generales en una fermentacién alcohdlica (Schlegel, 1988)

Existen bacterias anaerobias o facultativas que producen etanol como producto principal o
secundario de la fermentacion de hexosas o pentosas. Sarcina ventriculi sigue una via de
fermentacion similar a las levaduras. En cambio Zymomonas mobilis, descompone la glucosa
a etanol, CO, y pequefias cantidades de acido lactico por otra via. Las bacterias lacticas
heterofermentativas, como la especie Leuconostoc mesenteroides, forman alcohol a través
de una via totalmente distinta; en ésta la glucosa se descompone en pentosafosfato, en la
cual la enzima fosfocetolasa actua sobre la xilulosa-5-fosfato para formar acetilfosfato, el cual
es a su vez reducido mediante dos enzimas a etanol. Existen otras bacterias como
enterobacterias y clostridios que forman etanol como productos secundarios a partir de la
reduccion del acetil-CoA (Schlegel, 1988).

Mariana Rivera Mota 34
2009



MARCO TEORICO

2.3.1.2 Fermentacion lactica

Las bacterias del acido lactico se reunen en la familia de las Lactobacteriaceas. Para la
obtencion de energia dependen unicamente de los carbohidratos y como producto se excreta
acido lactico. Este tipo de bacterias son fermentadoras obligadas pero pueden sobrevivir en
medios microaerobios (medios de escasa concentracién de oxigeno molecular, en la cual la
velocidad de consumo es mayor a la transferencia en el agua). Estas bacterias se

encuentran en la leche, sus productos, en plantas, y en mucosas de hombre y animales.

Segun la capacidad de fermentar la glucosa a lactato o dar otros productos de fermentacion,

las lactobacterias se dividen en homofermentativas y heterofermentativas (Schlegel, 1988).

En la fermentacion lactica homofermentativa, las bacterias forman acido lactico puro,
mediante la descomposicion de la glucosa mediante la glucdlisis y utilizando el piruvato como
receptor de protones y produciéndose lactato (Figura 2.9). Una pequefia parte del piruvato se
descarboxila hasta acetato, etanol, CO, y hasta acetoina. Algunas especies
homofermentativas pueden formar una amplia variedad de productos si las condiciones de
fermentacion son alteradas, por ejemplo el pH alcalino las concentraciones de formato,
acetato y etanol se incrementan a expensas del lactato (Albert et al., 2002). En la
fermentacion lactica heterofermentativa se producen varios productos como lactato, etanol,
manitol y CO,. ElI pH ligeramente acido favorece la formacién de lactato y las

concentraciones de acetato, formiato y etanol disminuyen (Albert et al., 2002).

N
2 CNAD 2 2 piruvato

factate] S

Fig. 2.9. Reacciones generales en la fermentacién lactica homofermentativa (Schlegel, 1988)

2.3.1.3 Fermentacion propidnica

En este tipo de fermentacién la realizan principalmente las propionibacterias, las cuales
tienen un metabolismo anaerobio pero pueden ser microaerotolerantes. Estas pertenecen al

género Propionibacterium y se encuentran en el intestino de los rumiantes principalmente y
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son empleadas en la elaboracién del queso y la coagulacion de la leche. Ademas del género
Propionibacterium las especies Micrococcus lactilyticus, Clostridium propionicum,
Selenomonas y Micromonospora, se encuentran dentro de las bacterias formadoras de acido
propidnico. El propionato también es producto de la fermentacidon de otras bacterias
(Schlegel, 1988).

Las propionibacterias bajo condiciones aerobias se pueden reproducir mas rapidamente que
bajo condiciones anaerobias, esto sucede siempre y cuando las concentraciones de oxigeno
en el medio sean menores a la tasa de respiracion, de lo contrario el oxigeno actua como
téxico para las bacterias. En condiciones anaerobias pueden fermentar distintos
monosacaridos como la glucosa, sacarosa, lactosa y pentosa, asi como lactato, malato,
glicerina y otros sustratos, hasta acido propionico. La ruta general de la fermentacién
propiénica se presenta en la Figura 2.7, pero pueden existir otras rutas dependiendo el
sustrato, las propionibacterias en general emplean la ruta metilmalonil-CoA, con la cual se
reduce el lactato o piruvato a acido acético; en cambio Clostridium propionicum, Bacteroides
ruminicola y Peptostreptococcus elsdenii forman acido propidnico por la via del acriloil-CoA
(Schlegel, 1988).

2.3.1.4 Fermentacién butanodidlica y acética por Coli-Aerégenes

Este tipo de fermentacion la realizan Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Aeromonas
hydrophyla, Bacillus subtilis y otras, conocidas como el grupo de las Coli-Aerdégenes. En el
caso de E. coli la fermentaciéon se caracteriza por la transformacion del piruvato en acetil-
CoA y formiato, y este a su vez es transformado a diéxido de carbono e hidrogeno; la acetil-
CoA es reducido a etanol, no produciéndose acetoina o 2,3-butanodiol a partir de piruvato.

Se produce también lactato y acetato a partir de estas reacciones (Schlegel, 1988).

En el caso de E. aerogenes se producen también varios acidos grasos, pero sobre todo
acetoina y 2,3-butanodiol. La formacién de acetoina parte de dos moléculas de piruvato e
incluye una doble descarboxilacion, lo cual genera una produccion adicional de didxido de
carbono. Las reacciones generales de la fermentacion por Coli-Aerdgnenes se muestran en

la Figura 2.7.

Con relacion a los productos de fermentacion excretados en condiciones anaerobias pueden

establecerse dos tipos: a) tipo Escherichia coli: se producen preferentemente acidos pero no
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butanodiol; b) tipo Enterobacter ademas del producto principal butanodiol se producen en
cantidades secundarias acidos (Schlegel, 1988). En la Tabla 2.12 se muestran los productos
de la fermentacion de 3 especies de Enterobacterias, en las cuales se puede comparar los

dos tipos principales de fermentacion por acidos producidos.

Tabla 2.12. Ejemplos de fermentaciones de mezclas de acidos (Albert et al., 2002)

Productos Escherichia Enterobacter Salmonella
(mmol/100 mmol de coli aerogenes typhi

glucosa)
Lactato 108.8 53.0 121.7
Etanol 41.3 594 254
Acetato 32.0 10.1 25.6
Formato 1.6 5.5 39.33
CO, 54.0 126.0 9.0
H, 45.2 442 0.0
Succinato 18.0 6.0 10.8
Acetoina 0.0 0.4 0.0
2,3-Butanediol 0.0 34.6 0.0

2.3.1.5 Fermentacién butirica y acética por clostridios

El genero Clostridium es un grupo bacterias en forma de bacilo en su mayoria anaerobias
estrictas, pero que llega a tener algunas especies aerotolerantes como C. hisolyticum, C.
acetobutylicum. Son bacterias meséfilas y termofilas que pueden crecer en pH neutros y
alcalinos. En general tienen una amplia gama de sustratos que pueden emplear como
nutrientes; dependiendo de los sustratos que utilicen se pueden agrupar en clostridios
sacaroliticos, aquellos que degradan preferentemente polisacaridos y azlcares, y los
clostridios proteoliticos, aquellos que degradan preferentemente proteinas, peptonas y
aminoacidos. En general, la degradacién de la glucosa produce en cantidades variables
butanol, butirato, acetona y 2-propanol, dependiendo de las condiciones del medio. En la
Figura 2.9 se puede observar que en primer lugar se produce acido butirico y al aumentar la
producciéon de acidos, aumenta la concentracién de la enzima acetato descarboxilasa la cual
conduce a la acumulacion de acetona y butanol. Entre la formacion de acetona y de butanol
existe una estrecha relacién, ya que con la descarboxilacion del aceto acetil-CoA, precusor
de la acetona y butirato, se pierde un receptor potencial de hidrégeno, el butanol, por lo que

se forma butirato, acetona e iso-propanol como receptores de hidrégenos (Figura 2.9). Como
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ejemplos de especies fermentadoras de glucosa se puede considerar a Clostridium

butyricum y C. acetobutylicum (Schlegel, 1988).

Algunas especies de clostridios, como Clostridium sporogenes C. botulinum Protefnas, C.
histolyticum, C. sporogenes y C. sticklandli, también realizan una fermentacion especial en
la que transforman aminoacidos en condiciones anaerobias hasta productos como acido iso-
butirico y algunos isomeros del acido valérico (Schlegel, 1988). Este tipo de transformacion
se llama reaccion de Stickland y se da como un acoplamiento de oxidacién y reduccién de
pares de aminoacidos, donde algunos de ellos como la alanita, leucina, isoleucina, valina,
serina, entre otros, actian como donadores de hidrogeno. En cambio, aminoacidos como la
glicina, prolina, arginina y triptofano, actian como aceptores de electrones. El aminoacido
donador se desamina a un oxiacido, que posteriormente mediante una descarboxilacion
oxidativa se transforma en el acido graso. Este paso va unido a una fosforilacion, en la cual

se produce energia (Schlegel, 1988).

Los distintos tipos de fermentacion anaerobia de aguas residuales domésticas y lodos
primarios son de gran importancia en el tratamiento de aguas residuales. Estas permiten la
produccion de sustratos facilmente asimilables como los AGV, la eliminacién de nutrientes y
la reduccién de patdégenos. Los reactores discontinuos han sido empleados en la produccion,
los cuales ofrecen beneficios con respecto a los sistemas de flujo continuo ya que permiten
flexibilidad en operacién y permiten ejecutar diferentes objetivos de tratamiento; sin embargo,
existen diferentes factores que influyen en la produccion de AGV en los reactores

discontinuos, que se analizaran a continuacion.

2.3.2 Factores que influyen en la produccién de AGV de los procesos de fermentacién

Existen diversos factores que influyen en la produccion de AGV en los procesos de
fermentacion como son el tiempo de retencion celular, tiempo de retencion hidraulica, carga
organica, pH, temperatura, toxicos y nutrientes, entre otros. A continuacioén se detalla cada

uno de estos factores, asi como algunos estudios realizados sobre los mismos.
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2.3.2.1 Tiempo de retencion celular (TRC)

El tiempo de retencion celular (TRC) corresponde al tiempo promedio que permanecen los
microorganismos o biomasa en el reactor. Este parametro puede emplearse como un factor
selectivo de microorganismos ya que permiten su permanencia relacionada con su velocidad
de reproduccién (Elefsiniotis y Oldham, 1994). Los organismos fermentadores estan
caracterizados por tener bajas velocidades de crecimiento y reproduccidén en condiciones

anaerobias, por lo que el control del TRC es un parametro crucial.

Eastman y Ferguson (1981) estudiaron el efecto de TRC cortos entre 9 y 72 h en la hidrdlisis
y acidificacion de sustratos solubles en lodos primarios a temperatura de 35°C, y hallaron
que la fermentacion se lleva a cabo rapidamente con este tipo de sustratos, siendo la
hidrdlisis el factor limitante. Sin embargo, diversos estudios revelan la importancia que tiene

el TRC en la acidogénesis como se muestra a continuacion.

Elefsiniotis y Oldham (1994) estudiaron la fermentacion anaerobia en lodos primarios,
encontrando un aumento en la produccién total de AGV y Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO) disuelta al incrementarse el TRC de 10 a 20 dias. Goncalvez et al. (1994) compararon
diferentes TRC y obtuvieron una mayor produccion de AGV y remocion de sodlidos
suspendidos consecuencia de la hidrdlisis y un incremento de la DQO disuelta con TRC
entre 6 y 9.8 dias. Danesh y Oleszkiewicz (1995) realizaron fermentacién en agua residual
doméstica con TRC de 4, 8 y 13 dias, encontrando que con TRC altos se obtiene mayor

producciéon de AGV.

Miron et al. (2000) estudiaron el efecto de TRC entre 3 y 15 dias sobre la hidrdlisis,
acidificacion y metanogénesis de aguas domeésticas en un reactor de flujo ascendente y
obtuvieron que las condiciones acidogénicas se producen en tiempos menores o iguales a 8
dias; en el caso de TRC superiores a 8 dias se observd que se favorecen las condiciones

metanogénicas al favorecer el crecimiento de bacterias metanogénicas.

2.3.2.2 Tiempo de residencia hidraulica (TRH)

El tiempo de residencia hidraulica (TRH) es un parametro que determina el tiempo de

contacto entre los microorganismos y el sustrato, el cual se puede manipular para favorecer
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el crecimiento de organismos acidogénicos. Dinopolou et al. (1988) afirman que este
parametro determina la eficiencia de la solubilizacién de los sdlidos y el grado de
acidificacion. Lettinga y Hulshoff (1991) sugieren valores entre 6 y 24 horas para la
acumulacion de AGV en el reactor y Holst et al. (1997) recomiendan un intervalo de TRH

entre 2 y 24 horas, dependiendo del tipo de agua residual.

Von Minch y Greenfield (1998) mencionan que la acidificacion bioquimica se puede
favorecer con un control independiente del TRC y TRH, por lo que se pueden obtener las
mismas tasas de produccion para combinaciones de TRC y TRH, lo cual es importante para

reducir los volumenes de los tanques al fijar TRH menores que TRC.

Guerrero et al. (1999) estudiaron la hidrdlisis y acidificacion anaerobia en agua residual con
alto contenido de solidos suspendidos volatiles y proteinas observando la mayor remocion de
sélidos y acidificacion con TRH de 12 a 24 horas en intervalos de temperatura termofilicos y
mesofilicos. Maharaj y Elefsiniotis (2001) encontraron que en reactores completamente

mezclados la produccién era mayor para TRH de 30 h y temperatura de 25°C.

Yu et al. (2003) estudiaron la hidrdlisis y acidogénesis en un reactor de flujo ascendente,
encontrando que la mayor hidrélisis de los sélidos suspendidos volatiles entre 34% y 78% se
llevé a cabo en condiciones acidas (pH entre 4 a 6.5) y a una temperatura de 35°C y con un
TRH entre 4 y 24 horas. Los carbohidratos fueron acidificados en un 31% a 65%, las
proteinas entre un 20% y 45% vy los lipidos entre un 14% y 24% en el intervalo de TRH

mencionado.

2.3.2.3 Carga organica (CO)

La carga organica es un concepto que involucra la tasa de alimentacién de sustrato por
masa de microorganismos y por unidad de tiempo (Metcalf y Eddy, 1996) el cual es de
importancia ya que indica la disponibilidad de sustrato en el metabolismo celular y su
crecimiento. Las cargas organicas medias a altas favorecen la acidificacion. Liu y Ghosh
(1997) alimentaron con altas concentraciones de sélidos a un reactor anaerobio de flujo
ascendente y observaron que el grado de acidificacion se incrementa al incrementarse la

carga organica.
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Gonzalez (2004) trabajo con diferentes valores de cargas organicas (0.27 a 1.46
kgDQO/kgSST-d) en un reactor anaerobio piloto alimentado con agua residual municipal y
encontré que la mayor produccién de AGV se presenta en las cargas organicas de 0.62 y
0.72 kgDQO/kgSST-d. En otro trabajo similar de Pérez (2004) quien trabajé con un reactor
piloto alimentado con agua residual, encontrd que la maxima conversion de DQO a AGV se

obtuvo con una carga organica promedio de 0.74 kgDQO/kgSST-d.

2.3.2.4 pH

El pH es un parametro que afecta las tasas de crecimiento de los microorganismos, el tipo de
especies y las interacciones entre estas en el reactor, y la distribucion de AGV. Se sabe que
el pH, junto con el potencial de 6éxido-reduccion (Eh, medida de la actividad de los
electrones, relacionado con el pH y el oxigeno que hace referencia a un medio oxidante o
reductor), intervienen en las especies de AGV que se producen en un reactor (Ren et al.,
1998).

Se ha encontrado que el pH en la fermentacion anaerobia influencia el metabolismo
microbiano en aspectos como la utilizacién de fuentes de carbono y energia, eficiencia de la
degradacién del sustrato, sintesis de proteinas y liberacion de productos metabolizados en la
célula. El crecimiento 6ptimo de los microorganismos se da en pH neutros (Schlegel, 1988).
Sin embargo, se ha encontrado que la actividad acidogénica se lleva a cabo a intervalos mas
amplios de pH. Ademas se ha encontrado que existe relacién entre el pH medido y la

concentracion de AGV en el reactor (Von Munch y Greenfield, 1998)

Chyi y Dague (1994) mencionan que aunque no es bien conocido el pH 6ptimo para el
crecimiento de organismos acidogénicos, estos pueden desarrollarse a valores de pH por
abajo de 6. Alexiou et al. (1994), sefalan que un pH de 6 parece ser el 6ptimo para la
actividad acidogénica, mientras que Goncalvez et al. (1994) sefalan un intervalo 6ptimo

entre 6y 8.

Ren et al. (1997) estudiaron el efecto del pH en reactores acidogénicos encontrando que los
diversos valores de pH favorecen distintos tipos de fermentacién. La fermentacion acética se
ve favorecida con pH mayor a 6 y potenciales redox altos (Eh> -100 mV), la propidnica con

pH de 5.5 y Eh=-278 mV, la fermentacion butirica tiene su maxima formacion a pH 5 y Eh
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inferiores a - 250 mV. La fermentacion etandlica se logra bajo pHs inferiores a 4.5.

Ruel et al. (2002) compararon tres fermentadores acidogénicos con control de pHa 6.5y 7.5,
y uno sin control, encontrando poca diferencia en la produccion de AGV y que los sistemas
sin control de pH tienden a autorregularse.

Por otro lado Ahn y Speece (2006) encontraron que las condiciones termofilicas y a un pH de
9, son las Optimas para un reactor acidogeénico; esto se debe a que se evita la solubilizacion
de los productos organicos de la conversion de acidos organicos y, concluyen que las

condiciones alcalinas parecen no afectar en gran medida la formacién de AGV.

2.3.2.5 Temperatura

Este es un factor importante para el desarrollo de los microorganismos y la tasa de
reacciones enzimaticas, ya que se relaciona con la tasa de desnaturalizacién de las enzimas,

la transferencia de nutrientes y la estabilidad de los sustratos.

En aguas residuales se conocen tres intervalos de temperaturas éptimas para que los
microorganismos lleven a cabo sus reacciones enzimaticas, clasificadas como psicréfilicas (-
2°C a 20°C), mesofilicas (20°C a 45°C) y termofilicas (45°C a 75°C) (Metcalf y Eddy, 2003).
En general un incremento en la temperatura en el intervalo mesofilico y termofilico favorece

la acidogénesis como se observa en los estudios que se comentan a continuacion.

Zoetemeyer et al., (1982) investigaron la influencia de la temperatura sobre la acidificacion
en glucosa en el intervalo de 20°C a 60°C encontrando que las temperaturas 6ptimas fueron
de 37°C y 45°C. Dinopoulou et al. (1988) menciona que el grado de acidificacion y la tasa de
formacion de acidos grasos volatiles se incrementa conforme la temperatura aumenta en el
intervalo mesofilico, bajo un TRH y sustrato constante. Las temperaturas optimas del
experimento mostraron que la especie dominante de AGV fue el acido acético. Por el
contrario, la produccion de acido propidnico se mantuvo casi constante en el intervalo

comprendido entre 25°C y 40°C.

Ruel et al. (2002) estudiaron el potencial acidogénico en reactores anaerobios a 15°C, 20°C
y 30°C, encontrando que la temperatura 6ptima para la produccion de AGV fue de 30°C.

Explican el incremento de AGV debido al aumento de la solubilidad de lipidos y proteinas, asi
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como el aumento de biodegradacion de los compuestos organicos, ademas de que algunos
tipos de bacterias acidogénicas no pueden crecer a temperaturas menores de 14°C, dejando

material organico del sustrato sin fermentar.

2.3.2.6 Toxicos

Los productos toxicos se definen como agentes quimicos que, bajo ciertas condiciones
pueden producir efectos adversos en sistemas biolégicos que van desde alteraciones
menores de las funciones normales, hasta la muerte. (Millner et al., 1992). Algunos
elementos que pueden estar en el agua residual, como metales pesados, pueden resultar ser
téxicos dependiendo de su concentracion. Ademas, la concentracién de algunos productos
de degradacién como los acidos grasos volatiles, hidrogeno, alcoholes puede ser tdxicos
(inhibiciéon por exceso de producto) para los mismos microorganismos del sistema
dependiendo de las condiciones de éste como pH y capacidad amortiguadora del sistema
(Pérez, 2004). Por lo tanto, los microorganismos acidogénicos pueden verse inhibidos por la

presencia de éstos tdxicos en concentraciones que lo afecten.

2.3.2.7 Nutrientes

Los nutrientes como nitrégeno y fésforo, asi como algunos elementos trazas o
micronutrentes tales como Na, Ca, K, Mg, Fe, CI, Ni, Zn, entre otros, son necesarios para
que pueda ocurrir la fermentacion anaerobia de la materia organica (Malina y Pohland,
1992).

2.3.3 Transformaciones del material organico en la hidrélisis y acidogénesis

El agua residual tiene dos grandes fracciones de material: disuelto y suspendido. Esta
clasificacion general se hace mediante la separacion de las particulas por medio de filtracion
a través de un tamafo de poro de 0.45 um, considerandose las particulas con diametro
mayor a 0.45 ym como fracciéon suspendida o sdlidos suspendidos (SS) y las menores a
0.45 ym como fraccion disuelta (Von Minch et al., 1999). Ambas fracciones a su vez estan
formadas por material organico e inorganico, como se puede observar en la Figura 2.10. En
ésta se hace una propuesta esquematizada para englobar las posibles transformaciones del

material suspendido y disuelto en los procesos de hidrdlisis y acidificacion. En la hidrdlisis y
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acidificacion, la relacion de DQO disuelta y suspendida cambia debido a las

transformaciones que implican estas reacciones catabdlicas.

En general, el material organico del agua residual, ya sea disuelto o suspendido, es
cuantificado mediante la DQO, la cual indica la cantidad de material organico que es
susceptible a ser oxidado quimicamente, con un oxidante fuerte (Crites y Tchobanoglous,
2000).

I Agua residual
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Fig. 2.10. Esquema con transformaciones de material suspendido y disuelto durante la hidrdlisis y
acidificacion (Adaptado de Gonzalez-Martinez, 2008)

En la Figura 2.10 se puede observar que en la fraccion suspendida del agua residual existe
la fraccidn organica de organismos vivos o biomasa, la cual presenta organismos viables o
con capacidad de reproducirse en condiciones anaerobias, que son responsables de las
reacciones de hidrdlisis y acidogénesis. En la hidrdlisis se lleva a cabo la fragmentacion del

material suspendido organico biodegradable, como polisacaridos, lipidos y proteinas, por
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medio de enzimas hidroliticas. Los productos de esta transformacién pasan a formar parte
del material organico disuelto del agua residual. También el material que puede ser sometido
a hidrdlisis son los microorganismos no viables, los cuales no pueden vivir bajo las
condiciones del reactor o no pueden reproducirse; una parte de estos microorganismos
muere y es hidrolizada por la biomasa del reactor. Este proceso se plantea como una
manera de remover patégenos en el reactor anaerobio de este estudio. Por otro lado,
algunas bacterias no viables pueden sobrevivir sin reproducirse y salir en el efluente
cuantificandose como sélidos suspendidos que producen DQO; la biomasa viable encargada
de la hidrdlisis y acidificacion, se reproduce y también se cuantifica como soélidos

suspendidos que producen DQO.

La fraccion suspendida e inorganica del agua residual, corresponde a arcillas, arenas y
metales, los cuales no tienen participacion en las transformaciones bioquimicas en el reactor,
y no representan DQO. Por otro lado, existe una fraccion suspendida organica, que no es
biodegradable como celulosa y otros polimeros, que son metabolizables tan lentamente que
se consideran material inerte que escapa al tratamiento bioldgico dentro del reactor (Wentzel
y Ekama, 1997).

En el caso del material disuelto del agua residual, también tiene su fraccion organica e
inorganica. La fraccion organica disuelta esta compuesta por material biodegradable y no
biodegradable; para este estudio la fraccion mas importante en el caso de la acidogénesis es
la organica biodegradable, la cual estd compuesta por mondémeros de carbohidratos,
aminoacidos, acidos grasos, entre otros. La fraccidon organica disuelta es conformada por los
componentes solubles del agua residual y los productos de la hidrélisis del material organico
suspendido, que son de facil asimilacién. Estos componentes son empleados por las
bacterias acidogénicas, para producir energia en forma de ATP y obteniéndose como
productos AGV en los procesos de la acidogénesis; los AGV al ser material organico de bajo
peso molecular, se representan como DQO disuelta. Existe también material organico
disuelto no biodegradable, el cual corresponde a compuestos complejos como acidos
humicos y fulvicos; éstos al no poder participar en las en las reacciones bioquimicas se
mantienen en el agua y se cuantifican como DQO disuelta. Por otro lado la fraccion
inorganica disponible para los microorganismos corresponde nutrientes necesarios para el
crecimiento de la biomasa como nitritos, nitratos, nitrdgeno amoniacal y ortofosfatos, estas

no representan DQO disuelta, al igual que el material inorganico no biodegradable como
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sales inorganicas (Metcalf y Eddy, 2003).

2.4 Reactores discontinuos o SBR

Son sistemas de llenado y vaciado que surgieron en Inglaterra a principios del siglo XX
como una alternativa para el tratamiento de aguas residuales. Los experimentos sobre el
tratamiento biol6gico de lodos activados, se llevaron a cabo desde finales del siglo XIX, en
Inglaterra y Estados Unidos; sin embargo, estos sistemas continuos presentaban problemas,
ya que no existia una acumulacion de la biomasa dentro del reactor y apenas se investigaba
las ventajas de la sedimentacion de la fraccion solida y decantacion del efluente clarificado,
Fue entonces que entre 1912 y 1914, Fowler, Arden y Lockett, comenzaron a realizar
experimentos sobre el tratamiento del agua residual con sistemas discontinuos, resurgiendo
esta tecnologia para 1960 y 1970 (Arora et al., 1985; Wilderer et al., 2001).

Los sistemas discontinuos, intermitentes o de tratamiento por lote, pueden considerarse
como una variante de los lodos activados, en la cual se controlan fases de operacion. Entre
sus ventajas se encuentra su facilidad de disefio y operacion; y éstos se han utilizado para el

tratamiento de aguas municipales e industriales, asi como en proyectos de investigacion.

El control de los reactores discontinuos se realiza a través de estrategias de operacion que
pueden controlar las tasas de crecimiento de los microorganismos. Esto se logra mediante la
division del ciclo en etapas (llenado, reaccion, vaciado y purga), cada una de las cuales es
manipulada con controladores de tiempo y microprocesadores, dependiendo de los objetivos
del tratamiento. La versatilidad de estos reactores reside en la capacidad de establecer
estrategias de operacién adecuadas a las necesidades y objetivos de tratamiento del agua
residual (Ketchum, 1996).

Algunas de las ventajas que presentan los reactores discontinuos con respecto a la
informacién que se cita en la literatura (Arora, 1985; Gonzélez et al., 1994 y Ketchum, 1996)
son:

1) Flexibilidad para ajustar las condiciones de operacion como carga organica,
concentracién de oxigeno disuelto en el reactor y edad de los lodos, lo cual se traduce en

una operacion mas sencilla con respecto a otros reactores.
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2) Permiten el tratamiento de aguas residuales con concentraciones medias a altas
(entre 500 y 3000 mg DBO/I) gracias a la facilidad que tienen para ajustar los tiempos de
reaccion bioquimica y diluir las concentraciones de contaminantes en el agua residual.

3) Pueden tolerar flujos extraordinarios y funcionar como tanques de igualacion,
ademas de tolerar picos con altos concentraciones de contaminantes.

4) No se requiere recircular lodo activado ya que éste siempre permanece en el
reactor.

5) Es posible procesar una gran cantidad de sustrato con mayor facilidad que en un
sistema continuo convencional, y en menos tiempo.

6) No requiere tanque de sedimentacion independiente.

Los reactores discontinuos operan por ciclos, los cuales son divididos en etapas que tienen
asignadas funciones y tiempos especificos, dependiendo de los objetivos que se persigan.
En la literatura se recomienda la utilizacion de tres ciclos por dia o ciclos con duracion total
de entre 6 y 24 horas (Arora, 1985; Ketchum, 1996; Gonzalez, 2004; Morales, 2006). A
continuacion se mencionan y describen brevemente las etapas en las que es dividido un

ciclo.

- Llenado

Es el periodo que corresponde al tiempo necesario para alimentar el agua residual al reactor

(Ketchum 1996). Existen dos tipos de llenado.

¢ Llenado Estéatico. Carece de cualquier tipo de mezcla y trae como consecuencia una
alta concentracion de sustrato al final del llenado debido a que no ocurren reacciones
bioldgicas importantes como consumo de sustrato y crecimiento de microorganismos,

al existir un minimo contacto entre la biomasa y el sustrato.

e Llenado con Mezcla: Favorece el contacto entre la biomasa y el sustrato y por ende
la reduccién de éste en condiciones anaerobias; en condiciones andxicas al reducirse
el oxigeno disuelto, que en presencia de nitratos puede derivar en la desnitrificacion y
reacciones anaerobias una vez que se han agotado el oxigeno disuelto y los nitratos.
Puede también existir una variante de mezcla en condiciones aerobias donde se

realice la nitrificacion y el consumo de sustrato.
e —
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- Reaccién o Mezcla

Generalmente este es el periodo de mayor duracién y contacto entre la biomasa y el agua
residual; en éste se llevan a cabo diversas reacciones biolégicas como la reduccion de la
concentracion de sustrato, la nitrificacion y desnitrificacion, la remocion de fésforo, la
producciéon de acidos grasos volatiles e incluso la reduccion de biosdlidos, entre otras
(Ketchum, 1996).

- Sedimentacion

Una vez finalizado el proceso biolégico (reaccién o mezcla) debe permitirse que la biomasa
en suspension se precipite al fondo del reactor, para asi separarla del agua tratada
(Gonzalez, 1994).

- Vaciado

En esta etapa se retira el sobrenadante clarificado y tratado, y en el fondo del tanque

permanecen los microorganismos suspendidos en una pequefia cantidad de agua.

- Purga

Esta etapa es indispensable para controlar el proceso ya que permite mantener en el reactor
una concentracion determinada de microorganismos al encontrarse la cantidad equivalente a
los que se reprodujeron durante el ciclo. Esta etapa puede llevarse a cabo durante el

mezclado o después de que los lodos han sedimentado.
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3 OBJETIVOS Y ALCANCES

El redso de las aguas residuales en la agricultura en el pais es una necesidad apremiante ya
gue contienen una gran cantidad de nutrientes y proporcionan humedad que los cultivos
requieren. El uso del agua residual sin o con un tratamiento deficiente previo resulta en un
impacto a la salud debido a la alta densidad y variedad de patdgenos. Se sabe que algunos
microorganismos son removidos en sistemas de drenaje, canales de riego y presas, por

sedimentacion y depredacion.

Los sistemas de transporte y almacenamiento de aguas residuales, como los sistemas de
drenaje de la ciudad de México y la Presa Endho, son sistemas en los cuales se llevan a
cabo procesos en los cuales los microorganismos presentes utilizan como alimento y
transforman muchas de las sustancias organicas contenidas en las aguas residuales. De
manera importante se llevan a cabo procesos anaerobios en los cuales las grandes
moléculas son hidrolizadas por algunos microorganismos y otros microorganismos que no
encuentran en ese medio las condiciones adecuadas para su reproduccién pueden
convertirse en el alimento de otros. Los principales productos del metabolismo anaerobio de
bacterias facultativas y de otras anaerobias como los clostridios son los acidos grasos

volétiles y el dibxido de carbono.

3.1 Objetivos

General
Evaluar la capacidad para reducir la cantidad de organismos indicadores y patégenos en

el agua residual mediante procesos de acidificacion bioquimica anaerobia.
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Particulares

» Lograr la transformacion bioquimica anaerobia de contaminantes en el agua residual
para la produccién de acidos grasos volatiles (AGV).

» Propiciar la transformacion de sélidos suspendidos contenidos en el agua residual en
sélidos disueltos, mediante los procesos de hidrélisis microbiana bajo condiciones
anaerobias.

> Determinar la capacidad del sistema para la remocion de dos grupos de organismos
indicadores bacterioldgicos de contaminacion (coliformes fecales y Enterococcus

faecalis) y una especie patdgena. (Salmonella typhi).

3.2 Alcances
> El trabajo se realizé en un reactor discontinuo anaerobio piloto alimentado con agua
residual de Ciudad Universitaria.
> Se trabaj6é con tres grupos de bacterias (coliformes fecales, Enterococcus faecalis y
Salmonella typhi).
> Se evalué el comportamiento de parametros como pH, contenido de fosfatos y
nitrdgeno amoniacal en los procesos de acidificacion.
]
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4 METODOLOGIA

El sistema biolégico que se emple6 en este estudio para favorecer la reduccion de
patbgenos mediante la acidificacion anaerobia es un reactor de operacion discontinua

(batch) con poblaciones mixtas de microorganismos en suspension.

4.1 Descripcién de la unidad experimental y su operacion

El experimento se llevé a cabo en un reactor piloto de concreto, de 2.16 m de profundidad y
0.925 m de lado interno, con un volumen total de 1.85 m®. Este se encuentra ubicado en la
planta de tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria de la UNAM (México,
D.F.) (Figura 4.1).

El reactor tiene un agitador mecanico, el cual es una flecha de acero con una hélice de
plastico liso en la parte inferior. Esta hélice se encuentra en el centro a 30 cm del fondo del
reactor. Es impulsada por un moto-reductor marca BALDOR de 0.5 HP para lograr una
mezcla de todo el sistema durante la reaccion anaerobia (ver Figura 4.2).

El reactor fue controlado mediante un reloj programable marca Miller el cual alimenta, con

corriente eléctrica de 110 V, tres canales que controlan el llenado, el vaciado y la mezcla.

El llenado se hace mediante una bomba centrifuga marca SIEMENS con una potencia de %
HP gue esta conectada a una tuberia de PVC de % de pulgada que descarga libre a un tubo
de PVC de 2 pulgadas de diametro, el cual vierte el agua a 30 cm del fondo del reactor. Este
arreglo se realizd para evitar el retorno del agua por un efecto de ‘sifon’ y la consecuente
posible pérdida de la biomasa. Debido a que el tubo del agua descargaba libre a un tubo de
diametro mayor con una velocidad de flujo alta, se favorecia la entrada de aire al sistema,
por lo que se colocd un By-pass a la salida de la bomba para reducir la velocidad de flujo.
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Esto permitié la reduccién casi por completo del burbujeo dentro del reactor al momento del

llenado.
(50)
e
Bomba peristaltica Mezclador
Refrigerador
Resistencia
Nivel de
llenado
Muestreo efluente
R

Bomba peristéltica

Muestreo influente

g

216 m
istalti By-pass i
Complemento Bomba peristéltica y-p
f Q I
Agua Residual |
Bomba i
Influente B

Reactor discontinuo

Fig. 4.1. Representacion esquematica del reactor y sus componentes

El vaciado se realiz6 mediante una bomba sumergible marca Little Giant con una potencia de
1/6 HP. Esta se colocé sobre una charola de aluminio acoplada a 3 flotadores de tal manera
que la descarga se lleve a cabo de forma superficial, evitando el arrastre de los sélidos

sedimentados (decantacion).

Los controles de niveles de llenado se operaron con dos interruptores de flotador, uno para
el nivel de llenado normal y otro de emergencia. Estos fueron colocados en serie a una fase
del sistema de alimentacion eléctrica de la bomba de llenado, los cuales controlan el
encendido y apagado de la bomba dependiendo el nivel del agua y de la hora del reloj

programable.

El control de vaciado se llevé a cabo con un interruptor de “pera”, el cual esta conectado a
una fase del sistema de alimentacion eléctrica de la bomba de vaciado y permite fijar el nivel
]
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minimo de agua en el reactor dependiendo el volumen de recambio que se requiere (Figura
4.1).

La Figura 4.2 muestra una fotografia del reactor piloto instalado dentro de la planta para

tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria.

Motorreductor y
flecha de mezclado

Llenado -
Vaciado
Caseta con reloj
programable
Bv-pass
Bomba de
llenado

Fig. 4.2. Fotografia del reactor SBR piloto, anaerobio

4.2 Operacion del reactor piloto

El reactor fue alimentado con agua residual de la Ciudad Universitaria y de la Colonia
Copilco El Alto. Debido a que los valores de DQO son inferiores a los de un agua residual
tipica municipal, se decidié aumentar la concentracion de material organico adicionando un
complemento de maltodextrina y proteinas hidrolizadas; éste fue afiadido al momento del
llenado del reactor mediante una bomba peristéltica que vierte en el tubo de alimentacion de

agua residual antes de la bomba de llenado para asi garantizar la mezcla antes de entrar al
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reactor. Tanto las muestras compuestas como el complemento se almacenan a 4°C en
bidones que se encuentran en un refrigerador junto al reactor.

Las fases de la operacion del reactor, se encuentra descrita en la Figura 4.3 y son:
e Llenado. Se introduce un volumen de agua residual fresca al reactor, dejando agua
residual con biomasa del ciclo anterior. El tiempo de llenado duré aproximadamente

1 hora.

e Reaccion. El tiempo de reaccion con agitaciéon inicia inmediatemente después de

terminar el llenado. Su duracién es de 6 horas y 10 minutos.

e Sedimentacién. Al concluir el periodo de reaccién se suspende la mezcla y se

permite la sedimentacién durante 45 minutos.
e Vaciado o decantacion. La duracién es de 1 hora aproximadamente.

Para el control del crecimiento de la biomasa se realizaron extracciones controladas del

contenido del reactor durante la fase final de la reaccion.

El volumen (til empleado en el reactor fue de 1.45 m*® (1450 I) con un volumen de recambio

de 67% lo cual equivale a un caudal diario de 2912 I/d.

Efluente
g E clarificado
Agua
residual
Llenado Reaccién Sedimentaciéon  Decantacion o Vaciado
(1 h) (6:15 h) (45 min) (1 h)
Fig. 4.3. Etapas de un ciclo de un biorreactor por lotes con biomasa en suspension
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4.2.1 Duracion de los ciclos

Con base en trabajos previos realizados en biorreactores discontinuos para la produccion de
acidos grasos volatiles (AGV), Cuevas-Rodriguez et al. (1998) y Gonzalez (2004) emplearon
ciclos de ocho horas de duraciéon. En este trabajo se empledé esa duracion de ciclos,
repetidos tres veces en 24 horas durante el tiempo de la experimentacion. La programacion

de las fases se muestra en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Horarios y duracién de los ciclos en un dia

Fases del Ciclo Ciclo del dia Tiempo
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 (hora:min)
Llenado 7:00 - 8:00 15:00 - 16:00 23:00 - 0:00 1:00
Reaccién 7:00 -13:15 15:00 — 21:15 23:00 - 5:15 6:15*
Sedimentacion 13:15-13:59 21:15-21:59 5:15 - 5:59 0:45
Vaciado 14:00 - 15:00 22:00 - 23:00 6:00 — 7:00 1:00

* Se considera que la reaccion inicia en el momento en que el agua residual tiene el primer contacto
con los microorganismos.

4.2.2 Muestreo

El muestreo se realizé mediante bombas peristalticas con 1 cabezal marca Masterflex del
namero 16, acopladas a un motor de baja potencia de 12 V. Existieron 3 bombas de
muestreo: dos para el llenado y una para el vaciado. Las bombas se echaban a andar al
momento del llenado o vaciado, ya que tomaban corriente eléctrica de los canales
controlados por el reloj programable.

En este trabajo se obtuvieron tres tipos de muestras para realizar determinaciones del

agua residual.

e Muestra compuesta de 24 horas. Se tomaron muestras compuestas del influente y
efluente, de tres ciclos en 24 horas, dos veces por semana. Estas se tomaron con
dos bombas peristalticas, una para el influente y otra para el efluente, y fueron
almacenadas en bidones a 4°C. Con estas muestras se realizaron determinaciones
para conocer el estado general del sistema como: demanda quimica de oxigeno

(DQO), sdlidos suspendidos totales (SST), nitrégeno amoniacal y fosfatos.
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e Muestra del primer ciclo. Con una bomba peristaltica se tomd una muestra puntual del
agua residual durante el tiempo de llenado y vaciado. Con estas muestras se
realizaron las determinaciones microbiologicas de coliformes fecales, Enterococcus
faecalis y Salmonella typhi; ademas de las determinaciones de &cidos grasos

volatiles.

e Muestra puntual. Para determinar el indice Volumétrico de Lodos (IVL), Sélidos
suspendidos del licor mezclado (SSLM), se tom6 una muestra puntual durante la fase

de reaccion del primer ciclo.

El pH y la temperatura del reactor se determinaron de forma puntual con un potenciometro y
un termometro, diariamente. Estos pardmetros no se controlaron y sélo fueron monitoreados.

En la Tabla 4.2. se muestra la frecuencia y tipo de muestreos.

Tabla 4.2. Tipo y frecuencia de muestreo para las determinaciones del experimento
(C, compuesta , P, puntual y 1er C, muestra del ler ciclo)

Variables Influente Efluente Reactor Frecuenciade
muestreo
DQO total C C 2/ semana
DQO disuelta C C 2/ semana
SST C C P 2/ semana
Microbiolégicos lerC lerC 1/ semana
NH, C C 2/ semana
PO, C C 2/ semana
IVL P 2/ semana
pH P Diario
Temperatura P Diario
AGV lerC lerC 1/semana

4.3 Procedimiento de experimentacién

Este experimento tuvo como variable de control la carga organica (CO) y el tiempo de

retencién celular (TRC), el cual es una variable dependiente de la carga organica.

La carga organica es un concepto que involucra la tasa de alimentacion de sustrato por

masa de microorganismos y por unidad de tiempo (Metcalf y Eddy, 1996) el cual es de
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importancia ya que indica la disponibilidad de sustrato en el metabolismo celular y su

crecimiento. La carga organica se encuentra definida por la ecuacion 4.1.

CO:Q.SOZ SO
V-X TRH-X

(Ec. 4.1)
Donde,

CO Carga organica, kgDQO/kg SST-d

Q Caudal de agua residual tratada por dia o volumen de recambio por nimero de ciclos
diario, I/d

So DQO en el influente, mg DQO/I

Y Volumen total de reaccion, |

X Concentracion de soélidos suspendidos totales en el licor mezclado, mg SSTI/

TRH Tiempo de residencia hidraulica, d

De acuerdo con la ecuacion 4.1, para el arranque del experimento se propuso un porcentaje
de recambio del 67%. La Tabla 4.3 indica los valores con los que se dio inicio el tiempo
experimental. El valor de de DQO total y SST de influente, fueron obtenidos durante la
puesta en marcha del reactor en la cual se caracterizé el agua residual del influente y durd
28 dias.

Tabla 4.3. Parametros de operacion durante la puesta en marcha del reactor

Parametros de inicio Unidades | Valor
Caudal de agua tratada I/d 2912
Volumen de recambio % 67
Volumen total I 1455
DQO total, influente mg/| 204
SST, influente mg/| 76

La carga organica para las tres etapas experimentales fueron de 0.5, 06 y 1.1
kgDQO/kgSST-d, y se ajustd, controlando la cantidad de DQO al afiadir un complemento de

éste.

El tiempo de retencién celular es el tiempo promedio que los microorganismos permanecen

en el sistema; se define como la masa de microorganismos en el reactor dividida por la masa
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de microorganismos removidos del sistema cada dia (Crites y Tchobanoglous, 2000). Irvine y
Busch (1979) la definen como el reciproco de la masa total de sélidos suspendidos purgada
por dia, incluidos los solidos perdidos en el efluente clarificado. El tiempo de retencion

celular se encuentra definido en la ecuacioén 4.2.

V-X
TRC =
qurga X+ SSTefluente 'Vrecambio ‘n
(Ec. 4.2)
Donde:
TRC Tiempo de retencion celular, dias
Y Volumen total de reaccién, m*
X Concentracion de solidos suspendidos totales en el licor mezclado, kgSST/m3

Quiga  Caudal de purga, de lodos m*/d
SSTefuente SOlidos suspendidos totales de efluente, kgSST/m3
V ecambic VOlumen del lote de recambio, m®

n Numero de ciclos por dia

4.4 Enriquecimiento del agua residual

Como el agua residual de la Ciudad Universitaria no contienen suficiente materia organica
gue la caracterice como agua municipal tipica, se afiadié un suplemento alimenticio para
lograr un aumento de la DQO. Esta practica se ha llevado a cabo en trabajos anteriores en
este mismo reactor piloto (Gonzéalez, 2004; Morales, 2006). EI complemento utilizado es
maltodextrina y proteina hidrolizada de grado alimenticio (Maltadex® y Prothidex®) en

proporciones iguales de DQO, como se muestra en la Tabla 4.4.

Para cada etapa experimental se ajusto la carga organica ajustando la DQO por medio del

complemento alimenticio.

Tabla 4.4. Componentes del complemento alimenticio para el reactor y sus equivalencias en DQO

Componente Cantidad (mg) Equivalente en DQO (mg/l)
Maltodextrina 60 100
Proteinas hidrolizadas 100 100
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4.5 Técnicas analiticas

Para la obtencion de los diferentes parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de este
estudio, se realizaron determinaciones analiticas de laboratorio, de acuerdo a las
metodologias propuestas por APHA, AWWA y WPCF (1998). Descritas en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Técnicas analiticas o forma de determinacion de los parametros del estudio

Parametro Preparacion de la Técnica analitica o forma de
muestra determinacion
DQO total Sin filtrar

Digestién por reflujo cerrado (150°C). Con

DQO sobrenadante Sin filtrar, fr'aCC|on soluciones A 'y B de Merck y determinacion
que no sedimenta por fotometria a 445 nm (APHA 5220-C)
en 30 min
DQO disuelta Filtrada a 1.6 pm
AGV Filtrada 1.6 um Cromatografia de gases. Columna Nukol
marca Supelco de Polietilenglicol de 30 m x
0.25 mm; tamafio de particula de 0.25 pm
( APHA 6010-C)
Solidos suspendidos Filtrada 1.6 um Gravimetria, solidos retenidos en papel filtro
totales de microfibra de vidrio (1.6 um). Secados a
103- 105°C (APHA 2540-D)
Solidos suspendidos Filtrada 1.6 um Gravimetria, solidos retenidos en papel filtro
volatiles de microfibra de vidrio (1.6 um). Secados a

103- 105°C y posteriormente calcinados a
550°C (APHA 2540-D)
Nitrégeno amoniacal Filtrada 1.6 um Fotometria del indofenol a 645 nm. Merck
spectroquant de 2 a 150 mg/l
(APHA 4500-NH; D)

Fésforo como Filtrada 1.6 um Fotometria con azul de molibdeno a 420

ortofosfatos nm. Merck spectroquant de 0.5 a 30 mg/I
(APHA 4500-P C)

IVL Sin filtrar indice volumétrico de lodos en probeta de

Método estandar Sedimentacion 1000 ml y reposo 30 min (APHA)

Coliformes fecales Diluciones Filtracion en membrana (0.45 pm) y

siembra en Agar mFC (Difco), incubacién a
44.5°C en bafio maria de 18 a 24 h
(APHA,1998)

Enterococcus faecalis Diluciones Filtracién en membrana de acetato de
celulosa (0.45 um) y siembra en Agar KF
(BBL), incubacion a 35°C en estufa durante
48 h (APHA, 1998)

Salmonella typhi Diluciones Filtraciébn en membrana de acetato de
celulosa (0.45 um) y siembra en Agar Sulfito
y bismuto (Bioxon), incubacién a 35°C en
estufa de 18 a 24 h (APHA, 1998)

pH En el reactor Medicién directa con poteciémetro
(APHA 4500 H-B)
Temperatura En el reactor Medicién directa con termémetro digital
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La determinacion de AGV se realizé en un cromatografo de gases HP 5890 Series Il Plus,
con detector de Espectrometro de Masas (MS Agilent 5973N) con barrido masico de 40 a
200 uma, en modo SCAN y un filamento con 70 eV de energia de ionizacion. La columna es
Nukol™ de 30 m de longlitud, 0.25 mm de didmetro interior y con una pelicula de 0.25um de

polietilenglicol modificada al 4cido. El programa de temperatura utilizado fue:

Temperatura de la columna: 110°C- 5 minutos/ 160°C-5 minatos
Temperatura del inyector: 220°C

Temperatura auxiliar (linea de transferencia): 250°C

Volumen inyectado: 1yl, splitless

Gas acarreador: Helio (grado BIP, ultra pureza)

Flujo: 0.8 ml/min

Las muestras para las determinaciones de AGV, fueron filtradas a través de membrana de
nitrocelulosa de 0.45 um (Millipore) y acidificadas a un pH de 3 empleando &cido clorhidrico

1 N. Estas fueron almacenadas en refrigeracion hasta el momento de realizar el analisis.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

51 Caracterizacion inicial del agua residual

El reactor fue alimentado con agua residual que la planta de tratamiento de Ciudad
Universitaria (PTARCU) recibe. El agua residual de la planta de tratamiento proviene de tres
colectores, dos de ellos de descargas generadas en algunas secciones de Ciudad
Universitaria (Circuito Escolar y Zona de Institutos), incluidas descargas de laboratorios de
diversas Facultades; la tercera descarga es agua residual municipal proveniente de una zona
habitacional, la colonia Copilco el Alto. El agua residual es una mezcla de aguas de desecho
de tipo doméstico y aguas de desecho de tipo industrial por su contenido de sustancias

quimicas vertidas de los laboratorios (Gonzéalez, 1982).

La Tabla 5.1 muestra los valores promedios y la desviacion estandar resultados de los
valores individuales de que se encuentran en el Anexo Il. Estos valores fueron determinados
durante la caracterizacion del agua residual empleada. De los valores se puede observar que
las concentraciones de contaminantes carbonados promediaron 204 mgDQO/l y de los
cuales 67 mgDQO/I correspondieron a la fraccion soluble (relacién 3:1). Los SST tuvieron un
valor promedio de 76 mg/l, de los cuales aproximadamente el 70% (54 mg/l) correspondieron
a la fraccion volatil. En esta fraccion se encuentran considerada la materia organica y
microorganismos que conformaran la biomasa del reactor (Metcalf y Eddy, 2003). El
contenido de nitrégeno amoniacal fue elevado (>45 mg/l) para un agua tipica, al igual que los

fosfatos (>12 mg/l).
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Tabla 5.1. Caracteristicas del agua residual de Ciudad Universitaria sin adicion de complemento
(unidades en mg/l, excepto pH y temperatura)

Parametro Promedio
(mg/l)
DQO total (DQO) 204 + 93
DQO disuelta (DQOd) | 67 £ 26
SST 76 £ 23
SSV 54 + 28
N-NH, 56+6
P-PO, 22+2
pH 7.9+0.6
Temperatura (°C) 18.7+04

n= 8 muestras

Para las etapas experimentales, en las que se compararon tres cargas organicas (0.6, 0.5y
1.1 kgDQO/kgSST-d) se adicionaron 400, 300 y 700 mgDQOQO por litro de agua residual

suministrada al reactor en cada ciclo. Al adicionar el complemento de DQO se obtuvieron los

siguientes valores promedios para la DQO de influente y SST en las tres etapas (Tabla 5.2).

En la Tabla 5.2, la fase que se le denomina de arranque corresponde a la fase a partir del

dia 29 en la que se afiadi6 el complemento de DQO con una concentracibn de 400

mgDQO/I.

Tabla 5.2. Caracteristicas de DQO y SST, del agua residual enriquecida

Carga organica DQO total | DQO disuelta SST
(kgDQO/kgSST-d) (mg/l) (mgll) (mgll)
1.0 658 + 335 | 421 +343 | 147 + 41
(fase de arranque)
0.6 600+181 | 337+163 | 037
0.5 546+185 | 323+162 | 110%%0
11 936+126 | 705+131 | 108%S4

5.2 Efecto de la carga organica en los parametros de respuesta

El comportamiento general de los sélidos suspendidos del licor mezclado o sélidos en el

reactor (SSLM), DQO influente y carga organica (CO) se observan en la Figura 5.1. La

puesta en marcha del reactor tuvo una duracion de 60 dias. Los primeros 28 dias no se
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adicion6 complemento y se caracterizo el agua del influente y, a partir del dia 29, se adicion6
el complemento de DQO con una concentracion de 400 mg/l, lo cual propicié6 un mayor
crecimiento de la biomasa en el reactor. Después de la puesta en marcha (dia 60), siguieron
182 dias de operacion, en los cuales se mantuvieron tres condiciones de operacion o etapas
experimentales. Del dia 102 al 122 se presentaron fallas técnicas con la bomba de vaciado,

por lo que hubo problemas para mantener los sélidos en el reactor.
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Figura 5.1. Variacién de los SST en el reactor, con respecto a la DQO total del influente, a
diferentes cargas organicas (CO:kgDQO/kgSST-d)

En la Figura 5.1, se puede observar el comportamiento general de los SSLM, CO y DQO del
influente y en el Anexo Il se pueden observar los valores puntuales de las graficas a lo largo
de todo el experimento. Ademas en la Tabla 5.3 se observan los promedios y desviaciones
estandar de CO, TRC y SSLM, obtenidos para los valores individuales de cada una de las

etapas experimentales, incluyendo el arranque.

En la fase de arranque, a partir de la adicion del complemento, comenzé a presentarse en
incremento crecimiento de los SST en el reactor desde concentraciones de 688 mg/l hasta
1651 mg/l, con un ligero decremento a 1214 mgSST/l, que permiti6 comenzar la primera
etapa experimental con un contenido de SST de 1302 mg/l; la CO promedio de esta fase fue
de 1 kgDQO/kgSST-d. Al afiadir el complemento de DQO, la carga organica aumenté a

valores mayores a 1 kgDQO/kgSST-d, pero conforme aumenté el contenido de SSLM la CO
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disminuy6. Por lo tanto se observo una gran variacion en la desviacion estandar de los

valores de carga organica en esta fase (Tabla 5.3).

La primera etapa experimental dur6 41 dias (dia 64 a 102) con una CO promedio de 0.6
kgDQO/kgSST-d, una variacién entre 0.4 y 0.7 kgDQO/kgSST-d y con una desviacion
estandar de 0.16 kgDQO/kgSST-d. En esta etapa el contenido promedio de SSLM fue de
2325 mg/l, alcanzando valores maximos de 3200 mg SST/l y después un decremento debido

a los problemas operativos antes mencionados.

La segunda etapa experimental se llevé a cabo del dia 123 al 214 (75 dias) con una CO
promedio de 0.5 kgDQO/kgSST-d, con variaciones entre 0.3 y 0.7 kgDQO/kgSST-d y una
desviacion estandar de 0.13 kgDQO/kgSST-d. La primera fase de esta etapa (dias 124 a
149) presentdé CO bajas, lo cual se debi6 a un periodo vacacional (diciembre de 2007), en el
cual el contenido de material carbonoso del agua residual fue inferior. Posteriormente, con el
inicio de las actividades en Ciudad Universitaria en 2008, el contenido de material carbonoso
en el agua residual aumento6 y la CO también. En esta etapa los SSLM promedio fueron de
2325 mg/l, alcanzando valores maximos de 3244 mg SSTI/I.

La tercera etapa experimental tuvo una duracion de 28 dias (dia 214 a 242) con una CO
promedio de 1.1 kgDQO/kgSST-d con variaciones entre 0.9 y 1.2 kgDQO/kgSST y una
desviacion estandar de 0.14 kgDQO/kgSST-d. Con objeto de evitar grandes variaciones de
SSLM, en esta etapa se llevé a cabo purga de lodos por alcanzar un valor promedio de 1727
mg SSTII.

Tabla 5.3. Valores promedio de CO, TRC y SSLM en las etapas experimentales

Etapa Dias de Carga Organica TRC (d) SSLM (mg/l)
experimental operacion (kgDQO/kg SST-d)
Arranque 28 0.8+0.54 6+35 436 + 178
(sin complemento)
Arranque 29 1+0.39 6+26 1252 + 243
(con complemento)
12 41 0.6 £0.16 10.3+45 1938 +472
28 75 0.5+0.13 204 +12 2325 + 558
32 28 1.1+0.14 33x15 1727 + 163
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5.2.1. DQO total

La DQO expresa el contenido de compuestos carbonosos en el agua residual, el cual es un
pardmetro fundamental en los procesos de tratamiento bioldgicos. La DQO total incluye a la
fraccidon de compuestos carbonosos que son biodegradables y no biodegradables, las cuales
contienen una fraccién soluble y otra particulada (Metcalf y Eddy, 2003). En este caso la
DQO total incluye compuestos carbonosos disueltos como son acidos grasos, complejos
organicos, y particulados, como lo son los microorganismos principalmente, y el material

coloidal.

En la Tabla 5.4 se muestran los valores promedio y las desviaciones estandar, generados de
los valores individuales presentados en el Anexo Il, de la DQO total en el influente y efluente
en las tres etapas experimentales. El valor de remocion promedio que se presenta en la
Tabla 5.4 también se obtuvo de los valores de remocion de los datos individuales para cada
etapa. Como se presentaron valores de remocion (valores positivos), y de produccion de
DQO total (valores negativos), los promedios resultan de la suma de valores positivos y
negativos, lo cual da un resultado diferente a considerar directamente las remociones de los
valores promedio para cada etapa que se muestran en la Tabla 5.4; se presenta la

desviacion estdndar debido a que existe dispersion significativa en los datos de remocion.

Tabla 5.4. Valores promedio de DQO total con respecto a las cargas organicas

Etapa CO DQO total (mg/l) Remocién
experimental (kgDQO/kg promedio
SST-d) Influente Efluente (%)
1@ 0.6 600+ 181 | 537 +175 7.4+29
22 0.5 546 + 185 | 500 % 267 8.3+36
32 1.1 936 +126 | 705+131 22 £ 27

En la Tabla 5.4 se observa que, a pesar de existir una disminucion de los valores de DQO
total del efluente con respecto al influente para las tres etapas experimentales, entre la
primera y segunda etapa no existieron grandes diferencias y, por lo tanto, los porcentajes de
remocion fueron semejantes. En los valores promedio del efluente se observa que la
desviacion estandar en la segunda etapa experimental es mayor que las otras dos.

Los valores de la etapa con CO de 1.1 kgDQO/kgSST-d presentan una mayor remocion

Mariana Rivera Mota 65
2009



RESULTADOS Y DISCUSION

promedio, lo cual indica un mayor consumo de la DQO total, sin hacer diferencia entre el tipo
de material carbonoso que representa, ya sea soluble o particulado. Los valores de
remocion, no pueden ser comparados mediante analisis estadisticos debido a que existe
consumo Yy produccion de DQO total, lo cual puede generar remociones negativas que no

pueden ser empleadas para un ANOVA.

La remocion de DQO total basicamente se da por reacciones de descarboxilacion, en las que
los compuestos organicos que causan DQO pierden una molécula de carbono produciendo
CO, que sale del sistema y ya no es cuantificada como DQO (Gonzalez, 2004). Por otro lado
la fraccion de DQO disuelta puede ser removida por su incorporacién a los microorganismos,
como sustrato para sintesis de material celular y crecimiento, posteriormente existe
sedimentacion de los organismos, por lo que la DQO disuelta se considera removida del
agua del efluente. Sin embargo, como la DQO solo es transformada de fraccion disuelta a
suspedida (microorganismos) no se considera remocion de DQO total sino sélo
transformacién de éstas (Morris, 1985; Wanner, 1994; Wentzel y Ekama, 1997). Por el
contrario durante el proceso de acidificacién, en el cual se producen AGV como productos
finales, no representan remocién de DQO ya que sélo corresponde a la transformacion de

una fraccion suspendida a una fraccion soluble.

En la Figura 5.2 se puede observar el comportamiento de la DQO total en el influente y
efluente a lo largo del experimento. En la grafica se representan los valores individuales de la
DQO total del influente y efluente, los cuales se encuentran en el Anexo Il. En la primera
etapa experimental (CO=0.6 kgDQO/kgSST-d) se observa remocion de DQO total, pero
también produccion en algunos casos. Los valores de remocion que se presentan en esta
primera etapa, varian entre un 6% y un 38%; algunos pocos valores son superiores en el

efluente que en el influente, lo cual se debe a la produccion de biomasa en el reactor (Anexo

).

En el caso de la segunda etapa experimental (CO=0.5 kgDQO/kgSST-d) los valores de
remocion se encontraron entre 11% y 41%, con tres valores de produccion de DQO total, lo
cual dio un balance de remocién promedio bajo (8.3%), con una gran dispersidon como en la
primera etapa. Los valores de DQO total en los cuales hay produccion corresponden en dos
ocasiones a produccion de biomasa en el reactor, ya que se registran valores de SST

mayores en el efluente, que en el influente (ver Figura 5.4). Los valores de remocién de DQO
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total que existieron en esta etapa corresponden a valores registrados en otros trabajos de
degradacién anaerobia que registran entre un 10% a un 44% de remocién de DQO total
(Alexiou et al., 1994; Kaijun W., 1994; Gonzéalez, 2004). Las razones principales que se dan
para estas remociones son por la formacion de CO, por la via anaerobia y por la
incorporacién del material organico a la biomasa y a la sedimentacién de ésta en el reactor,

como se ha comentado anteriormente.

1400
Aégn?%e CO= 06 CO=0.5 co=11
1200 7 =4 - TRC=20.4d TRC=3.3d
TRC=6.d TRC=10.3d
1000 -
. DQO influente
> 800 |
E
o)
& 600 |
a
400 | & X
/?Kx Ay K\,
200 1 X\ 4 F e
1 *e J X DQO efluente
*x
0 T N T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tiempo (d)

Figura 5.2. Comportamiento de DQO total del influente y efluente a diferentes cargas organicas
(CO: kgDQO/kgSST-d)
La ultima etapa experimental, con CO de 1.1 kgDQO/kgSST-d, tuvo remociones del 24% al
44%, con una remocion promedio de 22% y desviacion estdndar de 27%, valores que
correspondieron a un mayor promedio de remocién que en las otras etapas experimentales,
ya que soélo un valor indicé produccién de DQO total (dia 223) y éste correspondié a una
mayor cantidad de SST en el efluente con respecto al influente (ver Anexo Il y comparar con
la Figura 5.4). Lo anterior se puede deber a que existe una mayor disponibilidad de material
organico disuelto, y por lo tanto una mayor consumo de éste, ademas la temperatura fue mas
elevada en esta condicion lo cual puede permitir un incremento de las actividades

metabdlicas en los microorganismos del reactor.
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5.2.2 DQO disuelta

La DQO disuelta comprende al material carbonoso facilmente biodegradable como los AGV y
otros complejos, asi como una fraccion no biodegradable. Esta fraccién disuelta es de suma
importancia para los procesos bioldgicos ya que es rapidamente asimilada por la biomasa.
La fraccion biodegradable particulada y coloidal requiere ser disuelta o hidrolizada por

enzimas extracelulares y por lo tanto su tasa de asimilacién es menor (Metcalf y Eddy, 2003).

La DQO disuelta tuvo un comportamiento diferente a la DQO total a lo largo de la
experimentacion. En la Tabla 5.5 se muestran los valores promedio y la desviacién estandar
generadas a partir de los valores individuales de DQO disuelta en el influente y efluente para

cada etapa experimental, los cuales se pueden consultar en el Anexo Il.

Tabla 5.5 Valores promedio de DQO disuelta con respecto a las cargas organicas

Etapa CcO DQO disuelta (mg/l) Remocién
experimental (kgDQO/kg promedio
SST-d) Influente Efluente (%)
12 0.6 3371163 | 322+143 0.5+29
22 0.5 323+162 | 292+ 109 -1.2+37
32 1.1 584 + 131 350 + 29 38.7+9

En general se puede observar en la Tabla 5.5, que los valores promedio de DQO disuelta del
influente para la primera y segunda etapa experimental fueron muy similares (337 y 323
mgDQO/I, respectivamente). Durante la tercera etapa experimental, con una
CO de 1.1 kgDQO/kgSST-d, la DQO disuelta concentracién promedio del influente fue mayor
gue en las dos etapas anteriores (584 mgDQO/I) debido a la mayor adicion de complemento
alimenticio. La remocién promedio para la primera etapa experimental, fue practicamente
nula con un valor 0.5% y una desviacion estandar de 29%. En el caso de la segunda etapa
experimental a pesar de una disminucion en los valores promedio de DQO disuelta del
efluente con respecto al influente (Tabla 5.5), en la remocién promedio se observa un valor
negativo (-1.2%), lo cual indica que en esta etapa experimental existi6 mas produccién de
DQO disuelta que remocion, por lo que el promedio es negativo. En la Figura 5.3 se observa
el comportamiento de la DQO disuelta en el influente y efluente a lo largo del experimento,

presentando los valores individuales que se encuentran en el Anexo Il.
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Figura 5.3. Comportamiento de DQO disuelta del influente y efluente a diferentes cargas organicas
(CO: kgDQO/kgSST-d)

Para la primera etapa experimental, con CO 0.6 kgDQO/kgSST-d, la DQO disuelta tuvo
remociones entre el 12.6% y el 31%; sin embargo, también hubo generacién de DQO
disuelta en cuatro datos, representados como valores negativos en la Tabla de resultados
(Anexo II), por lo tanto, el balance de remocién es practicamente nulo; este balance se debe
al consumo de DQO disuelta por los microorganismos, pero también se debe a la generacién

de esta especie en la hidrélisis y acidogénesis.

La segunda etapa experimental (CO=0.5 kgDQO/kgSST-d) resulta importante debido a que
la remocion promedio resulta negativa, lo cual se debe a una produccion de DQO disuelta en
el reactor. En la Figura 5.3, en el periodo que comprende los dias 129 a 154 se observa
mayor contenido de DQO disuelta en el efluente que en el influente. Este periodo de
produccion de DQO disuelta abarcé los dias 19 de diciembre de 2007 al 7 de enero de 2008,
que correspondié con la temporada vacacional, en el que existi6 un menor aporte de DQO
en el agua residual que recibié la planta de tratamiento (ver Anexo Il). Debido a la
disminucion de la DQO total en el influente, la carga organica para este periodo fue mas baja
que la promedio, entre 0.3 y 0.4 kgDQO/kgSST-d, lo cual promovié gue los microorganismos
emplearan el material carbonoso particulado como alimento produciendo compuestos
organicos disueltos que se cuantifican como DQO soluble (Wanner, 1994). De esta manera

los microorganismos acidogénicos transformaron sustratos de lenta metabolizacién, que no
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pueden asimilados o hidrolizados facilmente como fuente de energia. A partir del dia 154, al
normalizarse las actividades en Ciudad Universitaria, se incrementé la DQO disuelta en el
agua residual del influente y aumentaron los valores de carga organica, presentandose

remocion de DQO disuelta en lugar de produccion.

Durante la tercera etapa experimental (CO=1.1 kgDQO/kgSST-d), el comportamiento fue
diferente: se observé remocion de DQO disuelta entre 27.7% y 40.6%. Esta remocion se
puede deber principalmente a un mayor consumo de material organico disuelto, que no
requiere de hidrélisis para el transporte a través de la membrana celular de los

microorganismos, por lo que disminuye la DQO disuelta del medio (Gonzalez, 2004).

5.2.3 Sdlidos suspendidos totales y volatiles (SST, SSV)

Los SST del agua residual incluyen a todos aquellos sdélidos que son retenidos en un filtro de
0.45um y pueden contener a las fracciones organica e inorganica. La fraccion organica se
refiere a biomasa como bacterias, floculos de bacterias, algas y componentes organicos de
gran tamafio, los cuales al calcinarlos a 500 + 50°C se volatilizan y corresponden a los
sélidos suspendidos volatiles 0 SSV (APHA, AWWA, WPCF, 1998). La fraccién inorganica se
refiere a los sélidos que permanecen después de la calcinacidén y corresponden al material
inorganico como arcillas, arenas y metales, los cuales se denominan sélidos suspendidos
fijos (SSF) (Metcalf y Eddy, 2003). Los SSF no son cuantificados como DQO y no participan

en los procesos anaerobios pero se encuentran presentes en los sélidos suspendidos.

En este experimento se cuantificaron los sélidos suspendidos totales (SST) y la fraccion
volatil (SSV); la carga organica y la purga de lodos de exceso se establecieron a partir de los
SST y no la fraccion volatil solamente. En la Tabla 5.6 se muestran los valores promedio y
las desviaciones estandar, generadas de los valores individuales presentados en el Anexo Il,
de los SST para las diferentes etapas. Los valores de remocién promedio y sus desviaciones
estandar, también se obtuvieron de los valores individuales para cada etapa; en el Anexo Il
se observan los valores individuales tomados que son tanto positivos, como negativos, de
remocion y produccion, lo cual hace que las remociones promedio tengan valores distintos a
que si se considerara la remocion del valor de DQO promedio del efluente con respecto al

influente para cada etapa; se presenta la desviacién estandar debido a que existe bastante
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dispersién en los datos de remocion.

Tabla 5.6. Valores promedio de SST con respecto a las cargas organicas

Etapa CO SST (mgl/l) Remocién
experimental (kgDQO/kg promedio
SST-d) Influente Efluente (%)
12 0.6 136 £ 37 109 £ 42 13.2+18
22 0.5 119 + 50 95 + 109 25.6 £ 59
32 1.1 188 + 54 153+ 73 7.2+76

De la Tabla 5.6 se puede sefialar que existen remociones de SST en las tres etapas
experimentales, la mayor remocion (25.6%) fue para la carga organica de 0.5 kgDQO/kgSST
y la menor fue para la carga organica de 1.1 kgDQO/k SST, aunque los desviaciones

estandar son elevadas en ambos casos.

En la Figura 5.4 se observan los valores de SST en el influente y efluente en cada una de las
etapas de experimentacion, ademas los valores individuales pueden ser consultados con
mayor detalle en el Anexo Il. Se puede observar que en la primera etapa experimental
(C0O=0.6 kgDQO/kgSST-d), en la mayoria de los casos hay remocion de SST. Sin embargo,
estos valores son variables, entre 2% y 40%, presentandose en dos ocasiones produccién
de SST (ver Anexo Il). Por lo tanto, la remociéon promedio resultd ser ligeramente baja para
esta carga organica. En el caso de la segunda etapa experimental (CO=0.5
kgDQO/kgSST-d) se observdé una remocidon mayor, con valores entre 9% y 48%, con sélo
dos valores de produccién de SST en el dia 179 y 193. Se puede afirmar que a CO medias,
como la de esta etapa se observa una produccion de biomasa y un consumo de materia
organica, ademdas de una buena sedimentacion de los SST. La tercera etapa experimental
tuvo una CO alta (1.1 kgDQO/kgSST-d), en la cual se presenta un mayor crecimiento y
produccion de biomasa. En esta etapa se observa remocion en todos los casos menos un
valor del dia 223 en el cual hay produccion de SST (ver Anexo ).
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Figura 5.4. Comportamiento de SST en influente y efluente (CO: kgDQO/kgSST-d)

En la Tabla 5.7 se muestran los valores promedio para los SSV y sus desviaciones estandar,
y su remocién. Se puede observar un patron de comportamiento similar al de los SST, ya
que los SSV son una fraccibn de ésta. Se sigue observando que la mayor remocién
promedio es para la carga organica de 0.5 kgDQO/kgSST-d; sin embargo, en esta etapa la
desviacion estandar de los valores del efluente es elevada; se observan valores de remocion
entre 0.7% y 76% (ver Anexo Il). La remocién en la primera y Ultima etapas es similar y se
observa en la Figura 5.5 que en su mayoria los valores son de remocion y sélo algunos

casos se observa una mayor concentracion de SSV en el efluente que en el influente.

Tabla 5.7. Valores promedio de SSV con respecto a las cargas organicas

Etapa CcoO SSV (mg/l) Remocién

experimental (kgDQO/kg promedio
SST-d) Influente Efluente (%)

12 0.6 100 + 58.6 81.5+54.1 18.8 + 26.6

22 05 111.1 £43.3 91.5+99.7 2251531

32 1.1 176.9+£49.8 | 132.5+62.1 156 £66.1
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Figura 5.5. Comportamiento de SSV en el influente y efluente (CO: kgDQO/kgSST-d)

En la Figura 5.6 se muestra la relacién de los SST y SSV de los sélidos suspendidos en el
licor mezclado (SSLM) en el reactor, la cual es lineal y se ajusta con una R?=0.98. La
ecuacion indica que la relacién entre la fraccion volatil y total es del 87%, lo cual es una
relaciéon elevada. Por lo tanto, con esta relacién se puede asegurar, que independientemente
de la etapa experimental empleada, la condicién fisiolégica de los lodos no se perdié y hubo

una gran mayoria de microorganismos.
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Fig. 5.6. Relacioén entre los SST y SSV del reactor durante todo el experimento
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5.2.4 Indice volumétrico de lodos (VL)

El indice volumétrico de lodos (IVL) es el volumen que ocupa un gramo de soélidos
suspendidos del licor mezclado (ml/gSST), como masa seca, después de 30 minutos de
sedimentacion (Metcalf y Eddy, 2003). Este parametro indica las caracteristicas de
sedimentacion de los lodos en sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas residuales y se
utiliza tipicamente para monitorear las caracteristicas de sedimentacion del lodo activado y
otras suspensiones biologicas (Dick, 1969). Para valores por debajo a 110 ml/gSST en
sistemas de lodos activados, se menciona que no representan problemas de “flotabilidad” o
“hinchamiento” (Ramalho, 1983). El valor limite de IVL para un lodo que se puede emplear
en un sistema de lodos activados es de 200 ml/gSST. En la Tabla 5.8 se observan los
valores promedio de IVL y desviaciones estandar obtenidas de los valores individuales que

se encuentran en el Anexo I, durante las tres etapas experimentales.

Tabla 5.8. Valores promedio de IVL con respecto a las cargas organicas

Etapa (6{0) IVL
experimental | (kgDQO/kgSST-d) (ml/gSST)
12 0.6 107 £ 25
28 0.5 106 + 19
32 1.1 114 + 47

En la Tabla 5.8 se observa que durante las primeras dos etapas experimentales, el IVL fue
de 107 y 106 ml/gSST, aunque en la CO de 0.5 kgDQO/kgSST-d fue mas estable al tener
una desviacion estandar menor (19 ml/gSST). En cambio, para la CO de 1.1
kgDQO/kgSST-d el IVL aument6 a 114 ml/gSST, ya que a mayores CO, la sedimentacion se

dificulta.

En la Figura 5.7 se puede observar los valores de IVL tomados durante todo el experimento.
En la fase de arranque los valores del IVL eran bajos debido a que los SSLM eran bajos (ver
Figura 5.1); cuando los SSLM comenzaron a aumentar en la primera etapa, se observo un
aumento del IVL. La CO de 0.5 kgDQO/kgSST-d se observa como la etapa mas estable
donde el IVL se mantuvo entre 83 y 141 ml/gSST, ya que es la etapa con CO mas baja. En
cambio la CO 1.1 kgDQO/kgSST-d presentd valores variables entre 103 y 163 debido al

mayor crecimiento de los microorganismos y su baja sedimentabilidad. Sin embargo, a pesar
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de que los valores de IVL obtenidos son un tanto elevados, aun presentan caracteristicas de

sedimentabilidad adecuadas para un sistema de biomasa en suspension.

180
160 - Arranque CO=0.6 CO=0.5
CO=1.0 TRC=10.3d TRC=20.4d
TRC=6d
140 -
120 A ~x\
E 1001 co=1.1
2 x TRC=3.3d
S 80
60 +
01 /
20 + —
0 T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Tiempo (d)

Fig. 5.7. Comportamiento del IVL en el reactor (CO: kgDQO/kgSST-d)

Al realizar el ANOVA (ver Anexo |) con los valores puntuales de cada etapa, se encontré que
no hay diferencias significativas entre estos valores. Por lo tanto, el IVL no se ve afectado por

la carga organica en ésta experimentacion.

5.2.5 Produccion de acidos grasos volatiles (AGV)

La produccién de AGV es un proceso caracteristico de la acidificacion anaerobia (Morris,
1985). En la Tabla 5.9 se muestran los valores de produccién total de AGV, asi como las
proporciones de las especies de AGV mas predominantes en las tres etapas experimentales.
Las muestras tomadas para AGV fueron puntuales del primer ciclo, durante el tiempo de
llenado para el influente y durante el tiempo de vaciado para el efluente; esto se realiz6 para

comparar la produccion de AGV en un ciclo en especifico.

Los valores de produccién se encuentran expresados como DQO (mg/l); la conversion se

hizo empleando las relaciones entre peso molecular y DQO teérica para oxidar a CO,. La
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relacion de DQO (mg/l) del acido acético usada fue de 0.93, 1.15 para el acido propionico,

0.55 para el acido isobutirico y 2.8 para el acido formico.

La letra (a y b) junto al valor de produccion de AGV de la Tabla 5.9, se refiere a los grupos
homogéneos y heterogéneos de la prueba de rango multiple. El valor con la misma letra
indica que los valores no presentan diferencias significativas entre ellos y los que tienen

letras diferentes indican los valores son significativamente diferentes.

Tabla 5.9. Valores de AGV de muestras para las tres etapas experimentales

Porcentaje de especies de AGV con respecto al total (%)
CcoO Produccién
( kgDQO ) Dia AGYV total AC AC _ . Ac'. . ] Ac_.
kgSST -d (ngQOj acetico propionico isobutirico férmico
|
0.6 92 241.1a 13.1 0.0 0.0 86.9
95 181.6 a 60.4 36.4 3.2 0.0
100 145.1a 72.5 17.9 2.8 6.9
102 74.5a 69.2 6.8 7.9 16.1
PROM | 158.1£695 | 5381276 | 153+15.9 3.5+3.3 27.5 + 40.2
0.5 129 66.9 b 52.6 6.5 4.3 36.6
155 50b 51.4 12.4 11.1 25.2
179 99.0b 67.9 27.4 0.2 4.4
184 45.3b 69.1 225 0.7 7.6
193 65.0 b 57.7 18.6 16.8 6.9
198 144D 36.0 3.0 455 155
PROM | 456+£37.2 | 5972122 | 175495 6.6 +17.1 16.2 + 12.6
11 214 61.5b 47.1 9.0 15.8 28.1
217 165D 28.9 0.0 0.0 71.1
223 4.7b 75.6 24.4 0.0 0.0
242 127.6b 55.5 38.8 5.7 0.0
PROM | 42.1+557 |5.L8<104 | 18+17.1 54 + 7.4 24.8  33.6

La composicion tipica reportada en efluentes fermentados es predominantemente de &cido
aceético, seguido por el &cido propibnico, butirico y valérico (Rossle y Pretorius, 2001). Segun
trabajos experimentales realizados en sistemas acidogénicos, la predominancia del 4cido
acético es de un 38% a 70%, la del propionico entre un 25% a 41%, la del acido butirico
entre un 3% y 16% y del acido valérico y otros acidos entre un 0% a 10% (Pitman et al.,
1992; Randall et al., 1992; Von Minch y Greenfield, 1998; Cuevas, 1998). En este trabajo
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(Tabla 5.9), las especies predominantes de AGV fueron el acido acético (51.8% al 59.7%)
seguido por el acido férmico (16.2% al 27.5%), el acido propiénico (15.3% al 18%) e
isobutirico en escasas concentraciones (3.5 al 6.6%), el cual podria considerarse dentro del
intervalo del acido butirico. En pocas ocasiones se encontrd 4cido butirico y no se agregé a
la Tabla 5.9 por su despreciable concentracién. La predominancia del acido acético y
propionico es normal, debido a que son los principales productos de las fermentaciones de
monosacaridos (Schlegel, 1988). El acido férmico es menos comun en las fermentaciones de
agua residual; sin embargo, el grupo de las enterobacterias fermentan glucosa a una mezcla
de acidos, entre ellos acético, lactico y férmico (Alberts et al., 2002), por lo que es posible
que se haya contribuido a un aumento de la produccion de este tipo de &cido. La baja
produccion de acido butirico pudo haberse debido a que las condiciones del reactor no
fueron anaerobias estrictas y los clostridios son los principales productores de acido butirico,
los cuales son organismos anaerobios estrictos. Sin embargo, hubo formacién de acido

isobutirico que puede cuantificarse dentro de la proporcion de acido butirico.

En la Tabla 5.9 se observa que en la primera etapa experimental (CO=0.6 kgDQO/kgSST-d)
se presentan los mayores valores de produccion de AGV con respecto a las otras etapas
experimentales, con una produccion promedio de 158.1 mgDQO/I; sin embargo, la
desviacion estandar es muy elevada por la dispersion y escasez de los datos, pero en

general, sélo el dato del dia 107 (74.48 mgDQO/I) llega a ser el méas bajo.

En el caso de las etapas de CO de 0.5y 1.1 kgDQO/kgSST-d, segun los datos mostrados,
no se observaron grandes diferencias entre los valores promedio de produccion total de
AGV; aunque el promedio de produccion total de AGV es ligeramente mayor en la CO de 0.5
kgDQO/kgSST-d (45.6 mgDQOI/l) con respecto a la CO de 1.1 kgDQO/kgSST-d (42.1
mgDQO/l). Se puede observar también que en la etapa experimental de la CO 0.5
kgDQO/kgSST hubo una produccién de AGV baja en el efluente, pero ademas fue la etapa
en la que se produjo DQO disuelta, por lo que no se descarta la posibilidad de produccioén y
consumo de AGV, por metanogénesis, ya que en esta etapa se presentd un TRC elevado
(20.4 dias en promedio) y las condiciones fueron favorables para el desarrollo de bacterias

metanogénicas que consumen AGV.

Al realizar una prueba estadistica de homogeneidad de varianza, se observa que a pesar de

la gran dispersién de los datos, es posible realizar el ANOVA y una prueba de rango mdltiple
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en la cual se indica que la CO de 0.6 kgDQO/kgSST-d es la etapa estadisticamente
diferente, al tener las mayores producciones de AGV. Lo anterior se representa mediante
letras diferentes (letra “a”) en los valores de la etapa con CO de 0.6 kgDQO/kgSST-d, ya que
es un grupo estadisticamente diferente con respecto a los valores de las otras etapas (CO
de 0.5y 1.1 kgDQO/kgSST-d), los cuales se sefialan con la letra “b” que indica que tienen
valores menores y son diferentes (grupos heterogéneos con respecto al de la CO de 0.6
kgDQO/kgSST-d).

Se ha encontrado que la produccion de AGV es variable con respecto a las etapas de
operacién, sobre todo con respecto al tiempo de retencion celular e hidraulico (Von Minch y
Greenfield, 1998). Rdssle y Pretorius (2001) mencionan que la tasa de fermentacion
esperada en los reactores acidogénicos se encuentra entre 1 y 70 mgAGVI/l-h, y la tasa
promedio obtenida en este experimento se encontré entre 5.2 y 19.5 mgAGV/I-h (Tabla
5.10).

Gonzalez (2004) encontr6 la mayor produccion de AGV (149 a 195 mgDQO/I) en la CO de
0.62 a 0.77 kgDQO/kg SST-d; Pérez (2004) encontré una produccion de 203 mgDQO/I para
una CO de 0.74 kgDQO/kgSST-d y 180 mgDQO/I para una CO de 0.65 kgDQO/kgSST-d.
Por lo tanto, la produccién total de AGV encontrada en la CO de 0.6 kgDQO/kgSST-d es
similar con respecto a la citada en literatura antes mencionada; sin embargo, la produccién
encontrada para las otras dos cargas organicas es mas baja de lo esperado. Liu y Ghosh
(1997), Banister y Pretorius (1998) encontraron que produccion de AGV es mayor al
incrementarse la CO. Saddoud y Sayadi (2007) trabajaron con un proceso de dos etapas:
acidogénica y metanogénica, encontrando en la fase acidogénica una produccion de AGV de
62 a 378 mg AGV/I para una CO volumétrica de 1.59 a 2.6 kg DQO/m?*.d, lo cual no se
observa en el presente trabajo, al encontrarse que la tercera etapa experimental presentd
CO volumétrica de 1.7 kg DQO/m®.d y baja produccién de AGV (42.1 mgDQO/I). Los
resultados obtenidos difieren de la literatura posiblemente por errores de muestreo o
experimentales, o porque hicieran falta una mayor cantidad de muestreos para cada una de

las etapas experimentales.

En la Tabla 5.10 se pueden observar los valores promedio para cada etapa de produccion de
AGV, tasa de produccion, coeficiente de rendimiento y el grado de acidificacion, el cual se

calcula con la siguiente Ecuacion 5.1.
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Produccionde AGV,mgDQO/I
DQO totalinfluente,mg/I

Gradode acidificacion =

(Ec. 5.1)

El grado de acidificacion permite calcular las fracciones de material organico que se
transforman en AGV y se compara con la DQO total debido a que las fracciones solubles,
como particuladas del material organico pueden ser el origen de la produccion de AGV en los

procesos de hidrélisis.

Tabla 5.10. Produccion de AGV y grado de acidificacion en las tres etapas experimentales

Parametros promedio Carga organica (kgDQO/kgSST-d)
(mgAGV expresado como DQO) 06 05 11
Produccion (mgDQOI/I) 158.1 45.6 42.1
Tasa de produccion (mgDQO/I-h) 19.5 5.7 6.6
Grado de acidificacién (%) 25.7 8.7 5.1
Rendimiento especifico de AGV (mgDQO/mgSST-d) 0.13 0.04 0.05

Los valores de la Tabla 5.10 muestran que el mayor grado de acidificacion fue para la CO
0.6 de kgDQO/kg SST-d con un grado de acidificacién del 19.5.7%, seguido del grado de
acidificacion de 8.7% y 5.1% para la CO de 0.5 y 1.1 kgDQO/kgSST-d, respectivamente.
Gonzalez (2004) presentd grados de acidificacion del 55% y Pérez (2004) del 50% para las
CO de 0.6 y 0.7 kgDQO/kg SST-d. En este trabajo el grado de acidificacion fue inferior a lo

reportado por Gonzalez y Pérez (2004) para esta misma CO.

5.2.6 Determinacion de microorganismos

Los microorganismos empleados en este trabajo fueron dos grupos indicadores de
contaminacion: coliformes fecales y Enterococcus faecalis, y una especie patégena,
Salmonella typhi. Estos fueron cuantificados en muestras puntuales del influente y efluente,
en el primer ciclo al igual que para las determinaciones de AGV. Esto se realiz6 para
observar el efecto de la acidificacién anaerobia sobre los microorganismos, en un ciclo en el
reactor. Los resultados de estos analisis se presentan en subcapitulos diferentes para cada

grupo de microorganismos.
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5.2.6.1 Coliformes fecales

Los resultados de los analisis microbioldgicos para coliformes fecales a lo largo del
experimento se pueden observar en la Tabla 5.11, en la cual se presentan los valores de
unidades formadoras de colonias en 100 ml (UFC/100ml) para muestras puntuales del primer
ciclo en influente y efluente, y sus medias geométricas, por tratarse de valores exponenciales
que no tienen una distribuciébn normal. Se presentan también los valores en unidades
logaritmicas, asi como los promedios, desviaciones estandar y remociones, para facilitar el

andlisis de los valores en cada una de las etapas experimentales.

Tabla 5.11. Valores de los analisis microbioldgicos de coliformes fecales

cO Influente Influente Efluente Efluente Remocién Remocién
kgDQO Dia . . .
kaSST -d (UFC/100 (unidades | (UFC/100 ml) (unidades (unidades (%)
9 ml) log) log) log)
85 2.04 x10’ 7.3 1.27 x10° 7.1 0.2 <90.0
0.6 92 7.53 x10’ 7.9 4.40 x10° 7.6 0.2 <90.0
95 1.80 x10° 8.3 1.48 x10’ 7.2 1.1 <99.0
100 1.90 x10° 8.3 8.00 x10° 6.9 1.4 <99.0
102 3.03 x10° 8.5 1.05 x10’ 7.0 1.5 <99.0
PROM. | 1.10x10° | 8.0+05 | 1.47E+07 7.2+0.3 0.9+0.6 <90.0
MEODIA (media) (prom.) (media) (prom.) (prom.) (prom.)
129 2.17 x10° 8.3 3.73 x10° 7.6 0.8 <90.0
05 154 6.23 x10’ 7.8 2.66 x10" 7.4 0.4 <90.0
179 2.03 x10° 8.3 1.85 x10’ 7.3 1.0 90.0
184 2.16 x10° 8.3 7.85 x10" 7.9 0.4 <90.0
193 2.56 x10° 8.4 9.19 x10’ 8.0 0.4 <90.0
PROM. | 1.72x10" | 82+0.2 | 428x10° | 7.6+0.3 0.6+0.3 <90.0
MEcl):)IA (media) (prom.) (media) (prom.) (prom.) (prom.)
214 1.92 x10° 8.3 5.50 x10° 6.7 1.5 <99.0
11 217 1.03 x10° 8.0 7.00 x10° 6.8 1.2 <99.0
221 2.99 x10° 8.5 5.86 x10" 7.8 0.7 <90.0
223 1.03 x10° 8.0 2.95 x10° 7.5 0.5 <90.0
242 3.21 x10° 8.5 2.96 x10° 7.5 1.0 90.0
PROM. | 1.81x10° | 83+0.2 | 1.82x10" | 7.3+04 1.0+0.4 90.0
MECI)DIA (media) (prom.) (media) (prom.) (prom.) (prom.)
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En la Tabla 5.11 se puede observar de forma general, que el contenido de coliformes fecales
en el influente se encuentra entre 7 y 8 unidades log UFC/100 ml lo cual, segun Metcalf y
Eddy (2003) y Crites y Tchobanoglous (2000) son valores elevados para aguas residuales
municipales. Sin embargo, se ha encontrado que las aguas residuales de México y otros
paises en desarrollo tienen contenidos elevados de coliformes fecales entre 7 y 9 log
UFC/100 ml (Jiménez, 2004; Saddoud y Sayadi, 2007). Por otro lado se informa que la dosis
infecciosa es una superior a 10° UFC/100 ml (Goss y Richards, 2007).

En la Tabla 5.11 se observa que el contenido de las bacterias indicadoras determinadas en
el presente estudio y en todos los casos existe un decremento entre un 0.2 y 1.5 log. Las
mayores remociones se observan en la tercera etapa experimental con la CO de 1.1
kgDQO/kgSST-d, con una remocion promedio de 1 log, lo cual equivale al 90% de los
microorganismos. La remocion que le siguio fue de 0.9 log como promedio y se llevé a cabo
en la CO de 0.6 kgDQO/kdSST-d, lo cual equivale a un porcentaje de remocion menor al
90%. Finalmente en la CO de 0.5 kgDQO/kdSST-d, tuvo la menor remocién de bacterias
indicadoras de 0.6 log. En la Figuras 5.8 se muestran algunas placas seleccionadas con
cultivos de coliformes fecales, en los cuales se observa que, con las mismas diluciones, se

presento una disminucion del crecimiento de colonias en el efluente con respecto al influente.

Se realiz6 un ANOVA, para ver si existian diferencias significativas entre las remociones de
cada etapa experimental (ver Anexo 1); el andlisis se llevdé a cabo con los valores de las
remociones en unidades log, ya que a diferencia de los valores exponenciales, cumplen con
el supuesto de la ANOVA de que los valores deben tener una distribucién normal. Se realizé
también una prueba de homogeneidad de varianzas para observar si los datos tenian
varianzas homogéneas a pesar de tener una desviacion estandar elevada, lo cual es un
supuesto del analisis. Del resultado del ANOVA se observé que no existen diferencias
significativas entre las remociones de cada etapa experimental, aunque se observan las

tendencias en los promedios.
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10" 10° 10° 107
EFLUENTE
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Figura 5.8. Placas con cultivos de coliformes fecales con diluciones de 10*a 10" ml de agua
de influente y efluente

5.2.6.2 Enterococcus faecalis

Los resultados de los analisis microbiol6gicos para Enterococcus faecalis a lo largo del
experimento se pueden observar en la Tabla 5.12, en la cual se presentan los valores de la
misma forma que para coliformes fecales, unidades formadoras de colonias en 100 ml
(UFC/100ml) para muestras puntuales del primer ciclo en influente y efluente, y sus medias
geométricas. Se presentan también los valores en unidades logaritmicas, asi como los

promedios, desviaciones estandar y remociones, para facilitar el analisis.

En el caso de la concentracion de Enterococcus faecalis en el influente, ésta fue ligeramente
menor que los coliformes fecales (7 a 8 unidades log UFC/ 100 ml). Segun lo que indica
Metcalf y Eddy (2003), el contenido de bacterias en agua residual del grupo de los
enterococos, ya sea las especies S. faecalis 0 S. faecium, es menor que el resto de los
organismos indicadores. Mencionan también que las aguas tipicas contienen Enterococcus
faecalis entre 10* a 10" UFC/100ml, pero su dosis infecciosa no se conoce de manera
especifica. En este caso, el contenido de Enterococcus faecalis en el agua residual del
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influente se encuentra por arriba del contenido en agua tipica (Metcalf y Eddy, 2003).

Tabla 5.12. Valores de los analisis microbiologicos de Enterococcus faecalis

cO Influente Influente Efluente Efluente Remocién Remocién
kgDQO Dia _ _ .
m (UFC/100 ml) (unidades | (UFC/100 ml) (unidades (unidades log) (%)
log) log)

85 5.34 x10’ 7.7 8.50 x10° 6.9 0.8 <90.0

0.6 92 9.63 x10° 9.0 4.75 x10° 8.7 0.3 <90.0

95 7.28 x10’ 7.9 4.60 x10° 6.7 1.2 <99.0

100 1.05 x10” 7.0 6.88 x10° 6.8 0.2 <90.0

102 4.68 x10” 7.7 1.45 x10’ 7.2 0.5 <90.0

PROM. 7.13 x10’ 79+07 | 1.79x10’ 7.3+0.8 0.6+0.4 <90.0

ME(IJI)IA (media) (prom.) (media) (prom.) (prom.) (prom.)

129 8.65 x10° 6.9 3.00 x10° 6.5 0.5 <90.0

05 154 2.10 x10’ 7.3 1.25 x10° 6.1 1.2 <99.0

179 4.22 x10° 7.6 1.65 x10’ 7.2 0.4 <90.0

184 1.30 x10° 8.1 2.45 x10° 7.4 0.7 <90.0

193 5.02 x10’ 7.7 3.60 x10” 7.6 0.1 <90.0

PROM. | 3.47x10" | 75+04 | 8.86x10° | 6.9+0.6 0.6+0.4 <90.0

MECI)DIA (media) (prom.) (media) (prom.) (prom.) (prom.)

214 6.28 x10’ 7.8 3.50 x10° 6.5 13 <99.0

11 217 4.32 x10° 8.6 9.00 x10° 7.0 1.7 <99.0

221 2.12 x10’ 7.3 1.66 x10’ 7.2 0.1 <90.0

223 7.21 x10° 6.9 2.84 x10° 6.5 0.4 <90.0

242 2.29 x10" 7.4 2.84 x10° 6.5 0.9 <90.0

PROM. | 3.94x10" [ 7.6+0.7 | 531x10° | 6.7+0.3 0.9+0.6 <90.0

MEcl):)IA (media) (prom.) (media) (prom.) (prom.) (prom.)

Los valores de remocién fueron menores que los de coliformes fecales se encontraron en

promedio entre 0.1 y 1.7 log removidos. La mayor remocion promedio fue para la CO de 1.1

al igual que en el caso de coliformes fecales, su valor fue de 0.9 log, lo cual es equivalente a

menos de 90% de remocion. En este caso las cargas organicas de 0.5 y 0.6 tuvieron el

mismo promedio de remocion de 0.6 log para las determinaciones de Enterococcus faecalis.

Al realizarse el ANOVA de las unidades log removidas (ver Anexo |), se observé que las

diferencias no son significativas al compararlas entre las tres cargas organicas, aunque se
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observen tendencias en los valores promedios.

En las Figura 5.9, se muestran algunas placas seleccionadas con cultivos de Enteroccocus

faecalis, en los cuéles se observa que, con las mismas diluciones, se presentd una

disminucién del crecimiento de colonias en el efluente con respecto al influente.

INFLUENTE

10*
EFLUENTE

Figura 5.9. Placas con cultivos de Enterococcus faecalis con diluciones de 10 a 10 ml de agua de
influente y efluente

La remocion de organismos indicadores en agua residual mediante acidificacion anaerobia
ha sido poco estudiada. La mayoria de los trabajos se enfocan a la digestiébn anaerobia mas
que a la primera etapa de la digestion anaerobia. Kamizoulis (2008) menciona que los
tratamientos de sedimentacion primaria con o sin coagulacion sélo logran la remocién de
bacterias de 0 a 1 log;0UFC/100 ml, que equivale a una remocion del 50 al 90% y los
tratamientos secundarios, como son los lodos activados o filtros percoladores seguidos de
sedimentaciéon secundaria, logran la remocién de 1 a 3 log;o0UFC/100 ml (90 al 99.9%). Goss
y Richards (2007) mencionan que los sistemas naturales como las lagunas pueden remover
entre 0 y 3 log;QUFC/100 ml y los humedales artificiales entre 1 y 3 log;0UFC/100 ml; ademas

mencionan que la digestibn anaerobia mesofilica remueve entre 1 y 2 log;c0UFC/100 ml y la
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termofilica hasta 5 log;,UFC/100 ml.

De los resultados obtenidos en este trabajo se observa que las remociones fueron entre 0.1
y 1.7 log1;0UFC/100 ml en todos los casos, encontrandose la mayor remocion para la CO de
1.1 kgDQO/kgSST-d tanto para el caso de coliformes fecales, como para Enteroccocus
faecalis,a pesar de que no fue la etapa con mayor produccién de AGV. Contrario a lo
esperado, la mayor remocion de SST y SSV se encontré en la CO de 0.5 kgDQO/kgSST-d,
pero no fue la de mayor remocién de patégenos, ni tampoco de mayor produccion de AGV.
Aunque no se conocen completamente los mecanismos que llevan a la inactivacion de las
bacterias indicadoras, se menciona que es el estrés causado por la presencia de AGV, la
disminucién de pH y el tiempo de contacto (Puchjada y Oleszkiewicz, 2006; Barrios, et al.,
2003); también la adsorcion a los sélidos sedimentables contribuye a la remocién de
bacterias (Grimason et al., 1996). En un estudio realizado sobre Shigella dysenteriae, se
observado que las concentraciones de AGV inhibitorias para este patdgeno debian ser muy
elevadas (>3000mg/l) aunado a pH inferiores a 6 (Kunte et al., 2000). Estas ultimas
condiciones no se obtuvieron en el reactor SBR empleado en este trabajo, ya que la
acidificacion biolégica en el sistema tiene capacidad amortiguadora, con ciclos de reaccion
relativamente cortos y tiempo de residencia hidraulico (TRH) de 8 horas. Posiblemente un
TRH y/o TRC mayores permitirian una mayor remocion de organismos indicadores, en

particular para el caso de coliformes fecales y Enterococcus faecalis.

5.2.6.3 Salmonella typhi

Para el caso especifico de Salmonella typhi, al realizar las determinaciones con el método de
filtracion de membrana y siembra en el medio selectivo de agar sulfito y bismuto Bioxon
(APHA, 1998), se presentaron conteoss elevados de colonias. Se realizaron 5 cuantificaciones
correspondientes a la primera etapa experimental (CO de 0.6 kgDQO/kgSST-d) con las
mismas muestras que para coliformes fecales y Enterococcus faecalis. Los resultados
obtenidos del contenido de colonias fue un promedio de 4.1 x 108 UFC/100 ml, con valores
oscilantes entre 1.8 a 6.7 x10° UFC/100ml. Las concentraciones de Salmonella typhi para
aguas residuales tipicas se encuentran en un intervalo de 10° a 10° UFC/100 ml (Crites y
Tchobanoglous, 2000; Metcalf y Eddy, 2003; Kamizoulis, 2008), con una dosis infecciosa de
10" — 10® UFC/100 ml. Sin embargo, en México se han encontrado dosis mayores entre 10°a

10° UFC/100ml, similares al valor de 108 UFC/100 ml encontrado en las determinaciones
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realizadas.

Adicionalmente al gran niumero de colonias encontradas en las determinaciones, se observo
una gran variedad de éstas, variando los colores entre café y negro metélico, hallandose
algunas transparentes y otras con halo metalico (Figura 5.10). Segun los métodos
estandarizados, las colonias de Salmonella typhi deben presentarse como colonias negro
metalico (APHA,1998).

Fig. 5.10. Variedad de colonias encontradas en el medio selectivo de sulfito y bismuto (Bioxon)

Debido a esta gran concentracién y diversidad de colonias halladas, se opt6 realizar una
verificacién de la presencia de Salmonella typhi en los cultivos. Para esto se recurrio al
laboratorio de Inmunologia Molecular Microbiana de la Facultad de Medicina de la UNAM; en
este lugar se llevaron tres cajas de Petri con los cultivos, a las cuales se tom6 una muestra
de 5 colonias al azar para sembrarlas en medio selectivo MacConkey. El agar MacConkey es
un medio diferencial entérico que contiene cristal violeta y sales biliares como inhibidores de
los organismos Gram positivos, permite determinar si las bacterias fermentan lactosa al
tornarse rosadas o no al permanecer incoloras (Mac Conkey, 1905; Murray et al., 2003). Al
inocular e incubar las placas se descartaron las colonias lactosa positivo y se aislaron las
colonias incoloras; de esta seleccion se encontraron crecimientos de Escherichia coli y
Klebsiella spp. representantes comunes de los coliformes fecales (Murray et al., 2003).

Posteriormente a las colonias lactosa negativo encontradas se les hizo una prueba de
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aglutinacion con antisueros para Salmonella. De las colonias que aglutinaron se les realizo
una identificacion bioquimica y se encontré que correspondian a la especie Vibrio fluvialis y
Aeromona hydrophila. Ambas especies son oportunistas, en el caso de V. fluviales, es una
especie halofilica del género Vibrio, que se encuentra en cuerpos de agua salina o salobre, y
aungue no es considerada una especie patdgena se han encontrado casos de asociados a
diarrea aguda en humanos (Castellano et al., 1999). Aeromona hydrophila, pertenece a la
familia Vibrionaceae y esta asociada al crecimiento del género Vibrio, la cual es considerada
patdgena para animales de sangre fria pero que llega a relacionarse con infecciones
intestinales en humanos menores de 5 afios (Herrera et al., 2000). Por lo tanto, se optd por
suspender las determinaciones de Salmonella typhi, ya que con el medio selectivo empleado
(Sulfito de bismuto, Bioxon) no permitia su identificacién en el agua residual empleada en el

experimento.

5.2.7 Nitrégeno amoniacal (NHy)

El nitrégeno es un elemento esencial para el crecimiento de organismos, ya sea plantas,
animales y microorganismos y es considerado un macroelemento por su importancia en la
sintesis de proteinas. La capacidad de tratar el agua residual por medios biol6gicos, esta
relacionada con el contenido de nitrégeno en ésta. Es necesario conocer el contenido de
nitrégeno para conocer la capacidad de tratar el agua residual por medios bioldgicos.
Cuando hay deficiencias de nitrégeno es necesaria la adicion de un complemento (Metcalf y
Eddy, 2003).

Las formas mas comunes de nitrdgeno encontradas en el agua son: el nitrdgeno organico
(aminoacidos, aminoazlcares y proteinas), nitrdgeno amoniacal, nitritos y nitratos. El i6n
amonio (NH,) es la forma del nitrgeno mas reducida (estado de oxidacion —lll) y existe en
solucién acuosa en equilibrio con el amoniaco (NH3) dependiendo del pH; si éste es acido la
especie predominante es el ion amonio. El nitrbgeno amoniacal puede ser oxidado por
bacterias a nitritos y nitratos, pero en condiciones anaerobias es almacenado o consumido

en pocas cantidades (Sawyer et al., 2000).

El nitrogeno amoniacal fue determinado para tener un seguimiento de las condiciones del

reactor, aunque éste no participa en el proceso de hidrdlisis y acidificacion. En la Tabla 5.13
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se observan los valores promedio y desviaciones estandar generadas de los datos
individuales para cada etapa experimental que se presentan en el Anexo Il. Se presentan
también la remocion promedio y sus desviaciones estdndar generadas de las remociones

individuales del mismo Anexo Il.

Tabla 5.13. Valores promedio de NH, con respecto a las cargas organicas

Etapa CcoO NH. (mg/l) Remocién
experimental (kgDQO/kg promedio (%)
SST-d) Influente Efluente
12 0.6 98.3+55.9 74.3£334 14.8 + 29.2
2@ 0.5 60.9 £ 384 74.1 £46.1 -20.6* £ 26.3

32 1.1 74.6 £ 20.1 59.3+£34.0 8.4+£70.6

* liberaciéon al medio

Se observa que los valores del influente para las tres etapas fueron elevados (mayores a 45
mg/l) con respecto a valores tipicos de aguas residuales (Metcalf y Eddy, 2003). Se observa
que también la concentracién de nitrégeno amoniacal es variable, como se puede ver en las
desviaciones estandar del influente y efluente, asi como en los valores del Anexo Il. Para la
CO de 0.6 y 1.1 kgDQO/kgSST-d se presenta remocion posiblemente debido al consumo
para formacién de proteinas. Se puede observar que la mayor remocion (14.8%) es para la
CO de 0.6 kgDQO/kgSST-d. La CO de 1.1 kgDQO/kgSST-d con remocién de 8.4% aunque
con una mayor desviacion estandar. La diferencia puede deberse a que en la CO superior
hay un mayor aporte de material organico y menor requerimiento por parte de las bacterias.
Por otro lado, los valores son muy dispersos y las comunes diferencias pueden deberse a
errores de muestreo, al método analitico y diferencias de concentracion en el agua residual.
En cambio, en la CO de 0.5 kgDQO/kgSST-d, se observa que existe produccién de NH, esto
puede deberse a la hidrolisis de proteinas que producen este compuesto. En esta etapa
experimental se observd, que hubo mayor produccion de DQO disuelta y remocion de SST,
lo cual indica hidrdlisis del material organico particulado y concuerda con los valores de
produccion de NH, que se observan en el Anexo Il. No se pudo realizar una ANOVA a los
porcentajes de remocion por existir valores de remocién y produccion (valores negativos) a lo

largo del experimento.
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5.2.8 Fd&sforo (PO,)

El fésforo es un elemento esencial para el crecimiento de organismos. Se encuentra en el
agua residual como ortofosfatos, polifosfatos y fdsforo organico. Sin embargo, los
ortofosfatos son compuestos de fésforo empleados directamente por el metabolismo y los

otros compuestos son poco asimilados (Metcalf y Eddy, 2003).

Se determiné el contenido de ortofosfatos (PO,) en el agua residual como contenido del
fosforo disponible para los microorganismos en el reactor; al igual que el nitrdgeno
amoniacal, los fosfatos fueron un parametro tomado para observar su comportamiento
general en el reactor. Los ortofosfatos no tienen participacion en el proceso de acidificacion y

no pueden se removidos con este método.

En la Tabla 5.14 se presentan los valores de PO, promedio para cada etapa experimental,
sus desviaciones estandar y sus remociones promedio. Los valores de PO, del influente son
elevados con respecto a valores de aguas residuales tipicas (Metcalf y Eddy, 2003; Crites y
Tchobanoglous, 2000). Los valores promedio de PO, del influente oscilaron entre 19.8 y 27.8
mg/l y las desviaciones estandar fueron entre 4.4 y 7.8 mg/l. Los valores promedio del
efluente oscilaron entre 24.4 y 25.1 mg/l, con desviaciones estandar de 4.5 a 11 mg/l. Se
observa por lo tanto que la remocion es despreciable y, aunque los balances de remocién
indican produccién o remocién de POy, las variaciones se deben mas a la dispersién por

errores de muestreo o durante la determinacion.

Tabla 5.13. Valores promedio de PO, con respecto a las cargas organicas

Etapa CcoO PO, (mg/l) Remocién
experimental (kgDQO/kg promedio
SST-d) Influente Efluente (%)
12 0.6 229144 25.1+8.3 -8.8+£234
22 0.5 19.8+7.8 244 +11.0 -22.7 +24.3
32 1.1 27.8+£5.3 25.0£45 8.2 +20.2
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5.2.9 pHy Temperatura

El pH y la temperatura son parametros importantes en el tratamiento de agua residual ya que
las condiciones favorables de ambos permiten el desarrollo adecuado de la biomasa en el
interior del reactor. ElI pH, expresa el grado de acidez o alcalinidad y es un importante
pardmetro en el tratamiento del agua residual. El intervalo en el cual la mayoria de
organismos se desarrollan de manera éptima entre 6 y 9, por lo que un agua con acidez o
alcalinidad muy elevada dificulta el tratamiento biologico (Metcalf y Eddy, 2003).La
temperatura del agua residual es un parametro que depende de la fuente del agua, asi como
de la localizacién geografica y temporada del afio (Metcalf y Eddy, 2003).

Tanto el pH, como la temperatura fueron determinados de forma puntual dentro del reactor a
lo largo de la experimentacion. En la Tabla 5.14, se presentan los valores promedio de pHy
temperatura en las tres etapas experimentales y en la fase de arranque cuando no se habia
afadido complemento de DQO y a partir de que se comenz6 a afiadir. Las letras indican los
resultados de la prueba de rango multiple en las cuales indican los valores que son
homogéneos con letras iguales y los heterogéneos con letras diferentes. La letra “a” indica el
grupo de valores con media mayor y las medias de los grupos van disminuyendo conforme la

letra aumenta.

Tabla 5.14. Valores promedio de temperatura y pH, en las diferentes etapas experimentales

Etapa experimental CcoO T (°C) pH
(kgDQO/kgSST-d)
Arranque 0.8 18.7+04c | 79+06a
(sin complemento)
Arranque 1 18.3+£0.39c | 6.6 £0.54Db
(con complemento)
12 0.6 17+1.13d | 6.9+0.38b
22 0.5 20.7+0.85b | 6.6+0.18b
32 1.1 223+131a|6.7+0.15b

En la Tabla 5.14 se puede observar que, en general, los valores de temperatura no variaron
mucho y tuvieron valores promedio entre 17°C y 22.3°C. También se observa que las
mayores temperaturas se observan en las dos Ultimas etapas experimentales (CO 0.5y 1.1
kgDQO/kgSST-d), como lo muestran el ANOVA realizado (ver Anexo |) y la prueba de rango

multiple donde se muestran estas etapas experimentales coOmo grupos heterogéneos
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mayores (letras “a” y “b”). Esto se debe a que el control de temperatura se instalo
Unicamente para las dos ultimas etapas; a pesar de que el control no fue puesto en todas las
etapas.

En el caso del pH se observa que los valores promedio fueron entre 6.6 y 7.9, y que
el ANOVA marca que el Unico grupo heterogéneo (grupo diferente estadisticamente con
respecto a los demas valores) es el de la fase del arranque en la que no se afadio
complemento de DQO. Este comportamiento se puede deber a que, al afiadir el
complemento de DQO, se favorecen los procesos de hidrélisis y acidificacién en el reactor, a
pesar de que los valores de pH no varian mucho entre las otras etapas debido a la
capacidad amortiguadora del agua residual.

En la Figura 5.11 se observan los valores puntuales de pH y temperatura a lo largo de
la experimentacion. Los valores fueron determinados durante la fase de reaccién del primer
ciclo en los dias indicados.

Se puede observar que en general la temperatura no presenta grandes cambios. Se
ha reportado que temperaturas inferiores a 14°C son inadecuadas para el crecimiento de
bacterias acidogénicas (Ruel, et al., 2002).

25 10.0
Arranque CO=0.6 CO=0.5
23 | CO=1.0 TRC=10.3 d TRC=20.4 d los
TRC=6 d
214 Temperatur +9.0
co=11
19 TRC=3.3d 185
8 17 4 pH + 8.0
s
2 151 +75 &
9]
2 13 y # I\\f\ + 7.0
111 W W\I\/‘: 165
9 4 T+ 6.0
7 + 55
5 T T T T T T T T T 5.0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tiempo (d)

Figura 5.11. Comportamiento del pH y temperatura a lo largo de la experimentacién
(CO:kgDQO/kgSST-d)
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En el dia 120 se colocdé un control de temperatura, una resistencia regulada con un
termostato ajustado a 20°C. Esto se debi6 a que la temperatura comenzdé a bajar a partir del
dia 74°C vy se buscaba establilizar entre 18°C y 20°C. El incremento de la temperatura a
partir del dia 200 puede deberse al incremento de la temperatura ambiente por ser fin de la

temporada invernal y también por fallos en el sistema de control de temperatura (ver Anexo

).

Con los datos de pH se puede observar que hay valores elevados en las primeras etapas del
arranque (superiores a 7), que descienden marcadamente en el dia 29, en el cual comienza
la adicion del complemento de DQO, y que continlia descendiendo al final de la fase de
arranque con la estabilizacion del reactor. Para las fases experimentales se observa que
para la CO de 0.6 kgDQO/kgSST-d el pH del reactor tiene valores entre 6.1 y 7.4, con un
promedio de 6.9. En cambio para la CO de 0.5 kgDQO/kgSST-d se observaron valores de
pH mas estables y bajos, con un promedio de 6.6; los valores de pH estuvieron
comprendidos entre 6.4 y 7.1. En la Ultima etapa experimental los valores de pH se
encontraron entre 6.5 y 6.9 con una menor variacién. A pesar de que en todas las etapas
hubo produccion de AGV, no se presenté una variacion significativa del pH del agua del
reactor. Esto se puede deber en mayor medida a la capacidad amortiguadora del agua
residual que tiende a autorregularse y no permite una gran variacion del pH (Ruel et al.,
2002).
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6 CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este trabajo son:

= Se logré la transformacién bioquimica de los contaminantes organicos en el agua
residual mediante procesos anaerobios de acidogénesis. La mayor tasa de produccion de
acidos grasos volatiles (19.5 mgDQO/I-h) y el mayor grado de acidificacion (26%) se
observaron con la carga organica de 0.6 kgDQO/kgSST-d. En el caso de las cargas
organicas de 0.5y 1.1 kgDQO/kgSST-d se obtuvo un grado de acidificacién de 8.7 %y
5.1%, respectivamente, con una fraccion predominante de &cido acético (superior al
51%).

= La remocién de DQO total fue baja para las primeras dos etapas experimentales, con
valores de remocion de 7 %y 8%, para las cargas organicas de 0.6 y 0.5,
respectivamente. En cambio se observo un incremento de la remocion (22%) en la carga
organica de 1.1. kgDQO/kgSST-d.

= Durante las dos primeras etapas experimentales (cargas organicas 0.5 y 0.6
kgDQO/kgSST-d) no se observé remocién significativa de DQO disuelta mas, durante la
tercera etapa (carga organica 1.1 kgDQO/kgSST-d) se logré6 una remocion del 39 %
concluyéndose que a mayores cargas organicas es posible remover material organico
disuelto. Como caso especial, del dia 129 al 154 de la experimentacion, se presenté una
reduccién significativa de la carga organica (valor aproximado de 0.3 kgDQO/kgSST-d)

durante la cual se observé produccién de DQO disuelta en vez de consumo.

= La remocion promedio de sélidos suspendidos totales en el agua residual se presenta
durante las tres etapas experimentales: La mayor remocion (23%) fue para la etapa con
carga organica mas baja (0.5 kgDQO/kgSST-d) y la menor (7 %) para la carga de 1.1
kgDQO/kgSST-d. El incremento en la remocién puede deberse a un incremento de la
capacidad de sedimentacion de los microorganismos y a la hidrolisis de una parte de los

sélidos en suspension en el reactor.
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El comportamiento de los so6lidos suspendidos volatiles es similar al de los totales. La
mayor remocién de 23 % se observo durante la carga organica de 0.5 kgDQO/kgSST-d y
la menor de 16 % durante la carga organica de 1.1 kgDQO/kgSST-d.
Independientemente de las condiciones de operacion del reactor la relacién de SSV entre

SST no cambié manteniendo un valor de 87 %.

El indice volumétrico de lodos se mantuvo con valores entre 106 y 114 g/ml, el cual no se
vio afectado significativamente por las variaciones de carga organica de las tres etapas

experimentales.

Como resultado general se observdé una remocién promedio de microorganismos
indicadores entre 0.6 y 1 unidad logaritmica, representando porcentajes de remocién
menores o iguales al 90%. No fue posible identificar una relacién entre la carga organica

y la remocién de microorganismos indicadores.

El método seleccionado no permitié la identificacion de Salmonella typhi, debido a que se
identificaron de forma cualitativa otras especies 0 géneros de bacterias como Escherichia

coli, Klebsiella spp., Vibrio fluvialis y Aeromona hydrophila.

Las concentraciones de fosforo (ortofosfatos) y nitrbgeno amoniacal se mantuvieron sin

cambios significativos durante las tres etapas experimentales.

Durante las tres etapas experimentales el valor del pH en el reactor se mantuvo en

valores cercanos a la neutralidad, entre 6.6 y 6.9.
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7 RECOMENDACIONES

A partir de las observaciones realizadas se plantean las siguientes recomendaciones:

e Con base en otros trabajos se recomienda realizar perfiles de concentracién de
materia organica para obtener informacion sobre las transformaciones que se llevan a

cabo en el reactor.

e Para obtener informacién més precisa de las transformaciones de las sustancias
suspendidas en disueltas se recomienda aumentar los pardmetros de analisis (p.e.
DQO suspendida y disuelta, y sélidos suspendidos y disueltos) y asi lograr un

balance de materia més preciso.

¢ Debido a que durante el desarrollo de este trabajo no fue posible la identificacion y
cuantificacibn de Salmonella typhi, se recomienda poner especial atencién en los

procedimientos para determinar la presencia de este organismo.

e Para garantizar la estabilidad del reactor se recomienda dar un seguimiento intenso al
equipo electromecanico que permiten su operacion (verificacion constante de bombas

y controladores).
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ANEXOS

9 ANEXOI

ANALISIS DE VARIANZA EN LOS DISTINTOS PARAMETROS DEL AGUA

> Indice volumétrico de lodos (IVL)

Fuente de Suma de G.l Cuadrado F-calc. Nivel de
variacion cuadrados medio slgnificancia
Entre tratamientos 3018.2 2 1509.1 3.29 0.0514
Dentro de 13284.0 29 458.069
tratamientos
Total (Corr.) 16302.2 31
» Produccién de acidos grasos volatiles (AGV)
Fuente de Sumade G.l. Cuadrado F-calc. Nivel de
variacion cuadrados medio slgnificancia
Entre tratamientos 54735.9 2 27368.0 5.18 0.0260
Dentro de 58084.3 11 5280.39
tratamientos
Total (Corr.) 112820. 13
» Remocion de unidades log en coliformes fecales
Fuente de Suma de G.l Cuadrado F-calc. Nivel de
variacion cuadrados medio slgnificancia
Entre 0.388 2 0.194 0.90 0.4708
tratamientos
Dentro de 2.576 12 0.214
tratamientos
Total (Corr.) 2.964 14
» Remocioén de unidades log en Enterococcus faecalis
Fuente de Sumade G.l. Cuadrado F- Nivel de
variacion cuadrados medio calc. slgnificancia
Entre tratamientos 0.281 2 0.140 0.56 0.5856
Dentro de 3.016 12 0.251
tratamientos
Total (Corr.) 3.297 14
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» pH
Fuente de Suma de G.l Cuadrado F-calc. Nivel de
variacion cuadrados medio slgnificancia
Entre tratamientos 9.67182 4 2.41796 15.46 0.0000
Dentro de 6.8795 44 0.156352
tratamientos
Total (Corr.) 16.5513 48
» Temperatura
Fuente de Suma de G.l Cuadrado F-calc. Nivel de
variacion cuadrados medio slgnificancia
Entre tratamientos 153.917 4 38.4792 47.21 0.0000
Dentro de 35.8653 44 0.81512
tratamientos
Total (Corr.) 189.782 48
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