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RESUMEN

El proceso biolégico de lodos activados (LA) se basa, en que la materia organica de las aguas
residuales se oxida y se transforma en biomasa microbiana, sin embargo, consume mucha energia
y genera una gran cantidad de biosélidos. La reduccién de esta produccién de lodos en exceso es

uno de los retos mas serios en el tratamiento de aguas residuales biolégicas.

Esta investigacion es parte de un proyecto enfocado en el estudio de la minimizacion de lodos, en
el que se busca utilizar técnicas que llevan a una menor produccién de lodos, mediante
tratamientos que pueden lisar las células biolégicas, liberando materia organica que puede volver
a ser hiodegradada. Un punto importante del proyecto fue valorar la utilizacion de técnicas de
medicion de biomasa por fluorescencia, citometria, espectrofluorometria y microscopia de
fluorescencia para evaluar el desempefio de procesos de minimizacion de lodo activado (uno por
digestion aerobia y otro por ozonacion). En todos los casos se utilizé un kit de tincién para discernir
entre las fracciones de bacterias vivas y muertas, mismas que se relacionaron con la reduccién de

biomasa en los lodos tratados.

En la técnica de citometria de flujo (CMF), se logré configurar el equipo para detectar las
poblaciones vivas versus muertas, asi como las perlas de conteo (estandar), pero no se pudieron
tener mas avances por fallas en el equipo, esto pudo originarse por una contaminacién y/o
obstruccién de los conductos del citobmetro por los flocs del lodo, aunque el lodo ya habia sido
segregado por tratamientos de ultrasonido. Ante esta limitacion, la investigacién se enfoc6 en el

uso de una técnica alterna basada en la espectroscopia de fluorescencia.

Para el digestor aerobio, se buscé seguir el decaimiento de microorganismos en el tiempo, por
respirometria y medicion de DQO por un lado, versus espectroscopia de fluorescencia
(poblaciones vivas/muertas). En el proceso de ozonacion, se traté de comparar las cantidades de
biomasa viva que quedaban en funcién de las dosis de ozono aplicadas al lodo. En este Ultimo
caso, se dio seguimiento al incremento de la biomasa viva durante un experimento de crecimiento

de la misma, tanto por respirometria como por espectrofluorometria.

El licor utilizado en el estudio de digestion aerobia fue un lodo modelo cultivado en el laboratorio,
en dos reactores batch secuenciales (RBS) de 30 L, alimentados con agua residual sintetica a
base de acetato de sodio. El lodo utilizado en el proceso de ozonacidn provino de la planta Toluca
Norte (PTN). La operacion y seguimiento de los reactores para producir el lodo modelo se hizo
durante varios meses como parte de esta tesis y otras relacionadas a ella. En lo particular, con la
técnica de tincion y la microscopia de fluorescencia, se observd que los floculos formados son muy

compactos y estan conformados por bacterias de formas esféricas
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Con base en los datos de respirometria y DQO, se determiné la tasa de decaimiento heterétrofo
(by) en el digestor aerobio de lodo activado (LA) y la tasa maxima de crecimiento especifico (Uymax)

en un lodo tomado de la Planta Toluca Norte que fue ozonado.

El valor de by estimado, en el digestor aerobio con AQUASIM fue de 0.23 d* (base muerte-
regeneracion). En el caso de Upymax S€ obtuvo un valor de 11.4 d™tras ozonar, comparado a 3.9 dt
en el lodo no ozonado. Aparentemente la ozonacién ocasiond una seleccién de bacterias
resistentes al ozono y con mayor tasa de crecimiento. En general, los resultados obtenidos por
espectrofluorometria tuvieron una buena correlacion con los datos de respirometria y DQOX
(particulada), por lo que resultdé ser una buena técnica para valorar la minimizaciéon de lodos,
excepto cuando se generé mucho material soluble en el lodo tratado como es el caso de la
ozonacion, ya que este puede liberar nuevos productos microbianos fluorescentes que sesgan las

mediciones.
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ABSTRACT

An activated sludge (LA) biological process is based on oxidation of organic matter and its
transformation to microbial biomass. However, it consumes too much energy and generates a great
deal of biosolids. Excess sludge reduction in this kind of processes is one of the biggest challenges
in biological wastewater treatments.

This research is part of a project focused on sludge minimisation, which aims to implement low
sludge production techniques by means of lysing biological cells, thus releasing organic matter that
can be biodegraded once again. An important part of the project was evaluating the use of biomass
measurement techniques such as fluorescence, cytometry, spectofluorometry and fluorescence
microscopy; in order to evaluate sludge minimisation processes performance (aerobic digestion and
ozonation respectively). In all cases, a staining kit was used to discriminate between live and dead
bacteria fractions, which were related with biomass reduction on treated sludge.

In the flow cytometry technique, the equipment was configured to detect live vs dead populations,
as well as stabilizing droplets (standard). However, advances were not obtained due to faulty
equipment. This could have been originated for sludge floc pollution and/or obstruction on the
cytometer detector, even if the sludge had been secreted by ultrasound systems. Facing this
constraint, the research was focused on the use of an alternative technique based on fluorescent
spectroscopy.

For the aerobic digester, microorganisms decay through time was intended, on one hand, to follow
by means of respirometric methods and COD measuring system, and in the other hand fluorescent
spectroscopy (live/dead populations). In the ozonation process, a comparison of the remaining
living biomass depending on the ozone doses applied on the sludge was attempted. In the latter
case, monitoring measures on the biomass increase were taken during a growth experiment carried
out through both respirometry and spectofluorometry.

It was a Sequencing-Batch-Reactor (SBR) liquor cultivated in laboratory in two 30-litre SBRs that
was used in the aerobic digestion study, fed with sodium acetate synthesised wastewater. The
sludge used in the ozonation process came from Toluca Norte Wastewater Treatment Plant (known
in Spanish as PTN). The reactor operation and monitoring to produce the analysed sludge was
carried out during several months as part of this and other related theses. In particular, the staining
technique and the fluorescence microscopy showed that the formed floccules are very compact and
that they are formed by spherical bacteria.

According to the respirometry and COD data, the decay rate of heterotrophic biomass (by) in the
activated sludge (AS) aerobic digester and the maximum specific heterotrophic growth rate (Unmax)
were determined in sludge taken from Toluca Norte Wastewater Treatment Plant that was
ozonated.

The estimated by, value in the aerobic digester using AQUASIM was 0.23 d™* (death-regeneration
basis). With respect t0 Pymax @ value of 11.4 d* was obtained. In general, the spectofluorometry
results were well correlated with the respirometry and COD (particulate) data. This resulted in a
proper technique to assess the sludge minimisation, except for soluble material generation during
the treated ozonated sludge, since it can release new fluorescent microbial products which bias the
measurements.
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1. INTRODUCCION

El proceso biol6gico de lodos activados (LA) se basa en que la materia organica de las aguas
residuales se oxida y se transforma en biomasa microbiana, mediante una amplia gama de
microorganismos (Rodriguez, 2010). Es un proceso muy eficiente, sin embargo consume mucha
energia y genera bastante biomasa heterétrofa mediante la biodegradacion de materia organica.
La reduccién de esta produccion de lodos en exceso es uno de los retos mas serios en el
tratamiento de aguas residuales bioldgicas (Chen et al., 2003). Se busca utilizar métodos que
tengan una baja produccion biologica de lodos, mediante tratamientos que pueden matar y lisar las
células, liberando materia organica que puede ser aun mas biodegradada, o que solo pueden
dafiar a los microorganismos que llevan la energia a reacciones de desacoplamiento, donde la
energia se produce en reacciones catabdlicas bioldgicas hacia funciones de mantenimiento y
reparacion, en vez de ser conducida hacia la produccion de biomasa (Liu, 2003; Liu y Tay, 2001).

Uno de los modelos mas utilizados para disefiar lodos activos es el de McCarty y Lawrence
(1970). Dicho modelo considera un régimen estacionario y la DBOs (demanda bioquimica de
oxigeno) o DQO (demanda quimica de oxigeno) total como parametro de caracterizacion. En los
modelos dinamicos mas recientes (modelos de lodos activados ASM 1, 2 y 3), la adopcion de la
DQO como componente modelo para el sustrato, mejoré la comprensiéon del proceso de lodos
activados. La materia organica es muy heterogénea en los lodos activados, esta puede
representarse en dos grupos de compuestos que tienen una diferencia muy marcada en sus tasas
de degradacion (Dold et al., 1980), la fraccibn de DQO facilmente biodegradable (Ss) y su
contraparte lentamente biodegradable (Xs). Por otro lado la materia organica no biodegradable

consta de dos fracciones que son la particulada (X)) y otra que es soluble (S)).

Para la calibracion del modelo ASM1, se requiere de la estimacion de parametros cinéticos, entre
los cuales destacan la tasa maxima de crecimiento heterotrofico (UHmax) y €l coeficiente de
decaimiento de biomasa heterotréfica (br). Cominmente la obtencidn de prmax y br Se realiza con
base en la técnica de respirometria (Spangers et al., 1996; Fall et al., 2012), midiendo el consumo
de oxigeno en una prueba batch en condiciones de una alta relacion de S/M

(comida/microorganismos) (Método de Kappeler y Gujer 1992).

En el presente trabajo, se propuso la utilizaciéon de otro método basado en mediciones de

fluorescencia para seguir el crecimiento y decaimiento de la biomasa.

Los métodos de fluorescencia que incluye la citometria de flujo, la espectroscopia de fluorescencia
y la microscopia de fluorescencia son de mas en mas utilizadas en el area de tratamiento de agua.

La citometria se utiliza como método alterno para contar bacterias y diferenciar entre la fraccion
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viva y la fraccion muerta (Foladori et al., 2010). La espectrofluorometria es utilizada para estudiar
los productos microbianos solubles en los procesos de tratamiento de agua (Esparza-Soto et al.,
2011). Existen también métodos de fluorescencia que utilizan diferentes espectroflurémetros para
distinguir y cuantificar la fraccién de biomasa viva vs muertas. Al tefiir las muestras de solidos
bioldgicos con los fluor6cromos es posible observar la estructura de la biomasa en un microscopios

de fluorescencia (BacLight, 2004).

El presente trabajo se desarrollé en el marco de un proyecto de investigacion mas amplio sobre el
desarrollo de un proceso de LA de baja produccién de lodo. Se utilizaron tres técnicas de
fluorescencia (citometria de flujo, espectroscopia de fluorescencia y microscopia de fluorescencia)
para evaluar el desempefio de procesos de baja produccién de lodo operado en el laboratorio. No
se logré implementar de forma consistente la primera técnica debido a problemas con el equipo
gue se disponia. En el trabajo se contindo utilizando la técnica alterna de espectrofluorometria, en

la que se utilizé el mismo kit de tinciéon que se habia comprado para el citdmetro de flujo.
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2. ANTECEDENTES

Las técnicas para la reduccion de los lodos en plantas de tratamiento de agua se basan en
procesos fisicos, biolégicos, mecanicos, térmicos, quimicos, oxidativos, etcétera., que suelen
causar la lisis de los microorganismos presentes en los lodos. Este efecto ha sido estudiado por
técnicas que tienen crecientes aplicaciones como es la citometria, la espectrofluorometria, la
microscopia y la respirometria; en las tres primeras técnicas se mide la intensidad relativa de la
fluorescencia de las células en tiempo real (Rodriguez, 2010), y la cuarta se basa en la medicion

del consumo de oxigeno por parte de estos microorganismos (Spangers y Vanrolleghem, 1995). A

continuacion se presenta el estado del arte sobre estos temas. precentacion

2.1. Procesos de minimizacion de lodos

Hoy en dia, existe toda una nueva linea de investigacidn para el desarrollo de nuevos procesos de
minimizacién de lodo en el seno mismo del proceso de fango activado (Rodriguez, 2010), donde se
actla sobre el lodo de retorno para minimizar la produccion de sélidos. Las investigaciones, se
enfocan en el desarrollo de diferentes variantes de procesos (fisicos, biolégicos y quimicos), pero
también hay muchos esfuerzos para entender los mecanismos de reduccion de masa (Aragén,
2009).

En este contexto la citometria de flujo (CMF) y la espectrofluorometria se identificaron como una
herramienta con gran potencial para entender la minimizacién de lodos, sin embargo, hasta ahora
fue muy poco explorado (Foladori, et al., 2012a). También requiere de mucha préactica para su

adaptacién al campo de los procesos biolégicos.

2.2. Modelo ASM1 y el fraccionamiento de la DQO

Uno de los modelos mas conocidos y utilizados para disefiar fangos activos es el de McCarty vy
Lawrence (1970). Dicho modelo considera un régimen estacionario y la DBO (Demanda Biolégica
de Oxigeno) o DQO total como pardmetro de caracterizacion. Hoy en dia existen cuatro
generaciones de modelos dinamicos de la IWA (Henze et al., 2002): el ASM1 original y el muy
reciente ASM3, capaces de predecir la degradacion de la materia organica, nitrificacion y
desnitrificacion, y el ASM2 y su version modificada ASM2d que incluye ademds la eliminacién

bioldgica del fosforo (Fall et al., 2006). Ahora con esta serie de modelos ASM, es posible realizar la

modelacién dinamica de plantas de tratamiento de aguas residuales por lodos activados; lo que
también ayuda para un mejor entendimiento del proceso y mejora el disefio, los diagndsticos y
trabajos de optimizacion (Rodriguez et al., 2012).
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En los modelos ASM, la adopciéon de la DQO como componente modelo para el sustrato, mejoré la

comprension del proceso de fangos activados.

La materia organica es muy heterogénea, siendo formada por una larga gama de compuestos,
puede representarse dividiéndola en dos grupos de compuestos que tienen una diferencia muy
marcada en sus tasas de degradacion (Dold et al., 1980), la fraccion de DQO facilmente
biodegradable (Ss) y su contraparte lentamente biodegradable (Xs). Por otro lado la materia
organica no biodegradable consta de dos fracciones que son la particulada (Xi) y otra que es
soluble (S)).

Con base en el fraccionamiento de la DQO y a los procesos de transformacion, el ASM1 identifica
seis tipos de componentes particulados que forman el lodo. Estos son: la biomasa heterotrofa (Xn)
y autotrofa (Xa); los residuos inertes de biomasa muerta (Xp); La materia organica inerte (X)) y la
inorgénica Xs (despreciable en general). Esta clasificacion es la base de los principios de todas las
propuestas de procesos de reduccion de masa, las cuales buscan enfocarse sobre uno o varios de

los componentes individuales.

En este contexto, por ser una técnica de conteo y clasificacién de tipos de particulas y células
(Orfao y Ruiz, 1996), se espera que la CMF pueda ayudar a evaluar y estudiar los procesos de
minimizacion de lodos. De forma alterna se espera el mismo potencial utilizando espectroscopia de
fluorescencia y microscopia de fluorescencia, donde se utilizan los mismos kits de tincion para el

conteo de bacterias vivas y muertas.

2.3. Procesos de crecimiento y decaimiento de microorganismos heterétrofos en el
modelo ASM1

2.3.1. Crecimiento aerobio de los microorganismos heterétrofos

Se considera que la materia organica facilmente biodegradable (Ss) interviene en el crecimiento de
los heterotréficos. Xs sufre una hidrdlisis tardada antes de que pueda transformarse en Ss y ser
utilizado por los microorganismos. El crecimiento se modela utilizando la estructura del modelo de
Monod donde pueden ser limitantes tanto Ss como So, (oxigeno). Este proceso es el que mas
contribuye en la remocion de la DQO, produccion de biomasa nueva y demanda de oxigeno. La
principal constante de velocidad es pHmax (Tasa maxima de crecimiento heterétrofo) (Fall et al.,
2012).
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La tasa méxima de crecimiento heter6trofo (uHmax), Varia con la cantidad de sustrato presente en el
reactor. Con alto sustrato dentro del medio, la tasa de crecimiento alcanza un valor maximo y
constante. En cambio cuando el sustrato es limitante la tasa se reduce.

Antes del ASM1, la tasa maxima de crecimiento (UHmax) de un agua residual se determinaba
clasicamente considerando la relaciéon entre el consumo especifico de sustrato y la concentracion
de sustrato, se expresaba a través de una ecuacion de Monod (Henze et al, 2000). Pero con la
introduccién de los modelos matematicos, dinamicos y los problemas para interpretar la DQO total,
DBO, y las medidas de SSV, promovieron el desarrollo del método respirométrico, desarrollado por

Kappeler y Gujer (1992), y cominmente utilizado para la estimacién de Prmax.

2.3.2. Decaimiento o muerte de los microorganismos heterotroéficos

El decaimiento heterotréfico en este modelo incluye todos los fenébmenos de lisis, respiracion
enddgena, muerte o depredacién. Su tratamiento matematico en el ASM1 es diferente al enfoque
tradicional en el cual se le atribuia directamente el consumo de oxigeno (respiracion enddgena). La
modelacion en el ASM1 utiliza la nocién de muerte-regeneracion, donde Xy = Xs + Xp sin consumo
directo de oxigeno. El consumo de O: esta diferido hasta después cuando el Xs se transforma en
Ss, el cual se utiliza luego en el proceso de crecimiento. Por eso el valor de bx del modelo tiene
muchas diferencias con respecto al valor empleado en los modelos tradicionales (b"H), El proceso
de decaimiento del ASM1, no manifiesta ninglin consumo directo de oxigeno, por el contrario,
produce residuos inorganicos inertes (Xp) y una DQO lentamente biodegradable (Xs). (Henze et
al., 2000).

En los modelos actualmente desarrollados se emplea principalmente la respirometria para la
evaluacion experimental de la b"H. El procedimiento propuesto por Ekama et al. (1986) es
ampliamente reconocido para esta evaluacion. Se trata de la medicién de la tasa de consumo de
oxigeno obtenido a partir de la digestion aerdbica de los lodos activados sin sustrato exterior,
durante un periodo de varios dias. Se le saca el logaritmo natural a la rO2 respecto al tiempo y en

base a la ecuacion de la pendiente se obtiene el valor de bn.

Spangers y Vanrolleghem (1996) propusieron un método para determinar el decaimiento
endogeno, junto con la tasa de crecimiento de un respirograma. Sus experimentos tuvieron datos
dispersos, con variaciones ciclicas a causa de la liberacién secuencial y la utilizacién de residuos
endogenos, por lo que la evaluacion fue casi imposible. Se ha definido otro método respirométrico
que consiste en medir los cambios en la respuesta prmax Yy Xn. El método refleja la variacion de Xn
con el tiempo que siempre se mantiene a un nivel constante durante el curso del experimento. Se
obtuvo una significativa reduccion de bn con un valor de alrededor de 0.1 d-1 a 20 °C, para las

aguas residuales domésticas.
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Henze et al. (2002), en una revision mas completa, afirmaron que lo que se define como
descomposicién endégena, podria ser en realidad un espectro de diferentes mecanismos como de
mantenimiento, deterioro celular, respiracion endédgena, efecto de sustancias téxicas o condiciones
adversas que resultan en la lisis celular. En este sentido, las pruebas de digestién aerdbica, como
el propuesto por Ekama et al. (1986), pueden estar sujetas a interferencias graves por cualquiera
de las particulas externas como sustrato lentamente biodegradable, Xs con la biomasa o los
productos de almacenamiento interno, incluido como un componente del modelo, en algunos

modelos nuevos (Henze et al., 2002).

2.4. Citometria de flujo (CMF)

2.4.1. Aplicaciones de la CMF en la microbiologia

Hasta muy recientemente, la CMF era mas utilizada en analisis clinicos (sangre) y de algas. En la
actualidad, los equipos, protocolos de andlisis y reactivos, ofrecen mayores posibilidades para
estudios con bacterias y fragmentos microbiolégicos (que van desde una sola célula hasta nivel de
comunidad). Sus aplicaciones incluyen estudios de ciclos celulares de bacterias, presencia
microbiana en agua de mar y potable, y la evaluacion de la susceptibilidad bacteriana a los
antibioticos (Hammes et al., 2008). La CMF también se ha utilizado para la medicién del contenido
de compuestos intracelulares, tales como acidos nucleicos, proteinas y lipidos (Alcon et al., 2003).
Recientemente se desarrolld y optimizé un citbmetro de flujo para la deteccién de virus y su
enumeracion. Este desarrollo es de suma importancia debido a que los virus son cruciales en la
dinamica bacteriana, la diversidad y la diversificacién en los entornos acuaticos (Li et al., 2010).
Hoy en dia, existen protocolos muy estabilizados y Kits de reactivos para cuantificar las
proporciones de biomasa viva, muerta y activa (Wang et al., 2010), los cuales también son usados

en la espectroscopia de fluorescencia.

2.4.2. CMF en lodos activados

Hasta ahora hay muy pocas aplicaciones de la CMF para estudiar los efectos del uso de las

tecnologias en la reduccién de lodos en plantas de tratamiento de aguas (Foladori et al., 2010a).

Utilizando la técnica de CMF Foladori et al. (2010a) hicieron una comparacion de los efectos de las
tecnologias de reduccion de lodo (ultrasonidos, alta presion homogenizante, tratamiento termal y
ozonacion), en la integridad de células bacterianas y permeabilizacién. Convirtieron las presiones,
temperaturas y dosis de ozono en su valor equivalente de energia especifica, lo cual demostré que
el alcance de la interrupcién completa de células bacterianas requiere niveles excesivos de

energia.
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Foladori et al. (2010b) propusieron una serie de pasos para cuantificar células bacterianas viables
y activas dentro de las etapas principales en las plantas de tratamiento de agua, por lo que
desarrollaron un procedimiento especifico para convertir la dispersion de la luz medida por CMF en

bio-volumen bacteriano, expresado como sélidos suspendidos volétiles (SSV) o DQO.

Vitala et al. (2011) compararon dos métodos de analisis de un cultivo, por la técnica de adenosin
tri-fosfato (ATP), en muestras de agua de dos tipos (tratamiento y sistema de distribucion). Tanto la
CMF como el andlisis de ATP describieron la microbiologia de los sistemas, las variaciones en
valores de ATP por célula en las muestras de agua, las cuales, las cuales fueron explicadas por las
diferencias en los histogramas de las muestras por CMF.

2.4.3. Principios basicos de la citometria de flujo

Las muestras microbiolégicas normalmente se analizan usando técnicas tradicionales, las cuales
toman mucho tiempo para obtener resultados y no proporcionan informaciéon en tiempo real sobre

el estado fisiologico del organismo in situ (Salgado, 2002).

La CMF es una técnica de andlisis celular multiparamétrico que hace posible evaluar poblaciones
celulares particulares dentro de una mezcla compleja, ya que aprovecha propiedades intrinsecas
de la célula como la dispersién de la luz, y caracteristicas controladas como la fluorescencia (Parks
y Herzenberg, 1984). Estas ideas son la base de la fluorescencia activada (FACS), que es una
técnica de clasificacion de células en la CMF (Scheffold y Kern., 2000). La CMF proporciona datos
tales como el tamafio relativo de la célula, granularidad o complejidad interna e intensidad relativa
de fluorescencia (Rieseberg et al., 2001).

El funcionamiento de la CMF consiste en la inyeccién de una suspension celular donde se hace
pasar una célula después de otra a una velocidad de 500 a 4000 células por segundo, a través de
un capilar al que traspasa un rayo laser (Beckton, 1995). Las sefiales luminosas son colectadas y
transformadas en pulsos para contar y clasificar las células (Salgado, 2002).
Cuando el rayo incide en una célula, la luz de excitacion sale hacia delante y hacia los lados de la
célula. La luz dispersada hacia delante provee informacidén sobre el tamafio de la célula. La luz
dispersada hacia los lados provee informacion sobre la granularidad, tamafio y morfologia celular.
Ademas, si la célula va marcada con un fluorécromo, la luz fluorescente se procesa, a través del
fotomultiplicador, en el sistema procesador de datos y los resultados son analizados por el software
del citométro (figura 2.4.1).

Una de las formas de evaluar viabilidad es determinar la integridad de la membrana y para ello

existen colorantes de exclusidon o de retenciéon. Los colorantes de exclusién tifien los acidos



“Evaluacion de procesos de baja produccion de lodo por técnicas de medicion de fluorescencia”

nucleicos de las células con membranas defectuosas y los de inclusion generalmente utilizan
sustratos fluorescentes que son degradados por las enzimas intracelulares y que generan
productos fluorescentes (Salgado, 2002). Syto 9 es capaz de tefiir todas las células (fluorescencia
verde), mientras que la polaridad de Yoduro de propidio sélo penetra las células con membrana
rota (fluorescencia roja), que pueden ser consideradas como muertas (Ziglio et al. 2002)
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Figura 2.4.1. Funcionamiento de la CMF (Salgado, 2002).

2.5. Espectroscopia de fluorescencia (EF)

2.5.1. Aplicaciones de la espectrofluorometria

Las aplicaciones de la fluorescencia son muy variadas y son ampliamente usadas para mediciones
analiticas y de investigacién cientifica, la mayoria de ellas se relaciona con el uso de pruebas de
fluorescencia extrinseca, es decir, un cromoforo que se encuentra unido o adsorbido a otra
molécula y su fluorescencia es medida (Stock, 2006). En los dltimos afios, la espectroscopia esta
siendo aplicada para estudiar los procesos fisicos de moléculas; relaciones estructura —funcién,
interaccion de biomoléculas como proteinas y acidos nucléicos, estructura y actividad dentro de
una célula, asi como en la deteccién y secuenciacion del ADN, y en la deteccion del cancer (Fabila,
2010).También se han desarrollado pruebas que incorporan donadores fluorescentes, aceptores

no fluorescentes y combinaciones para detectar protedlisis (Stock, 2006).
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2.5.2. Espectroscopia en lodos activados

Esparza et al. (2011) operaron un reactor de lodo activado a escala de laboratorio para caracterizar
el efluente. El reactor fue monitoreado a tres diferentes tiempos de retencion celular (TRC) (3, 8y
28 dias) y fue alimentado con agua sintética cuya fuente de carbono era glucosa mas otros
compuestos organicos (DQOs=200 mg/L). Las emisiones de fluorescencia del efluente mostraron
tres picos, el pico A y B localizados a una misma longitud de emisién Aem (342.2-345.2 nm) pero a
dos diferentes longitudes de excitacion Aexc (220.9-225 nm). La fluorescencia total (TF) entre el pico
A/B fue de 3.0-3.4. El par de picos se identificaron por su localizacion en las EEMs como proteinas
de productos de materia soluble (PMS) atribuidos al triptéfano. El pico C se encontré en la EEM-3D
a una Aexc / Aem=333.8-340/415.8-433.4, y se determind como un acido hamico. La intensidad de
fluorescencia (IF) incrementd cuando la TRC aumentd, lo cual reveld la acumulacién y generacion
de moléculas organicas fluorescentes, atribuidas a sustancias humicas y proteinas de PMS,

durante la biodegradacién aerobia de la glucosa.

Li et al. (2008) determinaron sustancias intracelulares y extracelulares de un reactor secuencial
batch de LA, identificando tres picos de fluorescencia, Pico A a una Aexc/ Aem de 280/350 nm la cual
describe a las proteinas, Pico B a la Aexc/ Aem 340/400 nm atribuido a componentes fllvicos (Pons et
al., 2004) y Pico C a sustancias humicas alrededor de Aexc / Aem 390/450 nm. La IF de los

fluor6cromos intracelulares tuvo una relacion estrecha con la produccién del reactor.

Saadi et al. (2006) valoraron la biodegradacion de la materia organica disuelta (MOD) en reactores
batch de los efluentes de dos plantas de aguas residuales, midieron la DQO, la absorbancia de la
luz ultravioleta a 254 nm (UVA 2s4) y las matrices de excitacion-emisién (EEM). Los espectros de
emision se obtuvieron a una Aexc / Aem de 220 y 550 nm a 10 nm de intervalo. Tres picos de
fluorescencia fueron identificados y se debieron a las sustancias humicas (430-434/330-339 nm),
fulvicas (437-440/272-281 nm) y proteinas (348-359/281 nm). En algunos casos la IF aument6 en
los efluentes a causa de la formacion de nuevo material fluorescente debido a la biodegradacion de

la MOD y/o la degradacion de componentes organicos que desactivan la fluorescencia de la MOD.

Ni et al. (2008) monitorearon un reactor de LA que fue alimentado con agua residual sintética
(DQO de 100 mg/L) “para la excitacion de productos solubles (EPS) y asi poder identificarlos con
EEM-3D y un modelo matematico. ldentificaron dos picos especificos de fluorescencia utilizando el
algoritmo PARAFAC, el primero lo atribuyeron a proteinas (Aexc / Aem 280/340 nm) y el segundo a
compuestos fllvicos (Aexc / Aem 320/340 nm). Determinaron que las sustancias fllvicas y las
proteina, en la EPS, incrementaron en la fase de utilizacién de sustrato, pero disminuyeron en la

fase enddgena.
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Ventura et al. (2014) caracterizaron la materia organica disuelta en el efluente de un reactor
aerobio autotrdéfico nitrificante por espectrometria de fluorescencia para determinar los productos
microbianos solubles de las bacterias nitrificantes. Dandose cuenta que la produccion y
acumulacion de los productos microbianos solubles de bacterias aerobias autotréficas nitrificantes
podian atribuirse a la predominacion de estas mismas en el reactor, ya que son la Unica posible

fuente de materia organica fluorescente.

La mayoria de las aplicaciones de la espectrofluorometria en agua residual fueron para identificar
los productos microbianos solubles en los sistemas de tratamiento. Sin embargo, la técnica fue
propuesta también para conteo de bacterias. Un protocolo de la compafiia BacLight propone un

procedimiento para lograr lo anterior (BacLight, 2004).

2.5.3. Principios de la espectrofluorometria

La fluorescencia es la propiedad de ciertas moléculas organicas e inorganicas de liberar energia en
forma de luz cuando son excitadas por una fuente de alta energia, la cual eleva los niveles de
energia de los electrones dentro de la molécula (Esparza et al., 2014). El regreso del electron
excitado al estado fundamental produce la emision de la fluorescencia (Fabila, 2010), ver figura
2.5.1.

Energia 4 e
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Figura 2.5.1. Diagrama de Jablonski, en donde se puede ilustrar el proceso que ocurre entre la

absorcion y la emision de la luz

La mayoria de los espectrofluorometros utilizan 6ptica de doble haz con la finalidad de compensar
las fluctuaciones en la potencia de la fuente de luz. Como se observa en el esquema de la figura
2.5.2, el haz de la fuente luz pasa primero a través de una sola longitud de onda para excitar a la
muestra. La fluorescencia emitida se propaga desde la muestra en todas las direcciones, pero la

que se observa es la que forma un angulo con el haz de excitacion. La radiacion emitida llega a un

12
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segundo monocromador (monocromador de emision), el cual selecciona la longitud de onda de la
fluorescencia para su medicion. El haz de referencia pasa a través de un atenuador que reduce su
potencia hasta un valor similar al de la radiacién fluorescente. Las sefiales Opticas de referencia y
de fluorescencia son convertidas a sefiales eléctricas por medio de fotodetectores, normalmente
tubos fotomultiplicadores (PMT). Estas sefiales eléctricas procedentes de los fotomultiplicadores de
referencia y de la muestra se conectan a la entrada de un amplificador diferencial cuya salida se

visualiza en un dispositivo de lectura.

Fuente de Luz Monocromador de Muestra

Continua Excitacién

“a
Y

Mohocromador de

A4

[ Atenuador de haz .
Emision
¥
Fotodetector de sefial Fotodetector de
de Referencia Emisién
Y
[ Amplificador Diferencial ]
v

[ Dispositivo de lectura

Figura 2.5.2. Diagrama del funcionamiento de un espectrofluorémetro.
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PLANTEAMIENTO DE LA
INVESTIGACION

(JUSTIFICACION, HIPOTESIS
Y OBJETIVOS)
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3. JUSTIFICACION CONTEXTUAL Y CIENTIFICA

El presente trabajo se realizé en el contexto de un proyecto mas amplio donde se estan operandoy

estudiando diferentes reactores de minimizaciéon de lodo activado.

Como bien se sabe, todos los municipios tienen la obligacién de tratar sus aguas residuales, el
Estado de México esta conformado por 124 municipios, de los cuales solo 39 tratan sus aguas,
esta depuracion de carga contaminante se realiza en 71 plantas o sitios, donde en su mayoria
(52%) se realizan procesos de tipo secundario o convencional, como es el caso del tratamiento de
lodos activados. De los 39 municipios en 21 se reportan lodos residuales y solo 11 de esos 21 le
dan tratamiento a los lodos producidos. El proceso de lodo activado consume mucha energia y
genera grandes cantidades de lodos con un alto contenido de materia organica. Los lodos que se
obtienen de las aguas residuales tienden a concentrar los metales pesados, microorganismos
patégenos y compuestos organicos poco biodegradables. Esto suscita problemas tanto para el
ambiente como para la salud publica. El costo del tratamiento de lodo es generalmente alto, por lo

que el desarrollo de procesos que producen menos lodo es de mucho interés.

Esta tesis est4 enfocada en el uso de la espectrofluorometria para evaluar el desempefio de los
procesos de minimizacién en un ambiente aerobio y con ozono, para valorar el método de

determinacion de la constante bry pHmax, €N COmMparacion con respirometria y mediciones de DQO.

Se pretendi6 usar la citometria de flujo (CMF) porque es una técnica de andlisis celular
multiparamétrica que mide simultdneamente multiples caracteristicas de una sola célula (tamafio,
morfologia, granularidad, estado fisioldgico y actividad microbiana) y la clasifica para tener
poblaciones definidas, pero debido a las dificultades que se tuvieron con el citometro de flujo, se
opt6 por usar la técnica de espectrofluorometria para analizar las muestras, ya que tiene un alto
nivel de sensibilidad y tienen un amplio rango de analisis. La técnica utiliza la misma tincion que la

CMF, igual que para microscopia de fluorescencia.

En cuanto al desempefio de los procesos de baja produccion de lodo, el andlisis que ofrece la
espectrofluorometria permite medir el porcentaje de biomasa viva y muerta respecto al tiempo y en

funcién del ambiente aerobio o con ozono.

En esta investigacién se tuvo en cuenta la importancia de la reduccion de lodos procedentes de la
depuracion de aguas residuales domésticas o urbanas. Como se menciona anteriormente uno de
los principales objetivos de la reduccion es la disminucién de biomasa, la cual puede contener
patégenos, esta disminucion puede ser evaluada con algunas técnicas que analizan muestras
microbiolégicas como lo es la espectroluorometria, para conocer la eficiencia de la reduccion en el

proceso de lodos activados.
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Hasta ahora las técnicas convencionales utilizadas para evaluar procesos de reduccion de

biomasa en lodo son respirometria y analisis de DQO. La determinacion de las tasas de by PHmax

fue por respirometria y DQO. La presente investigacion propone innovar en el estudio de estos

procesos y estas constantes a través del uso de técnicas de medicién de fluorescencia.

4. HIPOTESIS

Es posible evaluar el desempefio de procesos de minimizacion de lodo activado, asi como hallar

las constantes bry pHmaxcon base al uso de técnicas de medicién de fluorescencia.

5. OBJETIVOS

5.1.

5.2.

Objetivo general:
Evaluar el desempefio de procesos de minimizacion de lodo activado por técnicas de
medicion de fluorescencia (espectrofluorometria, citometria y microspia) versus métodos

tradicionales (respirometria y mediciones de DQO).

Objetivos especificos:

Producir un lodo modelo por el proceso de lodos activados en el laboratorio de calidad del
agua del CIRA.

Evaluar el uso de la citometria y microscopia de fluorescencia para el seguimiento de los

procesos de minimizacién de lodos.

Valorar la constante cinética bn (tasa de decaimiento) del modelo ASM1 en un ambiente de
digestion aerobio, de los procesos de minimizacion de lodo activado, por espectroscopia

de fluorescencia, comparado con respirometria y mediciones de DQO.
Determinar la constante cinética pUnmax (tasa de crecimiento) del modelo ASM1 de los

procesos de minimizacion de lodo activado por espectrofluorometria y respirometria en un

lodo modelo ozonado.

16



“Evaluacion de procesos de baja produccion de lodo por técnicas de medicion de fluorescencia”

e Valorar la minimizacion de lodos por espectroscopia de fluorescencia y por respirometria,

al aplicar diferentes dosis de ozono a un lodo modelo.
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METODOLOGIA
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6. METODOLOGIA

El proyecto se dividido en dos etapas. La primera consistio en el cultivo del lodo modelo en los
reactores y el monitoreo de éstos respecto al tiempo, para ver que el proceso de LA funcionara
bien. La segunda etapa fué el seguimiento del digestor aerobio y con ozono por rO2, DQO y
espectrofluorometria, para valorar la minimizaciéon de estos lodos. Es importante hacer notar que
debido a la alta carga de trabajo que implicé el cultivo del lodo modelo, varios estudiantes

participamos a la vez en la operacion de los reactores y su monitoreo.

6.1. Etapa I: Cultivo de lodo modelo y monitoreo de reactores

Se produjo un lodo modelo por el proceso de lodos activados en dos reactores aerobios tipo batch
de 30L, instalados en el Laboratorio de Calidad del Agua del CIRA (figura 6.1.1). Estos reactores
contienen microorganismos que son alimentados y mezclados (tabla 6.1.1), con un efluente
sintético que contiene una DQO de 500mg/L (tabla 6.1.2), transformando una parte del sustrato en
células y la otra en energia. Con la parte transformada en energia y gases, se da la eliminacion
directa de una fraccién de la masa contaminante (= 60% en condiciones aerobias). La energia
producida es utilizada por los microorganismos para la sintesis celular a partir de la segunda
fraccion de sustrato. Pasando de una forma soluble a una sedimentable (lodo), la remocién de la
segunda parte de la materia organica se obtiene a través de la sedimentacién y purga del lodo
formado (tabla 6.1.1). Después la estabilizacidn de los sélidos biologicos sigue con la respiracion

endogena (muerte de las células) (Fall, 2012).

El agua residual sintética estuvo compuesta solo de sustrato rapidamente biodegradable (Ss) y
totalmente soluble. El objetivo de utilizar esta agua fue que el lodo que se desarrolla en el reactor
no contuviera fracciones de DQO inerte que proviniera del influente (X;). Con lo cual se aseguro,
qué los componentes del lodo modelo sean Unicamente biomasa (Xr) y los productos residuales

del decaimiento (Xp). La composicion del agua sintética se describe en la tabla 6.1.2.

Figura 6.1.1 Imagen del reactor de lodos activados tipo batch de 30L, instalado en el Laboratorio
de Calidad del Agua del CIRA.
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El tiempo de retencion celular (©c¢) para los dos reactores fue de 15 dias, por lo que se purgan

diariamente 2L de licor mezclado mientras se esta aireando de un total de 30L por cada reactor

(Qw=Voal/ ©c¢). La sedimentacion se llevd a cabo después de apagar la aireacion para que se deje

de mezclar el licor y los sélidos de peso especifico superior al del liquido puedan asentarse, en

esta etapa la actividad de los microorganismos decrecio.

Tabla 6.1.1. Duracién de las etapas del ciclo de mantenimiento de los reactores de lodos activados

Etapa Duracion
Alimentacion 1 minuto
Mezcla sin aire 1 hora

Mezcla con aire 22 horas

Purga del licor

1 minuto (se hizo manualmente)

Sedimentacion

1 hora

Total

24 horas

Tabla 6.1.2. Agua concentrada del efluente sintético

Componentes mayores

Componentes menores (trazas)

Nombre Composicion | Mg/L Nombre Composicion | Mg/L
CHsCOONa 641 |
Acetato Sédico (500 mg/L DQO) Acido Bérico H3BOs 0.045
NH4CI Sulfato de Zinc ZnSO4x7H20
Cloruro de Amonio | (28 Mg N/L) 107 | Hepta-hidratado 0.036
Fosfato de Potasio | KM2PO4 Cloruro de Manganeso | MNCl2x4H20
Monobésico (2.7 mg P /L) 12 | Tetra-hidratado 0.036
Sulfato Cuprico CuSO4x5H0
Cloruro de Potasio | KC! 36 Penta-hidratado 0.009
Cloruro de Hierro Kl
Hepta-hidratado FeClsx6H20 5 Yoduro de Potasio 0.054
. | MgSO04x7H20 90 . _ Na:MoO4x2H
Sulfato de Magnesio g ? Molibdato de Sodio 0 ? N 2
Hepta-hidratado Bi-hidratado 0.018
Cloruro de calcio CaCl2x2H20 14 | Cloruro de Cobalto CoCl2x6H20
Bi-hidratado Hexa-hidratado 0.045
Extracto de levadura 1 + solucién de
EDTA 1 solucion de elementos traza 600 mL

Para llevar el monitoreo de los reactores, se realizaron semanalmente diferentes analisis de

medicién de lodos, como lo son: demanda quimica de oxigeno (DQOtotal y DQOsoluble), sélidos

suspendidos totales (SST), soélidos suspendidos voléatiles (SSV), indice de la DQO particulada
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(IQV), indice volatil total (IVT), indice volumétrico del lodo (IVL), velocidad de sedimentacion,
respirometria y didmetro de la particula. También diariamente se tomd la temperatura,

conductividad y pH de cada reactor.

A continuacion se detalla un poco mas los métodos de medicién de velocidad de sedimentacion y

tamafio de las particulas.

6.1.1. Prueba de sedimentacion

Para la prueba de sedimentacion, se coloc6 un 1litro de licor mezclado en una probeta graduada
de un 1L, y luego se comenz6 a medir la altura de la interfase entre la fase liquida y la sdélida, a
diferentes tiempos. A partir de esta prueba se obtuvo una gréafica de la variacién de la altura de la
interfase en metros (eje y) en funcion del tiempo en horas (eje x). Para calcular la velocidad de
sedimentacion se tomaron los puntos que siguen una recta (asentamiento libre), ya que los datos
que le siguen reflejan un asentamiento impedido y posteriormente la compresién de los lodos. A
los datos seleccionados, se les sacé la pendiente, donde el valor de a en la ecuacién lineal ax+b

fue igual a la velocidad de sedimentacién en m/h.

6.1.2. Analisis de diametro de la particula

Inicialmente se determiné el didametro de las particulas en el licor de los dos reactores desde que
se observaron floculos granulares en los sedimentos. Se utilizd el equipo de diametro de la
particula de la marca COULTER, modelo LS100Q, el cual mide el diametro de las particulas

presentes en una solucién.

Antes de usar el equipo se calibré con agua destilada y antes de hacer las lecturas se alineo el
laser con un ciclo que se programa en el software del aparato, después se llené con agua destilada
mas el licor (de 1 a 3 mL de licor) el deposito del equipo. Para hacer las corridas, se programé un

nuevo ciclo en el software.

Las lecturas se realizaron por triplicado para que los resultados fueran representativos, se calculé
el promedio para hacer una sola curva, posteriormente se obtuvieron los valores de la media,

mediana, moda y desviacidn estandar de las réplicas de cada corrida.

6.1.3. Observacion de los flocs en el lodo activado por microscopia de fluorescencia

El protocolo utilizado para preparar las muestras fue el descrito en el Kit VIVO/MUERTO de
®BacLight™. Se tomaron 5 mL de licor del reactor A y se prepararon como en la muestra 3 de

Citometria de Flujo (tincién con SYTO 9 y Yoduro de propidio), la preparacion se puso en un porta-
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objetos, posteriormente se le colocé el cubre-objetos y se dejé secar durante 10 minutos. La
muestra fue observada en un microscopio focal con barrido laser que se encuentra en el CCIQS-
UAEMex-UNAM. Esta preparacién fue excitada de los 500 y 700 nm para poder observar su

fluorescencia.
6.2. Etapa Il: Seguimiento de la minimizacién de lodos

Se hicieron dos procesos de minimizacién de lodo, una digestién aerobia y tratamientos con ozono.
El siguiente diagrama muestra las variables y estrategias del estudio en particular, con relacién a

las muestras a analizar por tasa de consumo de oxigeno (rO2), DQO y espectrofluorometria (EF).

Seguimiento de Minimizacion de Lodos

Digestor Aerobio Ozonacion
PR B PR I
rOz(bv) DQO EF roz (umax)y DQO  EF

- Temperatura del digestor: temperatura ambiente (20°C)

- Principales pardmetros a medir: citometria de flujo, espectrofluorometria y tasa de
consumo de oxigeno (rO2)

- Otros parametros: DQO tota, DQO sowble, pH Yy nitratos (NO3).

- Periodos de muestreo: en la tabla 6.2.1 se muestra la frecuencia con la que se realizaron

las mediciones de los diferentes parametros respecto al tiempo en el digestor aerobio.

Tabla 6.2.1. Frecuencia de mediciones de los pardmetros en el digestor aerobio respecto al tiempo.

Dia DQO total DQO soluble rO2 (br) EF pH CMF NO3z
0 X X X X X
1 X X
2 X X X X X
3 X X X
4 X X X
5
6
7 X X X X X
8
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Dia

DQO total

DQO soluble

rOz (bw)

EF

pH

CMF

NO3z

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

6.2.1. Origen del lodo:

Digestor Aerobio: para la medicion de bn se juntaron las purgas del licor mixto de los

reactores A y B de los dias 26 y 27 de enero del 2015, dando un total de 8L; se dejaron
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sedimentar los sélidos para tener un concentrado de 1.5L (aprox7,500 mg/L poo =(1,400
mg/L pgo X 8L)/1.5L)). El digestor se mantuvo incubado a 20C° y con un ambiente saturado

de oxigeno.

e Lodo modelo para los tratamientos con ozono: Para medicién de la rO2 se tomaron 600mL
de lodo modelo (DQO 3,075 mg/L pgo) de la Planta Toluca Norte (PTN) + 1,220mL de agua
de la llave para diluir la DQO aprox. a 1,000 mg/L pgo + 50mL de H20 residual sintética. La
ozonacion se llevé a una temperatura de 20°C, con un 50% de nivel de ozono, con un flujo

de oxigeno de 2 L/min.

Se hicieron 2 experimentos diferentes para la medicion de la rO2z en el lodo modelo (LM) tratado

con ozono.

» Medicién de larOz en el LM tratado a 0,1,2, 3, 4 y 5 minutos de ozonacion

» Medicién de la prmax en el lodo tratado a 0 y 5 minutos de ozonacién.

Para el seguimiento de la minimizacién de lodos en los diferentes tratamientos se determiné la
DQO total y la DQO soluble mediante el método HACH. Para la determinacién de la DQO soluble,
la muestra fue filtrada en filtros de fibra de vidrio (GF/C Whatman) con un tamafio de poro de 1.2

pm.

Para medir la concentracién de amonio en el digestor aerobio, se utiliz6 un kit comercial de alto
rango (0-30 mg/L N-NOs,) por el método HACH.

6.2.2. Medicion de larOzpor respirometria

El respirdmetro consta de cuatro reactores de un litro donde se llevaron a cabo todos los
experimentos (2 repeticiones a la vez). Cada reactor fue equipado con un agitador magnético, y
una barra de agitacion de una pulgada de largo, dos difusores porosos conectados a una bomba
de aire, un equipo de calefaccion-refrigeracion para controlar la temperatura, asi como un medidor
digital y su sonda para medir el oxigeno disuelto montados en cada reactor del respirémetro. Los
resultados de las mediciones se enviaron a un convertidor analogico digital y de ahi a una
computadora, el cual produce un registro automatico de las concentraciones de oxigeno disuelto
(OD) en funcion del tiempo y este a su vez manda una sefial a las bombas de aire que son
controladas autométicamente (encendido/apagado de 3 a 4 mg/L de Oz (cuando se midi0 pHmax))
(figura 6.2.1). Los registros se realizaban con un software instalado, en donde se establece una

comunicacion directa entre el hardware y el software.
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Figura 6.2.1. Respirémetro instalado en el Laboratorio de Calidad del Agua del CIRA.

Los métodos que se utilizaron para determinar la tasa especifica de decaimiento de la biomasa
heterotrofica (br) y la tasa maxima de especifica de crecimiento heter6trofo (PHmax), fueron los

propuestos en el ASML1.

Para establecer el respir6grama de una muestra (lodo con o sin alimento) el sistema incrementa el
O2en el agua y luego corta la fuente, lo que hace que el oxigeno decrezca por efecto de consumo
por las bacterias. La pendiente del descenso de la concentracion de O: en el tiempo representa la
tasa de consumo de oxigeno (rO2 en mg/L.h.). Cada ciclo ON/OFF de la aireacion produce un

valor de rOa.

6.2.2.1. Procedimiento para la medicion de latasa de consumo de O, en el digestor aerobio

El método usado para determinar el bu se baso en el procedimiento de Ekama et al. (1986). Se
realizaron las mediciones de rO: en los dias de muestreo que se presentan en la tabla 6.3. Primero
se tomo de la incubadora (20°C) el digestor y se midié el volumen del lodo, antes y después del
experimento para ver cuanto volumen de agua se habia evaporado, y completando a este al nivel
para no alterar la concentracion de sélidos que se estaba digiriendo. Se mezclé el licor antes de

transferirlo al respirémetro para medir la rO2 en cada dia.

Para esto, se llevaron una serie de pasos complementarios:

1. Encender el equipo de respirometria.

2. Calibrar los medidores de oxigeno para las condiciones atmosféricas de la ciudad de
Toluca (72 % de saturacion de oxigeno).

3. En esta prueba se utilizaron botellas de DBO (reactor YS1 y YS2) en duplicado, las cuales

se colocaron en un bafio (Neslab RTE 7, Termo Electron Corporation) dentro de un vaso

25



“Evaluacion de procesos de baja produccion de lodo por técnicas de medicion de fluorescencia”

de 1L con 400 mL aprox. de agua a 20°C para mantener la temperatura del agua de
recirculacion.

4. Se vertieron aproximadamente 300 mL de la muestra de lodo mezclado saturado de
oxigeno, junto con una barra magnética dentro de cada botella de DBO, en las que se

insertd una sonda de oxigeno para medir el rO2 del dia en cuestion.

Con los datos obtenidos, se graficé el logaritmo natural de rO2 (Ln rO2) en funcién del tiempo (t). La
pendiente de la curva de rO: es el coeficiente de decaimiento clasico b’H (respiracién enddgena),
del que se puede deducir el valor de la constante by para el modelo ASM1 (cuando es por muerte-

regeneracion).
Finalmente el bu (muerte-regeneracion) se obtiene con la siguiente expresion:

b’H
bH = ———
1-Y (1-f"p)

Donde:

bn  es el coeficiente de decaimiento por muerte-regeneracion (ASM1)

b'H es el coeficiente de decaimiento por respiracién endégena.

Y es el rendimiento de la biomasa heterotrofica.

fp es la fraccion de biomasa transformada en materia particulada durante el decaimiento (0.2

por consenso).

El coeficiente de decaimiento heterotrofico bn (constante de orden 1) se determiné para una

temperatura de 20°C.

6.2.2.2. Procedimiento para la medicién de la tasa de consumo _de O, en las muestras de

lodo tratado con 0zono

Para estas mediciones se usé el método de Kappeler y Gujer (1992), donde establece que para
determinar la tasa maxima especifica de crecimiento heterotrofo (UHmax), se debe realizar una
prueba respirometrica (rO2) en un sistema batch, con agua residual en la cual se inocula biomasa
con una relacion alta S/M (sustrato/biomasa). Entonces se graficara el logaritmo natural de rOz (Ln

rO2) en funcion del tiempo (t). La ecuacion de la curva estara dada por la siguiente ecuacion:

ro: t _ e .
1 {m} = (pH max — b'H) =t
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Donde: conociendo el valor de by, pHmax S€ obtendra de la pendiente de la curva la cual es (PHmax-
b H).

rOz (t) tasa de consumo de oxigeno en el tiempo t.
rOz (t0) tasa de consumo de oxigeno en el tiempo O.
b'H constante de decaimiento (respiracion endoégena d-1)

MHmax tasa especifica maxima de crecimiento heterétrofo
Alternativamente, en lugar de utilizar la ecuacidn lineal, se puede escribir la ecuacién equivalente:
-"G_z — I'Gz (_EG_} * e[[_lH?:ll-:r.'t'—n’J'H]-t .t

Es de la forma (y=ae®) donde a y b pueden obtenerse con hacer la regresion exponencial, y luego

MHmax S€ obtiene del valor de b obtenido. Este segundo método fue utilizado en esta investigacion.

Como se menciond anteriormente, se hicieron dos experimentos diferentes para la medicion de la
rOz en el lodo modelo (LM) de la PTN tratado con ozono, a diferentes dosis (0, 1, 3 y 5 minutos de

ozonacion). La serie de pasos que se siguieron son los siguientes:

Se enciende el equipo de respirémetria.

Se calibran los medidores de Oz2a 72 % de saturacién de oxigeno

Se toma aproximadamente 650mL de LM para cada tratamiento de ozonacién (0, 1,3y 5
minutos), a una temperatura de 20°C, con un 50% de nivel de ozono y con un flujo de
oxigeno de 2 L/min.

4. Se coloca en cada reactor 300 mL de cada tratamiento + 300 mL de agua de llave a una
temperatura de 20°C. Para poder calcular la pendiente se utilizd un software propio.

5. Se grafica observando una curva creciente de consumo de oxigeno. Por lo anterior el
volumen de lodo utilizado para la siembra de cada reactor debe ser muy bajo (lodo tratado
con 0zono)

6. Se pone en funcionamiento la prueba y al tiempo cero se inyecta en el reactor 50 mL de
agua residual sintética.

7. Las bombas de aireacién son controladas por la computadora (encendido / apagado de 3
a 5 mg/L Oy).

8. Los datos obtenidos durante el estudio son mandados a la computadora que controla el
respirometro por medio del software de control y adquisicion de datos (windmill).

Para la medicién de prmax a partir de la curva de crecimiento respecto al tiempo en el lodo tratado a

0 y 5 minutos de ozonacion, se sigui6 el procedimiento descrito anteriormente a diferencia de que
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este se monitoreo 18 horas (20:54 a las 13:30). De manera paralela se midi6 el crecimiento por

espectrofluorometria.

6.2.3. Medicién de las poblaciones de bacterias vivas y muertas por citometria de flujo

6.2.3.1. Preparacion de las muestras control

» Lavadodel licor
(" N Centrifugar el pellet de
Resuspender el las 2 muestras a 4mil x
pellet con 1mL de g, por 10 minutos
buffer (células Incubar las
Centrifugar 2 vivas) muestras a l
muestras de licor de < > temperaiura Lavar ambas muestras
mL a 4mil x g, por Resuspender el pellet amb'e_“‘etpm 30 con 1mL de buffery
con 1mL de alcohol minutos centrifugar nuevamente a
isopropilico (células 4mil x g, por 10 minutos,
muertas) posteriormente
- S resuspenderias
Figura 6.2.3. Metodologia para el lavado del licor.
# Tincion de las muestras control
1.5 uL
( 1. Células muertas tefiidas 9a8puL 10 L células Yoduro de
efidas ___ + i
con Yoduro de propidio buffer muertas propidio
2. Células vivas tefiidas 988 5L 10 pL 1.5 pL
Controles < ©onSYTO 9 buffer _|_ células vivas _|_ SYTO 9
3. Células vivas tefiidas . 987uL n 10 pL n 1.5 uL 1.5 L
con SYTO 9 y Yoduro buffer células vivas SYTO 9 Yoduro de
! de propidio propidio
990uL 10 pL
4 Células vivas sin tefiir > buffer _|_ células vivas
5. Células vivascon — 980uL 10 pL _|_ 10 pL perlas de
ppidas de latex buffer células vivas latex
6. Células vivas_cr_:m SYTO 9y L, 97Tl _|_ 10 pL células _|_ 15 L _|_ 1.5 L
“{odum de propidio, mas perlas de buffer vivas SVYTO 9 Yodur.o.de
latex propidio
7. Muestras con solo N 990puL 10 pL perlas
perlas de ldtex " buffer + de latex

Figura 6.2.4. Metodologia para la tincién de las muestras control.
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Las muestras se analizaron con un citometro de la marca FACS Calibur de BD, disponible en la

Facultad de Veterinaria de la UAEMex.

6.2.4. Procedimiento para las mediciones del porcentaje de bacterias vivas y muertas por

espectroscopia de fluorescencia

Todos los espectros de fluorescencia fueron realizados en un espectroflurémetro (Modelo LS-55,
Perkin Elemer, EUA) equipado con una lampara de xenon de 150 watts como fuente de excitacion.
El espectroflurometro fue controlado con un software WINLAB (Perkin Elemer, EUA, 2000),

operado desde una computadora de escritorio (Hewlett Packert, Compac de 7900, 2009)

a) Preparacion de muestras para la curva de calibracion:

» Lavado del licor

Para la elaboracion de la curva de calibracion se prepararon cinco mezclas con diferentes

proporciones de suspensiones bacterianas vivas y muertas.

1. Centrifugar 2 muestras de licor de 5 mL a 4 mil x g (revoluciones por minuto), por 10
minutos.

2. Resuspender el pellet de una de las muestras con 5 mL de buffer (células vivas) y la
otra muestra con 5mL de alcohol isopropilico (células muertas). Incubar ambas muestras a
temperatura ambiente por 30 minutos.

3. Centrifugar el pellet de las 2 muestras a 4 mil x g, por 10 minutos, lavar ambas muestras
con 5 mL de buffer y centrifugar nuevamente a 4 mil x g, por 10 minutos, posteriormente

resuspenderlas de nuevo en 5 mL de buffer.

» Preparacion de los diferentes estandares:

1) O pL Células vivas + 1000 pL Células muertas (0% vivas, 100% muertas)

2) 250 pL Células vivas + 750 pL Células muertas (25% vivas, 75% muertas)

3) 500 pL Células vivas + 500 pL Células muertas (50% vivas, 50% muertas)

4) 750 pL Células vivas + 250 puL Células muertas (75% vivas, 25% muertas)

5) 1000 pL Células vivas + 0 pL Células muertas (100% vivas, 0% muertas)
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Las tinciones se hicieron con el Kit VIVO/MUERTO de ®BacLight™, que contiene los fluorocromos
SYTO 9 que tifie todas las bacterias y Yoduro de propidio que solo tifie bacterias muertas.
(BacLight, 2004). Este Kit fue el mismo que se usé para tefiir las muestras de citometria y

microscopia.

Para la tincién, las mezclas de los estandares fueron diluidas de la siguiente forma: 987 pL de
Buffer + 1.5 pL de SYTO 9 + 1.5 L de Yoduro de Propidio + 10 pL de estdndar = 1000 pL o 1mL
de muestra. Las muestras tefiidas quedan al final con un factor de dilucién de 1:3 (1 mL de muestra
+ 2 mL de Buffer). Cada muestra se hizo por duplicado y se colocé en una celda de cuarzo de 3

mL para poder leer su intensidad de fluorescencia.

6.2.4.1. Curva de calibracién

Se midi6 el espectro de emisién de fluorescencia (excitacion 470 nm, emision 490 a 700 nm) de
cada suspension de células y se les sustrajo el blanco de agua desionozada. Los archivos con las
mediciones se exportaron de WINLAB a hojas de célculo en Excel, en donde se les resto a los
espectros el agua destilada para eliminar perturbaciones Rayleihg y Raman, se graficaron las
longitudes de onda de cada suspensién, posteriormente se calculd la relacion de la intensidad
integrada de cada espectro entre 510-540 nm (eml; verde) y 620-650 (em2; rojo) para cada

suspensién bacteriana con la siguiente ecuacion:

Suspension de células, em1 (vivas)
Suspension de células,em2 (muertas)

Intensidad em1/em2 =

*Intensidad em1/em2 (Relacién de integracion de la fluorescencia eml y em2)

6.2.5. Modelado y estimacion de parametros (br)

La modelacion dinamica permite predecir la calidad del efluente, la demanda de oxigeno y la
produccién del lodo en respuesta a las fluctuaciones en tiempo real de la carga y del caudal del
influente. Los modelos son una descripcion matematica que se expresa a través de balances de
masas que toman en cuenta la cinética de reaccion de los procesos. Los componentes y los
procesos involucrados en la modelacion se encuentran de forma simplificada en la matriz de la
tabla 6.2.2.

El ASM1 se us6 para modelar el lodo digerido, la matriz del modelo se muestra en la tabla 6.2.2. A
pesar de que la biomasa autétrofa fue ignorada como un componente del lodo (ya que es pequefia

respecto a la DQO total), en términos de rO2, la nitrificacion tiene que ser tomada en cuenta ya que
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el amonio liberado por la lisis de las bacterias heterétrofas (fN = 0.063 mg N por mg DQO de Xw)
aumenta la rO2 durante la digestion, que se considera cuando se define la constante de
decaimiento con nitrificacion (C= 1 + 4.57 * fN). Es importante destacar que la inclusién del proceso
de nitrificacién no afecta a las estimaciones de bn (Wentzel et al, 1989b; Van Haandel et al., 1998);

s6lo modifica la estimacion de la cantidad de biomasa activa inicial (XHini).

Tabla 6.2.2. Matriz con la representacion del proceso decaimiento en el modelo ASM1

Proceso So XP XH Tasa

Decaimiento con Nitrificacién -1(1-fp)*C fp -1 br.XH

Donde:

fp  fraccién de biomasa que se transforma en productos inertes

C contante estequiométrico (C=1 + 4.57 * fN)

La modelacién, estimacion de parametros y la sensibilidad se realizaron utilizando AQUASIM. Los
parametros estimados fueron XH ini, XP ini y bH, que representan la biomasa heteroétrofa inicial, los
residuos enddgenos al inicio (mg/L po), respectivamente, y la constante cinética de decaimiento
(d).
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RESULTADOS

32



“Evaluacion de procesos de baja produccion de lodo por técnicas de medicion de fluorescencia”

7. RESULTADOS

7.1.Etapa I: Cultivo de lodo modelo y monitoreo de reactores

Se hicieron los andlisis de la purga normalmente de una a tres veces por semana, para mantener

de forma constante la concentracion de sélidos en el sistema.

A finales de septiembre del 2013 los reactores sedimentaban muy poco debido al fenémeno de
esponjamiento, ya que las bacterias filamentosas impedian la interaccién entre flocs, por lo que
casi no decantaban. En la corrida del 25 de septiembre del 2013 la velocidad de decantacion fue

menor a 1 m/h, observandose un lodo muy esponjoso.

Debido a la falta de sedimentacion se cambi6 la forma de alimentacién, dejando mezclar con los 2L
de alimento durante una hora Unicamente los sélidos decantados, teniendo una DQO concentrada
para que todas las bacterias tuvieran mas alcance al alimento. Anteriormente se mezclaban
normalmente 10 L de sedimentos con 2 L de alimento diluido en 18 L, para que en el reactor nos

diera un total de 30 L y la DQO en ese momento no fuera muy concentrada.

7.1.1. pH, temperatura, conductividad eléctrica y turbidez

En la tabla 7.1.1 se muestran los valores promedio de pH, temperatura, conductividad eléctrica y
turbiedad de enero a mayo del 2014. Los valores tomados en el 2013 no se reportaron debido al
fenémeno de esponjamiento. Estas caracteristicas fisicoquimicas fueron valoradas semanalmente

en el periodo de monitoreo.

Tabla 7.1.1 Valores promedio, desviacion estandar (DE), maximos y minimos del pH,

temperatura, conductividad y turbidez en el reactor Ay B de enero a mayo del 2014.

oH Temperatura Conductividad Turbiedad
(°C) (us/cm) (UTN)
RA RB RA RB RA RB RA RB
Promedio 8.9 8.7 21.9 21.4 1579 1311 2.78 2.74
DE 0.19 0.29 2.89 2.36 8.49 56.89 0.8 0.83
Méximos 9.11 9.08 28.5 26.5 1585 1411 3.67 3.77
Minimos 8.6 8.23 16 15 1573 1281 211 1.97

Los valores altos de pH en los dos reactores fueron muy semejantes, los cuales estan relacionados
con el pH del agua potable (de 8 a 8.5) con la que se prepara el agua residual sintética. El pH

obtenido en los lodos estuvo fuera del intervalo 6ptimo (6.5 — 8.5), pero no se notaron efectos
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]
adversos evidentes. En el caso del lodo de estudio, se decidié en ese momento no corregir el pH

del cultivo por 4 razones:

1) El objetivo primordial fue producir un lodo con el cual se trabajard en experimentos de
ozonacion y en otras evaluaciones (bn, espectroscopia de fluorescencia, etcétera.)

2) El pH alto no afecté el desempefio, ya que el efluente siempre tuvo un DQO bajo, y no
hubo interés hacia los otros parametros como la posible remocion de fosforo.

3) La correccién de pH hubiera sido muy costosa para los dos reactores de 30 L.

4) EIl agua de llave (pH 8-8.5) y la composicién del alimento contribuyeron al pH final. El
potencial de hidrégeno es una caracteristica propia al tipo de cultivo que se tiene (bacterias
acumuladoras de fésforo y/o glicobgeno PAO y GAO). Wentzel et al. (1989a) reporté un pH
de 7.1 durante la fase anaerobia, el cual sube a mas de 9 durante la fase aerobia si no es
controlado con acido.

Los valores de conductividad eléctrica fueron mas altos que los del agua potable (489 ps/cm),
debido a los productos quimicos afiadidos en el alimento. Los rangos de conductividad no fueron

atipicos de las aguas residuales.

La Turbidez en los efluentes de los reactores en general fue muy baja, siendo buen el proceso de
sedimentacion.

7.1.2. Solidos y relacion IVT (SSV/ISST)

En las tablas 7.1.2 y 7.1.3 se pueden observar los valores promedio de los sélidos y del IVT, los
cuales fueron medidos una vez por semana, fueron determinados con base en los métodos
estandares (Standard Methods 2540D y SM 2540E) para s6lidos y para IVT en el Metcalf y Eddy
(2004).

Tabla 7.1.2. Valores promedio, desviaciéon estdndar (DE), maximos y minimos de los SST, SSV e

IVT, en los reactores Ay B del mes de agosto y septiembre del 2013.

REACTOR A REACTOR B
ssT ssv VT ssT | ssv VT
(mg/L)
Promedio | 1905 1681 0.882 1944 1721 0.885
DE 201 266 0.02 274 248 0.02
Maximos 2417 2147 0.91 2457 2197 0.91
Minimos 1535 1360 0.86 1500 1330 0.85
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Tabla 7.1.3. Valores promedio, desviacion estandar, maximos y minimos de los SST, SSV e IVT,
en los reactores Ay B en el 2014.

REACTOR A REACTOR B
SST Ssv ‘ VT SST Ssv VT
(mg/L)
Promedio 1393 1205 0.87 1405 1204 0.86
DE 84 111 0.04 119 123 0.06
Maximos 1510 1400 0.93 1513 1380 0.92
Minimos 1280 1120 0.83 1240 1093 0.78

El IVT se obtiene con dividir los solidos suspendidos volatiles (SSV) entre los sélidos suspendidos
totales (SST).

En los resultados de la tabla 7.1.2 y 7.1.3 se observo una pérdida gradual de sdlidos en el reactor
Ay B lo cual fue reflejado en los valores decrecientes de SST y SSV. En la tabla 7.1.2 el
promedio de los SST fue de 1905 mg/L en el reactor Ay 1944 mg/L en el B, mostrando que todavia
no se habia alcanzado el equilibrio ya que no mantuvieron una concentracion constante. A finales
del mes de septiembre del 2013 los reactores empezaron a perder mas solidos debido a un
problema de bacterias filamentosas. En la tabla 7.1.3 el reactor A tuvo un promedio de SST de
1393 mg/L y el B de 1405 mgl/L.

El IVT promedio obtenido en los meses de agosto y septiembre del 2013 estuvo alrededor de 0.9
mg SSV/mg SST (de materia orgénica), y el IVT que se obtuvo a partir del 2014 fue alrededor de
0.86 mg SSV/mg SST. Lo que corresponde a valores esperados para cultivos bacterianos con

agua sintética a base de acetato en el Metcalf y Eddy (2004) que es de 8.5 mg SSV/mg SST.

7.1.3. Resultados de DQO y de la relacién IQV (DQO/SSV)

La demanda quimica de oxigeno (DQO) mide la cantidad de materia susceptible a ser oxidada por
medio de Dicromato (oxidante fuerte).

El IQV se obtiene de dividir la DQO particulada (DQOx= DQOtota — DQOsolunie) €ntre los SSV, fue

determinado con base en los metodos del Metcalf y Eddy (2004).

Las tablas 7.1.4 y 7.1.5 muestran los valores promedio de la DQOxota, DQOsouble, DQO del efluente,
DQOx y del IQV. Estos datos fueron tomados de 1 vez por semana.
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Tabla 7.1.4. Valores promedio, desviacién estandar, maximos y minimos de la DQO y el IQV, en el

reactor Ay B del mes de agosto y septiembre del 2013.

REACTOR A REACTOR B
Influente Efluente Influente Efluente

DQOwta | DQOsoiunie | DQOX | IQV DQO DQOwta | DQOsolubie | DQOX | 1QV DQO

(mg/L) (@ | (mg/L) (mg/L) (C)] (mg/L)
Promedio 1919 18 1901 1.18 16 2131 11 2120 1.26 16
DE 400 5 403 0.29 327 5 331 0.17 8
Méaximos 2387 24 2372 1.48 22 2708 20 2708 | 1.54 22
Minimos 1102 11 1080 0.65 10 1811 6 1798 1.03 7

*DQOx= demanda quimica de oxigeno de la materia particulada (mg/L).

*|QV= DQOX/SSV

Tabla 7.1.5. Valores promedio, desviaciéon estandar, maximos y minimos de la DQO y el IQV, en

los reactores Ay B en el 2014.

REACTOR A ‘ REACTOR B
Influente Efluente
DQOtotal | DQOsoiuble | DQOX | 1QV | DQOxotar | DQOsouble | DQOX Qv DQO

(mg/L) 9) (mg/L) (9) (mg/L)
Promedio 1791 38 1753 1.36 1744 39 1705 1.41 36
DE 491 4 489 0.14 240 14 227 0.1 4.24
Méaximos 1470 42 2711 1.51 2049 54 1981 1.49 39
Minimos 275 33 1429 1.23 1400 17 1372 1.31 33

En la tabla 7.1.4 el valor promedio de la DQOuwta en el licor fue de 1919 mg/L en el reactor A y

2131 mg/L en el B, y la soluble fue de 17.6 mg/L en el Ay 11.3 mg/L en el B, teniendo como

resultado una IQV promedio de 1.18 para el Ay 1.26 para el B. Mientras que en la tabla 7.1.5 la

DQOxota promedio del licor fue de 1791 mg/L en el reactor Ay 1744 mg/L en el B, la soluble en el

A fue de 38 mg/L y 39 mg/L en el B, teniendo como resultado una IQV promedio de 1.36 para el A

y 1.41 para el B, siendo el valor tipico de 1.4 (Img/L de SSV requiere 1.4 mg/L de O para poder

oxidarse) (Metcalf y Eddy, 2004). Lo que nos indica que la oxigenacién fue basta para oxidar la

materia organica presente en los lodos.

Los resultados de la DQO del efluente fueron bajos, lo cual quiere decir que el tratamiento es

eficiente. La materia disuelta del agua residual sintética bajé mas del 91% de la DQO del afluente a
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su salida, que va de 500 mg/L en el influente a 16 mg/L de DQOxota €n promedio en la tabla 7.1.4 y
de 500 mg/L en el influente a 33 mg/L y 44 mg/L de DQO total en la tabla 7.1.5.

7.1.4. Resultados de indice volumétrico de lodos (IVL)

El indice volumétrico de lodos indica el volumen ocupado por cada gramo de lodo (mL/g), fue
determinado con base en los métodos estandares del Metcalf y Eddy (2004), este se obtiene de la

siguiente manera:

*IVL = Volumen del lodo sedimentado en una probeta de 1 L, después de 30 min (ml/L) dividido por
la concentracion de SST y multiplicado por 1000 (IVL= Vol. sedim/ (SST x 1000)).

En las tablas 7.1.7 y 7.1.8 se pueden observar los valores promedio del indice volumétrico de
lodos. Los resultados fueron comparados con los rangos de IVL sugeridos por Sperling (1999) para

calificar la sedimentabilidad (tabla 7.1.6).

Tabla 7.1.6. Rangos de IVL sugeridos por Sperling para valorar la sedimentabilidad.

Sedimentabilidad segun Sperling (1999)
IVL (mL/g)
Muy buena 0-50
Buena 51-100
Media 101-200
Pobre 201-300
Muy pobre 301-400

Tabla 7.1.7. Valores promedio, desviacién estandar, maximos y minimos del volumen

sedimentado, los SST y el IVL, en el reactor Ay B del mes de agosto y septiembre del 2013.

REACTOR A REACTOR B

Vol. Vol.
Sedim. | SST IVL | Sedimentabilidad | Sedim. | SST IVL | Sedimentabilidad
(mL) (g/L) | (mL/g) | (Sperling, 1999) (mL) | (mg/L) | (mL/g) | (Sperling, 1999)

Promedio | 219.6 1.89 120 297 1.91 148
DE - 39.16 0.31 35 Media 95.5 0.17 41 Media
Méaximos 273 2.42 164 450 2.12 199

Minimos 190 1.67 79 210 1.76 102
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Tabla 7.1.8. Valores promedio, desviacién estandar,

maximos y minimos

sedimentado, los SST y el IVL, en el reactor Ay B en el 2014.

del volumen

REACTOR A REACTOR B
Vol. Vol.
SST IVL SST IVL
Sedim. Sedimentabilidad | Sedim. Sedimentabilidad
(mL) (g/L) (mL/g) | (Sperling, 1999) (mL) (g/L) | (mL/g) | (Sperling, 1999)
Promedio 607 1.349 453 403 1.394 286
DE 142 0.064 613 214.38 0.14 133
— Muy pobre Pobre
Maximos 770 1.407 602 720 1.513 476
Minimos 510 1.28 375 250 1.24 165

En la tabla 7.1.7 la sedimentabilidad fue media en el par de meses anteriores al suceso de
esponjamiento. En el reactor A el IVL de la tabla 7.1.8 confirma el problema de sedimentacién que
se tuvo, por lo que se cultivo de nuevo lodo en el, mientras que en el B la sedimentabilidad fue

pobre aunque todavia se logré6 mantener en operacion. Los resultados indicaron que el lodo
tratado fue de una decantacion media a pobre, esto pudo estar relacionado con el tipo de

bacterias que predominaron en los lodos cuando se realizaron los analisis.

7.1.5. Pruebas de sedimentacién

Aunque las bacterias individualmente son muy ligeras para sedimentar, ellas pueden agruparse
para formar fléculos suficientemente pesados para precipitar. La velocidad de sedimentaciéon
depende de la edad del lodo, del material atrapado en el fléculo y de la cantidad de organismos
filamentosos. Por otra parte, la velocidad con la que precipita el lodo debe ser lenta, para que todo

el material sea atrapado en éste (Terrones E., 2009).

Al principio de la sedimentacién se observé como las particulas se iban uniendo por efecto de la
floculacion, a medida que se aglomeraron los sdlidos la velocidad de asentamiento iba
aumentando y luego se estabilizd. Después de cierto tiempo se empez6 a ver una sedimentacion

de compresion debido al peso que ejercen las capas superiores de lodo sobre las inferiores.

La figura 7.1.1 muestra las graficas de las Ultimas pruebas de sedimentacién a diferentes fechas
en el reactor A y B donde se puede observar la velocidad de sedimentacién en la ecuacion de la
recta.
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Figura 7.1.1. Graficas de las pruebas de sedimentacién en el reactor A 'y B a principios de octubre

del 2014 hasta finales de enero del 2015.
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A finales de septiembre del 2013 los reactores sedimentaban muy poco debido al fenédmeno de
esponjamiento, ya que las filamentosas impedian la interaccién entre flocs, por lo que casi no

decantaban, se dejaron de monitorear los reactores en lo que se estabilizaban.

En general la velocidad de sedimentacién en todas las corridas fue buena con una velocidad de
sedimentacion promedio entre los 5y 6 m/h. La prueba de decantacidon del dia 21 de noviembre del
2014 tuvo una velocidad muy alta, de 11 m/h en el reactor A y de 9.54 en el B, observandose un
lodo compacto, a diferencia de los bajos valores de decantacion del dia 26 del enero del 2015
donde velocidad fue de 4.2 m/h en el reactor Ay de 3.5 m/h en el B.

7.1.6. Analisis de diametro de la particula

Las figuras 7.1.2 y 7.1.3 muestran en forma de histogramas la distribucion de tamafios de
particulas de los reactores A y B a diferentes fechas. La linea central indica la tendencia (Moda).
Ademas en las tablas 7.1.8 y 7.1.9 se pueden observar los valores promedio la media, mediana,

moda y desviacion estandar en los reactores.
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Figura 7.1.2. Histogramas del diferencial de volumen promedio en el reactor A y B, a diferentes
fechas del afio 2013.
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Figura 7.1.3. Histogramas del diferencial de volumen promedio en el reactor A y B a diferentes
fechas del 2014.
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Tabla 7.1.9. Valores promedio de la media, mediana, moda y desviacién estandar de los diametros

de la particula, en los reactores Ay B a diferentes fechas del afio 2013.

05/08/2013 12/08/2013
Reactor A | Reactor B | Reactor A | Reactor B
pum
Media 36.73 43.8 69.11 60.52
Mediana 44.7 53.52 83.7 72.63
Moda 55.13 60.52 96.49 80.07
DE 2.49 2.44 2.37 2.43

Tabla 7.1.10. Valores promedio de la media, mediana, moda y desviacion estandar de los
diametros de la particula, en los reactores Ay B a diferentes fechas del afio 2014.

20/02/2014 10/04/2014 30/04/2014 08/05/2014
RA RB RA RB RA RB RA RB
pm
Media 39 50 47 50 51 52 47 46
Mediana 43 60 55 53 55 57 54 51
Moda 46 73 61 55 55 55 61 55
DE 3 3 2 3 2 2 2 2

Los resultados de las tablas 7.1.9 y 7.1.10 reflejan un aumento en el tamafo de los fl6culos en el

transcurso de las mediciones.

Los resultados de la tabla 7.1.9 reflejan un aumento en el tamafio de los flocs, observado una
media que vario de 36 um a 68 um en el reactor Ay de 43 um a 60 um en el B. La tabla 7.1.10 nos
mostré que hubo un aumento en el tamafio de los flocs en el transcurso de las mediciones, que fue
de 39 um a 51 pm en el reactor Ay de 50 pm a 52 um en el B, a excepcion del dia 8 de mayo del
2014 que disminuyeron su tamafo. Esto se debe a que los reactores conforme se van

estabilizando van aumentando el tamafio de sus fléculos.

Los datos de las tablas anteriores evidencian que la sedimentacion estd relacionada con el
tamafio de los fléculos, teniendo mas superficie de contacto entre ellos cuando aumentan su

tamafio, por lo que van sedimentando mas rapido mientras se van uniendo.
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7.1.7. Imagenesde los flocs en el lodo activado por microscopia de fluorescencia

En la figura 7.1.4 se observa la estructura de los flocs y su tamafio, donde se logra distinguir que
las bacterias que predominan en el lodo presentan formas esféricas y se encuentran de forma
ramificada, formando fl6culos redondos en general.

Figura 7.1.4. Imagenes de microscopia de fluorescencia de una muestra de licor del reactor A
tefiido con SYTO 9y Yoduro de propidio.

7.2. Etapa Il: Seguimiento de la minimizacién de lodos

7.2.1. Seguimiento del digestor aerobio por rO2 y DQO en AQUASIM, y por espectroscopia
de fluorescencia

7.2.1.1. Mediciones de la DOO, pH v nitratos en la digestidon aerobia

Los resultados de los andlisis de la DQO para el seguimiento de la minimizacion de lodos en el
digestor aerobio se muestran en la tabla 7.2.1.
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Tabla 7.2.1. Valores de DQO del digestor aerobio respecto al tiempo.

DQO total DQO soluble
Fecha | Dia replica [replica replica | replica DQOXx
1 2 promedio | DE | C.V. 1 2 promedio | DE | C.V.

27/01/2015 | 0O 7280 | 6760 7020 368 | 5.2 36 | - 36 ---- | ---- | 6984
29/01/2015 | 2 5856 | 6144 6000 204 | 0.2 83 | ----- 83 ---- | --—- | 5917
31/01/2015 | 4 | 6008 | 5960 5984 33.9| 0.6 45 42 43.5 2.1 | 4.9 | 5941
03/02/2015 | 7 5128 | 5144 5136 11.3] 0.2 63 65 64 1.4 | 2.2 | 5072
06/02/2015 | 10 | 4640 | 4816 4728 125 | 2.6 114 110 112 2.8 | 25 | 4616
09/02/2105 | 13 | 4416 | 4488 4452 509 1.1 169 156 162.5 9.2 | 5.7 | 4290
17/02/2015 | 21 | 3888 | 3864 3876 17 | 0.4 184 | ----- 184 3692
26/02/2015 | 30 | 3544 | 3504 3524 28.3| 0.8 216 212 214 2.8 | 1.3 | 3310
05/03/2015 | 37 | 3352 | 3312 3332 28.3| 0.8 200 260 230 42.4|18.4 | 3102

En la tabla 7.2.1 se observd una disminucién de la DQO total respecto al tiempo, mientras que la

DQO soluble fue aumentando conforme iban pasando los dias de digestion, esto se debe a la lisis

de las bacterias que estan muriendo en la degradacion del lodo y van liberando sus productos

solubles. Se obtuvo el valor de la DQOX (DQOparticulada= DQOtotal - DQOsoluble) para poder hacer la

modelacién, el andlisis de sensibilidad y la estimacidn de pardmetros en AQUASIM.

En la tabla 7.2.2 se muestran los valores de las mediciones de pH y nitratos en la digestion

aerobia, donde se puede observar que ocurrid el fenédmeno de nitrificacion por el alto valor en los

resultados de NOz  que también tuvieron un ligero aumento del dia 17 al dia 30 del monitoreo de la

digestion.

Tabla 7.2.2. Valores de pH y Nitratos del digestor aerobio respecto al tiempo.

Fecha Dia pH mg']\llllfrzt-(l)\lsm'
27/01/2015 0 884 | @ -
29/01/2015 2 854 | e
03/02/2015 675 | -
06/02/2015 10 6.22 | @ -
09/02/2105 13 566 | @ -
13/02/2015 17 6.24 203
17/02/2015 21 6.17 | = -
26/02/2015 30 6.19 216
05/03/2015 37 6.72 | = -
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7.2.1.2. Mediciones de larO, de la digestion aerobia por respirometria para el calculo de la

constante cinética by

Las pruebas respirométricas para determinar el coeficiente de decaimiento o muerte se realizaron

de acuerdo al procedimiento recomendado. Cada dia de medicién de la rO2 la muestra fue medida

por duplicado, las condiciones de temperatura y aireacién se mantuvieron constantes durante el

monitoreo de la digestion.

En la tabla 7.2.3 se muestran las mediciones de la rOz del digestor aerobio por duplicado (reactor

YS1y YS2).

Tabla 7.2.3. Mediciones de consumo de oxigeno del digestor aerobio en el reactor YS1y YS2.

MEDICION YS1 MEDICION YS2
Fechay hora | Medicion |t (dias)| hor hora | por dia | mg/L.d | por hora | por dia | mg/L.d
ro; r0O; ro; ro;

(mg/L.h) | (mg/L.d)| Ln (rO2) | (mg/L.h) | (mg/L.d)|Ln (rO,)
27/01/2015 -10:14 1 0.00 20.32 487.68 6.19 20.67 496.08 6.207
28/01/2015 -10:52 2 1.03 19.07 457.68 6.126 17.94 430.56 6.065
29/01/2015 -11:32 3 2.05 16.93 406.32 6.007 16.57 397.68 5.986
30/01/2015 11:32 4 3.05 17.05 409.2 6.014 15.32 367.68 5.907
31/01/2015 -08:47 5 3.94 13.75 330 5.799 14.23 341.52 5.833
03/02/2015 -11:14 6 7.04 10.63 255.12 5.542 11.14 267.36 5.589
06/02/2015- 12:09 7 10.08 9.71 233.04 5.451 10.15 243.6 5.496
09/02/2015- 11:31 8 13.05 5.12 122.88 4811 5.35 128.4 4.855
13/02/2015-11:45 9 17.06 4.06 97.44 4.579 4.18 100.32 4.608
17/02/2015 -10:11 10 21.00 3.54 84.96 4.442 3.7 88.8 4.486
20/02/2015 -11:17 11 24.04 2.46 59.04 4.078 2.69 64.56 4.168

En la figura 7.2.1 se muestra el resultado de la tasa de consumo de oxigeno en la prueba de by

por duplicado realizada a 20°C en funcion del tiempo. En general las mediciones de rO2 por

duplicado fueron concordantes.
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Figura 7.2.1. Tasa de consumo de oxigeno del digestor aerobio respecto al tiempo en dias.
Como fue explicado en el apartado de la metodologia una manera de estimar el by a partir de los

resultados de rOz, es graficar Ln (rO2) en funcién del tiempo (figura 7.2.2). Otro método es modelar
el sistema en AQUASIM.

Ln (rO,) = t(d)

6 N y = -0.087x + 6.1839
R2 = 0.9801
5.5

Ln (rO,) mg/L.d
B
<
/
< 4

01234567 8 91011121314151617181920212223242526

Tiempo (d)

Figura 7.2.2. Logaritmo natural de la grafica de la tasa de consumo de oxigeno del digestor aerobio
respecto al tiempo en dias.

Se obtuvo un coeficiente de determinacion de (R?= 98 %) mientras que la pendiente del b"H=0.087
d. Considerando un valor de fp de 0.08 y un YH de 0.67 (tomados de referencia del ASM1), se
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hizo el célculo de bx= 0.23 d* basado en el ASM1, de acuerdo con la ecuacion b'H / by= 1-YH (1-
fp) (tabla 7.2.4).

Tabla 7.2.4. Tabla con los calculos de by vs bH prima.

Valores de referencia de Calculo by vs b'H
b’H prim (dia ) bH (d?) ASM1 (20°C)
fp YH 1-YH (1-fp)
0.087 -0.23 0.08 0.67 1-0.67*(1-0.08)=0.3836

Donde:

b"H constante de decaimiento (respiracion endogena)
brn  decaimiento de los heterétrofos (via muerte regeneracion)
fp fraccion de biomasa que se transforma en productos inertes

YH rendimiento de los heterétrofos

*El valor de bx que se obtuvo fue de 0.23 en vez de 0.62 d* del ASM1 a 20°C.

Al realizar una comparacion del valor obtenido en la presente investigacion con los resultados
reportados en otras investigaciones (tabla 7.2.5) se puede observar que el resultado se acerca mas
a los valores obtenidos por Cox (2004) y Espinosa y Rodriguez et al (2012), mientras que difieren
con los valores de Henze et al. (2002), Hauduc et al. (2010) y GPS-X que son mas altos. La lenta
descomposicion de la biomasa heterétrofa pudo deberse a que la poblacion dominante en el

digestor no eran los heterétrofos ordinarios.

Tabla 7.2.5. Comparacion de b (d) a 20°C.

Espinosa-
Henze et Hauduc et p Valor
al.,2002 al., 2010 GPS-X' | Rodriguezet | Cox,2004 | ionigo
al., 2012
0.62 0.62 0.62 0.4 0.35 0.23

Los valores de bx que se reportan en la tabla 7.2.5 corresponden al promedio, existiendo valores
maximos y minimos. Asi por ejemplo Cox (2004) presenta resultados de bx en un rango de 0.05 a
1.6 d* a la temperatura de 20°C. Por lo anterior se puede decir que hay un bu para cada lodo y

cada planta en particular (Henze et al., 2002).
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Hay pocos trabajos que reportan claramente valores de bu para lodo cultivado con agua residual
sintética (lodo modelo). Abdallah et al. (2010) mencionan un valor a 20°C de b'H de 0.237 (bw:
0.62), muy similar a algunos valores reportados en la tabla 7.2.5 (bu: 0.62, Henze et al., 2002),
totalmente concordante con el valor sugerido por defecto para las plantas de aguas municipales
(bn: 0.62, Henze et al., 2002). Se puede entonces concluir que el by evaluado por respirometria del

lodo modelo en esta investigacién difiere del promedio para agua municipal (b+: 0.62).

Se hizo una regresion lineal con los datos de DQOX y rO: (figura 7.2.3 y 7.2.4) para ver si los
resultados seguian la misma tendencia de degradacion. En la figura 7.2.4 se puede observar que

larO2y DQOx estan correlacionados, con una R?= 0.9542.

rO,_endo vs DQOXx
8000 35
7000 A - 30
S 6000 AA L o5
2 5000 A1 o0 B
— 4000 E A A - £ ADQOx
>< -
S 3000 - = A A o mro2
2000 u - 10 =
1 -5
1000 +——"-mwy
0 T T T O
0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

Figura 7.2.3. Gréfica con los datos de rO2y DQOXx obtenidos en el monitoreo del digestor aerobio.

Correlacion rO,_endo vs DQOXx

8000
7000
6000
5000

4000

2000 R2 = 0.9542

1000
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

rO,_endo

DQOX

Figura 7.2.4. Regresion lineal con los datos de rO2vs DQOX obtenidos en el monitoreo del digestor

aerobio.
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7.2.1.3. Modelacién, andlisis de sensibilidad y estimacién de parametros en AQUASIM

La matriz simplificada que se muestra en la tabla 6.2.2 fue la que se uso para la modelacion en
AQUASIM. En el programa se ingresaron las variables, los procesos y los compartimentos los

cuales se muestran a continuacion (figura 7.2.5):

Edit VaﬁablesA i JIBEdit Processes

bH I e Decay con_nitrif Mew
C JEE e — P ——
DO0s_med Duplicate Duplicate
DE0_mod — —
fry Edit E dit
fp_prirn —_— —_ ]
in_H Edit Type Delete
ini_*P Euch
02_med HelnEliig)=

02 _rmod_total Delat
02 _pitrif See |
So

dig_aero

Duplicate Duplicate

Edit Edit

[elete [Delete

Activate

Inactivate

Cloze = Cloge |

Figura 7.2.5. Imagen de las ventanas donde se ingresan las variables, los compartimentos, los

procesos Yy las ligas en AQUASIM.

7.2.1.3.1. Caracteristicas y modelado de los respirogramas

En la modelacion del lodo los respirogramas end6genos (digestion aerobia) mostraron una sola
fase exponencial (ASM 1) que era lo esperado (figura 7.2.6 'y 7.2.7).
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DQOxmed vs DQOx mod
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Figura 7.2.6. Respirograma donde se muestra la curva de DQOx medido vs DQOx del modelo.
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Figura 7.2.7. Respirograma donde se muestra la curva de rO2 medido vs rO2 del modelo.
7.2.1.3.2. Andlisis de sensibilidad y estimacion de los parametros

Las funciones de sensibilidad muestran que la concentracién de los residuos endégenos ini_XP no
se pueden estimar utilizando sélo los datos respirométricos, por lo que podemos decir que la rO:
tiene sensibilidad cero con respecto a ini_XP. Los valores estimados de los parametros y sus

desviaciones estandar se muestran en la tabla 7.2.7.
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Tabla 7.2.6. Estimacion de las variables constantes utilizando los datos de DQOx medido y rO:
medido en AQUASIM.

Estimaciéon de Parametros
variables constante | ESITAI0 confse | pg | Estnaconcon | oe
b'H (d?Y) 0.08 0.012 0.09 0.004
bH 025 | - 023 | -
ini_XH (Mg/L poo) 4816.4 243.8 5478.3 209.5
ini_XP (mg/L pgo) 2022.1 2295 | e

Como se muestra en la tabla 7.2.6, el lodo estudiado fue de lenta descomposicion (b'H <0.1 d- %),
en comparacion con 0.2 d*%, que es el valor cominmente aceptado para los organismos
heterétrofos ordinarios. Otros lodos procedentes de las plantas EBPR fueron estudiados por
Friedrich y Takacs (2013), estuvieron en los mismos rangos (b'H 0.07 d%). En un estudio
relacionados anteriormente Martinez-Garcia et al. (2014) determinaron que la identidad de los
heter6trofos dominantes en el lodo estudiado no era ordinaria, lo mas probable es que fueran
PAOs 0 GAOs por su baja tasa de descomposicion (0.03-0.04 d%) (Wentzel et al, 1989b; Vargas et
al., 2013). Reconvirtiendo el bn, los valores fueron similares a los obtenidos en la tabla 7.2.4

La fraccién activa inicial Fa (ini_XH mg/Lbgo) fue del 69% siendo la DQO total inicial de 7020 mg/L
poo Y laini_XH de 4,816 mg/Lbgo. Ademas la fraccidn activa medida por respirometria (ini_XH de 5,
478 mg/L pgo) fue mas alta que el valor de Fa determinado por la DQO.

sens_r0O2

bH

20 —_— mixH

ini_XP

sens 102 (mg'L.h)

T T T T T T
L] 3 <] 15 o
tiempo (dias)

Figura 7.2.8. Andlisis de sensibilidad de bH, ini_XH e ini_XP utilizando los datos de rO> medido en
AQUASIM.
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En la figura 7.2.8 se observa que la rO: tiene sensibilidad cero con respecto a ini_XP por lo que
no es identificable con los datos de rO2, por otro lado no se detect6 simetria o paralelismo entre las

variables constantes esto demuestra que son identificables a partir de los respirogramas.

sens DQOx

2000

BE
4000 fni_XFT

3000 —— ini_XP
e K
1000

N _\_/-’/

-0 T T T T

Seng DOOx (mg'l)

Q mw 0 a0 40 30 &0
ti=mpo {dias)

Figura 7.2.9. Analisis de sensibilidad de bn, ini_XH e ini_XP utilizando los datos de DQOx medido
en AQUASIM.

En la figura 7.2.9 se puede observar que en general el modelo para DQO es sensible a todos los
parametros (bH, ini_XH e ini_XP), por lo que se puede decir que son perfectamente identificables

(no dependientes).

7.2.1.4. Medicion del porcentaje de bacterias vivas y muertas de la digestién aerobia por

espectroscopia de fluorescencia

Se graficaron las longitudes de onda de cada suspension que contenia el licor (figura 7.2.10),
posteriormente se calculo la relacién de la intensidad integrada de cada espectro entre 510-540 nm
(em1; verde) y 620-650 (em2; rojo) (tabla 7.2.7).
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Figura 7.2.10. Intensidad de fluorescencia de los diferentes estandares de células muertas y vivas
en el LA.

Se hizo una correccién en la integracion de la fluorescencia, debido a que el estandar que se tomé
como 100% vivo tenia aproximadamente un 25% de Xp (residuos inertes de biomasa muerta), este
valor se obtuvo en AQUASIM con la ecuacion XH/(XP+XH)=75%, utilizando los datos de la DQOXx.

Para la obtencion del porcentaje efectivo de la Fa (fraccién activa) se usé la siguiente ecuacion

para correccidn de integracién de la fluorescencia:

(Vol.vivos * 75% + V. muertos * 0%)

o Fa =
% Fa (V.vivos + Vol. muertos)

Tabla 7.2.7. Relacién de integracion de la fluorescencia eml (vivas) y em2 (muertas), con la

correccién de la biomasa viva de 75%.

Volumenes
% Nominal Vivo Muerto % Efectivo |l eml/em2
100 1000 pL O pL 75 18.65
90 900 L 100 pL 67.5 17.89
50 500 pL 500 pL 37.5 11.43
10 100 pL 900 pL 7.5 7.70
0 0 pL 1000 L 0 3.78
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Con la integracion de la fluorescencia corregida eml (vivas) y em2 (muertas), se pudo graficar la

curva de calibracion que se muestra en la figura 7.2.11.

Curva de calibracion

©

S 20

g 13 y=0.1872x + 4.8695 _—>

(0] —

2 12

8 10

3 2 *

C

:§ 4 &

5 2

gg O T T T 1

= 0 20 40 60 80
% Vivos

Figura 7.2.11. Curva de calibracion para cuantificar proporciones de bacterias vivas y muertas con

la correccién de Fa (75%).

Con los valores de a y b de la ecuacion de la curva de calibracién, se obtuvo el porcentaje de

biomasa viva en los andlisis de espectrofluorometria.

Tabla 7.2.8. Ecuacién de la recta de la curva de calibracién para cuantificar proporciones de

bacterias vivas y muertas con la correccién de Fa (75%).

y=ax+b

Curva corregida Fa= 75%
0.1872
4.8695

Con base en la ecuacion de la curva de calibracion corregida con un Fa de 75% de la (figura
7.2.11, tabla 7.2.8), se generaron los resultados de porcentaje de bacterias vivas y muertas (x) en

el digestor respecto al tiempo (tabla 7.2.9).

De la ecuacion de la recta, se despejo x para obtener el porcentaje de microorganismos vivos

x= (y-b)/a
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Tabla 7.2.9. Resultados de emisiones de onda, integracion de la fluorescencia y % de
microorganismos vivos en el digestor aerobio en base al andlisis de espectroscopia de

fluorescencia.

Dia Fecha 530 nm (em1) | 640 nm (em2) | leml/em2 | DE | Promedio | % Vivos
776.61 41.64 18.65
0 |27/01/2015 822.04 40.94 20.08 1.01 19.36 77.42
969.20 64.82 14.95
2 29/02/2015 922.94 53.47 17.26 1.63 16.11 60.03
910.01 74.30 12.25
7 03/02/2015 959.09 72.00 13.32 0.76 12.78 42.28
613.54 54.20 11.32
10 |06/02/2015 619.56 57.22 10.83 0.35 11.07 33.14
337.27 97.17 3.47
13 ]09/02/2015 388.73 90.99 4.27 0.57 3.87 -5.33
388.00 60.17 6.45 | -
17 |13/02/2015( W - | e | e 6.45 8.43
375.31 51.28 7.32
21 |17/02/2015] = e | - 7.32 13.09

Como se puede observar en la tabla 7.2.10 el porcentaje de bacterias vivas en general fue
disminuyendo respecto al tiempo, a excepcion del dia 17 de monitoreo donde empezé a
incrementar, esto puede relacionarse con lo reportado por Saadi et al. (2006) que se dieron cuenta
gue en algunos casos la intensidad de fluorescencia aumenta por la formacién de nuevo material
fluorescente asociado con la biodegradacion de la materia organica disuelta (MOD) y/o la
degradacion de ciertos componentes organicos que desactivan la fluorescencia de la MOD
(cuando el floruroforo que esta en disolucion interacciona con otras moléculas y ocasiona una
pérdida de emision de fluorescencia).

Se hicieron correlaciones del porcentaje de bacterias vivas con los datos de DQOx y rO2 (de la

figura 7.2.12 ala 7.2.15) para ver si los resultados seguian las mismas tendencias de degradacion.
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Figura 7.2.12. Grafica con los datos de DQOx y % vivos obtenidos en el monitoreo del digestor

DQOx vs % Vivos
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Figura 7.2.13. Regresion lineal con los datos de DQOXx vs % vivos obtenidos en el monitoreo del

digestor aerobio.

En la figura 7.2.13 se puede observar que la DQOXx y los datos de porcentaje de bacterias vivas
tienen una buena correlacion, con una R?= 0.9961. Para poder hacer la regresion lineal solo se
tomaron los datos de % vivos hasta el dia 13 del monitoreo, que eran los resultados que seguian la

tendencia de la degradacion.
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Figura 7.2.14. Grafica con los datos de % vivos y rOz obtenidos en el monitoreo del digestor

aerobio.
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Figura 7.2.15. Regresion lineal con los datos de % vivos vs rO:z obtenidos en el monitoreo del

digestor aerobio.

La figura 7.2.15 muestra una buena correlacion entre los datos de % vivos y la rO2, teniendo una
R2= 0.9451. Al igual que en la figura 7.2.13 en la regresion lineal solo se tomaron los datos de %

vivos hasta el dia 13 del monitoreo.

La espectroscopia de fluorescencia puede evaluar el desempefio del proceso de minimizacién de
lodo activado en un ambiente aerobio hasta cierto tiempo de la digestiéon, ya que en alguin

momento cuando empieza haber mucho producto soluble debido a la lisis de las bacterias
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degradadas la intensidad de fluorescencia puede aumentar por la formacién de nuevo material

fluorescente como lo reporta Saadi et al. (2006).

7.2.2. Valoracion de la minimizacion de lodos en base alarOz en un lodo modelo tratado con
diferentes concentraciones de ozono por DQO, respirometria y espectroscopia de

fluorescencia

7.2.2.1. Mediciones de la DOO para la valoracion de la minimizacion de lodos en un lodo

modelo tratado con diferentes concentraciones de ozono

Los resultados de los andlisis de la DQO total (tabla 7.2.10) y la DQO soluble (tabla 7.2.11) en la

valoracion de los tratamientos de ozonacién se muestran a continuacion

Tabla 7.2.10. Valores de DQO total en los diferentes tratamientos con 0zono.

DQO total
Tratamientos 08/01/2015 14/01/2015 23/01/2015
O3 Promedio| DE | C.\V.(%) | Promedio | DE |C.V(%)| Promedio | DE | C.V. (%)
LM (0 min) 997.5 2.1 0.2 1138.5 14.9 13 [ - 4.2 0.7
T1 (1 min) 869.5 29 3.3 972 11.3 1.2 955 12.7 1.3
T2 (2 min) 892.5 27.6 3.1 971.5 2.1 0.2 931 12.7 1.4
T3 (3 min) 868 15.6 1.8 855 28.3 3.3 902 48.1 5.3
T4 (4 min) 846 5.7 0.7 1015 5.7 0.6 924 12.7 1.4
T5 (5 min) 887 17 1.9 970 22.6 2.3 878.5 0.7 0.1

Tabla 7.2.11. Valores de DQO soluble en los diferentes tratamientos con ozono.

DQO soluble
Tratamientos 08/01/2015 14/01/2015 23/01/2015
O3 Promedio| DE [ C.V.(%) | Promedio | DE |C.V(%)|Promedio| DE | C.V. (%)
LM (0 min) 13 4.24 32.64 20.5 2.12 10.35 24.5 3.54 14.43
T1 (1 min) 49 e 53 e | e 55 e |-
T2 (2 min) 83 e 84 i s 92 i
T3 (3 min) 111 S — 109 - 126 e
T4 (4 min) 132 e — 128 - 131 -
T5 (5 min) 189.5 2.12 1.12 172.5 10.61 | 6.15 180 12.73 7.07
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En los resultados de DQO se puede observar que mientras fue aumentando el tiempo de
ozonacion, la DQO soluble fue incrementando significativamente mientras la DQO total bajo
ligeramente, esto se debe al efecto de solubilizacion que tiene el ozono en las células (Chia-Jung
et al. 2012), por lo que conforme fue incrementando el tiempo de contacto del Oz en el licor fue

aumentando la DQO soluble en este mismo.

7.2.2.2. Mediciones de la rO, para la valoracién de la minimizacién de lodos en un lodo

modelo (PTN) tratado con diferentes concentraciones de ozono

Las pruebas respirométricas para la evaluacion de la minimizacién de lodos con los diferentes
tratamientos de ozono se realizaron de acuerdo al procedimiento recomendado. En cada medicién
de la rO2 las condiciones de temperatura y aireacion en la muestra se mantuvieron constantes

durante el andlisis. Los resultados de las pruebas se muestran en la tabla 7.2.13.

Tabla 7.2.12. Mediciones de consumo de oxigeno de lodo modelo tratado a diferentes tiempos de

ozonacion.
Tratamientos 14/01/2015 23/01/2015
O3 rOzini DE % rOzini DE %
(mg/L.h) (mg/L.h)
LM (0 min) 45.37 1.27 100 41.64 2.65 100
T1 (1 min) 26.76 1.05 58.99 23.26 0.93 55.87
T3 (3 min) 10.57 0.49 23.3 9.16 0.9 21.99
T5 (5 min) 3.82 1.18 8.41 4.38 1.74 10.51

Las tasas de consumo de oxigeno que se muestran en la tabla 7.2.13 fueron mayores en las

muestras que tuvieron menos tiempo de ozonacion.

Se hizo una regresion lineal con los datos de DQOX y rO2 (de la figura 7.2.16 a la 7.2.19) para ver
si los resultados de los diferentes tratamientos con ozono seguian la misma tendencia de

degradacion.
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Figura 7.2.16. Grafica con los datos de rO2 y DQOx obtenidos en los diferentes tratamientos con

ozono (0,1 ,3 y 5 minutos) del dia 14 de enero del 2015.
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Figura 7.2.17. Regresion lineal con los datos de rO2 vs DQOx obtenidos en los diferentes

tratamientos con ozono (0,1 ,3 y 5 minutos) del dia 14 de enero del 2015.
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Figura 7.2.18. Grafica con los datos de rO2 y DQOx obtenidos en los diferentes tratamientos con

ozono (0,1 ,3 y 5 minutos) del dia 23 de enero del 2015.
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Figura 7.2.19. Regresién lineal con los datos

de rO2 vs DQOXx obtenidos en los diferentes

tratamientos con ozono (0,1 ,3 y 5 minutos) del dia 23 de enero del 2015.

En la figura 7.2.17 y 7.2.19 se puede observar que la rO2 y DQOXx tienen una buena correlacion,

con una R?= 0.9175 y 0.9791 respectivamente, lo que indica que siguen la misma tendencia y son

viables para valorar la minimizacion de lodos por ozonacion.
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7.2.2.3. Mediciones del porcentaje de bacterias vivas espectroscopia de fluorescencia en un

lodo modelo tratado con diferentes concentraciones de ozono

Se graficaron las longitudes de onda de cada suspensién que contenia el licor (figura 7.2.20),
posteriormente se calcul6 la relacion de la intensidad integrada de cada espectro entre 510-540 nm
(em1; verde) y 620-650 (em2; rojo) (tabla 7.2.13) para poder graficar la curva de calibracion y sacar
la ecuacion de la recta (figura 7.2.21).

800
700

600 - 0% VIVAS
500 -+ ——10%VIVAS

:22 J\ —\ 50% VIVAS
200 b\ 90% VIVAS
100 \\

500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Emision de la fluorescencia

Figura 7.2.20. Intensidad de fluorescencia de los diferentes estandares de células muertas y vivas

del lodo PTN, para la valoracion de los tratamientos a 0,1 ,2 ,3 ,4 y 5 minutos de ozonacién.

Tabla 7.2.13. Relacién de integracion de la fluorescencia eml (vivas) y em2 (muertas) del lodo
PTN para la valoracion de los tratamientos a 0,1 ,2 ,3 ,4 y 5 minutos de ozonacion.

% Vivos 530 nm (em1) | 640 nm (em2) |l eml/em?2
100 361.28 40.33 8.96
90 361.28 40.33 8.96
50 361.28 43.24 8.36
10 246.31 46.58 5.29

0 267.80 60.55 4.42
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Integracion de la fluorescencia

Curva de calibracion

10.00
8.00 L J _—*
6.00 y = 4.5562x + 4.9183
T R2=0.9012
400 ¢
2.00
0.00 : .

0%

50%

% Vivos

100%

150%

Figura 7.2.21. Curva de calibracién para cuantificar proporciones de bacterias vivas y muertas en el

lodo PTN para la valoracion de los tratamientos a 0,1 ,2 ,3 ,4 y 5 minutos de ozonacion.

Con base a la ecuacion de la recta (tabla 7.2.14) de la curva de calibracién (7.2.21), se generaron

los resultados de porcentaje de bacterias vivas y muertas (x) en los diferentes tratamientos con
ozono (tabla 7.2.15).

Tabla 7.2.14. Ecuacion de la recta de la curva de calibracion para cuantificar proporciones de

bacterias vivas y muertas en el lodo PTN para la valoracién de los tratamientos a 0,1 ,2 ,3 ,4y 5

minutos de ozonacion..

y=ax+b

4.5562

4.9183

Tabla 7.2.15. Resultados de la integracion de fluorescencia y porcentaje de vivos en los diferentes

tratamientos con ozono.

Tratamientos 08/01/2015 14/01/2015 23/01/2015

O3 leml/em2 | DE % Vivos leml/em2 | DE % Vivos leml/em2 | DE % Vivos
LM (0 min) 106 | 9.9 0.5 |1122.91108.7| 17.7]1 189 | 0.8 | 267 |291.1|11.1| 9.5 1.1 1133.5] 100.9
T1 (1 min) 10.1 | 4.4 112.7| -3.2 | 10.3| 121 | 1.2 |117.5]153.1| 9.2 9 0.1 1945 | 90.5
T2 (2min) 6.4 6.6 0.1 | 37.5 | 41.6 8 8.7 05 | 69.8 | 84.4 | 4.6 9 0.2 91
T3 (3 min) 4.3 5 0.5 | -5.2 9 5.5 3.4 1.5 ] 20.1]|-228]| 6 5.4 0.4 | 28.8 | 18.1
T4 (4 min) 5.2 6.6 1 13.1 | 416 | 7.3 5.8 1.1 | 565|251 43| 25 1.3 ] 45| -41.1
T5 (5min) 4.1 5.3 08 | -93 1151 | 5.8 | 4.5 09 [249] -03 | 42| 6.1 141 -76 | 31.5
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Los resultados presentados en la tabla 7.2.16 no mostraron una coherencia entre si, a excepcion
de la muestra que se ozond por 1 minuto y la muestra de lodo que no fue tratada, en donde la
muestra sin tratar siempre tuvo una intensidad de fluorescencia un poco mas alta que la del
tratamiento de 1 min en los tres dias de andlisis. Esto pudo deberse a la alta solubilizacion que
produce el ozono en las células (Chia-Jung C. et al., 2012) lo cual puede formar nuevo material
fluorescente (Saadi et al. , 2006) )que sesga las mediciones para valorar la degradacion, por lo
qgue las espectrofluorometria no es una buena técnica para valorar la minimizacién de lodos

tratados con ozono.

7.2.3. Determinacién de la constante cinética pumax (Crecimiento) en el proceso de

minimizacién de lodos en un lodo (PTN) ozonado por espectrofluorometria vs respirometria

7.2.3.1._ Mediciones de la rO; en un lodo modelo ozonado por respirometria para el calculo

de la constante cinética MHmax.

Para la obtencién de pHmax Se aplicé la metodologia de Kappeler y Gujer (1992) para calcular el
valor del parametro a partir de la curva respirométrica (figura 7.2.22). El experimento se desarrollo
en condiciones de una relacién alta de S/M, a una temperatura de 20°C, con 3 replicas para el lodo

ozonado a 5 minutos y una muestra sin ozonar.

45 | _
40 t?;
35 - &,,*
— 30 ; ié * & Omin_sin_O3
_j 25 é . g = 5min_replicl
\@ 20 E . 5min_replic2
é 15 E yx x 5min_replic3
S ] .
Q10 | e _?-&f’
5 ?».0«.00.0 .-!!f‘ ® e o gt
0 1 menecoensamey nu 2857 T - ‘
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 7.2.22. Curva respirometrica para la prueba de prmax para el lodo ozonado a 5 minutos.

Después de graficar las tasas de respiracion contra el tiempo, se calculd una regresién exponencial
(y=ae®) cuya ecuacion esta dada en la metodologia, en donde el exponente b= prmax—b"H.
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Regresion calculo Pymax ys2 = 0.0309e04446x

40 R2=-0:9943
35 ys3 = 0.0111e0-5647x
30 R2 =0.9848

25
20
15
10

#Ysl_Omin
= 0.023560.4532X = Ys2_5min_replicl
R2 =0.9892 Ys3_5min_repli2
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ys1 = 4.169901357x
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Figura 7.2.23. Respirograma de la curvas de crecimiento a 20°C para determinar pxmax.

Se saco el promedio del valor de pHma—b™H (10.8 d) de las tres réplicas a 5 minutos de

ozonacion, los valores individuales se muestran en la tabla 7.2.16.

Tabla 7.2.16. Valores de pnmax—b H obtenidos del respirograma para el lodo ozonado a 5 minutos.

T.03 Mrmax-br

(min) ht d?
0 min (ys1) 0.136 3.3
5 min (ys2) 0.445 10.7
5 min (ys3) 0.565 13.6
5 min (ys4) 0.453 10.9

Las pendientes de la figura 7.2.23 corresponden a la diferencia (WHmax—b"H), de donde se puede
calcular la tasa maxima de crecimiento especifico de la biomasa heterotréfica. Siendo b’"H = 0.625
d-1 (valor de referencia de ASM1 a 20°C), entonces phmax = 10.8 d'+ 0.62=11.42 d* para el lodo

ozonado, comparado a 3.3+0.62= 3.9 d! para el lodo no ozonado.

El trabajo mostré un fenédmeno de incremento del tiempo de latencia y sobre todo del valor prmax
con la ozonacion (tabla 7.2.18). La ozonacion seleccioné bacterias de alta tasa de crecimiento, que
fueron las mas resistentes al tratamiento de 5 minutos de Os.

La tabla 7.2.17 compara valores de la tasa de crecimiento maximo, reportados en la literatura a

20°C con el valor obtenido en este trabajo para el lodo modelo.
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Tabla 7.2.17. Comparacion de valores de yxmax (d1) a 20°C.

Henzel et Hauduc et ) Espinosa-Rodriguez | Valor obtenido
al, 2002 | COX(2004) [ "5 o010 | CPSX et al., 2012 con Os | sin O
6 3.12 6 6 6.9 11.4 3.9

Los valores de Henze et al. (2002), Hauduc et al., (2010) GPS-X coinciden con el valor promedio
recomendado por ASM1 para agua residual municipal. En el ASM1 también esta provisto que PHmax
tiene un amplio rango (2 a 12 d*) por lo que el valor obtenido en el lodo modelo (11.4 d?) entra

dentro del rango para agua municipal, pero difiere del valor promedio de 6 d*.

Kappeler y Gujer (1992) propusieron determinar unicamente la pxmax, Observando el aumento de la
respiraciéon en un reactor cerrado con una relacién S/M alta. Algunos autores consideran que esta
alta relacién S/M puede favorecer el crecimiento selectivo, resultando en valores altos de pHmax
(Vanrolleghem et al., 1999).

Es comprensible que haya variaciones en la pumax del agua residual sintética y del agua residual
municipal, debido a las diferencias en su composicién y a los tipos de microorganismos que se
desarrollan en cada caso. El agua residual sintética no contiene fraccién no-biodegradable
(degradacién mas rapida), ni compuestos toxicos, y no es seguro cada uno de los macro-

elementos requeridos por cada tipo de bacterias estén presentes en el agua sintética.

7.2.3.2. Medicién del porcentaje de bacterias vivas y muertas en un lodo ozonado por

espectroscopia de fluorescencia

Se graficaron las longitudes de onda de cada suspensiéon que contenia el licor (figura 7.2.24),
posteriormente se calculo la relacion de la intensidad integrada de cada espectro entre 510-540 nm
(em1; verde) y 620-650 (em2; rojo) (tabla 7.2.18) para poder graficar la curva de calibracion y sacar

la ecuacion de la recta (figura 7.2.25).
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Figura 7.2.24. Intensidad de fluorescencia de los diferentes estandares de células muertas y vivas

en el lodo de la PTN para la valoracion de pxmax €n el tratamiento de 5 minutos de ozonacion.

Tabla 7.2.18. Relacién de integracién de la fluorescencia eml (vivas) y em2 (muertas) del lodo

PTN para la valoracion de pnmax en el tratamiento de 5 minutos de ozonacion.

% VIVOS | 530 nm (em1) | 640 nm (em2) |l eml/em2
100 1000pL opL 9.19
90 900pL 100puL 7.38
50 500pL 500pL 5.04
10 100pL 900pL 2.55

0 opL 1000pL 1.57
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Integracion de la fluorescencia
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Figura 7.2.25. Curva de calibracion para cuantificar el porcentaje de bacterias vivas del lodo de la

PTN.

Con base en la ecuacién de la recta (tabla 7.2.19) de la curva de calibracion (figura 7.2.25), se

generaron los resultados de porcentaje de bacterias vivas y muertas (x) en el lodo tratado por 5

minutos con ozono (tabla 7.2.20).

Tabla 7.2.19. Ecuacion de la recta de la curva de calibracion para cuantificar proporciones de

bacterias vivas y muertas del lodo PTN tratado a 5 minutos de ozonacion.

y=ax+b

a 0.07

1.6453

Tabla7.2.20. Resultados de la integracién de fluorescencia y porcentaje de vivos en el lodo tratado

a 5 minutos de ozonacion.

Toma de t (h) . l eml/em2. DE Promedio | % Vivos

muestra replical | replica 2
08:40 12.2 3.7 3.6 0.1 3.7 52.3
10:20 13.8 8.2 8.3 0 8.2 117.8
11:20 14.8 8.7 10.9 1.6 9.8 140.2
12:20 15.8 10.7 10.2 0.4 10.4 149
13:20 16.8 7 7 0 7 | -
14:20 17.8 10.4 10 0.3 10.2 145.9
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Como se puede observar en la tabla 7.2.21 el porcentaje de bacterias vivas fue aumentando
respecto al tiempo, llegando a su maximo a partir de las 12:20 horas. El incremento en el
porcentaje puede relacionarse con el crecimiento de la siembra inicial que quedo viva después del
tratamiento con 0zono ya que se encontraba en un medio con una relacion alta de S/M (Kappeler y
Guijer ,1992). Se tiene que tomar en cuenta que en este analisis no se obtuvo el valor de Fa para el
lodo PTN en AQUASIM por lo que en la curva de calibraciéon se tomo el estandar como 100%
vivas, por lo que los resultados obtenidos en el monitoreo de la curva de crecimiento nos arrojan
valores mayores del cien por ciento. No obstante, se detecta un incremento en los valores hasta

alcanzar una meseta final alrededor de 145-148%, cuando ya se agoté el sustrato

Se hicieron correlaciones del porcentaje de bacterias vivas con los datos de rO: (figura 7.2.26 y

7.2.27) para ver si los resultados seguian la misma tendencia.

ro, vs % Vivos

160
140
120
100
80
60
40
20

A% VIVOS
= r02

% Vivos

ro, (mg/L)

0 5 10
Tiempo (h)

Figura 7.2.26. Grafica con los datos de % Vivos y rO obtenidos del lodo tratado a 5 minutos de

ozonacion.
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Correlacion rO, vs % VIVOS
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Figura 7.2.27. Regresién lineal con los datos de % vivos y rO2 obtenidos del lodo tratado a 5

minutos de ozonacion.

En la figura 7.2.27 se observa que existe una correlacion entre los datos de % vivos y la rO,
teniendo una R?= 0.9084. En esta regresion lineal solo se tomaron los datos que siguen la
tendencia del crecimiento en los dos analisis. En la figura 7.2.26 la curva de rO2 decay6 cuando se
termind el alimento que comen las bacterias por lo que bajo la demanda de oxigeno; mientas que
en la curva de % vivos después de que se acabd el sustrato la poblacion se mantuvo constante,

lo que era esperado.

Por lo anterior se puede decir que la espectrofluorometria es una técnica que puede evaluar el

crecimiento de las bacterias en un ambiente con una relacién alta de S/M.

7.3. Citometria de flujo (CMF)

7.3.1. Afinacién del citbmetro

La tabla 7.3.1 muestra la ubicacién que se esperaba de las preparaciones control en los diagramas

de dos parametros.
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Tabla 7.3.1. Presencia y ausencia de las preparaciones control en los diagramas.

Vivas Muertas
CYTO9 + -

Yoduro de propidio - +

e Muestra con solo perlas de latex (preparacion 5).

Tabla 7.3.2. Parametros para la ubicacion en el diagrama de la preparacion 5.

Detectores Voltaje
FSC (Tamafio) EOO
SSC (Granulidad) 500
FL1(Filtro detecta SYTO 9) 500
FL3 (Filtro detecta Yoduro de propidio) 500

En el diagrama de la figura 7.3.1 se pueden observar las perlas de latex, estas no fueron ubicadas
en cuadrantes ya que son las Unicas que difieren en los valores de los parametros de las demas

preparaciones. En el histograma se puede ver un solo pico bien definido donde se encuentran las
perlas segun su complejidad.

Diagrama de 2 parametros Histograma

il

[J

I—
.
-

Counts

-

-
-
3 4
3|
=0
-

Figura 7.3.1. Diagrama de 2 parametros, e histograma de la preparacion 5.
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. Muestra células muertas con Yoduro de propidio (preparacion 1).

Tabla 7.3.3. Parametros para la ubicacién en el diagrama de la preparacion 1.

Detectores Voltaje
FSC EO1
SSC 376
FL1 600
FL3 700

En el diagrama de figura 7.3.2 se observan las células muertas, su ubicacién corresponde al
cuadrante (-,-). En el histograma se puede ver dos picos, uno mas definido que el otro, en el cual

se encuentran la mayoria de las bacterias muertas segun su intensidad de fluorescencia.

Diagrama de 2 parametros Histograma

Figura 7.3.2. Diagrama de 2 parametros, e histograma de la preparacion 1.

o Muestra células vivas con SYTO 9 ( preparacion 2)

Tabla 7.3.4. Parametros para la ubicacion en el diagrama de la preparacion 2.

Detectores Voltaje
FSC EO1
SSC 376
FL1 600
FL3 700
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En el diagrama de la figura 7.3.3 se pueden ver las células vivas, su ubicacién corresponde al
cuadrante (+,-).

En el histograma se observan dos picos, uno mas definido que el otro, en el cual se encuentran la

mayoria de las bacterias vivas segun su intensidad de fluorescencia

Diagramas de 2 parametros Histograma

Figura 7.3.3. Diagrama de 2 parametros, e histograma de la preparacién 2.

e Muestra células vivas tefiidas con SYTO 9y Yoduro de propidio (preparacion 3).

Tabla 7.3.5. Parametros para la ubicacion en los diagramas de la preparacion 3.

Detectores Voltaje
FSC EO1
SSC 376
FL1 600
FL3 700

En los diagramas de complejidad vs FLI y FL3 de figura 7.3.4 se pueden observar las células vivas
en los cuadrantes (+,-) y (-,-)), mientras que las muertas se ubican en el (-,-). En el diagrama de
FL1 vs FL3 las células vivas se ubican en los cuadrantes (+,+), (+,-) y (-,+), mientras que las
muertas estan en el cuadrante (-,-) y (-,+).
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Diagramas de 2 parametros

2 3
10° 10°

Figura 7.3.4. Diagramas de 2 parametros de la preparacion 3.

En ambos histogramas de la figura 7.3.5 se pueden observar 3 picos, en los cuales se ubican los

diferentes tipos de bacterias vivas y muertas segln su intensidad de fluorescencia.

Histogramas

-

Unts

=
":'

Figura 7.3.5. Histogramas de la preparacion 3.
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Se estuvo yendo una vez por semana durante casi un afio al citbmeto con muestras controles y
muestras de los reactores Ay B, con el fin de ajustar el equipo para poder cuantificar las diferentes
poblaciones de bacterias vivas y muertas, pero durante ese periodo no se lograron ubicar las
poblaciones iniciales para medirlas respecto al tiempo ya que habia mucho ruido y no se sabe si
era electronico o contaminacion del equipo, la cual se puedo traslapar con alguna poblacion que se
querian medir (el ruido es el que se observa dentro de los cirulos rojos en las figuras 7.3.2, 7.3.3 y
7.3.4). Esta contaminacion no se pudo quitar a lo largo de las pruebas, por lo que se usé la
espectroscopia de fluorescencia para medir las proporciones de bacterias vivas y muertas respecto

al tiempo.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1 Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

El tratamiento biolégico de lodos activado fue eficiente, ya que remueve mas del 90% de
la DQO total del influente.

Una de las dificultades encontrada en el cultivo del lodo modelo fue el esponjamiento; se
debié a la presencia de microorganismos filamentosos que dificultaron la sedimentacién

de los lodos; la situacion se corrigié con proveer de mas aireacion.

Para poder llevar un control de los reactores manteniendo en forma constante la cantidad
de solidos suspendidos en el sistema, es necesario la realizacion de analisis de medicién
de lodos, como lo son: temperatura, conductividad eléctrica, pH, DQOr, DQOs, DQOX,
SST, SSV, SSF, 1QV, IVT, IVL, velocidad de sedimentacion, respirometria y didmetro de la

particula.

El bu del lodo modelo medido en el digestor aerobio fue de 0.23 d* que difiere con el valor
promedio en el ASM1 estimado a 0.62 d*a 20°C, por lo que puede decirse que hay un by

para cada lodo como lo sugiere la literatura.

La Yxmax €n el lodo modelo ozonado fue de 11.4 dcomparado a 3.9 d* para el lodo no
ozonado, mostrando un fendmeno de seleccion de bacterias de alto crecimiento por la
ozonacion. Sin embargo ambos valores quedaron en el intervalo 2-12 d* aceptado en el
ASM1.

En la técnica de citometria de flujo, se logré configurar el equipo para detectar las
poblaciones vivas versus muertas, asi como las perlas de conteo (estandar), pero no se
pudieron tener mas avances por fallas en el equipo, esto pudo originarse por una
contaminacion y/o obstruccion de los conductos del citdbmetro por los flocs, aunque el lodo
ya habia sido segregado por tratamientos de ultrasonido. Ante esta limitacion, la
investigacion se enfocé en el uso de una técnica alterna basada en la espectroscopia de

fluorescencia.

Ya sea para seguir el decaimiento (en un digestor) o para monitorear el crecimiento (en un
reactor), la espectrofluorometria permite evaluar el desempefio de procesos de

minimizacién de lodo, cuantificando la fraccidon de bacterias vivas y muertas; se obtuvieron
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8)

correlaciones altas de la mediciones de DQO y rO:2 con los resultados de esta técnica de

fluorescencia.

La alta solubilizacién que produce el ozono en las células formé material fluorescente que
sesg0 las mediciones hechas por espectrofluorometria, por lo que no es una buena técnica
para valorar la minimizacion de lodos tratados con ozono debido a la interferencia de los

productos microbianos solubles.

8.2.Recomendaciones

1)

2)

3)

4)

Es necesario mejorar la metodologia en general para el analisis del lodo activado por
citometria de flujo, ya que en el presente trabajo se presentaron muchas dificultades tanto

en la preparacion de la muestra como el andlisis de esta en el citometro.

En cuanto a la preparacion de la muestra, la mayor dificultad que se present6 fue separar
las bacterias para que pudieran ser contadas de manera individual en el citémetro de flujo;
se les aplicaron diferentes tratamientos de ultrasonido y posteriormente se filtraron, pero su
naturaleza hacia que se juntaran de nuevo cuando emperezaban a decantar en el vial, por
lo que se sugiere que en trabajos futuros se busquen nuevos métodos para poder

segregarlas sin que se vuelvan a juntar.
Se recomienda darle el mantenimiento semestral al citbtmetro (cambio de sondas y de
filtros), para que no se contamine la muestra de lodo al ser analizada y su fluorescencia

pueda ser detecta de forma correcta.

Falta mas investigacion en la afinacion de voltajes en los detectores de las bacterias vivas

y muertas que se presentan en los protocolos de tincién para citometria de flujo.
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